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RESUMEN

En Cuba, el UMELISA HCG, producido por el Centro de Inmunoensayo, detecta la presencia de
gonadotropina coriénica humana. Con el objetivo de purificar y caracterizar gonadotropina
coridnica humana (hCG) para uso diagnéstico, se desarrollé un procedimiento para su obtencion
a partir de orina de gestantes, con una etapa de captura y una de purificacion por cromatografia
de inmunoafinidad, empleando un anticuerpo monoclonal anticadena B hCG. La mayor masa de
hCG en el precipitado (74,27 %) se obtuvo al 50 % de saturacion del (NH4),S04, 22 °Cy 3 h de
reposo. La actividad especifica fue 12 417,65 Ul/mg. El PAGE-SDS mostré las bandas de las
cadenas a y B, con movilidad similar al control. La pureza por densitometria fue 97,3 %. Por
filtracidn en gel se obtuvo una masa molar de 40 kDa. Con la metodologia empleada se obtuvo
gonadotropina coriénica humana con la calidad requerida para la obtencién de los reactivos
biolégicos del UMELISAHCG.
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ABSTRACT

In Cuba, the UMELISA HCG, produced by the Immunoassay Center, detects the presence of
human chorionic gonadotropin. With the aim to purify and characterize human chorionic
gonadotropin (hCG) for diagnostic use, was developed a procedure for its purification from the
urine of pregnant women, with a capture stage and a phase of immune affinity
chromatography, using a monoclonal antibody anti-chain B hCG. The highest mass of hCG (74,27
%) in the precipite was obtained at 50 % saturation of (NH4),SO4, 22 °C and 3 h of rest,. The
specific activity was 12 417,65 1U/mg. PAGE-SDS showed the bands of the a and B chains of the
hormone, with similar mobility to the control. The purity by densitometry was 97,3 %. By gel
filtration a molar mass of 40 kDa was obtained. Using this procedure human chorionic
gonadotropin with the required quality to get biological reagents for the UMELISA HCG was
obtain.
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Introduccion

La Gonadotropina Coridnica Humana (hCG) es una hormona glicoproteica, con una masa molar
de 39,5 kDa, sintetizada por el tejido trofoblastico y por algunas células malignas. Estas
hormonas gonadotrdpicas, entre las que se encuentran la hormona luteinizante, la foliculo
estimulante, la hCG, vy la tirotropina u hormona estimulante del tiroides, constituyen un grupo
de heterodiméricas formadas por dos subunidades asociadas no covalentemente, la subunidad
alfa y la subunidad beta. La subunidad alfa es comun en todas las hormonas gonadotrdpicas,
mientras que la subunidad beta es diferente, y es la responsable de la actividad bioldgica vy la
especificidad inmunolégica de cada una de ellas.™ La determinacién de hCG en suero u orina
resulta de gran interés en el diagndstico temprano del embarazo, la evaluacién de algunos
trastornos durante la gestacién, como marcador tumoral en la enfermedad trofoblastica,
coriocarcinoma y otros tipos de cancer y como marcador de riesgo para el Sindrome de Down
(sp).”

Desde 1987 se han reportado concentraciones elevadas de hCG en el suero de embarazadas
portadoras de un feto con sD.®) La combinacién de marcadores ha demostrado ser mas



efectiva, como el pesquisaje combinado de alfafetoproteina y hCG, mdas edad materna, para
calcular el riesgo de Sindrome de Down entre las 15 y 19 semanas de gestacidn, con niveles de
deteccion que oscilan entre 55 y 65 % hasta el 80 %, con 5 a 7 % de falsos positivos.(‘” En las
Ultimas dos décadas se han realizado importantes avances en el pesquisaje de SD empleando
técnicas no invasivas, la determinacién combinada de edad materna, parametros
ultrasonograficos como la traslucencia nucal, y marcadores séricos como la beta hCG libre y la
concentracion de la proteina placentaria A asociada al embarazo, permite detectar
aproximadamente el 90% de los casos, con 3 a 5 % de falsos positivos, y si se complementa con
la determinacién de ADN libre de células, podrian identificarse hasta el 99 % de los casos.” se
han reportado diferencias en los valores de estos marcadores en los embarazos logrados

mediante tecnologias de reproduccién asistida (€) y en diferentes etnias.”

