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Resumen.

En este trabajo se obtuvo el conjugado riboflavina - seroalbimina bovina (GV-BSA)
a partir de la reaccion de condensacion del producto principal de la oxidacién de la
riboflavina (GV) con seroalbimina bovina (BSA) y posterior reducciéon con
borohidruro de sodio. Este conjugado se semipurifico por los métodos de precipitacion
por salado y didlisis y se identific6 por espectroscopia UV - Visible y electroforesis
sobre acetato de celulosa y en gel de poliacrilamida (SDS — PAGE). La aparicion de
dos bandas en cada uno de los electroforegramas sugirieron la formaciéon de un
compuesto de masa molecular mas elevado que la proteina, lo que indica la presencia
de un enlace covalente entre la proteina y la riboflavina (GV). Se evalu6 la actividad
inmunogénica del conjugado GV - BSA desarrollando un esquema de inmunizacion en
conejos F1, semigigantes blancos, las inoculaciones se realizaron por via subcutanea
aplicando una dosis inicial de 150 pg del conjugado GV — BSA. Para la deteccion de los
anticuerpos se utilizé la técnica de inmunodifusion radial doble de Ouchterlony. La
banda de precipitacion antigeno — anticuerpo se hizo visible en el rango de
concentraciones de riboflavina entre 0,6 y 0,9 mg/mL. Los resultados alcanzados

demostraron la obtencién de anticuerpos especificos contra la riboflavina.
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Summary.

A riboflavin - bovine serum albumin (GV — BSA) conjugate was prepared by the
condensation reaction of the oxidation product of riboflavin (GV) with bovine serum
albumin (BSA) and reduction with sodium borohydride. This conjugate was
semipurified by salting out and dialysis. Using ultraviolet spectrum, sodium dodecyl
sulfate — polyacrilamide gel electrophoresis (SDS — PAGE) and cellulose acetate
electrophoresis the conjugate GV — BSA was identified. The appearance of two bands
in both electrophoregrams suggests the formation of higher molecular weight
material, indicating the covalent linkage between protein and the riboflavin (GV). GV —
BSA conjugate immunogenic activity was also evaluated. F1 white semigigantic
rabbits were immunized with this conjugate. Inoculations were performed by
subcutaneous route injecting an initial dose of 150 pg of GV — BSA conjugate.
Antibodies were detected according to the Ouchterlony double radial immunodiffusion
technique. Antigen — antibody precipitation band was observed at a riboflavin
concentration of 0,6 — 0,9 mg/mL. Results showed the production of specific

antibodies against riboflavin.
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Glosario.

BPA: bisfenol A

BSA: seroalbumina bovina

CDI: carboxidiimida

CMC: 1 - ciclohexil - 3 - (2 - morfoliniletil) carbodiimida
CMD: carboximetildextrana

CM Pul: carboximetilpullulan

DCC: N, N' - diciclohexilcarbodiimida

DNA: &cido desoxirribonucleico

DNP - OVA: dinitrofenil ovalbumina

DXR: doxorrubicina

EDC: 1- etil - 3 - (3 - dimetilaminopropil) carbodiimida
EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EIA: ensayo inmunoenzimatico

ELISA: ensayo inmunoenzimatico en fase sdlida

EMIT : ensayo inmunoenzimatico multiple

FAD: dinucledtido de flavina y adenina

FMN: mononucledtido de flavina

GC / MS: cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa
HMPT: hexametilfésforotriamida

HPLC: cromatografia liquida de alta resoluciéon

HPTLC: cromatografia de capa delgada de alta resolucion
HSA: seroalbimina humana

HVA: &cido homovanillinico

IAC: cromatografia de inmunoafinidad

IgG: inmunoglobulina G

IR: infrarrojo

KLH:

LG: lactoglobulina

MALDI- MS: desorcién e ionizacion por laser, auxiliado por matriz acoplado a
espectrometria de masa

MALDI _ TOFMS: desorcion e ionizacion por laser, auxiliado por matriz acoplado a
espectrometria de masa con un analizador de tiempo de vuelo
M - 6 -HS : 6 - succinilmorfina

S5MTHFA: &cido 5 - metiltetrahidrofélico

NAD: dinucledtido de nicotinamida y adenina

NADP: fosfato del dinucledtido de nicotinamida y adenina

NHS: N - hidroxisuccinimida
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1, 25 (OH)2 D3: 1 a, 25 - dihidroxivitamina D3

SDS: dodecilsulfato de sodio

SDS - PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
TNBS: &cido 2,4,6 - trinitrobencenosulfonico

UV: ultravioleta

VMA: &cido vanilmandélico
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Parte 1

Introduccion

1- INTRODUCCION.
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El estudio de las caracteristicas de las inmunoglobulinas ha permitido el desarrollo del
Inmunodiagndstico a través de la produccion de reactivos inmunolégicos partiendo de
anticuerpos de alta especificidad, producidos contra un gran nidmero de antigenos que
permiten el diagndstico y el seguimiento de patologias de etiologia inmunolégica.
Estos anticuerpos pueden ser de origen policlonal o monoclonal en dependencia de la

finalidad del reactivo en cuestion.

El éxito de la aplicacion de las técnicas del Inmunodiagnéstico esta en funcion de la
produccion de anticuerpos especificos para un antigeno en particular. Estos
anticuerpos se obtienen disefiando esquemas O6ptimos de inmunizacién, inoculando
animales con antigenos problemas y realizando, posteriormente, su desangrado para
obtener del suero el reactivo de interés, en este caso el antisuero policlonal. Este
consiste en un amplio espectro de moléculas de inmunoglobulinas dirigidas contra
diferentes regiones del antigeno que luego va a ser detectado por cualquiera de las

técnicas incluidas en el Inmunodiagnoéstico.

Los hibridomas, producidos por fusion de células de mieloma con linfocitos B de
ratones inmunizados previamente con un antigeno determinado, son capaces de
multiplicarse indefinidamente y de producir al mismo tiempo una variedad particular

de anticuerpos, los monoclonales.

El anticuerpo monoclonal sélo reacciona con un epitopo del antigeno correspondiente

y es la diferencia fundamental que existe con uno policlonal.

Si bien se ha demostrado la mayor especificidad de los anticuerpos monoclonales en
relacion con los anticuerpos policlonales, estos ultimos siguen siendo de gran utilidad
para el diagnoéstico debido a la relativa facilidad de su obtencién. Las firmas
comerciales mas potentes en el mercado de los Inmunodiagnosticadores comercializan
anticuerpos policlonales obtenidos en diferentes especies de animales para ser
utilizados en las técnicas inmunoenzimaticas, inmunohistoldgicas e

inmunohematoldégicas.

La produccion de reactivos inmunodiagnosticadores elaborados a partir de anticuerpos
policlonales y monoclonales constituye hoy dia una linea de investigacion y produccion

de los Centros de Biotecnologia.

La riboflavina, una de las vitaminas del complejo B, es un componente fundamental
de los alimentos, de fluidos biolégicos y de férmulas farmacéuticas empleadas como

suplemento vitaminico, lo que hoy en dia es esencial para el tratamiento de las
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neuropatias. También se encuentra presente en determinados desechos industriales
como la vinaza de destileria, el suero de queso crema, entre otros, los cuales en
muchas ocasiones, son objeto de caracterizaciones para valorar su tratamiento y/o
aprovechamiento, teniendo en cuenta las tendencias actuales con respecto a la
conservacion y preservacion del medio ambiente. De aqui su importancia desde el
punto de vista biolégico, farmacéutico y biotecnolégico. Los métodos tradicionales
empleados en la cuantificacion de riboflavina presentan numerosas desventajas,
pudiéndose citar en primer lugar su escasa especificidad y por otra parte se
encuentran los problemas econdmicos, debido a los altos costos de los equipos que se
requieren, entre otras limitaciones. Por lo que se hace necesario la bisqueda de una

via rapida, sencilla y sobre todo especifica para su cuantificacion.

Actualmente la determinacion de muchas sustancias quimicas y fundamentalmente
las que poseen actividad bioldgica, estan basadas en el Inmunoensayo, que como
método diagnoéstico presenta numerosas ventajas, entre ellas, elevadas sensibilidad y
especificidad, sencillez y rapidez. Resultan muy Utiles en la deteccion de sustancias
que se encuentran en concentraciones muy pequefias en diferentes tipos de muestras,
donde a veces los métodos quimicos y fisico - quimicos tradicionales pierden

confiabilidad.

Para la aplicacion del inmunodiagnéstico se hace necesario la produccion de
anticuerpos contra la sustancia que se va a detectar, la cual, la mayor parte de las
veces, nNo es antigénica y debe ser conjugada a algun sustrato proteico e

inmunogénico para que pueda comportarse como un inmunégeno.

DISENO METODOLOGICO.
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Necesidad: Encontrar una técnica analitica que permita la cuantificacion de la
riboflavina, de manera especifica, sensible y sencilla, en sustratos de diferentes

origenes.

Problema: Preparar un antigeno por conjugacion de la riboflavina con una proteina

portadora.

Campo de accidn: Los métodos diagnoésticos basados en el inmunoensayo.

Objeto: La determinacion cuantitativa de la riboflavina por inmunoensayo.

Hipotesis: Si se obtiene el conjugado riboflavina — seroalbumina bovina podria

disponerse de un inmundgeno para la obtencidon de un antisuero anti — riboflavina.

Objetivo general: Obtener el conjugado riboflavina — seroalbimina bovina y

evaluar su actividad como inmundgeno.

Objetivos especificos:

1. Realizar una revision bibliogréafica acerca del estado del arte de la conjugaciéon
de haptenos a proteinas portadoras y sus aplicaciones en el inmunoensayo.

2. Establecer una técnica experimental que permita el acoplamiento de la
riboflavina a la seroalbimina bovina y la semipurificacion del conjugado
resultante.

3. ldentificar el conjugado riboflavina — seroalbimina bovina mediante
espectroscopia ultravioleta — visible y electroforesis.

4. Desarrollar un esquema de inmunizacion en conejos para la obtencion del
antisuero policlonal anti - riboflavina y titular los anticuerpos a través de

técnicas de inmunoprecipitacion.
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Parte 2

Revision Bibliogrdfica
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2- REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1- VITAMINAS. BREVE ESBOZO HISTORICO.

Las vitaminas son sustancias de naturaleza orgénica, que desempefian en el
organismo funciones muy especificas, actuando a concentraciones relativamente
bajas. Son vitales para muchas formas de vida, sin embargo, algunos organismos no
las pueden sintetizar por lo cual deben ser suministradas en la dieta. Resultan
indispensables en el proceso humano de transformacién energética, pero no son
fuentes de energia, ni participan como elementos estructurales del organismo. Varias
de ellas actian como componentes fundamentales de algunas coenzimas importantes

en las rutas metabdlicas centrales, asi por ejemplo: la tiamina (vitamina B1) es el

componente activo del pirofosfato de tiamina, un coenzima necesario para la
descarboxilacion enzimatica de los alfa - oxodacidos. La riboflavina (vitamina B2) es un
componente de los coenzimas: mononucleétido de flavina (FMN) y dinucleétido de
flavina y adenina (FAD), que actlan como grupos prostéticos transportadores de
hidrégeno en ciertas enzimas de oxidaciéon. El acido nicotinico es un componente del
dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) y del fosfato de dinucleétido de
nicotinamida y adenina (NADP) que funcionan como transportadores de electrones
para las deshidrogenasas dependientes de la piridina. El acido pantoténico es un
componente esencial del coenzima A, que actia como transportador del grupo acilo
durante la oxidacién enziméatica y sintesis de los acidos grasos (Lehninger, 1986 y

Gbmez, Lauzardo y Martinez, 1989).

La carencia de vitaminas en el organismo, aun en las pequefias cantidades que se
necesitan, puede provocar ciertas enfermedades, lo que se conoce desde 1881 cuando
Lunin anuncié que los ratones eran incapaces de crecer normalmente con dietas
experimentales que contuvieran solamente sales inorganicas, proteinas, grasas y
carbohidratos y que sdlo crecian adecuadamente si dicha dieta se complementaba con
pequefias cantidades de leche, la cual contenia determinadas sustancias,
denominadas entonces "factores accesorios" que contribuian al desarrollo normal de
las ratas. Sin embargo, no es hasta 1920 que se acepta el hecho de que la falta de
dichas sustancias podia producir enfermedades al hombre, cuando se aplicé al caso
concreto de una enfermedad de los ojos (la oftalmia), del beriberi y del escorbuto

(Fieser y Fieser, 1966b).
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La expresion "factores accesorios” fue cambiada por el término "vitamina™ (del latin
vita, vida y del genérico amina) por el cientifico polaco Casimiro Funk en 1911,
cuando logré aislar el principio activo de esas sustancias, el que presentd caracter
basico y pensando que la sustancia antiberiberi era una amina indispensable para la
vida, la denominé de esa manera (Fieser y Fieser, 1966b). Contrariamente a esto,
s6lo unas pocas entre las vitaminas son aminas, de las 21 que se conocen
actualmente solamente 10 pueden ser consideradas como tales. Esto ha motivado
que, al menos en la lengua inglesa, se modifique el vocablo (vitamins en vez de
vitamines), lo que adn no tiene su equivalencia en nuestro idioma (Gémez, Lauzardo

y Martinez, 1989).

Las diversas vitaminas fueron diferenciadas mediante letras del alfabeto: el factor
soluble en grasas se le denomind vitamina A y al factor soluble en agua se la llamé
vitamina B. Esta terminologia resulté poco adecuada, pues posteriormente se
comprobd que cada uno de ellos contenian dos o mas factores, por lo cual fue

necesario distinguirlos mediante las denominaciones vitamina Bj vitamina B2, etc.,

adn sin conocer sus constituciones quimicas. La fraccion termoestable e hidrosoluble
del factor B se denomind originariamente B2, G y también P-P (pellagra preventive),
en consideracion a que una falta de ella en las ratas producia alteraciones del
crecimiento y una forma de dermatitis descrita originalmente como pelagra de las
ratas, pero que en la actualidad se denomina acrodinia, pues carece de relacién con la
pelagra humana. En 1935 pudo aislarse el factor puro dotado del efecto de
crecimiento, pero no del efecto antiacrodinico y para el cual se propuso conservar la
designacion de B2, mientras que se indico la de Bg para el segundo factor, pues los
subindices 3, 4 y 5 habian sido atribuidos ya a factores hipotéticos. Vitamina C fue la
denominacion que se le dio a la sustancia que podia curar el escorbuto. Por otra
parte, el factor liposoluble A resulté estar constituido por dos factores activos: el que
actla sobre los ojos, para el que se reservo la letra A, y otro que evita la aparicion del
raquitismo, al que se le asignd la letra D. Otros factores liposolubles fueron

denominados E y K (Fieser y Fieser, 1966b).

En 1931 se determina la constitucién quimica de la vitamina A, en 1933 la de la C, en
1935 la de la B2 y se aisla la H (biotina). En 1936 se establece la constitucidon quimica

de la B1 y la D, entre 1937 y 1938 la de la E, en 1937 se reconoce por primera vez el

caracter vitaminico del 4cido nicotinico y en 1938 se descubre el 4cido pantoténico. En
1939 se produce el aislamiento y la sintesis de la vitamina K y en 1948 se aisla la B12

(Fieser y Fieser, 19660).
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2.2- RIBOFLAVINA.
[Lactoflavina; Vitamina B2; Vitamina G; 6,7 - dimetil - 9 - (1' - D - ribitil)

isoaloxazina].

La riboflavina es un componente esencial de todas las células vivas y se encuentra,
por tanto, en mayor o menor cantidad en muchos alimentos. Es estable en los
procesos de preparacion de alimentos, excepto cuando hay una exposicion excesiva a
la luz. Los alimentos que aportan cantidades importantes de riboflavina a la dieta son:
la levadura, el higado, la leche y los huevos. Las hortalizas y las frutas contribuyen

con un aporte pequefio, pero constante (Martin, Fullerton y col. 1965).

El hecho de que se encuentre presente en la levadura justifica que también pueda
encontrarse en algunos residuales industriales como en la vinaza de destileria, residuo
que se obtiene al destilar la miel final que ha sido sometida a una fermentacion
anaerodbica por la especie Saccharomyces cerevisae para la produccion de alcohol
(Biart, Serrano y Conde, 1982; Blanco, 1982).

La riboflavina forma parte también de los componentes principales de muchos

preparados farmacéuticos, fundamentalmente de formulaciones vitaminicas.

2.2.1- Aislamiento.

La vitamina B2 se aisloé por primera vez de la leche y tratandose de un derivado de la

flavina (isoaloxazina) la sustancia fue entonces designada como lactoflavina. Flavinas
biolégicamente activas fueron aisladas de la clara del huevo y del higado,
denominandose en un comienzo como « ovoflavina » y « hepatoflavina ». Teniendo en
cuenta que todas las flavinas con actividad biolégica encontradas en la Naturaleza son
idénticas, los nombres que indican su origen biolégico han sido suprimidos,
aceptandose oficialmente, desde 1937 a propuesta del Consejo de Quimica y Farmacia
de la Asociacion Americana, el de riboflavina, que indica la existencia de una unidad
de D - ribita en la molécula (Fieser y Fieser, 1966b). Ha sido llamada también
vitamina G, en honor al investigador hingaro Golderberg, quien fue el primero en
estudiar la pelagra, enfermedad por carencia de esta vitamina. Originalmente se

conocié también como vitamina P-P (pellagra - preventive).
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2.2.2- Estructura.

La estructura de esta vitamina (1) fue establecida por sintesis en 1935, merced a
trabajos simultaneos de Kuhn y de Karrer (Fieser y Fieser, 1966b). Es un derivado de
la isoaloxazina [6,7 - dimetil - 9 - (1' - D - ribitil) isoaloxazina] y su estructura exhibe
un anillo de pirimidina (1,3 - diazina), uno bencénico y uno de pirazina (1,4 - diazina).
El sistema de anillos condensados formado por pirimidina y benceno es denominado
pteridina y al sistema de los tres condensados como isoaloxazina (Suarez, Otazo y
Pina, 1988).

CH,OH
HO——H
HO——H
HO——H

e
Hscjij[ N /N YO
Z N
N ~H
H,C 0
0

2.2.3- Obtencion.

La riboflavina es producida en gran escala por sintesis, a partir de 3,4 - xilidina (3,4 -
dimetilanilina), ribosa y acido barbitlrico, para ser afiadida al pan, harina, y otros

productos alimenticios y farmacéuticos (Martin, Fullerton y col. 1965).

Algunas cantidades de ella se obtienen de los "caldos de destileria" que quedan como
residuo de la destilacion del alcohol del mosto de cereales fermentados. De esta
manera se obtienen concentrados con un elevado contenido de riboflavina y que se
usan extensamente como aditivos en los alimentos para animales (Martin, Fullerton y
col. 1965).

La produccion de riboflavina suele llevarse a cabo, igualmente, por fermentacion,
empleando varios tipos de microorganismos, entre ellos Clostridium butylicum y C.
acetobutylicum. Sin embargo, se produce industrialmente mediante fermentaciéon
directa empleando los ascomicetes Eremothecium ashbyii y Ashbya gossypii. Desde el
punto de vista industrial suele usarse la especie Ashbya gossypii por su mayor

estabilidad en la produccién de esta vitamina y porque puede sintetizar una cantidad



Tesis de Maestria

de riboflavina veinte mil veces superior a la que se necesita para su crecimiento

(Herrera y Quintana, 1981, Sasson, 1985).

En la actualidad es posible obtener vitamina B2 recombinante a gran escala,

empleando fermentadores especiales de capacidades adecuadas. Este proceso ha
podido ser optimizado en cuanto a los rendimientos de la vitamina (Horiuchi y Higara,
1999).

2.2.4- Propiedades.

La riboflavina es un polvo cristalino, de color amarillo o amarillo anaranjado, con un
ligero olor caracteristico. Funde aproximadamente a 280 OC. Es soluble en agua y en
etanol, aunque en menor grado que en el agua; es insoluble en éter, cloroformo y
otros disolventes organicos. Su solucidn acuosa saturada es neutra al tornasol y
presenta una rotacion especifica de -1129 a -1229. Cuando se encuentra en estado
seco, la luz difusa no la afecta en forma apreciable, pero en solucién, especialmente
en presencia de alcali se deteriora con gran rapidez, formando principalmente lumi -
lactoflavina, producto de degradacién sin actividad bioldgica, soluble en cloroformo. La
riboflavina es mas estable al calor en solucién acida, particularmente a pH de 1,0 a

6,5, pero al irradiarse forma lumicromo, también biol6gicamente inactivo.

Las soluciones de riboflavina presentan una fluorescencia amarillo verdosa
caracteristica, que tiene absorcion maxima a 565 nm en el campo acido de pH. Bajo la

accion de los rayos ultravioleta la fluorescencia es mucho mas intensa.

Se reduce rapidamente con hidrosulfito o con hidrogeno (Zzn/H*) a la forma leuco,
que es incolora y no fluorescente (Martin, Fullerton y col. 1965; Harrow y Mazur,
1954; Finar, 1959).

2.2.5- Fisiologia.

Los efectos de la deficiencia de la riboflavina han sido estudiados intensamente en las
ratas, animales donde se manifiestan alteraciones del crecimiento, problemas en la
piel y en los ojos.

