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RESUMEN

Se prepar6 un conjugado con peroxidasa a partir de los anticuerpos especificos
aislados de un antisuero de cabra anti IgG de raton (molécula completa). Los
anticuerpos se aislaron por cromatografia de afinidad y el conjugado se preparé
por el método de oxidacién con peryodato. El conjugado obtenido presenté una
relacion molar IgG/peroxidasa de 1,31, un valor de RZ de 0,285 y resulté evaluado
satisfactoriamente en cuanto a su especificidad y reactividad en los ensayos
inmunoenzimaticos realizados.

Descriptores DeCSSUEROS INMUNES/aislamiento & purificacién; 1IGG/
aislamiento & purificacion; CROMATOGRAFIA POR INTERCAMBIO IONICO/
métodos; CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD/métodos.

Los sueros anti-inmunoglobulinas se sensibilidad alcanzados resultan adn insu-
han utilizado muy frecuentemente para ficientes, se hace necesario recurrir al marca-
potenciar y hacer mas evidente la je del antigeno o del anticuerpo con radio-
interaccion antigeno-anticuerpo en los nuclidos, con fluorocromos o con enzimas.
métodos indirectos o de doble anticuerpo, Los anticuerpos marcados con peroxi-
lo que permite alcanzar especificidad y dasa, que fueron utilizados inicialmente
sensibilidad superiores debido a una mayor como una alternativa a los anticuerpos fluo-
precipitacion o aglutinaciéon, o por una rescente$poseen actualmente maltiples y
mejor separacion entre el antigeno libre y el muy variadas aplicacior®sy se pueden
que se encuentra enlazado con su preparar por un metodo sencillo y eficiente
anticuerpo especifico. La introduccién de de oxidacion con peryodéten los mismos
los anticuerpos monoclonales (AcM) ha laboratorios donde se van a emplear.
permitido elevar considerablemente la Este trabajo se realiz6 con el objetivo
especificidad en muchos de estos mé- de preparar un conjugado anti IlgG de raton-
todos. Sin embargo, cuando los niveles de peroxidasa en cabra, para su empleo como



segundo anticuerpo en aquellas técnicas cromatografica de Sepharosa CL-4B aco-
en las que se emplean anticuerpos mo- plada con IgG de ratén pura, a una concen-
noclonales de ratén como primer anticuerpo. tracién de 2 mg/mL de gel. Los anticuerpos
especificos aislados se absorbieron con
proteinas de suero normal humano y de

METODOS conejo. La absorcién se realiz6 en columnas
cromatograficas que contenian 5 mL de