Los niveles de hCG y beta hCG, determinados por diferentes métodos, se emplean como
biomarcadores tumorales para el diagndstico temprano de neoplasia trofobldstica y su
seguimiento posterior a la evacuacién, tanto en la mola hidatiforme completa como parcial.(s)

Teniendo en cuenta la importancia de la deteccion de hCG, el Centro de Inmunoensayo (CIE), de
La Habana, Cuba, produce el inmunoensayo enzimatico UMELISA HCG, que detecta la presencia
de la hormona vy es utilizado para el diagndstico temprano del embarazo en muestras de orina 'y
la deteccion en muestras de suero del embarazo ectdpico, tumores trofoblasticos,

coriocarcinomas y el tamizaje prenatal del Sindrome de Down.®

Para la obtencién de los reactivos bioldgicos empleados en este ensayo se requiere hCG. Se
presentan limitaciones en su importacidn por su elevado precio y disponibilidad en el mercado
internacional, asi como por el monopolio de la informacion acerca de los procesos de
obtencidn. Por tanto, la purificacion en Cuba de hCG, con la calidad bioquimicaque permita su
empleo en la inmunizacién de animales para la obtencidén de anticuerpos de elevada actividad
bioldgica y afinidad, y en la produccion de los sueros estandar y control del UMELISA HCG es de
gran importancia.

Considerando resultados anteriores obtenidos en la purificacion de hCG mediante
cromatografia de inmunoafinidad en el CIE (10), la necesidad de cambiar la fuente primaria de
obtencidn de la hormona, y la posibilidad de emplear un algoritmo de purificaciéon que ofrezca
ventajas metodoldgicas, econdmicas y que permita resultados reproducibles; se realizd esta
investigacidon con el objetivo de purificar y caracterizar gonadotropina coridnica humana para
uso diagnostico, a partir de orina de gestantes.



Materiales y métodos

Se realizé un estudio experimental de desarrollo tecnolégico para obtener hCG con la calidad
adecuada para uso diagndstico.

Métodos analiticos:

La cuantificacion de la concentracién de proteinas en la muestra se realizé utilizando albdmina

de suero bovino como estandar segtin el método de Lowry.™

En todas las etapas del proceso, se determind la concentracion de hCG mediante el
inmunoensayo tipo ELISA, desarrollado y producido por el CIE, UMELISA HCG.® El UMELISA HCG
es inmunoensayo enzimatico heterogéneo de doble anticuerpo que emplea como fase sélida
tiras de ultramicro ELISA (10 plL por pocillo) revestidas con anticuerpos monoclonales que
reconocen a la hormona intacta a través de la regién carboxilo terminal de la subunidad beta.
Las muestras se incuban en los pocillos de las tiras y la hCG presente en las muestras se une a
los anticuerpos del recubrimiento. Posteriormente se eliminan los componentes de las muestras
no fijados con la disolucion reguladora Tris 0,371 mol/L, NaCl 3,76 mol/L, NaN3 0,071 mol/L,
Tween 20 0,01 mol/L pH 7,8. Se afiade un conjugado anti-cadena alfa hCG/Fosfatasa Alcalina, el
cual se une a la hCG fijada en la reaccion anterior; y mediante un nuevo lavado con la misma
disolucién reguladora se elimina el conjugado en exceso. Finalmente se anade el sustrato
fluorigénico (4-metilumbeliferil fosfato 0,05 mol/L, disuelto en dietanolamina 0,92 mol/L pH
9,8) a cada pocillo, cuya reaccidn de hidrdlisis es catalizada por la enzima del conjugado vy la
intensidad de la fluorescencia emitida por el producto de la reacciéon enzimatica es proporcional
a la concentracion de hCG de las muestras. Los lavados se realizan con el lavador MAS 201 vy la
lectura de la fluorescencia se realiza en el Lector PR 521 (Aexcitacion= 365 nm y Aemisién= 450
nm).(g)