La deficiencia de riboflavina en animales se caracteriza por un indice reducido de
crecimiento, alopecia, dermatitis, queilosis (enrojecimiento de los labios y aparicion de
fisuras en las comisuras de la boca), cataratas, bradicardia y colapso general. En el
hombre los sintomas mas frecuentes observados son: queilosis, seborrea

caracteristica, conjuntivitis, vascularizacion de la cérnea (invasion de la cérnea por
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capilares pequefios), fatiga visual, inflamacién de la lengua, entre otras. En ocasiones
estos estados pueden surgir por otras causas y no necesariamente por deficiencia de

riboflavina (Martin, Fullerton y col. 1965).

Actualmente se ha postulado que la neuropatia epidémica puede estar relacionada con
déficits nutricionales, como lo es por ejemplo el complejo de vitamina B (De la Fuente,

Rodriguez y col. 1997).

2.2.6- Métodos de determinacion.

El conocimiento sobre la abundancia y distribucion de las vitaminas, en general, en
todo tipo de materiales ha constituido uno de los principales problemas desde que se
iniciaron las investigaciones sobre ellas, presentando gran interés los métodos para la
deteccion y el andlisis, fundamentalmente en productos naturales. Esta problematica
actualmente se mantiene , pues so6lo se logra la determinacion de ellas de manera
simultanea y con el empleo progresivo de dichas biomoléculas a nivel industrial ha
devenido en una necesidad el uso de numerosos métodos de andlisis y su continuo

perfeccionamiento.

Para el andlisis de la riboflavina, en particular, tradicionalmente se han empleado
métodos quimicos, fisico - quimicos y biolégicos. Los primeros andlisis de esta
vitamina se hicieron empleando métodos biolégicos. Snell y Strong (1939) fueron los
pioneros en el uso de los microorganismos para dichas determinaciones. Esta via
todavia es empleada hoy, con cierto éxito, en algunas determinaciones de riboflavina.
El Lactobacillus casei es uno de los microorganismos mas empleados con tal fin. El
mismo es incapaz de sintetizar la riboflavina que necesita para su propio crecimiento,
medido por la produccion de acido o por la turbidez del medio de cultivo. Al agregar
cantidades graduales de riboflavina a una serie de tubos de cultivo que contienen un
medio deficiente en la vitamina, el crecimiento de L. casei es directamente
proporcional a la cantidad de vitamina agregada, dentro de un cierto intervalo (Martin,
Fullerton y col. 1965).

Con el efecto que provoca la riboflavina sobre los animales de experimentacion fue
posible valorar cuantitativamente la accion de los métodos biol6gicos. Estos poseen
escasa especificidad, lo cual hace que a veces, se tengan que combinar los resultados
de al menos dos meétodos, sobre todo cuando las muestras a analizar son
desconocidas. A pesar de la indiscutible ventaja que presentan, gracias a su elevada

selectividad, su uso se ha venido limitando sucesivamente, ya que requieren de un
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tiempo considerable para su ejecucion, son normalmente caros y sus limites de error

son con frecuencia muy amplios.

Los métodos quimicos y fisico - quimicos han ido reemplazando en los ultimos 60 afios
a los métodos biolégicos, por ser mas rapidos y porque sus limites de error son mas
pequefios, aunque también presentan desventajas. Dentro de estos métodos se
encuentran: el fluorométrico, el fotométrico, el de la lumiflavina y el polarogréafico. La
eleccion del método adecuado puede proporcionar mejores resultados y mayor
rapidez, ello depende de la naturaleza de la muestra a analizar y del contenido de

riboflavina presente en dicha muestra.

El método fluorométrico se basa en la fluorescencia amarillo - verdosa que produce la
vitamina cuando es irradiada con luz ultravioleta (UV). Esta fluorescencia depende de
la concentracion de riboflavina y del pH de la solucién. La maxima intensidad se halla
en un rango de pH entre 6 y 7, sin embargo, habitualmente se mide entre 3 y 5,
donde la fluorescencia es constante y depende Unicamente de la cantidad de
riboflavina presente. En la aplicabilidad de este método hay que considerar que altas
concentraciones de Fe®' reducen la fluorescencia y si la concentraciéon salina es
demasiado alta puede afectar la fluorescencia de los blancos. Los productos de la
descomposicion de la tiamina también interfieren en la medicion (Strohecker y
Hanning, 1967).

La fluorescencia de la riboflavina es especificamente apagada cuando a una solucién
de la misma se adicionan pequefias cantidades de una solucién de una proteina de
enlace a riboflavina. A partir de tal valoracion fluorescente se puede cuantificar esta
vitamina ediferentes tipos de muestras. Hu, Senkbeil y White (1990) realizaron el
analisis de riboflavina en soluciones con concentraciones desconocidas de la misma y
en tabletas multivitaminicas por adicion paulatina de una soluciéon de una proteina de
enlace a riboflavina hasta no observar cambio en el valor de la fluorescencia. Los

resultados de este experimento demostraron la posibilidad de emplear esta via para la
determinacioén de la vitamina B».

El método fotométrico consiste en la medicion fotométrica del color amarillo de la
riboflavina. El espectro de absorcién en solucién neutra o débilmente acida muestra
maximos a 223, 267, 373 y 444 nm. La absorcién es maxima a 267 nm, por lo que se
recomienda la determinacién de la vitamina pura en un espectrofotbmetro a esta
longitud de onda. Esta medicion del color amarillo intrinseco de la riboflavina no es
recomendable para todo tipo de muestra, no solamente porque a veces no poseen la

concentracion minima de vitamina requerida, sino porque en muchos casos pueden
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encontrarse presentes otras sustancias de color amarillo que interfieran con los
resultados. Las absorciones interferentes hacen que el método no sea apropiado para
la determinacion en mezclas, especialmente las que contienen otras vitaminas del

complejo B (Strohecker y Hanning, 1967).

En el método de la lumiflavina, la riboflavina, insoluble en cloroformo, se irradia en
solucién alcalina para formar lumiflavina, la cual se extrae con cloroformo a partir de
la solucién acidificada (Ecuaciéon 1) y puede determinarse bien sea fotométricamente a
450 nm o fluorométricamente a 513 nm. Esta reaccion es especifica de la riboflavina,
puesto que otras flavinas que intervienen en la determinaciéon directa fluorométrica o

fotométrica, no pueden convertirse en lumiflavina.

CH,OH
HO——H (Ha
Ec. 1 HO——H 1) Irradiar / OH° HsC N._N._O
HO—H - )@[ j;(\f
H + N/ N\
HyC 2)H HsC o H

H

(‘: 2
. NJ;(N\H Lumiflavina
3 O

La determinacién fotométrica de la lumiflavina se realiza cuando la muestra a analizar
posee una concentracidn relativamente alta de vitamina B2 y la medicidon

fluorométrica cuando los niveles de ella suelen ser relativamente bajos.

Este método es el mas especifico de los procedimientos fisico - quimicos aplicables al
analisis de esta vitamina. Puede emplearse para su deteccion tanto en productos
farmacéuticos como en productos naturales y tiene la ventaja de que no interfiere la
presencia de otras sustancias fluorescentes o de coloraciéon amarilla. La mayor
desventaja del método es que la escision de la cadena lateral de ribosa, que conduce
a la lumiflavina, no tiene lugar de forma cuantitativa. El rendimiento de lumiflavina
depende de las condiciones experimentales y varia normalmente en el intervalo del 60
- 70%, de aqui que el método pierda en sensibilidad, de todas formas el método
fluorométrico de la lumiflavina es mas sensible que la medicién de la fluorescencia

intrinseca de la riboflavina (Strohecker y Hanning, 1967).

A este método de la lumiflavina hay que adicionarle como desventaja el propio

procedimiento de la obtencién de la lumiflavina, que lleva implicito operaciones de
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extraccion, lo que necesariamente alarga el tiempo de la determinacion. Por otra
parte, a veces hay que llevar a cabo hidrdlisis enzimatica, sobre todo cuando se trata
de muestras de productos naturales donde ademas de riboflavina libre existe también

su éster fosforico, extendiendo aliin mas el proceso.

El método polarografico tiene su basamento en que la riboflavina, a pH 7,5, presenta
una onda caracteristica con un potencial de semionda de -0,47 V, empleando un
electrodo de goteo de mercurio. La corriente de difusion y la altura de la onda son
proporcionales a la concentracion de vitamina dentro del intervalo de 10> a 104
mol/L. Gracias a su especificidad y facilidad operacional, este método es
particularmente Uutil para el andlisis de riboflavina en preparados farmacéuticos como
complejos vitaminicos B o preparados multivitaminicos. Las otras vitaminas no
producen cambios significativos en el polarograma de la riboflavina (Strohecker y
Hanning, 1967).

Actualmente la necesidad de determinar riboflavina en muestras de los més variados
origenes ha conllevado a la modificacién de algunos de los métodos ya mencionados
0 a que se apliquen otros, buscando fundamentalmente precision y especificidad, lo
que constituye hoy dia una de las grandes dificultades en el desarrollo de técnicas
analiticas para complejos vitaminicos, principalmente si los métodos a utilizar se
emplearan en estudios de estabilidad. En muchos casos se trata de estandarizar un
procedimiento para la cuantificacién de dicha vitamina.

Soéderhjelm y Liudquist (1976) realizaron el analisis simultaneo de riboflavina,
piridoxina y nicotinamida por polarografia diferencial de impulso. Wang, Luo y col.
(1985) demostraron que era posible cuantificar cantidades significantes de riboflavina
y de otras flavinas analogas controlando su acumulacién adsortiva sobre un electrodo
de goteo de mercurio estatico seguido de la medicion voltamétrica de las especies en
la superficie de la gota, se utiliz6 un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de
referencia, un electrodo de gota de mercurio estatico como electrodo de trabajo y
como electrodo auxiliar uno de alambre de platino. La alta sensibilidad de este método
de voltametria de redisolucién adsorptiva estd acompafiado de una buena
reproducibilidad de los resultados. Sawamoto (1985) realizé el analisis de riboflavina

por esta misma via pero utilizé como electrodo de referencia uno de calomel saturado.

Park y Cho (1988) determinaron cuantitativamente tiamina, riboflavina, piridoxina y
nicotinamida en preparados multicomponentes mediante andlisis espectrofotométrico
UV.
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Pérez (1994) report6 la determinacion fotocinética de riboflavina y de 5 - fosfato de
riboflavina. EI método se basa en la fotorreduccion de los compuestos enlazados por
el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). El desarrollo de dicha reaccién fotoquimica

fue monitoreada haciendo uso de la reaccidon quimiluminiscente peréxido - luminol.

El empleo de técnicas combinadas ha sido también reportado. Yang, Han y col. (1999)
emplearon un filtro raiz cuadrada de Kalman combinado con espectrometria para la
determinacion simultanea de concentraciones de vitamina Bj, vitamina B2 vy
nicotinamida en mezclas sintéticas y en tabletas comerciales compuestas por
vitaminas del complejo B. Con las mezclas sintéticas los resultados obtenidos fueron
satisfactorios, lograndose recobrados entre 97 - 103,3% y con las tabletas
comerciales los resultados también fueron buenos de acuerdo con el contenido de
vitaminas indicado en la etiqueta. Yang y Chang (1996) realizaron la determinacion
simultanea de tiamina y riboflavina en preparados multivitaminicos empleando analisis
espectrofotomeétrico y de inyeccion de flujo. Otles (1991) se bas6 en una combinacion
de la fluorometria y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la
determinacion comparativa de tiamina y riboflavina en frutas, vegetales, jugos de

frutas, leche y harina.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ha sido empleada desde hace
mucho tiempo en el analisis de vitaminas, al respecto se encuentran los trabajos de
Toma y Tabeckia (1979), para el analisis de riboflavina en arroz y productos del arroz,
los de Camella y Bichi (1983) para la determinacién simultanea de vitaminas
hidrosolubles (tiamina, riboflavina, cianocobalamina, piridoxina, etc.) contenidas en
preparados multivitaminicos empleando un detector UV y los de Ichinose y Adachi
(1986) que también emplearon HPLC pero con un detector fluorescente para el
analisis de tiamina y riboflavina en fluidos biologicos. La determinacion cuantitativa de
riboflavina y de nicotinamida en tabletas por HPLC fue llevada a cabo por Fang
(1990). Hou y Wang (1999) realizaron la deteccion de la vitamina B2 empleando
como fase estacionaria una columna de Nucleoside C18 y realizando la deteccion por
amperometria. Moncado y Ruiz (2000) encaminaron sus trabajos a la estandarizacion
y validacion de un método para la determinacion simultanea de tiamina, riboflavina,
niacina y &cido félico empleando igualmente HPLC. Con el mismo objetivo, en cuanto
a validacion, Diaz y Farifias (2000), investigadores del Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos de la Ciudad de la Habana, reportaron los resultados de
la medicion de mononitrato de tiamina, clorhidrato de piridoxina y nicotinamida por
HPLC en el suplemento nutricional neovitamin Il, empleando una columna de fase

reversa y un detector UV - Visible. El método se emple6 para el control de la calidad y
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estabilidad del farmaco, obteniéndose resultados satisfactorios en las tres vitaminas

estudiadas.

Por la necesidad imperante que tienen muchos médicos cubanos de conocer el estado
vitaminico de sus pacientes y porque en la gran mayoria de los centros hospitalarios
no existen técnicas para su deteccion, Pérez, Hernandez y Amador (2000) del
Instituto Superior de Medicina Militar "Dr. Luis Diaz Soto" de la Ciudad de la Habana,
propusieron una via para instrumentar y estandarizar un procedimiento para la
cuantificacion de riboflavina sérica por el método fluorométrico desarrollado por
Natelson y col., éste a pesar de ser un método laborioso y de no constituir una micro
técnica, demostré poseer precision y exactitud, ademas de que los reactivos que se
emplean son de facil adquisicion y preparacién. Por los resultados obtenidos se
decidi6 implementar la técnica en el servicio de Laboratorio Clinico del Hospital de

referencia.

Todo lo anterior demuestra las deficiencias que existen actualmente con los métodos
para la cuantificaciéon de vitaminas y en especial, la riboflavina en sustratos de
diferente naturaleza con un elevado grado de sensibilidad, especificidad y a la vez de
manera sencilla y rapida. Dentro de las limitaciones méas importantes, de forma
general, se pueden destacar:

- escasa especificidad

- limites de error amplios

- altos costos, en unos casos por los reactivos y en otros por el equipamiento que se
requiere

determinacién simultdnea con otras vitaminas

interferencias de sustancias coloreadas

no posibilidad de hacer andlisis de rutina

elevada laboriosidad, que se traduce en tiempos considerablemente largos para la

ejecucion de la determinacion.

Los aspectos antes expuestos permiten avalar la necesidad de buscar un método
especifico, de alta sensibilidad, rapidez y confiabilidad para el analisis de riboflavina.
En este sentido el inmunoensayo cumple con dichos requerimientos. La obtencion de
un anticuerpo que reconozca a la riboflavina y que pueda ser acoplado a técnicas
inmunoenzimaticas o cromatograficas permitiria la detecciéon de esta vitamina en
sustratos complejos, como son formulas farmacéuticas, residuales industriales,
liguidos biolégicos, etc. Los anticuerpos especificos aislados por ejemplo por una

cromatografia de afinidad, a partir de antisueros policlonales, permite elevar
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considerablemente la especificidad y sensibilidad de los métodos en los que se

utilicen.

Es muy conocido actualmente el uso de los kits diagnoésticos visuales que usan
antigenos, tanto recombinantes, sintéticos como naturales, con niveles de sensibilidad
y especificidad muy elevados, para el uso manual o automatizado, que permiten
procesar bajos y altos nUmeros de muestras y que son disefiados, precisamente, para

aquellos lugares donde se procesan muestras con condiciones minimas de laboratorio.

2.3- HAPTENOS. GENERALIDADES.

El término hapteno fue sugerido por primera vez por Landsteiner en 1921. Segun sus
investigaciones, en los d6rganos de varias especies de animales se encontraban
presentes sustancias que provocaban la produccion de anticuerpos, tal como la
hemolisina, cuando se inyectaba a otras especies. Esa sustancia podia dividirse en dos
fracciones, una porcion soluble en alcali, probablemente de naturaleza lipidica, que
tenia la propiedad de reaccionar especificamente in vitro pero, desprovista de
propiedades antigénicas. Para este tipo de sustancias sugirid el término hapteno,
planteando que solamente el complejo completo (hapteno + proteina) actuaba como

un antigeno.

Fieser y Fieser (1966%) se refiere al término hapteno como la fraccién no proteinica de

un antigeno, responsable de su especificidad para el anticuerpo.

Davis, Dulbecco y col. (1980) definieron a los haptenos como sustancias carentes de
capacidad inmunoldgica, que reaccionan selectivamente con anticuerpos especificos.
Esta definicibn no hace referencia alguna a la masa molecular, ya que segun se
plantea existen macromoléculas que pueden funcionar como haptenos. Aunque desde
el punto de vista formal exista una clara diferencia entre antigenos y haptenos, en la
practica resulta dificil, a veces, decidir si una sustancia es débilmente inmunogénica o
si carece totalmente de propiedades inmunoldgicas. Sin embargo, lo mas corriente es
que las moléculas de pequefio tamafo (masas moleculares menores de 1000) no
posean propiedades de este tipo, a menos que se encuentren unidas de forma
covalente a proteinas, in vivo o in vitro. Ciertas macromoléculas tan s6lo se hacen
inmunogénicas en caso de hallarse unidas a proteinas, no siendo necesario que la
union sea del tipo covalente, probablemente debido al efecto acumulativo de los
numerosos enlaces no covalentes entre estas moléculas de considerable tamafio que

dan lugar a complejos estables (no disociables).
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Segun Stryer (1988) los haptenos son moléculas foraneas y pequefias que no tienen
la posibilidad de estimular la formaciéon de anticuerpos, sin embargo pueden intervenir
en dicha formacioén si se encuentran enlazados a especies moleculares portadoras de

grupos quimicos o determinantes antigénicos.

Piatkin y Krivoshein (1986) se refieren a los haptenos como antigenos incompletos
que no provocan la formacién de anticuerpos, ni sensibilizacion de los linfocitos. La
adicion de proteinas, aln en cantidades insignificantes, le transmite a los haptenos
propiedades de antigenos completos, sustancias que se caracterizan por tener una
informaciéon extrafia y provocar la formacién de anticuerpos o sensibilizacion de los
linfocitos en el organismo, reaccionando con los mismos, in vivo como in vitro . A

estas proteinas se les denominan transportadoras.

De lo anterior puede plantearse que los haptenos son sustancias de naturaleza
quimica sencilla, casi siempre de bajas masas moleculares, que son incapaces de
activar, por si solas, el sistema inmunolégico del organismo, pero, en cambio, si se
acoplan o conjugan a algln sustrato proteico e inmunogénico pueden comportarse
como inmunégenos. A estas proteinas se les conocen como proteinas portadoras o

carrier.

Los haptenos se clasifican, segiin Cushing y Camppell (1960) en haptenos complejos
y haptenos sencillos. Los haptenos complejos se combinan con moléculas del
anticuerpo y forman un complejo antigeno - anticuerpo insoluble, mientras que los
sencillos se combinan pero sin experimentar precipitacion. Un antisuero obtenido por
inmunizacion de conejos con un antigeno artificial, preparado por reaccién quimica del
hapteno, ejemplo acido arsanilico, con una proteina (acido arsanilico - azoproteina),
contendra anticuerpos que reaccionaran especificamente con el acido arsanilico, lo
mismo si esta libre que combinado con otras moléculas proteicas homoélogas o
heter6logas. Cuando se adiciona al antisuero el antigeno provisto de dos o mas
grupos arsanilicos, se produce un precipitado especifico del anticuerpo y del antigeno.
Esto constituye un ejemplo de hapteno complejo. Si el antisuero se mezcla con acido
arsanilico puro no ocurre nada a simple vista, porque el hapteno simple reacciona
so6lo con un punto combinante del anticuerpo. Si posteriormente se afiade el antigeno

a esa mezcla no habra formacidn de precipitado.

Los anticuerpos que son especificos para determinados haptenos se obtienen,
generalmente, a partir de sustancias con capacidad inmunolégica, preparados uniendo

el hapteno de forma covalente a una proteina (Davis, Dubelcco y col. 1980).
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Son clasicos los primeros estudios realizados por Landsteiner (1922, 1927),
investigaciones que estuvieron basadas en el hecho de que los antisueros dirigidos
contra una proteina conjugada, tal como la azoglobulina - sulfanilato, forman
complejos insolubles y especificos con otras proteinas conjugadas con el mismo
sustituyente azo, por ejemplo, azoalbumina - sulfanilato, pero no los forma con la
propia albimina. De aqui que la reaccidon sea especifica para el grupo azosulfanilato.
Los anticuerpos reaccionan con mayor eficacia con el antigeno que estimula su
formacion que con los otros antigenos, dentro de este contexto, el primer antigeno
suele denominarse antigeno homologo y los otros antigenos, heterélogos. De manera
semejante, los haptenos sensiblemente parecidos a los grupos hapténicos del

inmundgeno, fueron denominados haptenos homologos (Davis, Dubelcco y col. 1980).

Algunos anticuerpos en presencia de un conjugado hapteno - proteina reaccionan
exclusivamente con el grupo hapteno, pues no pueden combinarse mejor con el
inmundgeno que con los conjugados del mismo hapteno con proteinas afines. No
obstante, muchos otros anticuerpos muestran "especificidad de portador"; para la
reactividad maxima (afinidad maxima) se requiere no so6lo del grupo hapteno y del
residuo de aminoacido a que esta fijado, sino también, aunque en grado variable, de

los residuos contiguos y no sustituidos del inmunégeno (Davis, Dubelcco y col. 1980).