AISLAMIENTO Y PURIFICACION Sepharosa CL-4B acoplada con las pro-

DE I1gG teinas presentes en 1 mL de suero humano

(97,8 % de la proteina acoplada a la resina)
El aislamiento y purificacion de lalgG y de conejo (99,9 % de acoplamiento).
de ratén se realiz6 a partir de una mezcla de
sueros normales de ratones de diferentes
lineas isogénicas. Para el aislamiento se PREPARACION DEL CONJUGADO
aplicé una precipitacion con polietilenglicol
6 000 (PEG 6 000) y para la purificacion se La conjugacion de la peroxidasa
emplearon la cromatografia de intercambio (E.C.1.1.1.1.7; tipo VI, SIGMA) con los
ionico en DEAE Sephacel, de filtracion en anticuerpos especificos anti IgG de raton
gel de Sephadex G-150 y de afinidad en gel se llevo a cabo por el método de oxidacion
de proteina A-Sepharosa CL-4B.a IgG con peryodatd empleando una proporcién
de cabra se purifico por cromatografia de de 0,5 mg de peroxidasa por cada mg de
intercambio i6nico en resina tipo DE-52 y anticuerpo. El conjugado se dializé contra
de filtracién en gel de Sephadex G-150. solucion amortiguadora de fosfatos 0,01 M
de pH 7,2 que contenia NaCl 0,15 M (PBS),
se purificé por cromatografia en Sepharosa
PRODUCCION DE ANTISUEROS CL-6B y se le determind la relacion molar
IgG/peroxidasay el valor de RZ (DO a 403
El suero anti IgG de ratén se obtuvo nmM/DO a 280 nm). Se le afiadio albimina de
por inmunizacién intramuscular en cabra, y suero bovino al 1 % y timerosal al 0,01 %
el anti IgG de cabra se obtuvo por inmu- para su conservacion en alicuotas a <30 °C.
nizacién intramuscular en conejos. Los
sueros anti-proteinas séricas totales de
ratén y de cabra se obtuvieron por inmu- EVALUACION DE LOS PRODUCTOS
nizaciéon del suero normal diluido en OBTENIDOS
conejos. En todos los casos se emplearon
los esquemas de inmunizacién disefiados La pureza delalgG deratédn, de la lgG
por nuestro grupo de trabajo. de cabra y de los anticuerpos especificos,
asi como la reactividad y especificidad de
estos Ultimos, se comprobaron por inmu-
PURIFICACION noelectroforesisy por doble inmuno-
DE LOS ANTISUEROS difusion en gel de agar. El conjugad@sa-
lu6 por medio de ensayos inmuno-
El suero de cabra anti IgG de raton se enzimaticos heterogéneos tipo ELISA.
precipito con sulfato de amonio al 50 % de El primer ensayo immunoenzimatico se
saturacion y se aplicé en una columna realizé por el método directo en placas
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recubiertas con diferentes concentraciones prepar6 el conjugado con peroxidasa. Se
de IgG de ratén, saturadas con albumina de emple6 una relacién molar de peroxidasa/
suero bovino e incubadas con el conjugado. IgG de 2. El conjugado, después de la
Posteriormente se incubd con la mezcla purificacion con Sepharosa CL-6B,
sustrato -cromégeno (B, - OPD), se presentd una relacion peroxidasa/lgG de
detuvo la reaccién con acido sulftrico 2M 0,76 y un valor RZ de 0,285. El producto
y se leyé a 492 nm. present6 el aspecto de un liquido
El segundo ensayo inmunoenzimatico transparente de color amarillo claro, sin
se realizo por un método indirecto, en una contaminacién con la peroxidasa ni la IgG
placa recubierta con factor Vlll/factor von sin conjugar, las que se separaron por la
Willebrand (FVIII/VW) que se incub6 con  cromatografia en Sepharosa CL-6B.
diferentes diluciones de liquido ascitico En el primer ensayo inmunoenzimatico
murino que contenia un AcM anti-FVIII/  se observé que el conjugado se fijaba a la
vW, con el conjugado y con el sustrato placa en cantidades directamente pro-
cromogeno. En el tercer ensayo inmu- porcionales a la concentracion de IgG de
noenzimatico se utilizé una placa preparada raton empleada en el recubrimiento (fig. 1).
de igual forma que en el primero, que se Cuando se incubd la placa recubierta con
incub6 con diferentes diluciones del IgG de ratén con un antisuero de conejo
conjugado. antes de afiadir el conjugado (controles
negativos, el conjugado no se fij6 a la placa.
) -
RESULTADOS 1,8-
1,6
La doble inmunodifusion y la inmu- 1,44
noelectroforesis en gel de agar permitieron £ 74
comprobar la pureza de la IgG de ratén, de < |
la IgG de cabra y de los anticuerpos S -
especificos anti IgG de raton. En todos los ¢ 6
casos se obtuvo una sola linea de 0,4
precipitacion debida a la IgG de la especie O‘Z'W
en cuestion, frente al suero anti IgG y frente 0 T A
al suero anti-proteinas séricas totales. ! 10 100 1000
Al emplear la doble inmunodifusion y Concentracién de IgG de ratén (g/nl )
la inmunoelectroforesis para evaluar Ia  —e— jncubacién con el conjugado (control positivo)
reactividad y la especificidad de los anti-  —a— jncubacién con el antisuero de conejo + con-
cuerpos especificos anti IgG de ratén jugado (control negativo)
aislados, se observo que é.StOS I:)IPOdl'ICianFIG. 1. Ensayo inmunoenzimatico en una placa
una sola linea de precipitacion con la IgG recubierta con 1gG de ratén. influencia de la
de ratén puray con el suero normal de raton. contentracion de IgG de raton.
No se observaron lineas de precipitacién En el segundo ensayo inmuno-
con las restantes proteinas del suero deenzimatico se observo que el conjugado se
raton, ni con las del suero humano. A partir fijaba a la placa en cantidades propor-
de los anticuerpos aislados por croma- cionales a las concentraciones del AcM
tografia de afinidad y absorbidos con (fig. 2). En los controles negativos, en los
proteinas del suero humano y de conejo, seque se sustituyé el anticuerpo monoclonal
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por un suero normal (no inmune) de ratbn 1.6+
en iguales diluciones, la fijacién del con- 1,44
jugado se mantuvo a niveles minimos  1.2-
. . £
(valores de DO inferiores a 0,1). =17
20,81
[+
2,5 o 0,64
o
0,44
27 0,21
1=
= 0 T T T ]
<9 1 2 4 8 16
~ 1/dilucién del conjugado (x1 000)
ol
o
0,5 —a—Recubrimiento con 5 pg
—m— Recubrimiento con 25 pg
0 PE————mr m re———tr e FIG. 3. Ensayo inmunoenzimdtcio en una placa recubierta
100 1000 10 000 con IgG de raton. Influencia de la concentracion del
1/dilucién del anticuerpo monoclonal conjugado.
—e— Incubacion con un AcM anti- FVIIAW + con- de las posibles reacciones cruzadas, con el
jugado (control posiivo) propésito de garantizar la preparacién de
—A—}ncugacién cor; suero normal de ratn + con- un conjugado que tuviera un alto grado de
jugado (control negativo) especiﬁcidad.
FIG. 2. Ensayo inmunoenzimatico en la placa recubierta con Para la preparacién del Conjugado se
FVIIIVW. Influencia de | tracion del anti . . . .
primare, o0 A coneenacion GETAmIEEElbe . mantuvo la relacion molar peroxidasa/anti-