Metodologia experimental:

La estrategia utilizada para aislar y purificar hCG a partir de orina de embarazadas consté de
diferentes etapas: clarificacién, captura mediante precipitacién con sulfato de amonio y
cromatografia de inmunoafinidad previa purificaciéon del anticuerpo monoclonal anticadena B-
hCG. La hCG obtenida se caracterizd mediante PAGE-SDS, cromatografia de exclusion molecular
y densitometria. Esta estrategia experimental se resume en la figura 1 y los procedimientos
experimentales de cada una de sus etapas se describen también.



Material inicial:

Laorina de embarazadas (5% -11" semana de gestacién) fue colectada en el CIE, La Habana,
Cuba. Se mezclé y almacend a -20 2C con azida sddica al 0,2 % como preservante.

Aislamiento y purificacion de la hCG:

Clarificacion de la orina: se realizé por filtracion a través de papel de filtracién rapida Whatman
grado 4:20-25 um (Whatman plc, Reino Unido), a una temperatura de 22 ° £+ 2 °C.

Precipitacion de la hCG: en la etapa de captura se empled la precipitacion con sulfato de amonio
calidad analitica (Merck, Alemania).*? La precipitacion se llevé a cabo segun el procedimiento
experimental que se describe a continuacidn durante el estudio de la influencia del porcentaje
de saturacién del sulfato de amonio.

Orina de gestantes
it
Clarificacion
1|
Etapa de captura: precipitacion
salina con sulfato de amonio.
1l
Desalinizacion
1L

| Purificacion del AcM anti—B hCG |

Cromatografia de inmunoafinidad
J

hCG

]!
Caracterizacion de la hCG
obtenida:PAGE-SDS, cromatografia de
exclusion molecular, densitometria

Fig. 1- Esquema de aislamiento y purificacién de gonadotropina coridénica humana

Estudio de la influencia del porcentaje de saturacion del sulfato de amonio: a muestras de 10
mL de orina se les afadié sulfato de amonio bajo agitacién constante hasta alcanzar el 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 y 80 % de saturacion. La determinacion de la masa de sulfato de amonio
afnadido a la orina para lograr los porcentajes de saturacion referidos se realizd segun las tablas



y procedimiento descrito por Paul T. Wingfield.(la’) Todas las alicuotas se agitaron durante 30
minutos, y luego se dejaron lhora en reposo. Los experimentos se realizaron a 22 °C.
Posteriormente las muestras se centrifugaron (centrifuga Beckman J2-HC, USA)a 1710 x gy 4 °C
durante 15 min. El sobrenadante se elimind y el precipitado se resuspendié en 1 mL de PBS y se
dializé en una membrana Spectra/Por®(Spectrum Laboratories, USA) con un tamafiio de poro de
12 -14 kDa contra 2 L de PBS durante 24 h a 4 2C, realizando cambios cada 8 h, la velocidad de

agitacion durante la dialisis fue de 300 min™.®®)

Estudio de la influencia de la temperatura y el tiempo de reposo en la etapa de precipitacion:
se realizé la precipitacion con el porcentaje de saturacion del sulfato de amonio en el cual se
obtuvo el mayor porcentaje de hCG en el precipitado. Las temperaturas empleadas en el
estudio fueron 4 2C y 22 °C y los tiempos de reposo de 1 h, 3 h, 5 h y 8 h. El resto del
procedimiento fue igual al descrito en el acdpite anterior.