En 1933, Medveczky hizo referencia a la nomenclatura de los haptenos y denominé N
- haptenos a aquellos que no manifestaban reaccién con un antisuero, por el contrario
si tenia lugar una reaccion evidente, por ejemplo una precipitacion, lo designé como R
- hapteno. Planted, ademas, que los compuestos derivados de los haptenos podian ser
llamados haptidas y podian ser tanto del tipo N como R, si el compuesto podia
estimular la formacion de anticuerpos se designaba como A - haptida. Al parecer esta
forma de hacer referencia a los haptenos no fue muy empleada, pues estos términos

no son comunes en la literatura.

2.4- CONJUGACION DE HAPTENOS A PROTEINAS.

Los haptenos se caracterizan por presentar en sus moléculas una gran diversidad de
grupos reactivos, los cuales pueden ser utilizados para la conjugacion, pero

frecuentemente son sus inmunodeterminantes especificos los que distinguen a los
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haptenos de otras moléculas relacionadas. El uso de estos grupos funcionales para
formar el enlace en el conjugado disminuye la especificidad de los anticuerpos anti -
haptenos. Esto puede ser ilustrado a partir de las pruebas realizadas con la morfina,
en donde se pudieron obtener los anticuerpos contra la 3 - O - carboximetilmorfina
acoplada a la seroalbimina bovina (BSA), los mismos reconocieron mejor a la codeina

que a la morfina (Bartos, 1988).

Un gran numero de macromoléculas han sido conjugadas a haptenos para la

preparacion de:

complejos inmunogénicos hapteno - proteina para la produccién de anticuerpos anti

haptenos,

reactivos para la deteccion de haptenos mediante ensayo inmunoenzimatico (EIA),

y reactivos, los cuales, conjuntamente con los anticuerpos anti - haptenos,

restringen o incrementan la aplicabilidad del EIA en fase s6lida (Bartos, 1988).

Muchas de las reglas basicas para la conjugacion de haptenos a portadores fueron
establecidas por Landsteiner en 1945. Para poder realizar una inmunizacién es
necesario un determinado numero de grupos haptenos por cada molécula de proteina
(ejemplo 8 - 25 por molécula de BSA), lo cual puede ser diferente para un EIA.
Landsteiner observé que el anticuerpo es dirigido primeramente a la parte del hapteno
que se encuentra mas alejado del sitio donde se encuentra el enlace con la proteina.
Sin embargo, inmunégenos preparados por conjugacion de haptenos a proteinas
generan, frecuentemente, anticuerpos contra dicho enlace. Ello conllevd a definir tres
tipos de heterologias, cualquiera de ellas mejora la detectabilidad:

1- heterologia de puente, diferentes agentes de entrecruzamiento para los haptenos
usados en inmunizaciéon y EIA ;

2- heterologia de sitio, enlaces por diferentes posiciones del hapteno;

3- haptenos diferentes, pero relacionados entre si, unidos al mismo sitio a través del

mismo tipo de enlace (Bartos, 1988).

En la conjugacion de haptenos, es importante la eleccion del portador. Los mas
comunes son seroalbiminas de varias especies, generalmente las solubles en agua,

como la hemaocianina (KLH), tiroglobulina, ovalbumina o fibrinégeno.
2.4.1- Procedimientos para la conjugacion.
La union de los haptenos a las proteinas generalmente ocurre por los grupos mas

reactivos de las proteinas: e- y a- amino (pKa 10 y 8 respectivamente), fendlico,
sulfhidrilo (pKa 9), imidazoélico (pKa 7) y carboxilo (pKa 2-4) (Bartos, 1988).
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Los procedimientos para lograr la conjugacion de haptenos a portadores estan en
correspondencia con los grupos funcionales aprovechables presentes en la molécula
del hapteno en cuestién. Los factores que gobiernan las reacciones y los productos de
la conjugacion son diversos, ademas de la naturaleza de estos grupos aprovechables,

hay que tener en cuenta también, la estabilidad y solubilidad del hapteno.

Dada la gran variedad de haptenos que existen, no hay un método comun de
conjugacion, de aqui que se encuentren numerosas vias para la preparacion de

conjugados hapteno - proteina portadora.

Haptenos conteniendo grupos carboxilos o que pueden ser carboxilados.

Si un hapteno no presenta en su molécula un grupo carboxilo (-COOH) libre, el mismo
puede ser introducido mediante la alquilacion de los sustituyentes oxigenados o
nitrogenados del hapteno, por reaccién con un alfa - haloéster seguido de la hidrolisis
del éster. Esta es la via frecuentemente utilizada con ese fin (Bartos, 1988), (Ecuacion
2).

R-CH,-OH + R;-CH-COOR, — g R-CH,-O-CH-COOR, + HX
Hapteno
X Rl

Ec. 2 H,O / H*

R-CH,-O-CH-COOH + R, -OH
Ry

Hapteno Carboxilado
En el caso de los esteroides, los grupos carboxilos pueden ser introducidos a través de
los grupos hidroxilos o cetdnicos, mediante la formacién de ésteres hemisuccinato o

de carboximetiloximas, respectivamente.

Cuando el hapteno posee en su molécula el grupo carboxilo, bien porque sea uno de

sus grupos funcionales o porque se halla introducido por uno de los procedimientos
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anteriores, se emplean fundamentalmente tres métodos para su conjugacién con las
proteinas (Bartos,1988):

1- método del anhidrido mixto,

2- método de la carboxidiimida (CDI);

3- método del éster N - hidroxisuccinimida (NHS).

El mas utilizado es el método del anhidrido mixto, por su sencillez y por ser un
procedimiento directo. Consiste en hacer reaccionar el hapteno con un cloroformato
de alquilo (Ecuacién 3), el anhidrido de acido formado se hace reaccionar con los
grupos aminos libres de la proteina a pH 9. Usualmente se emplean de 10 - 20 mol

del hapteno por molécula de proteina.

0
V4
R-C/
R-COOH + CI-COOR; — 3 \o + HCl
Hapteno
P R, -O- <
N
0

Anhidrido mixto
Ec. 3

pH 9,0
H,N - Proteina

o
V4
R-C + Ry;-OH +CO,

\NH - Proteina
Conjugado

En el método de la carboxidiimida (CDI) se emplean como reactivos: 1- etil - 3 - (3 -
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC); N, N'— diciclohexilcarbodiimida (DCC) y
p - toluenosulfonato de 1 - ciclohexil - 3 - (2 - morfoliniletil) carbodiimida (CMC),

entre otros.

Las condiciones para la conjugacién son simples: el portador, un exceso del hapteno,
el reactivo, pH 6 y agitacion por menos de 30 min. Se obtiene aproximadamente un

20% del conjugado (Bartos, 1988).
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Una variante del método de la CDI es el procedimiento del éster N -
hidroxisuccinimida (NHS), en el cual el hapteno conteniendo el grupo carboxilo se
acopla a la NHS en presencia de DCC, el éster NHS obtenido se purificay a pH 7,4 se
realiza la reaccion con la proteina (Ecuacion 4). El aislamiento del éster NHS antes del
acoplamiento con la proteina permite controlar el radio molar hapteno/ proteina y la
eliminacién de las interferencias por la presencia de CDI libre. Por otra parte, el éster

NHS es estable si se mantiene anhidro (Bartos, 1988).

O
Vi SN
/C C ~
CH \ -N=C=N -
R-COOH + | ? CH
N - OH » R-COO-N |+ H0
Hapteno CH, \ CH 2
2
AN c -
N\ Y
¢} O/
H,N - Proteina
pH 7,5
Ec. 4
O
N
/
CH, \
R -CO - NH - Proteina + | N - OH
Conjugado CH,
AN c\
\
¢}

Haptenos con grupos amino o grupos nitro reducibles.

Los haptenos que presentan en su constitucion grupos amino (-NH2) pueden ser de

naturaleza, tanto aromatica como alifatica.
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Los trabajos clasicos de Landsteiner fueron realizados con aminas aromaticas
primarias. Estas son convertidas a las correspondientes sales de diazonio por reaccion
lenta con acido nitroso (reaccion de diazotacidon) y posteriormente se lleva a efecto la

conjugacion con la proteina a pH 9 (Bartos, 1988) (Ecuaciéon 5).

R\() NaNO, R
NHy ———— \Q N,'CI” + NaCl + H,0

Hapteno 4°c
pH 9
H,N - Proteina

R
@ N =N - NH - Proteina + HCI

Conjugado

Ec.5

Los haptenos con grupos amino alifaticos pueden ser conjugados a las proteinas por
varios métodos. Entre ellos adaptaciones de los ya mencionados, tal como el de la
CDI. En algunos casos, se recurre a la conversion de la amina alifatica en amina
aromatica por tratamiento con cloruro de p - nitrobenzoilo y posterior reducciéon a la p
- aminobenzoilamida. Luego de la correspondiente diazotacion, este producto puede

acoplarse a la proteina (Bartos, 1988) (Ecuacioén 6).

Los haptenos que presentan grupos nitro ( -NO2) pueden ser acoplados a proteinas
una vez reducidos a aminas y posterior formacion de la sal de diazonio

correspondiente.

R-CH,-NH, + OZN—©—COC| 4>02N4©7CO-NH-CH2-R + HCI

1) Sn/ HCl
2)OH~

Ec. 6
H,N @co -NH-CH,-R

NaNO, / HCI/ 4°C

CI'N2+—<: :>— CO-NH-CH,-R + NaCl + H,0
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Haptenos con grupos sulfhidrilos.

Las maleimidas son particularmente usadas para la conjugacion de haptenos
conteniendo grupos sulfhidrilo o mercapto ( -SH). Otros métodos estan basados en la
activacion de las proteinas con bromoacetamida o en la formaciéon de puentes
disulfuro entre la proteina portadora y el hapteno en tampén acetato pH 4,0 en

presencia de perdxido de hidrégeno (Bartos,1988).

Haptenos con grupos hidroxilo.

En este grupo se incluyen azucares, nucledsidos, fenoles y alcoholes, para los cuales

la conjugacion directa, generalmente, no es posible.

La transformacion de un alcohol al hemisuccinato introduce un grupo carboxilo
aprovechable para la conjugacion con la proteina, por cualquiera de los métodos
anteriormente mencionados, ejemplo el de la CDI (Ecuacion 7). Este método ha sido

empleado para un gran numero de haptenos (Bartos, 1988).

o}
C//
— \
CH2 (CH3z)3N . .
R-CH;-OH + | O —————®» R-CH,-O-CO-CH, -CH,-COO~ (CH3)3N"H
Hapteno CH, Hemisuccinato de trimetilamonio
AN
C\
\O H,SO,4
Ec.7 R-CH,-0-CO-CH, -CH,-COOH + (CHz)N*HHSO,"

Hapteno con grupo carboxilo

Los fenoles pueden ser activados con el acido p - aminobenzoico diazotado, el cual
introduce un grupo carboxilo, el que puede combinarse con una molécula de proteina

o0 de enzima por la reaccién del anhidrido mixto (Ecuacion 8).
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R R
N
@OH + HOOC4©7N2+CI'—>H04@7N:N4©7COOH + HCI

Hapteno
Cl - COOR;

R
Ec.8 HO_<©/>— N = N—<: :>— CO-0-CO-0OR; + HCI

Anhidrido  mixto

pH 9,0
H,N - Proteina

R
HO—<Q>— N=N @co -NH - Proteina + R;-OH + CO,

Conjugado

Los azUcares pueden ser activados por el método de Landsteiner establecido en 1945.
Esta via incluye la formacién del p - nitrofenilglicésido, seguido de una reduccién del
grupo nitro, la diazotaciéon del grupo amino y por udltimo la copulacién con la proteina
(Bartos,1988) (Ecuacién 9).

Ec.9 Q HCI 0
--OH + HO—‘©7N02 Y “04@7N02 + H,0

Hapteno p - nitrofenilglucésido

1) Sn/ HCl
2)OH"

4°c

pH9 p - aminofenilglucésido
H,N - Proteina

0 NaNO, Q
NaCl + H,0 + --O@NZ*Cl' - "O‘@*NHZ
HCl

N =N-NH - Proteina + HCI

<}§

Conjugado
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Un método sencillo de conjugaciéon de azlcares a portadores es el que esta basado en
la oxidacion de los grupos hidroxilo vecinales de la molécula del azlicar a grupos
formilo, mediante un agente reductor selectivo como lo es el metaperyodato de sodio.
El aldehido asi obtenido se hace reaccionar con la proteina a pH 9,0 , formandose una
base de Schiff, la que posteriormente se somete a un proceso de reducciéon (Bartos,
1988) (Ecuacion 10).

J—o
0
“R + NalO, - OH }--R + HCOOH + NalO3 + H,0
C

HO
Hapteno
pH9
H,oN - Proteina
Ec. 10
)—o NaBH, )—o
[ -
2H,0 + ‘ - --R ) --R
2 Proteina - N = HC Proteina - NH - H,C
CH =N - Proteina CH; - NH - Proteina
Base de Schiff Conjugado

Haptenos con grupos carbonilo.

Cuando en la molécula del hapteno se encuentra presente un grupo carbonilo (- CO),
bien sea de aldehido o de cetona, éste puede ser transformado en grupo carboxilo
mediante la formacion de O - (carboximetil)oximas. La reaccion se efectua tratando el
hapteno con O - (carboximetil)hidroxilamina (Ecuaciéon 11). La reaccién del acido
carboxilico formado con la proteina se contina por uno de los métodos antes

mencionados (Bartos, 1988).

R-CH,-CO-CH; + HyN-O-CH,-COOH ——3 R-CH, -C=NH-O-CH, -COOH + H,0
Hapteno Hs

Ec. 11 O - (Carboximetil)oxima del Hapteno
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Los haptenos que presentan grupos formilo pueden ser acoplados directamente a
través de la formaciéon de las bases de Schiff, las cuales son transformadas a aminas

por reduccidn con borohidruro de sodio (Ecuaciéon 10).

2.5- DETERMINACION DEL GRADO DE SUSTITUCION EN LA MOLECULA
DEL PORTADOR.

Para llevar a efecto un ensayo inmunoenzimatico (EIA) es importante establecer el
grado de sustitucion en la proteina portadora. EI nimero de grupos amino sustituidos
con haptenos en las moléculas de los portadores puede establecerse,
convenientemente, por determinaciéon del nimero de grupos amino libres antes y
después de la sustitucion (Bartos, 1988). Con este fin se emplean diversos métodos,
como el establecido por Habeeb (1966), que tiene su basamento en el desarrollo de
un color por reaccion del acido 2,4,6 - trinitrobencenosulfénico (TNBS) con los grupos
¢ - amino libres de las proteinas. Este método emplea dodecilsulfato de sodio (SDS)
para solubilizar la proteina y evitar su precipitacion cuando se acidifica el medio. La

lectura se realiza a 335 nm.

Yoshioka, Kobayashi - lwase y col. (1987) y Yoshioka, Iwai - Yamasaki y col. (1987)
emplearon el reactivo de Doty para la determinacion del nUmero de moléculas de L -
epinefrina y de L -norepinefrina, respectivamente, que se conjugaron por mol de BSA.

También es un método espectrofotométrico y la lectura se realiza a 550nm,

Yoshioka, Aso y col. (1987) prepararon antigenos por conjugacion del &acido
vanilmandélico (VMA) y del acido homovanillinico (HVA) con seroalbumina humana
(HSA). En este caso los radios molares hapteno/proteina en los conjugados fueron
determinados por mediciones de las densidades 6pticas de soluciones del antigeno, de
los haptenos y de la HSA a 280 nm. De igual manera, por valoracion
espectrofotométrica pero a 480 nm, Nogusa, Yano y col. (1995) estimaron el
contenido de doxorrubicina (DXR) en conjugados carboximetilpullulan - péptido -

doxorrubicina.

Shoyama, Fukada y col. (1993) determinaron de forma directa el contenido de
tebaina, codeina y morfina en conjugados tebaina - BSA, codeina - BSA y morfina -
BSA empleando el método de desorcidén e ionizacion por laser, auxiliado por matriz
acoplado a espectrometria de masa (MALDI- MS). Por esta misma técnica pero

utilizando un espectrofotdmetro con un analizador de tiempo de vuelo (MALDI _
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TOFMS), Hashimoto, Yamashita y col. (1996) pudieron calcular de forma muy rapida

el niumero de moléculas de haptenos enlazadas a la BSA.

2.6- COMPUESTOS EMPLEADOS COMO HAPTENOS.

La conjugacion de haptenos a proteinas data del afio 1921, como resultado de las
investigaciones desarrolladas por Landsteiner. A partir de aqui y hasta la actualidad
han sido empleados como haptenos un gran numero de compuestos de estructuras
muy diversas. Dentro de ellos se pueden citar a los carbohidratos, segun los trabajos
realizados por Stanley (1950); Glynn y Holborow (1953); Borek, Silverstein y Gell
(1964); Allen, Goldstein y lyer (1967); Jolley, Glaudemans y col. (1974). Kato, Mifuru
y col. (1992) reportaron la obtencién de los conjugados dextrana - caseina y
galactomanana - caseina mediante la reaccion de Maillard, la formacién de un enlace
covalente entre los polisacaridos y la proteina fue confirmado por electroforesis en
gel de poliacrilamida empleando dodecilsulfato de sodio (SDS - PAGE) y cromatografia
liguida de alta resoluciéon (HPLC). Se demostré que la actividad emulsificante de
ambos conjugados era 1,5 veces mayor que la de la caseina y la estabilidad de la

emulsién 10 veces superior a la de la caseina.

Hattori, Imamura y col. (1994) prepararon el conjugado carboximetildextrana -
lisozima empleando el método de la carboxidiimida (CDI). El enlace entre el
carbohidrato y la proteina fue confirmado por SDS - PAGE, focalizaciéon isoeléctrica y
espectro infrarrojo (IR). Se demostré que el conjugado mantenia alrededor del 60%
de la actividad enzimatica de la lisozima nativa a 4 y 80 OC, que era mas estable a la
protedlisis que la proteina nativa y que la temperatura de desnaturalizacion era la

misma que para la lisozima, 73 ©C.

Con el objetivo de obtener un antisuero especifico para digitoxina, un glucdésido
cardiaco natural, Fujii, Ikeda y col. (1994) reportaron la obtencién de cuatro nuevos
tipos de conjugados hapteno - seroalbimina bovina (BSA) a partir de digitoxina. Los
haptenos fueron enlazados a la proteina portadora a través de puentes hemisuccinato
y hemisuccinilglicina con las posiciones C - 3'y C - 3" de la cadena de la digitoxina. El
antisuero fue obtenido por inmunizacién de conejos con cada uno de los conjugados
digitoxina - BSA, y las propiedades de los antisueros fueron investigadas mediante

radioinmunoensayo (RIA).

Nagasawa, Takahashi y Hattori (1996) prepararon dos conjugados B - lactoglobulina
(B - LG) - carboximetildextrana (CMD) (10 A y 10 B) por el método de la
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carboxidiimida (CDI) empleando como reactivo 1 - etil - 3 - (3 - dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC). La diferencia entre ambos conjugados radico en el procedimiento
experimental utilizado para su preparacion. La purificacion de los mismos se efectud
mediante precipitacion por salado, dialisis y cromatografia de intercambio idnico. Se
evaluaron las propiedades emulsificantes de los conjugados - LG - CMD, resultando
ser mas alta que la correspondiente a la B - LG bajo las mismas condiciones de
calentamiento. Se llevd a efecto, también, un analisis conformacional de los
conjugados mediante los espectros fluorescentes y medicion de la capacidad para
formar enlaces con retinol, indicando que la molécula de la B - LG en cada conjugado
mantenia su estado nativo. Sin embargo, se encontr6 un cambio parcial en la
conformacion cuando se realizo el analisis mediante un espectro de dicroismo circular
y afinidad de enlace de los anticuerpos monoclonales con los epitopes en las regiones
15val - 291le (cadena B) y 125Thr - 135SLys (a - hélice). En el conjugado 10 A, la
conformacién alrededor del sitio 19val - 291le resulté ser similar a la forma nativa,
mientras que en 125Thr - 135Lys hubo un cambio, lo cual sugiere una destruccion de
la conformacion alfa - hélice de la proteina. En el conjugado designado como 10 B, la
conformacion alrededor del sitio 125Thr - 135Lys mantuvo su forma nativa, mientras
que la region Sval - 29]le, la cual esta en el interior de la molécula nativa de B - LG,

se encontraba expuesta.

Hattori, Nagasawa y col. (1994) estudiaron otras propiedades de estos conjugados B -
LG - BSA (10 Ay 10 B). Para la confirmacién de un enlace covalente entre la proteina
y el polisacarido realizaron focalizacion isoeléctrica y SDS - PAGE. Se determinaron
los puntos isoeléctricos de cada conjugado, resultando valores de 4,7 para 10 A y de

4,8 para 10 B, muy por debajo del de la B - LG nativa (5,2). Los radios molares CMD

B - LG fueron de 7 : 2 para el conjugado 10 Ay de 1 : 1 para 10 B. Esta composicion
fue determinada por medicién de la absorbancia a 280 nm y por el método del fenol -
sulfurico. La masa molecular resulté ser de 450 000 y 240 000 para 10 A y 10 B,
respectivamente, siendo las masas moleculares de la - LG y de la CMD 18 400 y 13
000, respectivamente. La temperatura de desnaturalizaciéon de cada conjugado fue

aproximadamente de 89 OC, muy por encima de la de la B - LG nativa.