cuerpo de 2, aunque las concentraciones
En el tercer ensayo inmunoenzimatico fueron inferiores a las recomendadas en la
se observo un aumento proporcional de las técnica originaf,para evitar la precipitacion
lecturas al aumentar la concentracion del de los anticuerpos de cabra especificos para
conjugado. Se obtuvo una DO de aproxi- la IgG de raton. La relacién molar pe-
madamente 1,0 en una placa recubierta conroxidasa/lgG del conjugado obtenido indica
25 pg/mL de IgG de raton e incubada con la proporcion de moléculas de anticuerpo
una dilucion 1:2 000 del conjugado, y una marcadas con la enzima (aproximadamente
DO de 1,1 para una placa recubierta con el 80 %) como promedio, la cual resultd
5 pg/mL de IgG de ratdn e incubada con una comparable con las obtenidas por otros

dilucion del:1 000 del conjugado (fig. 3). autores y con las de los productos co-
merciales'®
A partir de los resultados del tercer
DISCUSION ensayo inmunoenzimatico, se pudo estimar

el titulo del conjugado en el rango de
En este trabajo se purificé la IgG de diluciones entre 1:1 000y 1:2 000. Este titulo
ratén para emplearla en la produccién de constituye uno de los parametros que
un antisuero en cabra, a partir del cual se permiten caracterizar el conjugado, junto
aislaron los anticuerpos especificos anti IgG con la relacién molar IgG/peroxidasa (1,31),
de ratén por cromatografia de afinidad. elvalordelindice RZ (0,285), y las diluciones
Estos anticuerpos especificos se absor-de trabajo recomendadas para diferentes
bieron con las proteinas del suero normal tipos de técnicas, especialmente para el
humano y de conejo para eliminar algunas ELISA (1:2000).
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De cuerdo con los resultados obte- cificidad y una reactividad elevada. Los en-
nidos, se comprobd que con la utilizacion sayos inmunoenzimaticos permitieron eva-
de anticuerpos anti IgG de raton purificados luar satisfactoriamente este conjugado, por
por afinidad y absorbidos con proteinas del lo que se puede considerar como apto para
suero de otras especies, se lograba preparasu utilizacién en técnicas de este tipo o
un conjugado con un alto grado de espe- similares, asi como en el pesquisaje de AcM.

SUMMARY

A peroxidase conjugate was prepared starting from the specific antibodies isolated
from an anti-mouse 1gG goat antiserum (complete molecule). The antibodies
were isolated by affinity chromatography, whereas the conjugate was prepared
by the method of oxidation with periodate. The conjugate obtained presented a
molar relation IgG/peroxidase of 1.31 and a RZ value of 0.285. Its specificity

and reactivity were satisfactorily evaluated in the immunoenzimatic assays
carried out.

Subject headings IMMUNE SERA/isolation & purification; IGG/isolation &
purification; CHROMATOGRAPHY, ION EXCHANGE/methods; CHROMA-
TOGRAPHY; AFINNITY/methods.
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