Purificacion de la hCG: la hCG obtenida a partir de la fraccidn precipitada con sulfato de amonio
se purificd por cromatografia de inmunoafinidad con el anticuerpo monoclonal (AcM) murino
4G1C5, de isotipo 1gG1, especifico para la cadena beta de la hCG, desarrollado en el Laboratorio
de Anticuerpos Monoclonales del Centro de Inmunoensayo (La Habana, Cuba). Su constante de
afinidad es de 1,96 + 0.46 x 10° L/mol y su producciéon se realizd segun el procedimiento

descrito por Baluja.(14)

Purificacion del AcM 4G1C5 anti-B hCG para su inmovilizacidn en la columna cromatografica:
el AcM anti-B hCG se purificé a partir de liquido ascitico(conservado a -202C)por cromatografia
de afinidad con Proteina A-Sepharose CL 4B (Amersham-Pharmacia, Suecia).(ls) El liquido
ascitico se diluyd 1:2 con la disolucion reguladora de acoplamiento (NaCl 3 mol/L, glicina 1,5
mol/L pH 8,9) y se aplicé a una columna XK16/20 (16 x 20 cm) empaquetada con Proteina A
Sepharose CL 4B y volumen de lecho 12,7 mL, equilibrada previamente con esa misma
disolucién. Después la columna se lavd con la disolucion reguladora de acoplamiento hasta que
la densidad optica (DO) a 280 nm hasta que se alcanzd la linea base del cromatograma.
Posteriormente se eluyé la IgG1 enlazada con la disolucién reguladora acido citrico 0,1 mol/L pH
6. A continuacidn la matriz se regenerd con la disolucion reguladora acido citrico 0,1 mol/L pH 3
y se equilibré con PBS. El pico de AcM obtenido se dializé a 42C frente a la disoluciéon reguladora
PBS, utilizando una membrana Spectra/Por®(Spectrum Laboratories, USA) con un tamafio de
poro de 12-14 kDa, con tres cambios de 1 L cada 8 h. La velocidad de agitacion durante la dialisis
fue de 200 min™*.*) E| proceso se llevé a cabo en un gabinete refrigerado (Banfrio, Espafia) a 4
9C. La estimacion de la concentracion del AcM se realizd en un espectrofotémetro Ultrospec I



(Pharmacia-LKB, Suecia) y se determind mediante la lectura de la densidad dptica a 280 nm a

través de la ecuacion: 1%

10-DO,, - f,
L

C(AcM)=

€ IgG raton

donde:
C(AcM): Concentracién de AcM (mg/mL)
DO,go: Densidad éptica de la muestra a 280 nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

€156 raten: Coeficiente de extincion porcentual de la IgG de ratén (14,4), dado para una disolucion
de 1gG de ratén al 1 % (masa/volumen), 1 cm de paso del luz y una longitud de onda de 280 nm.

fq: Factor de dilucion

L: Paso de luz en cm (1 cm)

Evaluacion de la pureza del AcM 4G1C5 anti-B hCG obtenido: Se evalué por
inmunoelectroforesis, y por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio (PAGE - SDS) y B-mercaptoetanol. Se empled el estuche de calibradores de
electroforesis de proteinas de baja masa molar (Amersham-Pharmacia, Suecia) y suero de
conejo contra proteinas totales de suero de ratén (CIE, Cuba).(lo’ls)

Preparacion de la columna de inmunoafinidad: se empled como soporte cromatografico la
Sepharose CL 4B activada con bromuro de cianégeno (CNBr) (Amersham-Pharmacia, Suecia). La
reaccion de inmovilizacién del AcM a la matriz de Sepharose 4B activada con CNBr se realizé
segln el método recomendado por el fabricante."”) La eficiencia del proceso de inmovilizaciéon
se determind mediante el calculo del porcentaje de anticuerpo fijado, segun la siguiente
expresion:

Y :1OO—A—f_-10O
Al

donde:
Y: Porcentaje de inmovilizacién. Af: Masa de anticuerpos no inmovilizados (mg)

Ai: Masa de anticuerpos iniciales (mg)



Purificacion de la hCG:_Se prepararon 3 mL de Sepharose CL 4B-AcM anti-cadena beta hCG en
las siguientes condiciones: concentracion de la disolucién reguladora de acoplamiento
NaHCOs/Na,COs= 0,175 mol/L, masa de anticuerpo monoclonal= 3,5 mg, pH 8,35, temperatura
de inmovilizacién 4 °C, velocidad de agitacion 100 rpm, tiempo de reaccidn 2 h, concentracién
de NaCl en la disolucién reguladora de acoplamiento 0,5 mol/L.