Teniendo en cuenta el criterio de que la glicosilacion en ausencia de enzimas
involucrando cadenas de sacaridos con mas de 3 0 4 residuos de azlcares era una
reaccion extremadamente improbable, Berry, Chuen y Andrew (1998) obtuvieron
conjugados polipéptido - polisacaridos via formaciéon de la base de Schiff, involucrando

el rearreglo de Amadori.
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Mas recientemente, Shao - jie, Tanaka y Yukijiro (1999) trabajaron en el
establecimiento de un método para la deteccién de glucurénidos de acido glicirrético
empleando un Western blotting. En membranas de difluoruro de polivinilideno se
prepararon los conjugados glucuronidos - BSA, de esta manera se obtuvieron
manchas de anticuerpos monoclonales contra glicirrizina, esta via empleando
inmunomarcadores para glucurénidos fue mas sensible que otros métodos de

marcaje.

Otros compuestos que han sido empleados como haptenos son los acidos carboxilicos.
En este caso se pueden citar las investigaciones realizadas por Karush y Marks
(1957), donde fueron preparadas azoproteinas, por acoplamiento de acido fenil (p -
aminobenzoilamino) acético a la gamma - globulina bovina, para la inmunizacion de
conejos. Por otra parte Baner (1964) empleé como hapteno acido p — aminobenzoico
y Schechter, Schechter y Sela (1970) utilizaron conjugados péptido - acido ¢ -
aminocaproico como inmunégenos y como antigenos en reacciones cruzadas, con el
objetivo de evaluar en qué extension los métodos de inhibicion de haptenos reflejan la
medida y la naturaleza del determinante antigénico al cual el animal se encuentra

expuesto.

Los acidos vanilmandélico (VMA) y homovanillinico (HVA) son metabolitos acidos de
las catecolaminas excretados en la orina y su deteccién es util en el diagnéstico de
neuroblastoma, un tipo de cancer del sistema nervioso central, en nifios y adultos.
Existen varios métodos diagnoésticos para la deteccion de estos acidos. El VMA puede
ser cuantificado mediante el método colorimétrico usando un reactivo diazocopulante,
pero determinados constituyentes de la orina provocan interferencias. Para el HVA el
método fluoromeétrico resulta inconveniente por el pretratamiento que se debe realizar
a la muestra de orina. La técnica de HPLC es exacta para la cuantificacion de estos
acidos, pero no resulta facil la medicion de muchas muestras en un lapso de tiempo
corto. El uso de la cromatografia gaseosa conjuntamente con la espectrometria de
masas es la mas conveniente, sin embargo, el equipamiento es altamente costoso y
tiene que ser operado por técnicos muy expertos. Por las razones anteriores Yoshioka,
Aso y col. (1987) aplicaron el inmunoensayo. Los antigenos fueron preparados por
conjugacion del VMA y del HVA con seroalbumina humana (HSA) [VMA - HSA y HVA -
HSA (I1)] mediante la reaccion de Mannich. La conjugacién fue confirmada por
electroforesis sobre acetato de celulosa. El antigeno se inyecté a ratones Balb/C. 10
hibridomas del VMA y 8 del HVA fueron analizados mediante un ensayo
inmunoenzimatico en fase sélida (ELISA). El anticuerpo monoclonal fue purificado y
examinado por un ELISA. 6 anticuerpos del VMA tuvieron una alta afinidad por el

VMA, mas que otros metabolitos de la catecolamina, 2 tuvieron afinidad por la HSA y



Tesis de Maestria

otros 2 tuvieron igual afinidad por ambos metabolitos, VMA y HVA. Por otra parte 6
anticuerpos del HVA tuvieron alta afinidad por el HVA. Las curvas construidas con los
anticuerpos de elevada afinidad para VMA o para HVA fueron lo suficientemente

sensibles como para medir niveles de VMA o de HVA en muestras de orina.

CH5-0 R
OH CH - COOH

CH, - NH - HSA

VMA: R =OH
HVA: R=H

(In)

Los &cidos grasos por poseer bajas masas moleculares, cadenas carbonadas alifaticas
y lineales y por encontrarse en todas las células vivientes no son capaces de inducir
una respuesta inmune. Maneta - Peyret, Picard y col. (1992) examinaron,
precisamente, la posibilidad de producir anticuerpos dirigidos contra la cadena lineal
de los &cidos palmitico, estearico y oleico. Para la preparacion de los conjugados
hapteno - proteina, los acidos grasos fueron convertidos en sus correspondientes
cloruros de acido y mezclados con BSA empleando como disolvente
hexametilfosforotriamida (HMPT). La valoracion de la formaciéon del enlace covalente
en los conjugados se llevd a efecto mediante cromatografia de capa delgada de alta
resolucion (HPTLC) empleando &cidos grasos radioactivos (14C). Se realizaron,
también, pruebas para detectar interacciones de tipo hidrofébicas entre los acidos
grasos y la proteina. Los antisueros fueron obtenidos por inmunizacién de conejos con
los diferentes conjugados acido graso - BSA. Se demostré que los anticuerpos anti -
acido oleico reconocieron los diferentes conjugados acido graso - BSA, no asi con el
patron de la proteina, lo que sugiri6 que los &cidos grasos son reconocidos
independientemente del largo de la cadena carbonada y que los anticuerpos son
dirigidos, en forma mas efectiva, contra la cadena carbonada del cloruro de acido que
contra el portador o los enlaces covalentes. Por otra parte, los conjugados acidos
grasos - BSA fueron usados para evidenciar la presencia de auto anticuerpos anti -
acido graso en pacientes con esclerosis, detectandose la existencia de los mismos en

el suero de multiples personas padeciendo dicha enfermedad.

Aminas, como las catecolaminas, compuestos simpatico mimeéticos (que reproducen o
evocan los efectos de la estimulacion nerviosa simpatica) también han sido usados

como haptenos. Yoshioka, Iwai - Yamasaki y col. (1987) y Yoshioka, Kobayashi -
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lwase y col. (1987) prepararon antigenos (I111) por conjugacion de L - norepinefrina y

L - epinefrina, respectivamente, con BSA mediante la reaccion de Mannich.

HO OH
Ho——2t:>%——CH-CH2-NH-R
\

CH, - NH - BSA

Norepinefrina: R = H
Epinefrina: R = CH,

()

Inicialmente protegieron el grupo amino de las catecolaminas con el grupo maleilo por
reaccién con anhidrido maleico, la que se siguié por cromatografia de capa fina,
obteniéndose las correspondientes N - maleil - L - catecolaminas, purificadas
mediante cromatografia de intercambio i6nico y tratadas posteriormente con
formaldehido y BSA. Para cada antigeno se desarrollaron esquemas de inmunizacion
empleando 30 conejos, a partir de la 2da y hasta la 4@ inmunizacién los intervalos de
tiempo fueron de 7 dias. A todos los antisueros se les realizé un screening por RIA.
Para ambos antigenos (L - norepinefrina - BSA y L - epinefrina - BSA) solamente un
conejo produjo alto titulo de anticuerpos. Se trazaron curvas estandares para ambas
catecolaminas y fueron determinadas, mediante RIA, concentraciones de ellas en
muestras de orina humana, resultando esta via tan sensible como la cromatografia

liguida de alta resoluciéon o la deteccién electroquimica.

Nogusa, Yano y col. (1995) reportaron la sintesis y propiedades de los conjugados
carboximetilpullulan - doxorrubicina (CM Pul - DXR). La DXR es un antibiético de la
familia de las antraciclinas, muy empleado como droga en la quimioterapia del cancer
por tener un espectro de accién mas amplio que todos los farmacos antineoplasicos.
Para la preparacion de los conjugados el grupo amino de la DXR fue enlazado al grupo
carboxilo del polisacarido, tanto de forma directa o utilizando espaciadores
tetrapéptidos: Gly - Gly - Phe - Gly, Gly - Phe - Gly - Gly o Gly - Gly - Gly - Gly (1V).
Los péptidos marcados, N - trifenilmetiltetrapéptidos (N - tritiltetrapéptidos), fueron
condensados con DXR en presencia de diciclohexilcarbodiimida (DCC) y N -
hidroxisuccinimida (NHS) para dar lugar a los N - tritilaminoacilderivados; los mismos
después de desprotegidos se hicieron reaccionar con la sal de sodio del
carboximetilpullulan. ElI conjugado CM Pul - Gly - Gly - Phe - Gly - DXR fue
identificado por HPLC. El contenido de DXR en el conjugado fue de 6,1 - 7%, medido
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segun la absorbancia a 480 nm (anillo de antraciclina). Ratas con 6 semanas de
nacidas fueron inoculadas con un carcinosarcoma i.m., tres dias después se les
administré por via intravenosa soluciones salinas de los conjugados y de DXR, a los
cuatro dias posteriores el tumor fue extirpado de cada grupo de ratas tratadas,
ademas de las que sirvieron de control. El efecto antitumoral in vivo de cada
conjugado y de la DXR fue monitorizado a partir de las masas de cada tumor. Los
conjugados CM Pul - Gly - Gly - Phe - Gly - DXR y CM Pul - Gly - Phe - Gly - Gly -

DXR mostraron un efecto antitumoral mayor que con la DXR.

Con el objetivo de mejorar la selectividad y la toxicidad de los agentes antitumorales
se han disefiado sistemas portadores de drogas con proteinas. Fratz, Beller y col.
(1998) obtuvieron cuatro conjugados de derivados de la DXR con seroalbimina
humana (HSA), los cuales difieren en cuanto a la estabilidad del enlace quimico entre
la droga y el espaciador. Los conjugados preparados con hidrazonas de la DXR
exhibieron una eficacia inhibitoria comparable con la de la droga libre para la linea
celular de cancer de mama MDA — MB 468 y la linea celular de leucemia U937. Los
resultados obtenidos de estas investigaciones demostraron que la actividad
antiproliferativa depende de la naturaleza del enlace quimico entre la DXR y la

proteina portadora.

I HO —
CH,OCH,CO— ESPACIADOR —NH

B

ESPACIADORES: Gly - Gly - Phe - Gly
Gly - Phe - Gly - Gly
Gly - Gly - Gly - Gly

(v)

Otras aminas han sido empleadas como haptenos, tal es el caso de la metanfetamina,
donde se han investigado los antigenos que reconocen sitios de anticuerpos contra

haptenos mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra metanfetamina,
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(REDACCION ???) asi lo reportan Uda, Hifumi y col. (1997). La N1, N8 -
diacetilespermidina, una poliamida, ha sido acoplada a la BSA mercaptosuccinilada y
el conjugado obtenido fue empleado para levantar anticuerpos especificos contra la
N1, N8 - diacetilespermidina en conejos, segun los trabajos de Hiramatsu, Miura y col.
(1997). La selectividad por la diacetilespermidina sobre otras especies de poliaminas
fue elevada. Se demostré la posibilidad de, empleando un ELISA competitivo, medir la

concentraciéon de diacetilespermidina en orina humana.

Los alcaloides constituyen otro tipo de compuestos organicos que han sido acoplados
a portadores para la sintesis de conjugados hapteno - portador. Wainer, Fitch y col.
(1973) llevaron a cabo estudios con el objetivo de determinar si anticuerpos reactivos
con morfina podian inhibir o anular satisfactoriamente la accién bioldégica de esta
droga. El ensayo tuvo su basamento en la accidon depresante de la morfina sobre las
contracciones, eléctricamente estimuladas, de los intestinos de conejillos de India. se
obtuvieron anticuerpos en conejos por inmunizacidon con 6 - succinilmorfina (M - 6 -
HS) conjugada a BSA. El anticuerpo anti - M - 6 - HS - BSA fue introducido al musculo
1 min después de la adicibn de morfina. Estos anticuerpos fueron capaces de
contrarrestar el efecto inhibitorio de la morfina sobre las contracciones de los

intestinos de los conejillos de India.

Capelle, Fournier y col. (1974) para un RIA de morfina, inmunizaron conejos con dos
conjugados morfina - BSA. En uno de ellos la formacion del enlace con la proteina se
llevé a efecto por reacciéon de la 3 - O - (carboximetil) morfina y en el otro con la 6 -
O - (hemisuccinil) morfina. El enlace con el antigeno fue inhibido por heroina, codeina
y codeinona, no siendo asi con normorfina y nalorfina. La inhibicién debida a otros
derivados de la morfina indic6 que semejante al grupo N - metilo, la porciéon de
fenantreno con un grupo -OH en la posiciéon 6 era esencial para el enlace con el

anticuerpo.

Schneider (1975) empled el conjugado N - carboximetilmorfina - proteina en un
inmunoensayo para la deteccién de morfina en presencia de metabolitos de la morfina
o0 de codeina. El antisuero fue preparado en conejo y el ensayo se llevé a cabo en

carnero.

Shoyama, Fukada y col. (1993) conjugaron alcaloides del opio (tebaina, codeina y
morfina) con BSA mediante la reaccién de N - (2 - carboxietil) - nortebaina, N - (2-

carboxietil) norcodeina y N - (carboxietil) normorfina con BSA.
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Basmadjian, Singh y col. (1996) sintetizaron seis estados de transicién analogos de la
cocaina, los que fueron acoplados a una proteina inmunogénica, el toxoide de la
difteria. Estos conjugados fueron usados en la inmunizacion de ratones. La presencia
y el titulo de anticuerpos policlonales anti - estados de transicion se determiné
empleando un ELISA. Resultados preliminares mostraron altos titulos de anticuerpos

policlonales.

Otros compuestos considerados como haptenos lo constituyen los esteroides.
Hoffmann, Samarajeewa y col. (1975) en sus investigaciones valoraron la habilidad de
sueros anti - estradiol para formar enlaces con estrégenos libres, derivados de
estréogenos y estrogenos conjugados. Los resultados obtenidos demostraron la
formacion enlaces entre anti - 6 - (O - carboximetil) oxima del estradiol y estradiol
libre con una elevada especificidad, sin presentar reactividad cruzada con ninguno de
los glucurénidos de estrogenos investigados. Por otra parte, el anti - 3 - glucurénido
del estradiol se enlaz6 al 3 - glucurénido del estradiol, al 3 - glucurénido de la estrona

y a estradiol y estrona libres con la misma extension.

Castro, Coll y col. (1990) trabajaron en la sintesis de cinco haptenos esteroidales del
tipo carboximetiloxima y mercapto acetato para usos en técnicas de
radioinmunoensayo (RIA). A partir de la progesterona prepararon la 3 - (O -
carboximetil) oxima de la progesterona y el 6 - (carboximetil) tioéter de la
progesterona. Del propionato de testosterona obtuvieron el 6 - (carboximetil) tioéter
de la testosterona y el 6 - (carboximetil) tioéter de la androstendiona. Partiendo del
acetato de 16 - dehidropregnolona sintetizaron el 16 - (carboximetil) tioéter de la

pregnolona.

Ikegawa, Murai y col. (1992) prepararon antisueros conteniendo anti - acido 1 -
hidroxicdlico por inmunizacion de conejos con el conjugado &cido N - (1B, 3a, 7a, 12a
- tetrahidroxi - 5B - colan - 24 - oil) - 2 - amino propiénico - BSA. El antisuero
presenté elevadas afinidad y especificidad para el acido 1R - hidroxicdlico, la
reactividad cruzada para el acido glico 1B - hidroxicélico fue del 100%. De esta
manera se pudo determinar las concentraciones de &cido 1 - hidroxicélico conjugado

en muestras de orina empleando el RIA.

Practicamente no se encuentra registrado en la literatura consultada el empleo de los
glicoles como haptenos, sin embargo, recientemente Nodake y Yamasaki (2000)
reportaron algunas de las propiedades del conjugado: derivado del
monometoxipolietilenglicol - lisozima. El conjugado fue preparado por modificacion de

la lisozima presente en la clara del huevo con el succiniléster del



Tesis de Maestria

monometoxipolietilenglicol y purificacion mediante cromatografia de filtracion en gel.
Segun los resultados obtenidos 1,05 moles del éster del monometoxipolietilenglicol
fueron enlazados covalentemente a la molécula de lisozima, este tipo de enlace
incrementé grandemente la termoestabilidad de la proteina sin ningln cambio en su
conformacion. Se demostré, que en el conjugado, el residuo de lisina en la posicion 33
(Lys 33) de la proteina es el que de manera significativa es modificado por el

succiniléster del monometoxipolietilenglicol.

Merlin, Villaescusa y col. (1999) prepararon un conjugado con peroxidasa a partir de
los anticuerpos especificos aislados de un antisuero de cabra anti IgG de raton (anti
IgG de ratdén - peroxidasa). Los anticuerpos fueron aislados por cromatografia de
afinidad y el conjugado se prepard por el método de la oxidacién con peryodato, el
mismo presentd una relacion molar IgG - peroxidasa de 1,31 y resulté evaluado
satisfactoriamente en cuanto a su especificidad y reactividad en los ensayos
inmunoenzimaticos que se realizaron. Estos mismos investigadores (2001) prepararon
de manera similar otro conjugado con peroxidasa pero a partir de los anticuerpos
especificos aislados de un suero de conejo anti cadenas y de la IgG humana
(peroxidasa - anti IgG humana). La utilizacion de anticuerpos aislados por
cromatografia de afinidad para la preparaciéon de conjugados con peroxidasa se ha
generalizado rapidamente entre los diferentes productores comerciales, pues este
procedimiento posibilita la obtencion de conjugados que poseen un nivel de calidad
muy alto. Sin embargo, se ha demostrado que estos conjugados pueden ser
preparados por el método de oxidacion con peryodato en los laboratorios donde van a

ser empleados.

Los fenoles han sido otro tipo de compuestos organicos que se han empleado para la
conjugacion con proteinas. Asi por ejemplo, el bisfenol A (BPA) usado como materia
prima para la produccion de resinas epoxi y de policarbamatos, puede determinarse
por cromatografia gaseosa acoplada a un espectrometro de masa (GC/MS), método
que requiere de un equipamiento caro y ademas el tiempo que dura el proceso es
considerable, pues se necesita realizar extraccién, concentracion y derivatizacion.
Nishii, Soya y col. (2001) desarrollaron un método analitico rapido, sencillo y
altamente sensible para la determinacion de BPA mediante inmunoensayo enzimatico
en fase sdlida (ELISA) usando un solvente orgéanico resistente al anticuerpo
monoclonal anti - BPA. Para la produccion de este anticuerpo las células de hibridoma
fueron producidas por fusién de células de mieloma de ratdon y células del bazo de
ratones que habian sido inmunizados con un conjugado BPA - BSA. Algunos
anticuerpos anti - BPA reaccionaron selectivamente con BPA y no mostraron reaccion

cruzada con compuestos de estructura relacionada.
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2.7- VITAMINAS COMO HAPTENOS.

Las vitaminas, al igual que otras biomoléculas, presentan las propiedades
caracteristicas de los haptenos y por ende pueden ser acopladas a proteinas

portadoras con fines inmunoldégicos.

Dentro de las vitaminas liposolubles se ha logrado conjugar la vitamina A - acido
(acido retinoico) (V) a la seroalbdmina bovina, por la reaccién del anhidrido mixto, asi
lo reportan Conrad y Wirtz (1973). Segun las investigaciones de estos autores la
absorbancia en la region ultravioleta y la dinitrofenilaciéon demostraron que de 25 - 40
moléculas de &acido retinoico fueron conjugadas por mol de proteina. Con este
conjugado fueron inmunizados conejos y en el antisuero resultante se encontrd
aproximadamente un 70% del retinol afiadido. Otros derivados de la vitamina A

fueron ensayados por sus posibilidades para desplazar retinol de los anticuerpos.

CHz  CH, CHg
N N Xy~ COOH
CHs
HsC )

El desarrollo de los métodos inmunoquimicos para la determinacidn en muestras
clinicas de 1la, 25 - dihidroxivitamina D3 [1, 25 (OH)2 D3] (VI), el metabolito activo

de la vitamina D3, (VIl), que juega un papel importante en la regulacién del
metabolismo del calcio y del fésforo, ha conllevado a que se realicen toda una serie de

investigaciones con el propésito de obtener anticuerpos monoclonales anti - 1, 25
(OH)2 D3. De esta manera Bauwens, Kint y col. (1987) para desarrollar un

radioinmunoensayo (RIA) sensible para 1la, 25 - dihidroxivitamina D3 usaron
anticuerpos contra el 3 - hemisuccinato del 1o, 25 - dihidroxicolecalciferol conjugado
con BSA, dichos anticuerpos fueron obtenidos en huevos por inmunizacién de pollos y
caracterizados por inmunoelectroforesis y RIA. Los mismos mostraron una elevada
afinidad para 1la, 25 - dihidroxivitamina D3, pero hubo reactividad cruzada con otros
metabolitos de la vitamina D. Kobayasht, Kitahori y col. (1993) lograron la produccion

de anticuerpos altamente especificos para la 1, 25 (OH)2 D3, empleando como

antigeno un derivado hapténico hasta ese momento no reportado, el 1lo -
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hemiglutariloxi - 1, 25 (OH)2 D3, (VIII), el cual fue sintetizado a partir del 11a, 25 -
dihidroxicolesterol, mediante una secuencia de reacciones de 21 pasos, los que
incluian reacciones de sililacion selectiva, acetilacién, desililacion, reduccién,
formaciéon de aducto de Diels - Alder, epoxidacién selectiva, isomerizacion y

deacetilacion.

/w<R2 HOOC - (CHy)3 -COO. _ /\’<0H

HO Ry HO OH
(VI) Ry = R, = OH
(VI) Ry =R, =H (Vi)

La estructura del hapteno (VIII) fue confirmada por datos espectroscépicos. El mismo
fue copulado con BSA empleando el método del éster N - hidroxisuccinimidilo. Se
realizaron varias inmunizaciones a conejos con el conjugado (IX) [hapteno (VIII) -
BSA]. Las propiedades de los anticuerpos policlonales obtenidos fueron examinadas
mediante RIA. Todos los anticuerpos mostraron altos titulos y constantes de afinidad y
reconocieron facilmente, tanto el anillo A como la cadena lateral de la 1, 25 (OH)2 D3
y son altamente especificos al metabolismo comparados con los anticuerpos

convencionales.

BSA - NH - CO - (CHyp) -COO. _

(1X)

Kobayashi, Imazu y col. (1997) emplearon este mismo conjugado 11¢ -
hemiglutariloxi - 1%, 25 - (OH)2 D3 - BSA (IX) en la inmunizacion de ratones Balb/c,

A/J y C57BL/6, asi como también ratas Wistar y SD, determinandose el titulo de
anticuerpos anti - 1, 25 (OH)2 D3 presentes en el suero. Las células del bazo de los
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ratones A/J o de las ratas SD, que mostraron altos titulos, fueron fusionadas con
células de mieloma P3/NS1/1-Ag4-1. Luego de un screening mediante ELISA y RIA

fueron establecidos 16 tipos de clones de hibridomas secretores de diferentes
anticuerpos anti - 1, 25 (OH)2 D3. Se demostré que 12 de los 16 anticuerpos poseian

suficiente afinidad por la 1, 25 (OH)2 D3. Los anticuerpos monoclonales obtenidos

pueden ser utilizados no solamente en el desarrollo de la cromatografia de
inmunoafinidad (IAC) sino también en varios procedimientos de inmunoensayo.
Posteriormente Kobayashi, Sato y col. (1997) lograron obtener dos nuevos

conjugados hapteno - proteina: el primero 3 - hemisuccinato de la 25 -
hidroxivitamina D3 - BSA (hapteno 3 HS - BSA) (X) y el 4cidola - hidroxi - 25, 26, 27

- trinorvitamina D3 - 24 oico - BSA (hapteno 24 - OA - BSA), los cuales fueron

utilizados para la inmunizacion de ratas SD. o de ratones Balb/c.

HOOC - (CH,) , - COO” H
X)

Los anticuerpos monoclonales anti - 1, 25 (OH)2 D3 fueron investigados mediante un

RIA usando 1, 25 (OH)2 D3 marcado con tritio. Se demostré que los anticuerpos
monoclonales obtenidos en el antisuero de las ratas derivados del hapteno 3 HS y los
presentes en el antisuero de los ratones provenientes del hapteno 24 - OA podian ser

aprovechables para el desarrollo de sistemas analiticos practicos.

Hoffman, y col. (1990) obtuvieron un anticuerpo monoclonal contra la vitamina D
humana enlazada a proteina para el analisis de variaciones genéticas. Al respecto
Umetsu, Suzuki y col. (1995), asi como Yuasa, Kofler y col. (1995) realizaron estudios
electroforéticos de las principales bandas que aparecen en la vitamina D enlazada a

proteina.

Recientemente se han reportado otras técnicas para el andlisis de la vitamina D y de
sus metabolitos. Arakawa, Kokado y col. (2000) desarrollaron un sistema acoplado
que comprende una reaccibn en cadena de la polimerasa biluminiscente -
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion — ELISA (PCR — RFLP — ELISA),

sensible y rapido, empleando acetato de quinasa y luciferaza de luciérnaga como
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sistema detector para el analisis del polimorfismo del gen receptor de la vitamina D.
Como resultado de esta investigacion se concluyd que los tipos de polimorfismo del
DNA del gen receptor de la vitamina D pueden ser determinados por medicion de la

intensidad de la bioluminiscencia.

Teniendo en cuenta que la vitamina D juega un papel fundamental en la homeostasis
del calcio sérico, las mediciones de las concentraciones de los metabolitos de la
vitamina D en fluidos biolégicos son importantes para diagnosticos clinicos y
nutricionales. Al respecto Higashi y Shimada (2000) realizaron estudios en cuanto a la

identificacion y cuantificacion de estos metabolitos en fluidos bioldgicos.

En el caso de las vitaminas hidrosolubles, se encuentran reportados en la literatura los
trabajos realizados por Jaton y Ungar - Waron (1967), los cuales prepararon
macromoléculas inmunogénicas a partir de &cido félico, como hapteno, y el
polipéptido sintético no antigénico poliAla - poliLys. Este conjugado fue capaz de

producir anticuerpos en conejos dirigidos especificamente contra el hapteno.

Simon, Burrows y Little (1973) obtuvieron anticuerpos especificos para el acido
formiltetrahidrofélico (&cido folinico) (XI), un derivado del acido fdlico, inmunizando

conejos con un conjugado covalente acido folinico —proteina. Las propiedades

OH H CHO
| |
)N\J\/'I: jch2 -N- @ - CO -NH - CH - CH, -CH, - COOH
SN lcoom
y

(X1

H,N

enlazantes de los anticuerpos anti - acido folinico fueron analizadas por fluorescencia
entre otras técnicas. La union del acido félico a estos anticuerpos dio por resultado un
corrimiento hipocrémico y batocromico en el espectro de absorcion. La reaccion con 5
- metiltetrahidrofolato también fue estudiada con vistas a desarrollar un

radioinmunoensayo para folatos reducidos en sueros de animales y humanos.

Desde hace varios afios la firma comercial Sigma Immunochemical (1992) produce el
anticuerpo monoclonal anti - &acido fdlico, el cual reacciona con folato libre, folato
conjugado a una proteina portadora tal como KLH o BSA o con acido félico en plasma

humano. Este producto no muestra reaccion cruzada con el acido tetrahidrofdlico,
acido folinico, acido hidrofélico o vitamina B12. Se produce, también, el anti - acido 5
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- tetrametilhidrofélico (6MTHFA) vy es especifico para S5MTHFA y no muestra
reactividad cruzada con el acido fdlico, acido dihidrofdlico o vitamina B1 2.

Gerald, Falb y col. (1974) acoplaron el disulfuro de tetrahidrofurfuriltiamina con
seroalbumina bovina y con polilisina, estos antigenos fueron empleados para la
inmunizacién de conejos, obteniéndose anticuerpos especificos contra el derivado de

la tiamina.

Gerhsman, Nathanson y col. (1972) prepararon anticuerpos contra derivados de la
vitamina B12 (cobalamina), la que posee la mas compleja formula estructural de

todas las vitaminas. La preparacion se efectudé por inmunizacion de conejillos de India
con carboxipropil - B12 enlazada covalentemente a polilisina, inmunégeno que fue
obtenido por la via del 1 - etil - 3 - (3 - dimetilaminopropil) carbodiimida. Fue
sugerido que la porcion correspondiente al fosfato de 5, 6 - dimetilbenzimidazolribosa
era la inmunodominante, aunque también se consideré una pequefia especificidad
para la posicion a través de la cual la carboxipropil - vitamina B12 se enlaza a la
polilisina. Se aisl6 el complejo anticuerpo - hapteno sobre filtros de membrana de

nitrocelulosa. Se demostré que para derivados de la vitamina como: cianocobalamina,
hidroxocobalamina, metilvitamina B12 Yy desoxiadenosil - cobalamina (coenzima

B12), los sitios de enlace de los anticuerpos receptores no tenian relacién con la

posicion que ocupan dichos grupos dentro de la molécula, no existiendo competencia
por estos sitios para el enlace. Analogos metalicos de la hidroxocobalamina fueron
también ensayados, derivados en los que el atomo de cobalto fue sustituido por
atomos de cinc, cobre o un no metal, cuyas estructuras son muy semejantes a la de
la cianocobalamina, con algunos cambios en el tamafio, la forma o el grado en que se
pliega el sistema de anillos, inducido por el cambio del metal. Los anticuerpos
reaccionan con menor efectividad con estos compuestos, lo que indic6 que los
anticuerpos tienen una especificidad moderada por el tamafio o forma del sistema de

anillos de la molécula de la vitamina.

Dentro de los anticuerpos que comercializa la firma Sigma Immunochemical (1992),
para la realizacion de RIA o de ELISA, se encuentra el anti - vitamina B12, el cual

reacciona con vitamina B2 cristalina, vitamina B12 conjugada con proteinas, como
KLH o BSA y vitamina B12 en suero y plasma humano. El anticuerpo también

reacciona con coenzima B12 y metilvitamina B12, pero no con acido félico o con

SMTHFA.

Doke, Inagaki y col. (1997) investigaron los efectos de la deficiencia de vitamina Bg

(piridoxina) (XII) sobre la produccién de anticuerpos especificos en ratones Balb/c. La
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produccion de inmunoglobulina E (IgE) contra la dinitrofenilovalbiumina (DNP - OVA)
fue medida por un ELISA. El contenido de anticuerpos anti DNP - IgE en el suero de
los ratones, alimentados con una dieta carente de vitamina Bg, incremento
significativamente comparado con el control, ratones que ingirieron una dieta
conteniendo vitamina Bg. Del estudio realizado se evidencié que la deficiencia de

vitamina Bg en ratones ha de estar relacionada con la produccion de anticuerpos

especificos IgE contra la DNP - OVA.

Berger (1975) desarroll6 métodos para el acoplamiento de biotina (vitamina H) (XII1)
a seroalbumina bovina y a gamma - globulina bovina empleando carboxidiimida
soluble en agua. Los conjugados resultaron ser altamente inmunogénicos y los
anticuerpos con el mismo grupo biotinilo fueron detectados por su capacidad para

precipitar portadores biotinilados heteroldgicos, pero no portadores heterolégicos sin

modificar.
CH, OH o}
HO X CH, OH HN” “NH
P
HC~~ "N o CH2-(CH2)COOH
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Con el incremento del uso de enzimas marcadas como alternativas para los
radioisétopos en el desarrollo del inmunoensayo, han sido introducidos diferentes
tipos de ensayos relacionados con enzimas para la detecciéon selectiva de moléculas
biolégicamente importantes, como: hormonas, vitaminas y proteinas. Tales métodos
se han clasificado en homogéneos y heterogéneos. Los homogéneos, como el de la
técnica de ensayo inmunoenziméatico mualtiple (EMIT), son preferidos debido a que no
es necesario un tiempo para la separacién de la enzima marcada. Estos métodos
estan basados en la habilidad de los agentes de unidn especificos del analito, ejemplos
anticuerpos o proteinas de unién, para inhibir o activar la actividad de los conjugados
enzima - anticuerpos en solucién. Cuando se encuentran presentes moléculas libres
del analito la competencia por un numero limitado de sitios de enlace causa un
incremento en la actividad de la enzima y este incremento es proporcional a la

concentraciéon del analito presente en la mezcla de ensayo.

Kim, Kim y col. (1995, 1996) reportaron el uso de conjugados sintéticos en el

desarrollo de ensayos tipo homogéneo. ElI método propuesto utiliza conjugados
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enzima - biotina y avidina - riboflavina como generadores y moduladores de sefiales,
respectivamente. Los conjugados glucosa - 6 - fosfato deshidrogenasa - biotina,
fosfatasa alcalina - biotina y adenosina desaminasa - biotina (XI1V) fueron preparados
por el método del éster de la N - hidroxisuccinimida (NHS) haciendo reaccionar las
enzimas con N - hidroxisuccinimidilbiotina, se les determiné la actividad enzimatica y
el por ciento de inhibicién, resultando que los conjugados altamente inhibidos poseen
la suficiente actividad residual como para poder ser empleados en los ensayos tipo
homogéneo. También fueron preparados conjugados avidina - riboflavina (XV)
mediante la reaccién de la avidina, con sus sitios activos protegidos por reaccién con
la 2 - iminobiotina, con ésteres de la N - hidroxisuccinimida activada por reaccion con
3 - carboximetilriboflavina. Conjugados a los que se les determiné el radio molar
riboflavina/avidina y el por ciento de inhibicion. Los resultados demostraron la

factibilidad de su aplicacién en los ensayos tipo homogéneo.

CH,OH
HO——H
o HO——H
) HO—H
HN™ “NH $H2
. H3C N._N._O
2 . g—CHz _CH, - CO - NH - Enzima j@[ o
N
XIV) HsC N 5 \CHZ - CO - NH - Proteina

(xXV)

Los estudios realizados por Kim, Kim y col. (1995, 1996) también incluyeron la
valoracion de la posible utilidad analitica del método, para lo cual se llevé a cabo un
estudio preliminar de la determinacion de la cantidad de riboflavina presente en dos
tipos de tabletas multivitaminicas comerciales. Los ensayos requieren Unicamente de
la dilucion de las muestras originales. La concentracion de riboflavina se calcula
graficamente a partir de los valores de inhibicion y de los correspondientes valores en
la curva dosis - respuesta. Se demostré la alta selectividad con respecto a otras
biomoléculas como mononitrato de tiamina, clorhidrato de piridoxina,
cianocobalamina, acetato de tocoferol, acido félico, acido ascorbico y acido

pantoténico, asi como una elevada precision en la determinacion analitica.

El sistema avidina - biotina esta basado en la elevada afinidad de la avidina, presente
en la clara del huevo, por la biotina (vitamina H), en el cual cuatro moléculas de

biotina se enlazan por molécula de avidina mediante una interaccién no covalente, la
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cual es esencialmente irreversible (Sigma Immunochemical, 1992). Esa elevada
afinidad es muy utilizada en el inmunoensayo, en técnicas como: el ensayo
inmunoenzimatico en fase sélida (ELISA), immunoblotting, inmunohistoquimica, etc.
Dentro de los reactivos pertenecientes a este sistema avidina - biotina que la firma
Sigma Immunochemical (1992) comercializa se encuentran el Anticuerpo Monoclonal

Anti - Biotina y Anti - Biotina.

El Monoclonal Anti - Biotina es obtenido usando el conjugado biotina - KLH como
inmunogeno. El anticuerpo reconoce biotina libre empleando un ELISA competitivo.
Puede reconocer también biotina conjugada con varias inmunoglobulinas mediante el
empleo de un ELISA indirecto o una tincion inmunohistoquimica.

El antisuero para biotina (Anti - Biotina) fue obtenido en cabra empleando como
inmundégeno biotina acoplada a una proteina portadora. La especificidad y la
reactividad fueron determinadas por medio de la técnica de difusion doble de
Ouchterlony y por electroforesis del complejo biotina - proteina portadora. No se

observo reactividad contra la proteina portadora.

Paganelli, Songini y col. (1995) realizaron ensayos con el sistema avidina - biotina
para su empleo en inmunoganmagrafia, que se aplica a pacientes con distintos tipos
de cancer. El método demostré ser seguro, confiable y de utilidad clinica, con un 88%

de sensibilidad, 94% de especificidad y 84% de precision.

La revision bibliografica realizada demuestra el interés actual en la busqueda de
métodos que permitan realizar el andlisis de vitaminas, y especificamente de
riboflavina, por métodos de alta sensibilidad y confiabilidad. Por otra parte, queda
evidenciada la importancia de la conjugacién de haptenos a proteinas con diferentes

fines.
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3 — PARTE EXPERIMENTAL.

3.1. - REACTIVOS, EQUIPOS Y PREPARACION DE SOLUCIONES.

3.1.1. - Reactivos.

Acetona Panreac Espafa
Acido acético Panreac Espafia
Acido sulfosalicilico ANALAR Inglaterra
Acido sulfurrico Panreac Espafia
Acido tricloroacético Merck Alemania
Acrilamida BDH Inglaterra
Adyuvante completo de Freund Sigma Cuba
Adyuvante incompleto de Freund Sigma Cuba
Agar noble Merck Alemania
Almidén Merck Alemania
Azul de Coomasie R-250 SIGMA USA.
Benceno Merck Alemania
Borohidruro de sodio BDH Inglaterra
Bromofenol Azul BDH Inglaterra
Buffer veronal sédico BDH Inglaterra
Carbonato de sodio MINSAP Cuba
Cloruro de bario BDH Inglaterra
Dihidrogenofosfato de potasio Panreac Espafa
2,4- dinitrofenilhidracina Merck Alemania
Dodecilsulfato de sodio Merck Alemania
Etilenglicol BDH Inglaterra
Fenolftaleina Merck Alemania
Glicerol Merck Alemania
Hidrogenocarbonato de sodio MINSAP Cuba
Hidrogenofosfato de sodio Panreac Espafa
Hidréxido de amonio Panreac Espafa
Hidroxido de sodio Merck Alemania
loduro de potasio Merck Alemania
Metanol Panreac Espafa

Metaperyodato de sodio BDH Inglaterra
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Nitrato de plata BDH Alemania
N,N1-metilen-bis-acrilamida Merck Inglaterra
N,N,N,N1 tetrametiletilendiamina BDH Inglaterra
Ponceau 3R BDH Inglaterra
Reactivo de Folin Ciocalteu Merck Alemania
Riboflavina BDH Inglaterra
Seroalbumina bovina. Fraccion V BDH Inglaterra
Solucién salina fisioldgica 0,9 % Imefa Cuba

Sulfato de amonio BDH Inglaterra
Sulfato de cobre pentahidratado Merck Alemania
Tartrato de sodio y potasio Merck Alemania
Tiosulfato de sodio BDH Inglaterra

3.1.2 - Equipos.
Balanza analitica "NAGEMA" RDA

Centrifuga CLAY-ADAMS CO. INC. New York
Equipo de electroforesis "CENIC" Argentina
Espectrofotémetro UV "PHARMACIA LKB" Suecia
Espectrofotémetro UV/Vis "PYE UNICAM PHILIPS" Holanda
Estufa "MSU” Alemania
Fluorimetro experimental Dpto. Fisica UO Cuba
Fuente reguladora "FER 304" Argentina
Fuente reguladora "KAGAYAKI PS - 250" Japo6n
Incubadora "MYTRON" Alemania
Lampara ultravioleta "CAMAG" Holanda
pH metro "PACITRONIC" RDA
Termostato "MLW" RDA

RDA

Zaranda "THYS - 2"
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3.1.3 - Preparacion de Soluciones.

Solucién de hidréoxido de sodio de concentracion molar 1 mol/L:
Se pesaron 20 g de hidréxido de sodio, se disolvieron en la menor cantidad de agua
destilada, se traspas6 a un frasco volumétrico de 500 mL de capacidad y se enrasoé

con agua destilada.

Solucién de carbonato de sodio de concentracion molar 0,2 mol/L:

Se pesaron 21,2 g de carbonato de sodio, secado previamente en una estufa a 110 °C
durante 2 h, se disolvieron en la menor cantidad de agua destilada posible, se
traspasd a un frasco volumétrico de 1000 mL de capacidad y se enrasd con agua

destilada.

Solucién de hidrogenocarbonato de sodio de concentraciéon molar 0,2 mol/L:

Se pesaron 16,8 g de hidrégenocarbonato de sodio, secado previamente en una
estufa a 110 OC durante 2 h, se disolvieron en la menor cantidad de agua destilada,
se traspaso6 a un frasco volumétrico de 1000 mL de capacidad y se enras6 con agua

destilada.

Solucién tampon de carbonato pH 9,5:

Se midieron 13 mL de la solucién de carbonato de sodio 0,2 mol/L y 37 mL de la
solucion de hidrogenocarbonato de sodio 0,2 mol/L, se mezclaron bien y se diluy6 con
agua destilada hasta completar un volumen de 200 mL. Se comproboé el valor del pH

de la soluciéon ( Fasman, 1990).

Reactivo 2,4 - dinitrofenilhidracina:
Se pes6é 1 g de 2,4 - dinitrofenilhidracina, se disolvié en 7,5 mL de &cido sulfdrico
concentrado, esta solucion se adicioné a 250 mL de alcohol al 30 % y se agitdé hasta

total disolucién.

Reactivo de Tollens:

Se adicionaron 5 gotas de solucion de hidréxido de sodio al 5 % a 5 mL de una
solucion de nitrato de plata al 5 %, se agitd y se le agregd disolucion diluida de
amoniaco (1 mL de amoniaco concentrado se diluyé hasta 10 mL con agua destilada)

hasta que el precipitado de hidréxido de plata formado se disolvié.

Solucién de hidroxido de sodio al 5 % (m:v):

Se pesaron 2,5 g de hidréxido de sodio y se disolvieron en 50 mL de agua destilada.
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Solucién de nitrato de plata al 5 % (m:v):

Se pesaron 2,5 g de nitrato de plata y se disolvieron en 50 mL de agua destilada.

Reactivo Fehling A:
Se pesaron 7 g de sulfato de cobre pentahidratado y se disolvieron en 100 mL de

agua destilada.

Reactivo Fehling B:
Se pesaron 35 g de tartrato de sodio y potasio y 25 g de hidréxido de potasio y se

disolvieron en 100 mL de agua destilada.

Solucién de cloruro de bario al 10% (m:v):

Se pesaron 10 g de cloruro de bario y se disolvieron en 100 mL de agua destilada.