Para el estudio de la reproducibilidad de la purificacién de la hormona se partié de 6,2 L de
orina. La orina se descongeld, homogeneizé y luego se clarificd por filtracion a través de papel
de filtro. Posteriormente se dividié en tres porciones de 2 L con los que se realizaron tres
purificaciones consecutivas, con el objetivo de estudiar la reproducibilidad del proceso. La
precipitacion salina se realizé bajo las condiciones experimentales seleccionadas durante este
estudio. La disolucién reguladora empleada durante la etapa de adsorcion de la cromatografia
de inmunoafinidad fue PBS. El lavado de la matriz se realizé6 con NaCl 1 mol/L, glucosa 10
mmol/L vy la elucidn selectiva se efectud con la disolucion reguladora glicina 0,2 mol/L pH 2,8.

La hCG purificada en las tres corridas cromatograficas se mezcld y se caracterizé mediante:
PAGE-SDS en condiciones reductoras y no reductoras y cromatografia de exclusion molecular.Se
empled el estuche de calibradores de electroforesis de proteinas de baja masa molar
(Amersham-Pharmacia, Suecia) y hCG comercial (Sigma, USA).

Los valores de concentracién de hCG y de proteinas totales se utilizaron para el calculo de los
parametros de control del proceso de purificacion: actividad especifica, grado de purificacién,
actividad total de hCG y rendimiento.

Actividad especifica:

AE. = Cres

C:PROTEINAS

donde:
A.E.: Actividad especifica (Ul/mg).
Chca: Concentracion de hCG (Ul/mL).

Crroteinas: Concentracidn de proteinas (mg/mL).

Grado de purificacion:



A'E'ETAPA n

G.P.=

A. E'ETAPA INICIAL

donde:
G.P.: Grado de purificacion.
A.E.etapan: Actividad especifica (Ul/mg) de la etapa n (n=1,2,3,...).

A.E.etapa iniciaL: Actividad especifica (Ul/mg) de la etapa inicial.

Actividad total o masa total de hCG:

AT. =C(hCG)xV

donde:
A.T.: Actividad total o masa total de hCG (Ul).

V: Volumen (mL).

Rendimiento

Se obtuvo a partir de los valores de actividad total o cantidad total de hCG en cada etapa,
considerando la primera etapa como el 100 %.

Cada experimento se repitid tres veces y se determind la media, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion.

El ajuste de la mejor recta de las curvas de calibracion de las columnas de Superose 12 vy las
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y -mercaptoetanol se realizé por
analisis de regresion lineal simple.

Todo el procesamiento estadistico se realizé con el programa Statgraphic 5.1.



Resultados y discusion

El proceso de purificacion se inicié a partir de una mezcla de orina de embarazadas, almacenada
a -20 2C con azida sddica al 0,2 % como preservante.

Para la realizacion de purificaciones anteriores de hCG en el CIE se contaba con un crudo

(10)

enriquecido de la hormona '™, obtenido en el mercado nacional y que dejé de producirse. La

seleccion de la orina de embarazadas como fuente para el aislamiento y purificacidon de la hCG,
se realizd sobre la base de su facilidad de recoleccion a través de un método no invasivo, su
disponibilidad por ser un producto de desecho y por su contenido limitado de contaminantes
proteicos. Ademds, la orina de mujeres embarazadas ha sido la fuente empleada
fundamentalmente para el aislamiento y purificacién de hCG por otros investigadores &%
aungue también se ha obtenido a partir de otras fuentes, como orina de pacientes con tumores

trofoblasticos %%, Ia placenta, tejido de mola hidatiforme, la hipodfisis (21)

(22)

y mediante ingenieria
genética.

La hCG producida por la hipdfisis de individuos sanos, las personas con coriocarcinomas y otros
tipos de neoplasias, asi como las mujeres con enfermedades trofoblasticas o embarazos
patoldgicos, posee diferencias en la composicién de sus glicidos y en el contenido de acido
sidlico (23), por lo que los estandares elaborados con ella rinden resultados diferentes con
respecto al estandar internacional, y su empleo como inmunégeno no es conveniente.*” Por el
contrario, la hormona presente en la orina de mujeres embarazadas no posee estas
modificaciones estructurales, razén por la cual, seleccionamos la misma como fuente para
purificarla. Para colectar la orina con fines de su utilizacion como materia prima de purificacion
de hCG debe considerarse que la mdaxima concentracién de la hormona en la orina de
embarazadas se alcanza entre las 7 y 12 semanas después del primer dia de la ultima

menstruacién.?

En el estudio realizado durante la etapa de captura (figura 2) se observa que a concentraciones
inferiores y superiores del 50 % de saturacion del sulfato de amonio, disminuye la masa de hCG
en el precipitado. Una saturacién del 50 % de la sal, es la mejor concentracidn para obtener la
mayor masa de hCG (64,45 Ul) en el precipitado (64,17 % de hCG precipitada).
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Fig. 2- Efecto del porcentaje de saturacion del sulfato de amonio en la cantidad de gonadotropina
coridnica humana (hCG) precipitada

Con esta concentracion final del 50 % de saturacidon del sulfato de amonio se estudié la
influencia del tiempo de reposo y la temperatura en la cantidad de hCG precipitada (figura 3). Se
encontré que a temperatura ambiente (22 °C) se logra en menor tiempo la precipitacion de la
hCG que a 4 °C, es decir, a las 3 h de reposo se obtiene el 74,27 % de hCG y en el caso de la
temperatura mas baja se logra a partir de las 5 h. Las condiciones en las que se obtuvo una
mayor masa de hCG en el precipitado (74,6 £ 0,57 Ul ) fueron una temperatura de 22 °Cy 3 h de
reposo.

74,6 = 4°C m22°C
68 66,25

65,36 £1.75

£2.47 63,05
£2.76

58,95
+2.67

Masa promedio de hCG precipitada

1 3 5 8
Tiempo de reposo (h)

Fig. 3- Efecto de la temperatura y el tiempo de reposo en la cantidad de gonadotropina coridnica
humana (hCG) precipitada. En cada barra se proporciona el dato de la masa promedio de hCG
precipitada + la desviacion estandar para 3 repeticiones



La etapa de captura tiene gran importancia en el aislamiento de la hCG de la orina, debido a que
se encuentra a bajas concentraciones en este fluido, por lo que es necesaria su concentracion.
La precipitacion salina con sulfato de amonio como etapa de captura se selecciond por las
ventajas de esta sal de ser muy soluble en agua, su adicién no afecta la conformacién nativa de
las proteinas y se puede redisolver el precipitado sin pérdidas apreciables de la actividad
bioldgica. Un precipitado proteico de sulfato de amonio es frecuentemente una de las mejores
formas de conservar una proteina durante el proceso de purificacién o cuando se encuentra
pura.“z) Otro aspecto importante a considerar es que no es necesario realizar el proceso a 4 °C,
como en el caso del uso de solventes orgdnicos (como la acetona o el etanol) que es

imprescindible para evitar la desnaturalizacién de la protel'na.(zo)

El cromatograma tipico del proceso de elucion selectiva, mediante decrecimiento del pH
utilizando acido citrico 0,1 moL/L pH 6, del AcM 4G1C5 anti-B hCGse muestra en la figura 4.

Condiciones de corrida
Matriz: Proteina A-Sepharose CL 4B
Disolucion reguladora de acoplamiento: NaCl 3 mol/L, Pico noAdsorbido

Volumen de muestra: 90 mL Velocidad de flujo: 80 mL/h
Velocidad del papel: 0,5 mm/minLongitud de onda: 280 nm
Sensibilidad: 1 UA {Aplicacion) y 0,5 UA (elucion y
regeneracion) y -
Temperatura: 22-C

™
glicina 1,5 mol/L pH 8,9 : Aix T
Disolucion reguladora de elucion: Acido citrico 0,1 mol/L \ =
pH 6 \ sl
Disolucion reguladora de regeneracion: Acido citrico 0,1 : = o
mol/L pH 3 g |
s
<
4