Solucién de riboflavina 1 mg/mL:
Se pesaron 100 mg de riboflavina, se disolvieron en una pequefia cantidad de agua
destilada, se traspas6 a un frasco volumétrico de 100 mL de capacidad y se enrasoé

con agua destilada.

Solucién de riboflavina 0,112 mg/mL:
Se midieron 5,6 mL de la solucion madre de riboflavina 1 mg/mL, se traspasaron a un

frasco volumétrico de 50 mL de capacidad y se enrasd con agua destilada.

Solucién de riboflavina 0,00112 mg/mL:

Se midieron 22,4 mL de la solucion de riboflavina 1 mg/mL, se traspasaron a un
frasco volumétrico de 100 mL de capacidad y se enrasé con agua destilada. De esta
solucion se midié 0,5 mL se llevé a un frasco volumétrico de 100 mL y se enras6 con

agua destilada.

Reactivo A (para la determinacion de proteinas por método de Lowry):
Se pesaron 20 g de carbonato de sodio y se disolvieron en 100mL de solucién de

hidréxido de sodio de concentraciéon molar en equivalente 0.1 mol/L.

Reactivo B (para la determinaciéon de proteinas por método de Lowry):
Se pesaron 0,5 g de sulfato de cobre pentahidratado y 1 g de citrato de sodio y se

disolvieron en 100mL de agua destilada.
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Reactivo C(para la determinaciéon de proteinas por método de Lowry):
Se mezclaron 50 mL del reactivo A con 1 mL del reactivo B exactamente en el

momento de ser utilizado.

Reactivo D (para la determinacién de proteinas por método de Lowry):
Se midieron 5 mL del reactivo comercial de Folin - Ciocalteu y se diluyeron con 5 mL

de agua destilada.

Solucién madre de BSA 1 mg/mL:

Se pesaron 100 mg de BSA, se disolvieron en la menor cantidad de agua destilada, se
transfirié a un frasco volumétrico de 100 mL y se enrasé con agua destilada. Esta
solucidn se corrigié espectrofotométricamente, resultando una concentracion de 0,995

mg/mL.

Solucién de acido sulfdrico de concentracion molar en equivalente 1 mol/L:
Se midieron 13,9 mL de acido sulfurico concentrado (d = 1,8355 g/mL, 96% en
peso), se transfirieron a un volumétrico de 500 mL de capacidad y se enrasé con agua

destilada.

Soluciéon de yoduro de potasio al 20 % (m:v):

Se pesaron 40 g de yoduro de potasio y se disolvieron en 200 mL de agua destilada.

Solucién de tiosulfato de sodio de concentracion molar en equivalente 0.1 mol/L:

Se pesaron 24,8 g de tiosulfato de sodio pentahidratado, se disolvieron en agua
destilada y hervida, la solucién se transfiri6 a un matraz aforado de 1 L, se enrasoé
con agua destilada y hervida y se afiadié 1 mL de cloroformo para su conservacion .
Valoracion: Se pesaron 3,567 g de yodato de potasio, se disolvieron en agua
destilada, se pas6 a un matraz aforado de 1 L y se enras6 con agua destilada. A 25
mL de esta solucion se le afiadié 1 g de yoduro de potasio y 3 mL de acido sulfarico
de concentracion molar en equivalente 2 mol/L. El yodo liberado se titul6 con la
solucion de tiosulfato, cuando el color de la solucidon se torné a un amarillo palido, se
diluyé a 200 mL con agua destilada, se agregaron 2 mL de soluciéon de almidon y se
continud la titulacion hasta que el color azul viré a incoloro. La determinacion se

repiti6 3 veces y se escogio el promedio de las 3 determinaciones. Se calculd la
concentracion de la solucién de tiosulfato considerandose que 1 mL de Na2S203 =

0,03567 g de KIO3 (Vogel, 1971). La concentracion calculada fue de 0,987 mol/L.
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Solucioén indicadora de almidon soluble al 1% (m:v):

Se pes6 1 g de almidén soluble y con una pequefia cantidad de agua destilada se hizo
una pasta. Se agregaron 100 mL de agua a ebullicion (conteniendo 0,1 g de timol
para la conservacion de la solucidon) con agitacion constante, se hirvié durante 1 min,

se dejo enfriar y se agregaron 3 g de yoduro de potasio (Vogel, 1971).

Solucién de hidroxido de sodio de concentracion molar en equivalente 0,05 mol/L:

Se pesaron 2 g de hidroxido de sodio, se disolvié en la menor cantidad de agua
destilada, se transfiri6 a un matraz aforado de 1L y se enras6 con agua destilada
hervida.

Valoracion: 25 mL de esta solucidén se vertieron en un Erlenmeyer de 250 mL, se
diluyd con 10 mL de agua destilada y se afiadieron 2 gotas de heliantina. Se tituldé con
solucidon de &acido clorhidrico de concentraciéon molar en equivalente 0.05 mol/L. La
determinacion se repitid6 3 veces y se escogio el promedio de las 3 determinaciones

(Vogel, 1971). La concentracioén calculada fue de 0,0497 mol/L.

Solucién saturada de sulfato de amonio:
Se pesaron 300 g de sulfato de amonio y se disolvieron en 500 mL de agua destilada,
teniendo en cuenta que la solubilidad del sulfato de amonio es de 60 g / 100 mL de

agua.

Solucién de sulfato de amonio al 40 % (m:v):

Se pesaron 40 g de sulfato de amonio y se disolvieron en 100 mL de agua destilada.

Solucién de fosfato de sodio monobésico de concentraciéon molar 0,2 mol/L:

Se pesaron 24 g de fosfato de sodio monobasico, previamente secado en una estufa a
110 OC por espacio de 2 h, se disolvieron en la menor cantidad de agua destilada, se
transfirié a un frasco volumétrico de 1000 mL de capacidad y se enras6é con agua

destilada.

Solucién de fosfato de sodio dibasico de concentracion molar 0,2 mol/L:

Se pesaron 28,38 g de fosfato de sodio dibasico, previamente secado en una estufa a
110 OC por espacio de 2 h, se disolvieron en la menor cantidad de agua destilada, se
transfirié a un frasco volumétrico de 1000 mL de capacidad y se enrasé con agua

destilada.
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Solucion tampoén fosfato pH 7:

Se midieron 39 mL de la solucion de fosfato de sodio monobasico 0,2 mol/L y 61 mL
de la soluciéon de fosfato de sodio dibasico 0,2 mol/L, se mezclaron bien y se diluyo
hasta un volumen total de 200 mL con agua destilada. Se verificé el pH de la solucion
(Fasman, 1990).

Solucién de acido tricloroacético al 6 % (m:v):

Se pesaron 30 g de acido tricloroacético y se disolvieron en 500 mL de agua destilada.

Solucién de Ponceau 3R al 0,8 %:
Se pesaron 2 g del colorante Ponceau 3R y se disolvieron en 250 mL de solucién de

acido tricloroacético al 6 %.

Solucién de acido acético al 1 % (v:v):
Se midieron 5 mL de acido acético glacial y se disolvieron en 500 mL de agua

destilada.

3.2 — EVALUACION DE LA ETAPA DE OXIDACION.

3.2.1 - Preparacion del conjugado riboflavina (GV) - seroalbumina
bovina (BSA) para la optimizacidon de la reaccidn de oxidacion.

Se empledé una maodificacién de la técnica de Ragupathi (1991). En un frasco color
ambar de 30 mL de capacidad se disolvieron 22,6 mg de riboflavina (60 pumol) en 2
mL de agua destilada, se afiadi6 metaperyodato de sodio, también disuelto en agua
destilada ( la masa del mismo dependi6 de las relaciones molares establecidas para la
optimizacion, Tabla 1) y el frasco se tap6é con una tapa de color oscuro. La mezcla se
agité ocasionalmente durante el tiempo seleccionado, segun el disefio, a temperatura
ambiente y se mantuvo en la oscuridad. Posteriormente se adiciond una pequefia
cantidad de etilenglicol acorde a la de metaperyodato de sodio (Tabla 1) y se agit6
ocasionalmente durante 25 minutos a temperatura ambiente. Se ajustd el pH de la
mezcla a 9,5 con solucién de hidroxido de sodio de concentracion molar 1 mol/L, a
continuacion se afiadieron 66 mg de BSA (1 umol) disueltos en 3 mL de buffer
carbonato pH 9,5 y se agitdé en una zaranda durante 120 min a temperatura
ambiente. Se adicionaron 2,6 mg de borohidruro de sodio (60 umol) disueltos en 1
mL de agua destilada. La mezcla se incub6 a 37 ©C en un termostato durante 3 horas.

Al final la mezcla se dializé contra agua destilada, con cambios sucesivos de la misma,
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durante 24 horas. Tanto el dializado como las aguas de dialisis se conservaron en

pomos color ambar.

Tabla 1.

reaccion de oxidacion.

Variables experimentales establecidas para la optimizaciéon de la

Relac. Molar | Cantidad de | Cantidad de | m (NalO,) | Tiempo de Volumen
Ribo. : NalO4| Riboflavina NalO,4 (mg) oxidacion | Etilenglicol

(umol) (umol) (min) (uL)

1:1 60 60 12,80 75 7,5

1:3 60 180 38,50 75 22,5

1:6 60 360 77,04 75 45

1:6 60 360 77,04 90 45

1:6 60 360 77,04 100 45

3.2.2 - Determinacion cualitativa de grupos funcionales.

3.2.2.1 - Reaccidén con 2,4 - dinitrofenilhidracina.
El ensayo se llevd a cabo segun Mc Elvain (1970). En un tubo de ensayos se
afiadieron 2 mL del reactivo 2,4 - dinitrofenilhidracina, se agregaron 2 gotas de la

mezcla final de la reaccién de oxidacion y se dejo en reposo a temperatura ambiente.

3.2.2.2 - Reaccidn con el reactivo de Tollens.
El ensayo se llevd a cabo segun Mc Elvain (1970). En un tubo de ensayos se
adicionaron 2 mL del reactivo de Tollens y gotas de la mezcla final de la reaccion de

oxidacion, luego se calentd en bafio de agua durante unos minutos.

3.2.2.3 - Reaccidn con el reactivo de Fehling.

El ensayo se llevd a cabo segun Mc Elvain (1970). En un tubo de ensayos se
afadieron 1 mL del reactivo Fehling A y 1 mL del reactivo Fehling B, se agito, se
agregaron gotas de la mezcla final de la reaccidon de oxidacion y se calent6 en bafio de

agua durante unos minutos.

3.2.2.4 - Reaccion con solucion de cloruro de bario.
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En un tubo de ensayos se afiadi6 1 mL del dializado final y 1 mL de solucion de

cloruro de bario al 10%.

3.2.3 - Determinacion cuantitativa de riboflavina.

La cuantificacion de riboflavina en agua de didlisis se realiz6 por el método
fluorométrico, para lo cual se empled el Fluorimetro Experimental construido en el
Departamento de Fisica de la Facultad de Ciencias Naturales y Matemaéticas de la
Universidad de Oriente. Las mediciones de las muestras se efectuaron a longitudes de
onda de maxima excitacion y emision (460 y 525 nm, respectivamente). La curva de
calibracion se construy6 con soluciones patrones de riboflavina con concentraciones
de 6, 16, 26, 36, 46, 56, 76 y 86 ug/mL. Para lo cual se midieron 150, 400, 650, 900,
1150, 1400, 1900 y 2150 uL, respectivamente, de una solucion de riboflavina 1
mg/mL.

3.2.4 — Monitoreo del curso de la reaccién por cromatografia de capa
fina.

A partir de que se mezclaron las soluciones de riboflavina y de metaperyodato de
sodio (t = 0) y a diferentes intervalos de tiempo se aplicaron, con capilares muy finos,
muestras de las mezclas de reaccion en placas de silica - gel 60F 254 (20 x 1,5 cm).
Como sistema de solventes se empled acido acético : acetona : metanol : benceno en
la proporcion 5 : 5 : 20 : 70 (v/v). La cromatografia se desarroll6 por el método
ascendente, en la oscuridad, el frente del solvente se dej6é correr 19 cm. y se reveld
con luz ultravioleta de longitud de onda corta. Se empleé como patrén una soluciéon de

riboflavina 0,112 mg/mL.

3.2.5 - Determinacion de la cantidad de peryodato consumido.

La determinacion se realizé por modificacion de la técnica de Clark (1966). Se pesaron
282, 5 mg de riboflavina y se transfirieron a un frasco color ambar. Se afiadieron 25
mL de agua destilada y se agitd hasta total disoluciéon. Se pesaron 1,926 g de
metaperyodato de sodio y se disolvieron en 25 mL de agua destilada. Esta solucion se
mezclé con la de riboflavina y se mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente. A

intervalos de tiempo (30, 70 y 100 min) se midieron, para cada uno, 3 alicuotas de 1
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mL, se traspasaron a 3 Erlenmeyers de 125 mL de capacidad que contenian, cada
uno, 5 mL de acido sulfurico de concentracion molar en equivalente 1 mol/L y 5 mL de
yoduro de potasio al 20 %. El yodo formado se valoré inmediatamente con solucién
de tiosulfato de sodio de concentracion molar en equivalente 0.987 mol/L. Esta
solucion se afiadi6é lentamente hasta que se obtuvo un color amarillo tenue, se
adicion6 entonces 1 mL de solucién indicadora de almidén soluble al 1% y se continué
agregando solucion de tiosulfato hasta la desaparicion del color azul. Se anotd la
cantidad de tiosulfato consumida en la valoracion del yodo. Se calcul6 la cantidad de
peryodato consumido para cada tiempo de reaccion seleccionado segun la formula
indicada por Clark. Se consider6 el valor promedio de 3 determinaciones para cada

tiempo. Se empled un blanco reactivo.

3.2.6 - Determinacion de la cantidad de acido férmico producida.

La determinacion se realiz6 por modificacion de la técnica de Clark (1966).
Transcurridos los 100 min. de la reaccion de oxidacion se afiadieron a la mezcla 45,2
uL de etilenglicol, se agité ocasionalmente durante 25 min a temperatura ambiente y
en la oscuridad. Posteriormente se midieron 3 alicuotas de 5 mL cada una, se
transfirieron a 3 Erlenmeyer de 250 mL de capacidad y se afiadi6 1 gota de
fenolftaleina  a cada uno. Se titul6 con solucion de hidréxido de sodio de
concentracion molar en equivalente 0,0497 mol/L. Esta solucién se adiciond hasta la
aparicion del color rosa tenue. Se anotaron los volimenes de base consumidos en las
valoraciones. Se calculd la cantidad de acido féormico producida segun la formula
indicada por Clark. Se consideré el valor promedio de las 3 determinaciones. Se

empled un blanco reactivo.

3.3 - PREPARACION FINAL DEL CONJUGADO GV - BSA.

Se empledé una maodificacién de la técnica de Ragupathi (1991). En un frasco color
ambar de 60 mL de capacidad se disolvieron 67,8 mg de riboflavina en 6 mL de agua
destilada, se afadi6, gota a gota, una solucién de 231,12 mg de metaperyodato de
sodio en 3 mL agua destilada y el frasco se tapé con una tapa de color oscuro La
mezcla se agitdé ocasionalmente durante 100 min. a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Posteriormente se adicionaron 135 uL de etilenglicol y se agit6
ocasionalmente durante 25 min a temperatura ambiente, manteniendo la mezcla en la
oscuridad. Se ajust6 el pH de la mezcla a 9,5 con solucion de hidréxido de sodio de
concentracion molar 1 mol/L, a continuacion se afiadieron 198 mg de BSA disueltos en

7 mL de solucién tampén carbonato pH 9,5 y se agité en una zaranda durante 120
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min a temperatura ambiente. Se adicionaron 7,8 mg de borohidruro de sodio disueltos
en 3 mL de agua destilada. La mezcla se incub6 a 37 9C en un termostato durante 3
horas. La mezcla se dializé contra agua destilada, con cambios sucesivos de la misma,
durante 24 horas. Al dializado se le afiadid, gota a gota desde una bureta, solucion
saturada de sulfato de amonio hasta la precipitacion de la proteina. Se enfrié a 4 0C
durante 30 min y se centrifugé a 1500 rpm durante 15 min. El sobrenadante se
separ6 del precipitado por decantacion y se le repitié el tratamiento con la solucion
saturada de sulfato de amonio. Los precipitados se reunieron, se lavé 2 veces con
solucion de sulfato de amonio al 40 %, se centrifugé a 1500 g durante 15 min y se
separoé el precipitado por decantaciéon. El mismo se disolvié en solucion tampén fosfato
pH 7 y se dializé contra agua destilada durante 12 h. El conjugado, contenido en el
dializado, se guardo en un frasco color ambar a 4 OC. La concentracién de proteina en

el dializado se determiné por el método de Lowry (1951).

3.4 - DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS.

La cuantificacion de proteina se realiz6 por el método de Lowry (1951). En un tubo de
ensayos se adicionaron 0,5 mL del dializado, 2,5 mL del reactivo C, se mezclaron y se
dej6é en reposo durante 10 min a temperatura ambiente. Se afiadié 0,25 mL del
reactivo D, se agitd la mezcla inmediatamente y se dejo reposar durante 30 min. Se
leyo la absorbancia a 700 nm usando un blanco reactivo.

Para la confeccién de la curva patréon, a partir de la solucion madre de BSA 0,995
mg/mL, se midieron alicuotas de 2,5; 5; 7,5; 10 y 12,5 mL, se transfirieron a 5
frascos volumétricos de 50 mL de capacidad y se enras6 con agua destilada,
resultando asi soluciones patrones de concentraciones: 50, 100, 150, 200 y 250

ng/mL, las que fueron tratadas de la misma manera que la muestra de dializado.

3.5 - REGISTRO DE LOS ESPECTROS UV - VIS.

Todos los espectros fueron registrados en un espectrofotometro UV - Vis, bajo las

siguientes condiciones:

e BSA: concentracion = 0,66 mg/mL; pH 8,1 - 8,2; intervalo de longitud de onda:
205 - 295 nm.

- Riboflavina: concentraciéon = 1,12 . 10-3 mg/ mL; pH 7,7; intervalo de longitud de
onda: 205 - 500 nm.
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- Riboflavina oxidada: concentracion = 1,12 . 10-3 mg/ mL; pH 5,0 - 5,7; intervalo
de longitud de onda: 205 - 500 nm.

e Dializado: concentracién de proteina = 0,66 mg/mL; pH 7,8 - 8,0; intervalo de
longitud de onda: 260 - 400 nm.

3.6 - ELECTROFORESIS SOBRE ACETATO DE CELULOSA.

Esta electroforesis se le realizé al conjugado presente en el dializado de la segunda
diadlisis practicada. Se aplic6 sobre el papel 1 uL del dializado. La corrida
electroforética se llevé a cabo empleando tampdn veronal sédico a pH 8,6, un voltaje
de 150 V y una corriente de 10 mA durante 20 min. Para la deteccién del conjugado
GV - BSA el papel se tifi6 con una solucibn de Ponceau 3R al 0,8 % en acido
tricloroacético al 6 % durante 10 min. Posteriormente se aplicé solucidon de &acido

acético al 1 % durante 10 min para la decoloracién.

3.7 - ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS - PAGE).

Se realiz6 de acuerdo con el método de Laemmli (1970). Como gel separador se us6
acrilamida al 15% y como gel concentrador acrilamida al 5% conteniendo 0,1% de
SDS. Las muestras fueron preparadas en buffer Tris - glicina a pH 8,8 conteniendo 2
% de SDS, 11,6% (v:v) de glicerol y 0,001% de bromofenol azul y se calentaron en
un bafio de agua a ebullicion durante 3 min. La corrida electroforética se llevd a cabo
aplicando primero 20 mA para concentrar hasta que el bromofenol azul alcanzé el
limite superior del gel separador, luego se aplicaron 30 mA para lograr la separacion.
Después de 5 horas de corrida las proteinas se fijaron con soluciébn de acido
tricloroacético al 10% y acido sulfosalicilico al 5% durante 30 min. Posteriormente los
geles se tifieron con azul de coomasie R- 250 durante 30 min. Por dltimo, se aplicé la

solucién decolorante de acido acético al 10%.

3.8 - EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DEL CONJUGADO.
3.8.1 - Esquema de inmunizacion.

Modelo animal:

Para desarrollar el esquema de inmunizacibn se escogieron 3 conejos F1,

semigigantes blancos, del sexo masculino y con un peso entre 2 y 2,5 kg. A estos
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biomodelos se les determiné parametros de salud y control de calidad y poseian los
certificados de control microbiolégicos emitidos por el Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana).

Inmundgeno:
Se utilizé el conjugado riboflavina - seroalbimina bovina (GV - BSA) y se ajusto la

concentracion de proteina segun la dosis de inoculacién para el esquema escogido.

Protocolo de inmunizacion:

La inmunizacioén se llevé a cabo durante 42 dias y se realizaron las inoculaciones cada
7 dias por la via subcutanea. 150 microgramos del inmundégeno se disolvieron en
solucion salina fisiolégica 0,9 % y se mezclé con igual volumen de adyuvante
completo de Freund y se agité vigorosamente hasta lograr una emulsion. Para la
primera inmunizaciéon se inyectaron los animales con 1 mL de esta emulsion. A partir
de la segunda inoculacién se aplicé la misma dosis del inmunégeno pero se mezcld
con adyuvante incompleto de Freund. Bajo estas condiciones se realizaron 5
inoculaciones. Al final del esquema de inmunizacidon se aplic6 un "booster", para lo
cual se inyectd, por via intravenosa en la vena marginal de la oreja, una dosis de 0,5
mL del inmunégeno (1 mg/mL) disuelto en solucidon salina fisiolégica 0,9 %. A los 3

dias del "booster" se sacrificaron los animales.

3.8.2 - Obtencidén del antisuero.

Durante el esquema de inmunizacién se realizaron sangramientos parciales por la
vena central de la oreja de cada animal a los 7 dias de efectuadas la 4@, 5ta 'y gta
inoculaciones. Las muestras de sangre extraidas a cada animal se mantuvieron a 37
OC durante 1h y luego a 4 ©C durante 24 h. Se centrifug6 a 2 500 g durante 10 min,
se separ6 el suero por decantacion y se conservo a 4 9C. Para la obtencién del suero
al final del esquema de inmunizacion se realiz6 el sangramiento a través de la
puncion cardiaca. La muestra de sangre obtenida se traté de la misma manera que las

muestras anteriores.

3.8.3 - Deteccidn de los anticuerpos.

3.8.3.1 - Técnica de inmunodifusion bidimensional de Ouchterlony(1948).
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Preparacion de las placas de vidrio. Se disolvieron 3 g de agar noble en 100 mL
de agua destilada mediante calentamiento y se pintaron las placas de vidrio (98 x 60
mm). 1,25 g de agar noble se disolvieron en 100 mL de agua destilada mediante
calentamiento, 10 mL de esta solucion caliente se derramaron sobre las placas
cuidadosamente sin detener la caida. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente hasta la

solidificacion total y se realiz6 la apertura de los pocillos en el agar.

Desarrollo de la técnica. Se realizaron diluciones dobles seriadas de los antisueros
obtenidos en las diferentes etapas del esquema de inmunizacion (1/2, 1/4, 1/8,
1/16 y 1/32) y se colocaron en los pocillos laterales de las placas de vidrio segun las
manecillas de un reloj. En los pocillos centrales se colocaron 10 ulL: de antigeno
(riboflavina) C = 1 mg/L y de los controles, conjugado GV - BSA con una C(BSA) =
1mg/mL y BSA pura con una C = 1mg/mL. Las placas se colocaron en camara
humeda durante 48 - 72 h. Se consider6 como resultado positivo la apariciéon de una
banda de precipitacion lineal, concava o convexa entre los pocillos centrales y

laterales.

Por otra parte, se realizaron diluciones de riboflavina desde 1 hasta 0,02 mg/mL y se
colocaron 10 pL de cada una de estas disoluciones en los pocillos laterales de las
placas de vidrio. En los pocillos centrales se colocaron 10 uL de muestras del antisuero
puro obtenido al final del esquema de inmunizacion. Las placas se colocaron en

camara humeda durante 48 - 72 h.

3.8.3.2 - Técnica de inmunodifusion radial de Mancini (1965).

Preparacion de las placas. Se mezclaron bien 9,4 mL de agar noble con 0,6 mL de
antisuero puro obtenido al final del esquema de inmunizacién a 56 9C. Esta mezcla se
derramé sobre la placa de vidrio (98 x 60 mm) cuidadosamente, se dejo solidificar a

temperatura ambiente y se hicieron los pocillos.

Desarrollo de la técnica. En cada uno de los pocillos se colocaron 10 ulL: de los
controles conjugado GV - BSA con una C(BsA) = 1 mg/mL y BSA pura C = 1mg/mL
y como muestra riboflavina pura C = 1 mg/mL. La placa se coloc6é en caAmara hiumeda
durante 48 - 72 h. Se considerd como evidencia positiva la aparicion de un anillo de

precipitacion alrededor del pocillo.
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4- RESULTADOS. DISCUSION.

El establecimiento de la secuencia de reacciones para la conjugacion de la riboflavina
(1) a la seroalbumina bovina tuvo su basamento en los trabajos realizados por
Ragupathi (1991) y Lauer y Erlanger (1971). Ragupathi, empleando el método de la
oxidacion de dioles vecinales con peryodato de sodio, logré conjugar a la
seroalbumina bovina (BSA) el Clei - B, un glucésido que posee en su estructura,
ademas de la molécula de glucosa, un sistema de tres anillos condensados (XVI),
caracteristicas estructurales que son similares a las de la riboflavina.
Experimentalmente establecié una secuencia de pasos que incluyd reacciones de
oxidacion, de adicion nucleofilica (condensacion) y reduccion selectiva, empleando 60
umoles de Clei - B, de metaperyodato de sodio (agente oxidante) y de borohidruro de
sodio (reductor selectivo) y 1 pumol de BSA. Empleando la misma secuencia de
reacciones, aunque bajo condiciones diferentes, Lauer y Erlanger conjugaron la B
Gase con adenosina, (XVII), compuesto que también tiene -caracteristicas
estructurales parecidas a las de la riboflavina pues posee una molécula de ribosa

enlazada a un atomo de nitrégeno del sistema de anillos de la adenina.

0
NH,
CH; -0 |
9on.

CH; -0 I

O

O
; | (XVII)

@)
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En este trabajo y segin lo anterior, se establecié la misma secuencia de reacciones

para la obtencion del conjugado riboflavina - seroalbumina bovina (GV - BSA):
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NalOg BSA NaBHg4

RIBOFLAVINA ______ , PRODUCTO ____, PRODUCTO » CONJUGADO

OXIDACION CONDENSACION GV - BSA

En esta secuencia la etapa de la oxidacion es fundamental en el proceso de
preparacion del conjugado, pues es precisamente el producto oxidado quien se acopla
con la proteina. Tsang, Greene y Pilcher (1995) en las investigaciones que llevaron a
cabo al conjugar la peroxidasa de rabano picante (POD) a anti - IgG humana
plantearon, que al parecer, el paso mas critico dentro del procedimiento de
conjugacion era precisamente el de la oxidacidon de la POD con peryodato de sodio.
Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se realiz6 primeramente un estudio

detallado de dicha etapa.

La evaluacién de la misma tuvo como objetivos establecer las condiciones o6ptimas
para lograr que toda la riboflavina se oxidara y que la mayor parte de ella se
conjugara con la proteina, asi como también, a priori, predecir la formula estructural
del producto de oxidacién. Con estos propoésitos el estudio consistio en:

- la determinacion de la raz6n molar vitamina : agente oxidante y tiempo de oxidaciéon
o6ptimos,

- la verificacion de la oxidacion siguiendo su curso por cromatografia de capa fina y
por determinacioén cualitativa de grupos funcionales,

- la determinacién de las cantidades de peryodato consumido y de acido férmico
producido y

- el registro del espectro UV - Vis de la riboflavina oxidada.

En funcion de mejorar el desempefio de los sistemas quimicos, de transformarlos en
algo "perfecto, efectivo o funcionalmente lo mejor posible” se han desarrollado varios
métodos de optimizacion, especialmente en quimica. Dentro de ellos se encuentran el
método univariado, el método simplex, el simplex modificado, el simplex super

modificado y el de planeamiento factorial (De Paula, Renée, De Andrade y col. 2000).

El método univariado es clasificado como un método secuencial, es conocido también
como método clasico de investigacion, método del factor Gnico o de estrategia de un
factor-por-vez. En el mismo se fijan, a un cierto nivel, todos los factores que estan
siendo investigados, menos uno de ellos. Posteriormente éste Ultimo es variado hasta
que se encuentre la mejor respuesta, después de esto este factor es fijado y un nuevo

factor sufre variacion. El proceso se repite hasta que todos los factores hallan sido
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adecuados para dar la mejor respuesta. Este método puede ser empleado tanto para

maximizar como para minimizar una respuesta.

En este trabajo, para poder encontrar la mejor razén molar riboflavina

metaperyodato y el mejor tiempo de oxidacién en el proceso de conjugacion de la
vitamina a la seroalbimina bovina (BSA) se empleé una aproximacion del método
univariado, y para ello se defini6 como funcion objetivo (respuesta) la concentracién
de riboflavina oxidada en el agua de dialisis, en este caso el método univariado se
empledé para minimizar la respuesta, es decir se buscaron las condiciones
experimentales que dieron lugar a una menor concentracion de riboflavina oxidada
(GV - CHO) en el agua de didlisis, es de suponer que mientras menor sea la
concentracion de riboflavina que se encuentre en el agua de dialisis mayor sera la que
se habra conjugado a la BSA. Esta valoracion fue completada siguiendo el curso de la

oxidacion por cromatografia de capa fina.

En un proceso de oxidacion influyen de manera significativa la concentracion del
agente oxidante, la temperatura, el tiempo y el pH de la mezcla de reaccion. En este
estudio se determinaron como variables o factores la concentracion del agente
oxidante segun las razones molares riboflavina : metaperyodato de sodio, 1 : 1; 1 : 3
y 1 : 6 (factor rm) y el tiempo de oxidacion, 75, 90 y 100 min (factor t). El resto de
los parametros del proceso de conjugaciéon como: cantidad de BSA, tiempo,
temperatura y pH de condensaciéon, cantidad de borohidruro de sodio, tiempo y
temperatura de reduccion se mantuvieron constantes, segun el trabajo de Ragupathi
(1991).

Las concentraciones de riboflavina (respuesta) en las aguas de dialisis para las
diferentes variables fueron determinadas por el método fluorométrico, la curva de
calibracion se muestra en la Figura 1. Los resultados de estas mediciones se muestran
en la Tabla 2. La superficie de respuestas obtenida como funcién de las variables rm y
t se representa en la Figura 2. El tiempo de oxidacion de la vitamina se fijo,
inicialmente, a un valor de 75 min y la razén molar vitamina : agente oxidante se
vari6 a lo largo del segmento AC (1 : 1,1 : 3, 1 : 6). Como se puede observar, en la
Tabla 2, la respuesta en el punto A fue de 51,76 ng /mL, esto significa que de los
22500 pg de riboflavina de partida se eliminan sin reaccionar en el agua de dialisis
19927,6 ug, lo que representa un 88,17 % que al menos no reaccionoé con la proteina.
La respuesta en el punto B fue mejor que en A, puesto que la concentracion de
riboflavina disminuyé a 39,30 pug /mL, saliendo sin reaccionar con la BSA, al menos,
15130,5 ug, para un 66,95 %, esto corresponde a vitamina tanto oxidada como sin

oxidar. Al cambiar la raz6n molar a 1 : 6 (punto C) la respuesta mejord algo mas,
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pues la concentracion bajé a un valor de 30,53 ug /mL (11754,05 ng). Para esta
variante, practicamente, la mitad de la riboflavina se elimina en el agua de didlisis
(52,01 %), esta cantidad incluye también vitamina oxidada y sin oxidar. En este
punto, teniendo en cuenta que ya se habia empleado un exceso considerable de
agente oxidante y que la diferencia entre las dos ultimas respuestas no era tan
significativa, se decidié mantener constante la razén molar en 1 : 6 y variar el factor
tiempo de oxidaciéon (t) a lo largo del segmento CE. En el punto D, la respuesta fue
mucho mejor que en los casos anteriores considerando que la concentracién de
vitamina que se elimina en el agua de didlisis es muy pequefia, 9,2 ng /mL (3542_n9),
esto significa que no reacciona con la proteina el 15,67 % de la riboflavina oxidada,
fundamentalmente. Al aumentar el tiempo hasta 100 min (punto E) se logré
minimizar ain mas la cantidad de riboflavina oxidada en el agua de dialisis,

eliminandose solamente el 12,69 %.

El curso de la reaccion de oxidaciéon de la riboflavina, cuando se emplearon las
razones molares 1 : 3y 1 : 6, fue seguido mediante cromatografia de capa fina a los
diferentes intervalos de tiempo. En la Figura 3 se muestran los resultados para la
razén molar 1 : 3. Como se puede observar a partir de los 30 min de reaccién
aparecen en los cromatogramas dos manchas fluorescentes, una al nivel del patréon de
riboflavina y la otra por encima de ésta, indicando la formacién del producto de
oxidacion, a los 75 min la cantidad de riboflavina sin oxidar es considerable segun las
dimensiones de la mancha correspondiente y por la intensidad de la fluorescencia de
la misma. Esto pone de manifiesto que la concentracion de riboflavina determinada en
el agua de dialisis en el punto B (Figura 2) incluya tanto riboflavina oxidada como sin
oxidar, de aqui que mas del 50 % de la vitamina se pierde en el agua de didlisis. Es
de notar que aun a los 90 min de reaccién la cantidad de vitamina sin oxidar es
grande. La Figura 4 muestra los resultados alcanzados cuando se sigui6 el curso de la
oxidacion para la razén molar 1 : 6. En este caso y segun el cromatograma el
proceso ocurre mucho mejor. A los 75 min de reaccién todavia aparecen las dos
manchas, indicando al igual que en el caso anterior la existencia de vitamina sin
oxidar, por lo que la cantidad calculada en el punto C (Figura 2) incluye vitamina
oxidada y sin oxidar. A los 90 min la cantidad de riboflavina sin oxidar es minima, no
sélo por el tamarfio de la mancha, sino también por la intensidad de la fluorescencia. A
los 100 min no aparece mancha de la vitamina sin oxidar, por lo cual bajo estas
condiciones, el proceso de oxidacién es completo. De este resultado es que se puede
asegurar que en el punto E (Figura 2) el 12,75 % de riboflavina que se elimina en la
dialisis corresponde solamente a la oxidada que no reacciond con la BSA.

Se calcularon los valores de Rf paracada mancha en el caso de la variante 1 :

6 (Figura 4), los resultados se dan en la Tabla 3, correspondiendo a la riboflavina
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oxidada ( GV - CHO) un valor de 0,46, superior al de la riboflavina, 0,39 (Guerra,
Martinez, Cobas y col. 2002).

La oxidacion de la riboflavina debe conllevar a la introduccién en la molécula de un
grupo formilo (- CHO), por lo cual para verificar la existencia de riboflavina oxidada,
tanto en la mezcla de reaccién final, como en el dializado y en el agua de didlisis, en
todas las variantes experimentales establecidas, se realizaron los ensayos cualitativos
clasicos para la deteccion de los grupos funcionales carbonilo y formilo. Para todas las
variantes y en los tres casos se obtuvieron los siguientes resultados: con el reactivo
2,4 - dinitrofenilhidracina se obtuvo un precipitado de color amarillo naranja,
indicativo de la presencia del grupo carbonilo, con el reactivo de Tollens se obtuvo el
espejo de plata y con el reactivo de Fehling un precipitado de color pardo rojizo, lo
que evidencié la presencia del grupo formilo, corroborandose la ocurrencia de la
reaccion y la presencia del producto de oxidacion tanto en el dializado como en el

agua de dialisis (Guerra, Martinez, Cobas y col. 2002).

Tsang, Greene y Pilcher (1995) para llevar a efecto la conjugacién de peroxidasa de
rabano picante (POD) a anti - IgG humana realizaron un proceso de optimizacion que
incluyé todas las etapas de la secuencia de reacciones para la preparacion del
conjugado. Para la oxidacion consideraron como variables: la raz6n molar NalOg /
POD (10, 20, 30 ,40 ,50 ,60, 70, 80 ,90 y100), la temperatura (25 y 37 ©C), el
tiempo (5, 10, 15, 30 y 60 min) y el pH (3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5y 8).
Para el acoplamiento escogieron como variables: la temperatura (4, 25 y 37 9C), el
tiempo (0,5; 1; 5y 22 h), el pH (7; 7,5; 8; 8,5; 9; 9,5; 10; 10,5y 11) y la razén
molar POD / IgG (0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 y 10). Para la reaccién de reduccién
consideraron las concentraciones de NaBH3CN (0,1; 0,01 y 0,001 mol/L). Para cada
variable fue determinada la actividad enzimatica del conjugado y como condiciones
experimentales 6ptimas del proceso fueron escogidas aquellas donde la actividad fue
mayor. Las mejores condiciones encontradas fueron: para la oxidacion: relacién molar
NalOg / POD: 40 : 1, tiempo: 5 min, temperatura: 37 ©9C, pH 5,0. Para el
acoplamiento: radio molar POD : anti - 1gG humana: 6 :1, tiempo: 24 h,

temperatura: 4 °C y pH: 10,0.

La reaccion de los dioles vecinales con metaperyodato de sodio es cuantitativa,
pudiendo calcularse el niumero de enlaces carbono - carbono escindidos segun la
cantidad de peryodato consumida vy la cantidad de &acido férmico producida en la
reaccion, todo lo cual esta relacionado directamente con la estructura del diol. Por
estas razones y para predecir, a priori, la estructura del producto de oxidaciéon de la

riboflavina se determinaron, tanto, el consumo de metaperyodato de sodio, como la
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cantidad de acido férmico que se obtiene en la reaccion, escogiéndose para ello la
variante donde la razén molar riboflavina : agente oxidante fue de 1 : 6. La Tabla 4
muestra los resultados alcanzados al determinar la cantidad de metaperyodato de
sodio consumida en la oxidaciéon. Como era de esperar, a medida que aumenta el
tiempo de reacciéon aumenta el consumo del agente oxidante y a los 100 min han
reaccionado 3,02 moles, lo que indica el rompimiento de los tres enlaces carbono -
carbono unidos a los grupos hidroxilos vecinales presentes en el resto de la molécula
de ribitol que posee la riboflavina. La cantidad, en moles, de acido formico producida
al final de la oxidacion fue de 2,01; lo que esta acorde con la estructura de la
riboflavina y corrobora que la ruptura de la cadena del resto de ribitol fue completa,
por lo que, teniendo en cuenta ademas los resultados de los ensayos cualitativos
practicados a la mezcla de oxidacion, puede plantearse, de forma general, que la

estructura del producto de oxidacion corresponde a R - CH2 - CHO, donde R =

sistema de anillos de isoaloxazina (Anexo A).

Para culminar la investigacion de la reaccion de oxidacion se realizé6 un estudio
espectroscopico con el objetivo de verificar si existian diferencias apreciables en
cuanto a la absorcion ultravioleta - visible entre la riboflavina nativa y la oxidada en la
mezcla de reaccion. Segun lo reportado por Strohecker y Henning (1967) la curva de
absorcion de la riboflavina, en solucién neutra o débilmente acida, exhibe maximos
de absorcion a longitudes de onda de 223, 267, 373 y 444 nm, siendo maxima la
extinciéon a 267 nm. En las Figuras 5 y 6 estan representados, respectivamente, los
espectros UV - Visible de una solucién de riboflavina nativa, pH 7,7 y de la riboflavina
oxidada (GV - CHO) en la mezcla de reaccion cuyo pH resulté estar entre 5y 5,7. En
la Tabla 5 se muestran los valores de las principales bandas de absorcion producto del
registro de dichos espectros. Como puede apreciarse los maximos de absorcién para
el patron de riboflavina coinciden con lo reportado por Strohecker y Henning (1967).
En el caso de la vitamina oxidada se observan desplazamientos de los maximos de
absorcién con respecto a la no oxidada que no resultan ser significativos, debe
tenerse en cuenta que el espectro no fue registrado en estado puro, a lo cual puede
atribuirse esos leves corrimientos. Estos resultados sugieren que la ruptura de la
cadena lateral de ribosa, que posee la riboflavina en su estructura, influye muy poco
en su espectro UV - Visible, de lo que se infiere que la absorcion esta solamente
relacionada con el sistema de anillos de la isoaloxazina (Guerra, Martinez, Cobas y col.
2002).

Teniendo en consideracion todos los resultados a los que se llegaron producto del

estudio de la reaccion de oxidacion de la riboflavina se pueden plantear como
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ecuaciones quimicas para la preparaciéon del conjugado GV - BSA las que se

representan en el Anexo A.

Los métodos de purificacion de los conjugados hapteno - proteina varian en
dependencia de la via que se utilice para su preparacion y de lo que se persiga con
ellos y van desde realizar una simple dialisis, empleando agua destilada o una
soluciéon tampoén, como lo reportan Kim, Kim y Kim (1995 y 1996) cuando prepararon
los conjugados glucosa - 6 - fosfato deshidrogenasa - biotina, fosfatasa alcalina -
biotina, adenosina - desaminasa y avidina - riboflavina, o varios procesos de dialisis,
como en la conjugacion de L - epinefrina a la BSA llevada a cabo por Yoshioka,
Kobayashi - Iwase y col. (1987), hasta aplicar métodos combinados como dialisis y
cromatografia de filtraciéon en gel, tal es el caso de la obtencién del conjugado L -
norepinefrina - BSA reportado por Yoshioka, Iwai - Yamasaki y col. (1987), o dos
meétodos cromatogréaficos como emplearon Nodake y Yamasaki (2000) para preparar

el conjugado derivado del monometoxipolietilenglicol - lisozima.

La purificacion del conjugado GV - BSA se llevé a cabo realizando una primera dialisis
contra agua destilada, luego se procedié a una precipitacion por salado empleando
sulfato de amonio como sal neutra y por dltimo se dializ6 nuevamente contra agua
destilada, proceso que de manera similar utilizaron Hattori, Nagasawa y col. (1994)
en la conjugacion de R - lactoglobulina con carboximetildextrana. Segun reportan
Boné, Sanchez y col. (1997) una gran ventaja de la precipitacion salina con sulfato de
amonio es que, por lo general, las proteinas se estabilizan en esa solucion. La alta
concentracion salina evita la protedlisis y tiene como ventaja el que el producto se
puede dejar toda la noche en la solucion de dicha sal. Pero debe tenerse en cuenta
que la salinidad s6lo reduce la solubilidad, por lo que nunca precipitan todas las
proteinas.

El uso del método de precipitacion con sulfato de amonio complementd, en parte, la
purificacion del conjugado GV - BSA, obteniéndose una masa amorfa de color amarillo
tenue, la que después de disuelta en el tampodn fosfato pH 7 y dializada dio lugar a un
dializado de igual color. Se obtuvieron 18, 5 mL de dializado con una concentraciéon de
proteina de 8,12 mg/mL, lo cual significa una masa de proteina de 151,31 mg para un
76,41 % de recuperacion de la misma, perdiéndose durante el proceso de
precipitacion salina el 23, 59 %. La cuantificacion se realiz6 por el método de Lowry

(1951) y en la Figura 7 se muestra la curva de calibracion obtenida para tal fin.

Segun demostraron Hattori, Nagasawa y col. (1994) y Hattori, Imamura y col. (1994)
en estos casos el conjugado se encuentra acompafiado de proteina sin reaccionar y de

proteina polimerizada consigo misma, las cuales de hecho no pueden ser separadas
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por dialisis, por lo que es de suponer que el conjugado GV - BSA se encuentre al
menos acompafiado de BSA polimerizada, de todas formas se puede plantear que la
via escogida es factible, demostrado por los resultados obtenidos al practicar los
ensayos cualitativos de 2,4 - dinitrofenilhidracina, Tollens y de cloruro de bario. Todos
resultaron negativos evidenciandose la ausencia en el dializado de riboflavina oxidada
sin reaccionar y de remanente de sulfato de amonio ( Tabla 6). Para un ensayo
preliminar de la inmunogenicidad del conjugado se puede aceptar el grado de pureza

con el que se obtuvo el conjugado GV - BSA.

La identificacion del conjugado GV - BSA se llevé a cabo, fundamentalmente,
mediante su espectro UV - Visible, electroforesis sobre acetato de celulosa y en gel de
poliacrilamida (SDS - PAGE).

El espectro UV de una solucion patron de BSA, pH 8,1 - 8,2, se representa en la
Figura 8 y el UV - Vis de una muestra del dializado final conteniendo el conjugado GV
- BSA, pH 7,8 - 8,0 se muestra en la Figura 9. Las asignaciones de las principales
bandas de absorcién encontradas al efectuar el registro de estos espectros se refieren
en la Tabla 5. El espectro UV de las proteinas tiene dos maximos: uno en el intervalo
de 210 a 220 nm, debido a la absorcién de los enlaces peptidicos y otro alrededor de
280 nm, dado por la absorcion de los residuos de aminoacidos que contienen anillos
aromaticos (Chavez, Pérez, Delfin y col. 1988). Como puede observarse para el
caso del patron de BSA los dos maximos de absorcion experimentales corresponden
con lo reportado en la literatura. Por su parte, los maximos de absorcion encontrados
para el conjugado GV - BSA indican que aquellos correspondientes a las longitudes de
onda 261 y 381 nm deben identificarse con dos de los maximos de la riboflavina
oxidada en la mezcla de reacciéon (269 y 380 nm respectivamente) y los de 216 y 279
nm con los de la BSA patron (218 y 280 nm respectivamente), mientras que el
maximo a 354 nm permite corroborar la formacién del conjugado a partir de los

productos anteriores (Guerra, Martinez, Cobas y col. 2002).

Se pudo evidenciar, ademas, que esta sefial a 354 nm, y con la que se ha identificado
el conjugado GV — BSA, no se ve afectada por el tiempo, lo cual se demostré al
registrarle el espectro UV — Visible a dicho conjugado después de 3 arfios de
preparado, mantenido en un frasco color ambar y a 4°C. Cabe sefialar también, que
en el espectro aparecen dos sefiales a 262 y 384 nm, identificables con dos de los
maximos de absorcion de la riboflavina (267 y 373 nm) y una tercera sefial a 280 nm
atribuible a la proteina. A pesar de que no se puede hacer referencia a que el

conjugado es estable por este tiempo, ello si constituye un indicio de la no
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degradacion del mismo. Teniendo en cuenta, la importancia de su estabilidad, es

aconsejable realizar un estudio mas profundo para valorar este aspecto.

Los resultados de la electroforesis sobre acetato de celulosa se ilustran en las Figuras
10 y 11. En este caso no se logro6 visualizar la banda correspondiente al conjugado
GV - BSA, pues no hubo aparicion de mancha al tefiir con el colorante rojo, Ponceau
3R, lo cual puede indicar que los sitios por donde el colorante reacciona con la
proteina estén ocupados (Figura 10). De todas formas, antes de proceder al tefido,
aparecen dos manchas amarillas desplazadas del origen en el caso del dializado
(Figura 11). De ambos electroforegramas puede inferirse que la banda inferior, de las
dos que aparecen para el dializado, corresponde al conjugado GV - BSA, pues al tener
una masa molecular ligeramente superior a la de la proteina su desplazamiento es

menor.

En la Figura 12 se muestra un esquema del electroforegrama resultante de la
realizacion del SDS - PAGE, los resultados son similares a los anteriores, para el
conjugado aparecen dos manchas, una al nivel de la proteina y la otra por debajo de

ésta, atribuible a la formacién de un enlace covalente entre la riboflavina y la BSA.

De los resultados de ambas electroforesis se puede apreciar la presencia de proteina
sin reaccionar en el dializado, lo cual era de esperar teniendo en cuenta que el
procedimiento llevado a cabo para la purificacion del conjugado no permite la

separacion de la misma.

El empleo del SDS - PAGE para confirmar la formacion de un enlace covalente entre
un hapteno y una proteina portadora ha sido reportado por diferentes autores, entre
los que se pueden citar: Kato, Mifuru y col. (1992) en la obtencion de los conjugados
dextrana - caseina y galactomanano - caseina y Hattori, Nagasawa y col. (1994) en la

conjugacion de carboximetildextrana con B - lactoglobulina.

De esta manera quedd establecido un procedimiento experimental para la

conjugacion de la riboflavina con la seroalbimina bovina.

El conjugado GV - BSA semipurificado fue utilizado como inmundégeno para desarrollar
un esquema de inmunizacion en conejos. Los resultados del comportamiento de los
antisueros obtenidos a los siete dias después de la 41@, 5ta gla jnhoculaciones y al
final del esquema de inmunizacién, evaluados por la técnica de inmunodifusion
bidimensional de Ouchterlony, se muestran en las Figuras 13, 14, 15 y 16. Estos

resultados fueron similares para los tres conejos utilizados en el esquema de
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inmunizaciéon. Como puede observarse, de forma general, bajo las condiciones en que
se realiz6 la inmunizacion, solamente se observan las bandas de precipitacion para el
conjugado GV — BSA y la BSA pura (variantes A y C respectivamente), dado
indiscutiblemente, por la elevada inmunogenicidad de esta proteina. Los titulos de
anticuerpos aumentaron desde 4 hasta 32 para el conjugado GV — BSA y desde 2
hasta 16 para la BSA.

De todo lo anterior se evidencia la no formaciéon de anticuerpos especificos contra la
riboflavina. La no visualizacion de la banda de precipitaciéon para esta vitamina adn
cuando al final del esquema de inmunizacién se ha producido una respuesta
secundaria, podria deberse a que la concentracién de anticuerpos especificos contra la
riboflavina estaba por debajo del lumbral de la técnica aplicada como para que la
reaccion antigeno - anticuerpo fuera visible. En los resultados obtenidos pudo haber
influido también el esquema de inmunizacion escogido, en el cual s6lo se empled la
via de inoculacion subcutanea, lo que favorece la estimulacion inmunolégica cuando
se trabaja con proteinas como inmundgeno, resultando ser mas adecuado la via de
inoculacion intradérmica, cuando se quieren obtener antisueros especificos al utilizar
haptenos conjugados con péptidos como inmundgenos y lo que se desea es identificar
el hapteno (Margni,1982). Diferentes autores, Fasquell, Barrier y Daguet (1970),
Margni (1982) y Davis, Dulbecco y col. (1980), reportan que los resultados por esta
técnica pueden verse afectados por el fendmeno de zona cuando existe un exceso del
antigeno, lo que no permite visualizar la banda de precipitacion al formarse el
complejo antigeno - anticuerpo. Esto puede explicar el comportamiento del titulo de

anticuerpos obtenidos para el conjugado GV - BSA y la proteina pura.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el antisuero obtenido al final del esquema de
inmunizacion fue analizado empleando la misma técnica de Ouchterlony pero
realizando diluciones de riboflavina, desde 1 hasta 0,02 mg/mL, colocando las
muestras de las mismas en los pocillos laterales de las placas de vidrio y en los
centrales muestras del antisuero puro, con el objetivo de conocer la concentracion
optima del antigeno que logra la equivalencia con la concentracion o6ptima de
anticuerpo especifico contra la riboflavina. El resultado de esta determinacién se
muestra en la Figura 17. Como se puede apreciar la banda de precipitaciéon aparecio

en el rango de concentraciones de riboflavina de 0,6 - 0,9 mg/mL.

De forma preliminar y con el objetivo de demostrar cualitativamente la presencia de
anticuerpos anti — riboflavina se aplicé la técnica de inmunodifusion de Mancini,
utilizando como controles conjugado GV - BSA y BSA pura. Los resultados se

muestran en la Figura 18. En la misma se aprecia la formacion de un anillo de
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precipitacion en la reaccion especifica antigeno - anticuerpo para la riboflavina, asi
como también para el conjugado GV - BSA y para la BSA pura. Con el diametro de
cada anillo de precipitacion formado se puede inferir la proporcionalidad de
anticuerpos especificos presentes en el antisuero policlonal, siendo superior el niumero
de anticuerpos contra el conjugado GV - BSA y contra la propia proteina que contra la
riboflavina, lo que era de esperar seguln los resultados a los que se llegaron en los

analisis anteriores.

De forma general, se puede plantear que los resultados obtenidos corroboran la
inmunogenicidad que aporté la proteina en el conjugado para el hapteno, al

demostrarse la formacién de anticuerpos especificos contra la riboflavina.

Por otro lado, y preliminarmente, en este trabajo se conjug6é la riboflavina a la
proteina P64k como proteina portadora. El procedimiento experimental empleado para

la conjugacion fue similar al de la obtencion del conjugado GV — BSA.

La P64k es una proteina que se encuentra en la membrana externa de las cepas
patogénicas de Neisseria meningitidis. Fue aislada en el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia de la Ciudad de la Habana y mediante tecnologia del DNA
recombinante, se logré la clonacién y expresién en Escherichia coli del gen que la

codifica (GoOmez, Madrazo, Gonzalez y col. 1999).

Gonzélez, Alvarez, Caballero y col. (2000) lograron acoplar esta proteina
recombinante a péptidos sintéticos y polisacaridos meningocoécicos del grupo C
aplicando el método del glutaraldehido. Los conjugados péptido — proteina fueron
identificados mediante SDS — PAGE, determinandose la concentracion de proteinas
por el método de Lowry, y analizados por Immunoblot , usando anticuerpos
monoclonales y policlonales, los que reconocieron a cada péptido en particular. La
respuesta inmune humoral obtenida contra péptidos homoélogos fue mas elevada en
los animales inmunizados con el conjugado péptido — P64k que con el péptido libre.
Similarmente los niveles de anti — polisacéaridos del grupo C fueron significativamente
mas altos en el polisacarido conjugado que en el polisacarido sin conjugar. Las
caracteristicas como proteina portadora también fueron evaluadas en comparacion
con la BSA y el toxoide tetanico (TT), quedando bien establecida la posibilidad de
emplearla con dicho fin.

Por tal razén, y por primera vez, en este trabajo se acopla la proteina recombinante
P64k a moléculas de bajas masas moleculares, como las vitaminas, particularmente la

riboflavina, lo cual constituye una novedad.



Tesis de Maestria

Para la identificacion, a priori, del conjugado riboflavina — P64k se registr6 su
espectro UV — Visible, comparandose con los correspondientes a la proteina y a la
vitamina. El espectro UV de la P64k mostré un maximo de absorcion a 223 nm, que
puede correlacionarse con la absorcion de los enlaces peptidicos (210 — 220 nm) y un
segundo maximo a 267 nm, muy por debajo de lo habitual para proteinas (280 nm),
aungue en esta region, 260 — 275 nm, aparece una meseta, lo que puede ser
atribuible al contenido de residuos de aminoacidos que contienen anillos aromaticos
en esta proteina. En el espectro UV — Visible del conjugado riboflavina - P64k
recombinante se detectaron tres maximos de absorcion, 219, 261 y 358 nm,. Este
ultimo permite inferir la formacion del conjugado a partir de la proteina y de la
vitamina. Lo anterior esta en correspondencia con el maximo de absorcion asignado al
conjugado riboflavina — seroalbimina bovina (GV — BSA). Todo lo anterior sugiere el
continuar los estudios sobre el conjugado riboflavina — P64k, fundamentalmente en lo
que se refiere a la identificacion empleando SDS — PAGE y a la valoraciéon de la posible

actividad inmunogénica.
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5- CONCLUSIONES.

1) Se obtuvo el conjugado riboflavina - seroalbimina bovina (GV - BSA) mediante la
oxidacion de la vitamina con peryodato de sodio en una relacion molar 1 : 6 y un
tiempo de reaccion de 100 min posterior condensacién con 1 umol de seroalbumina
bovina durante 120 min y reduccion de la base de Schiff con borohidruro de sodio y se

semipurificé empleando dos procesos de didlisis y precipitacion por salado.

2) Se demostré la formacion de un enlace covalente entre la riboflavina y la
seroalbumina bovina mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS - PAGE),
dicho conjugado mostré una banda de absorcién a los 354 nm segun su espectro
ultravioleta - visible, asignacidon que no corresponde a la de la proteina ni a las de la

vitamina.

3) Se obtuvo un antisuero policlonal por inmunizacién de conejos con el conjugado GV
- BSA, demostrandose la presencia de anticuerpos especificos contra la riboflavina por
la visualizacion de la banda de precipitacion antigeno - anticuerpo, segun la técnica de
inmunodifusion radial doble de Ouchterlony y se determind, mediante la técnica de
Mancini, la proporcionalidad de esos anticuerpos en el antisuero, siendo mayor en la
reaccion con el conjugado GV - BSA y con la BSA que con la riboflavina. Resultados
que demuestran la inmunogenicidad que para la riboflavina aporté la proteina en el

conjugado.
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6- RECOMENDACIONES.

1- Optimizar el esquema de inmunizacién empleado con la finalidad de obtener
antisueros de altos titulos de anticuerpos anti - riboflavina que permitan su empleo en

la cuantificacién de la vitamina.

2- Realizar el estudio de la reactividad cruzada con otra vitamina de estructura

relacionada.

3- Efectuar el estudio de la aplicacion del anticuerpo policlonal sobre el control de la
calidad de la materia prima en la formulacion de medicamentos que incluya a la
riboflavina y de la cuantificacion de la misma en residuales industriales, comparando

con los métodos clasicos de analisis de esta vitamina.
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Tabla 2. Resultados de la determinacion de las concentraciones de riboflavina

en aguas de didlisis por el método fluorométrico.

Tiempo Razén Concentracion de riboflavina (ug/mL) Masa ri-
oxidacién molar Réplicas boflavina
(min) R1 R2 R3 R (prom.) (19)
75 1:1 51,76 51,45 52,09 51,76 19927,60
75 1:3 39,71 41,08 37,12 39,30 15130,50
75 1:6 32,30 27,60 31,70 30,53 11754,05
90 1:6 8,80 9,71 9,09 9,20 3542,00
100 1:6 7,80 8,45 6,09 7,45 2868,25

Longitud de onda de excitacién: 460 nm.

Longitud de onda de fluorescencia: 525 nm.

Tabla 3. Valores de Rf obtenidos de la aplicacion de la cromatografia de capa
fina a la mezcla de oxidaciéon de la riboflavina para la razén molar 1 : 6.

Tiempo Valores de Rf
oxidacion
(min) Mancha Mancha
inferior superior
0 0,40 —
30 0,40 0,46
75 0,41 0,47
20 0,40 0,46
100 - 0,46

Patrén de riboflavina 0,39
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Tabla 4. Resultados de las determinaciones de las cantidades de peryodato
consumido y de acido féormico producido en la oxidaciéon de la riboflavina para la

razén molar 1 : 6.

Tiempo Cantidad de 10, | Cantidad de HCOOH
oxidacion (mol) (mol)
(min)
30 1,09 -
75 2,03 -
100 3,02 2,01

Tabla 5. Asignaciones de las principales bandas en el espectro UV — Visible de

la BSA pura, riboflavina pura, riboflavina oxidada y conjugado GV — BSA.

Producto Absorbancia A experimental A literatura
(nm) (nm)
BSA (pura) 1,640 218 210 - 220
0,625 280 280
0,106 223 223
Riboflavina 0,098 267 267
(GV) (pura) 0,034 373 373
0,039 444 444
1,770 225 -—-
Riboflavina 0,950 269 ---
oxidada 0,422 380 ---
0,310 445 -—
1,440 216 -—
Conjugado 1,093 261 -—-
GV - BSA 0,724 279 -—
0,319 354 -—-
0,270 381
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Tabla 6: Resultados de los ensayos cualitativos practicados al dializado

durante su semipurificacion.

Después de la primera dialisis

Reactivo Dializado Agua de didlisis
2,4-dinitrofenilhidracina Positivo Positivo
Tollens Positivo Positivo
Fehling Positivo Positivo

Después de la precipitacion por salado y segunda dialisis

2,4-dinitrofenilhidracina Negativo Negativo
Tollens Negativo Negativo
Fehling Negativo Negativo
Cloruro de bario Negativo Positivo
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Unidades de fluorescencis

Figura 1. Curva de calibracion para la determinacion de la
concentracion de riboflavina por el método fluorométrico.
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Figura 2. Representacion esquematica de la aplicacion del método

univariado para la optimizaciéon de la reaccion de oxidacién.

b [mir] I
|
I
100 =
a0 D,
) B C
P - - - -
1
I
1:1 1:3 1E

Leyenda: t — tiempo de oxidacion, r m — razon molar



Tesis de Maestria

Figura 3. Resultado de la cromatografia de capa fina al valorar el curso de la

reaccion de oxidacion de la riboflavina con metaperyodato de sodio, segun la

razén molar 1 : 3.
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PGV: Patrén de riboflavina

ta: Mezcla de oxidacién al tiempo cero

tb: Mezcla de oxidacién a los 30 min de reacciéon
tc: Mezcla de oxidaciéon a los 60 min de reacciéon
td: Mezcla de oxidaciéon a los 90 min de reaccién
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Figura 4. Resultado de la cromatografia de capa fina al valorar el curso de la
reaccion de oxidacion de la riboflavina con metaperyodato de sodio, segun la
razén molar 1 : 6.
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Figura 5. Espectro UV - Vis de una muestra patrén de
riboflavina.
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Figura 6. Espectro UV - Vis de lariboflavina oxidada en la
mezcla de reaccion.
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Figura 7. Curva de Calibracion para la determinacion de
proteinas segun el método de Lowry.
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Figura 8. Espectro UV de una muestra patrén de seroalbumina
bovina (BSA).
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Figura 9. Espectro UV - Visible del conjugado GV - BSA.
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Resultados de la electroforesis sobre acetato de celulosa.

Figura 10. Después de la tincion.
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Figura 11. Antes de la tincion.
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Figura 12. Resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida ( SDS —
PAGE).

D P

D: muestra del dializado.
P: patréon de BSA.
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Resultados de la deteccion de los anticuerpos aplicando la técnica de
inmunodifusion radial simple de Ouchterlony.

Figura 13.
Antisuero obtenido 7 dias

después de la 4t inmunizacion.

Figura 14.
Antisuero obtenido 7 dias

después de la 5t inmunizacion.
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Figura 15.

Antisuero obtenido 7 dias

después de la 6@ inmunizacion.
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Figura 16.

Antisuero obtenido al final del

esquema de inmunizacion.
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Leyenda:

A, B, C rosetas: diluciones dobles sucesivas del antisuero ( 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y
1/32), segun las manecillas del reloj.

A centro: conjugado GV - BSA, C(BsA) = 1 mg/mL.
B centro: riboflavina, C = 1 mg/mL.

C centro: BSA, C =1 mg/mL.
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Figura 17. Resultado del monitoreo de los anticuerpos presentes en el
antisuero al término del esquema de inmunizacibn por la técnica de
inmunodifusién bidimensional de Ouchterlony.

O
) =y
o -0 O
A B C
Leyenda.
A, B, C Centros: Antisuero obtenido al final del esquema de inmunizacién, en estado
puro.

A, B, C Rosetas: Diluciones de reiboflavina:

A: concentraciones desde 0,02 hasta 0,07 mg/mL
B: concentraciones desde 0,08 hasta 0,4 mg/mL
C: concentraciones desde 0,5 hasta 1 mg/mL
(segun el sentido de las manecillas del reloj).

Figura 18. Evidencias de la reaccion riboflavina — anticuerpos especificos al

término del esquema de inmunizacién por la técnica de Mancini.

ONON

e A: Conjugado GV — BSA, Cegsay= 1 mg/mL.
e B:BSA,C=1mg/mL.

e C: riboflavina, C = 1 mg/mL.
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Anexo A. Representacion de las ecuaciones quimicas de las reacciones para la
obtencién del conjugado riboflavina — seroalbimina bovina (GV — BSA):
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