~—# Ac Citrico0,1 M pH6

Fig. 4- Perfil cromatogréfico de la obtencion del anticuerpo monoclonal (AcM) murino anticadena beta
de la gonadotropina coriénica humana 4G1C5,obtenido por cromatografia de afinidad en Proteina A
Sepharose CL-4B

Tras la realizaciéon de 5 corridas, con 50 mL de liquido ascitico en cada una de ellas, el
rendimiento promedio obtenido fue de 1,41 mg de AcM/mL de liquido ascitico, con una
desviacién estandar de 0,11 mg de AcM/mL de muestra inicial y un coeficiente de variacion de
6,87 %.

El AcM se purificod por cromatografia de afinidad mediante la matriz Proteina A Sepharose CL 4B,
aprovechando la afinidad existente entre la regién Fc (fragmento cristalizable) de la
inmunoglobulina G (I1gG) de ratén y la Proteina A (componente de la pared celular producida por
varias cepas de Staphylococcus aureus). La elucion se realizd a través de un gradiente



discontinuo de pH. La I1gG1 es la subclase de inmunoglobulina de ratéon que menos afinidad
presenta por la Proteina A, por lo tanto, su elucidén se produce con una disolucidn que posee un
pH cercano a la neutralidad (pH 6).%)

Existen diversos métodos que permiten la purificacion de un AcM, pero la cromatografia de
afinidad empleando como soporte Proteina A Sepharose CL 4B es el recomendado por la
literatura cuando se va a purificar anticuerpos a partir de liquido ascitico, debido a las ventajas
gue ofrece como son su reproducibilidad, sencillez y eficiencia.”® Este hecho fue corroborado
durante la purificacion del anticuerpo monoclonal, pues las 5 purificaciones llevadas a cabo
arrojaron un coeficiente de variacién bajo (6,87 %) con un rendimiento promedio de 1,41 mg de
AcM/mL de liquido ascitico, lo cual permitié disponer con la cantidad suficiente de AcM (350,29
mg) para su empleo en la preparacién de la matriz de inmunoafinidad. Los valores de
rendimiento promedio, DE y CV se mantienen estables respecto a los obtenidos anteriormente

durante la purificacién de este monoclonal en el laboratorio.™®

La figura 5 presenta la inmunoelectroforesis del AcM 4G1C5, frente al antisuero de conejo
contra proteinas séricas totales de ratdn. Se observa que la muestra resultd pura, por la

presencia, en los pozos del 2 al 7, de un Unico arco de precipitacion frente al antisuero utilizado.

La muestra mostré ademas la movilidad electroforética caracteristica de la 1gG de ratén.*®

Pozo 1: Suero normal deraton.

Pozos 2-7: AcM anti beta-hCG purificado,
sin diluir v diluido hasta 1:32.

Canales a-f: Suero de conejo contra
proteinas séricas totales de raton.

Fig. 5- Inmunoelectroforesis delanticuerpo monoclonal murino anticadena beta de la gonadotropina
coridnica humana 4G1C5 obtenido por cromatografia de afinidad

En la figura 6-A (PAGE-SDS en condiciones reductoras) puede observarse, en las posiciones 1, 3,
5y 7 las bandas caracteristicas de la cadena pesada y ligera de la IgG. Por la interpolacién de sus
valores de movilidad relativa en la curva de calibracién (Figura 6-B), construida con las proteinas
patrones, se estimaron las masas molares de dichas cadenas. Se obtuvieron valores de 52,44
kDa para la cadena pesada y 25,62 kDa para la cadena ligera. Las masas molares obtenidas se

corresponden con lo reportado por la literatura.'®®
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Fig. 6- Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y beta-mercaptoetanol del anticuerpo
monoclonal anticadena beta de la gonadotropina coriénica humana 4G1C5 purificado

Bajo las condiciones de reaccién se logré un porcentaje de inmovilizacién del AcM 4G1C5 anti-f
hCGa la matriz cromatografica del 93,8 % (65,66 mg de AcM inmovilizado). Este proceso de
inmovilizacion se realizd segln las recomendaciones del fabricante, consideramos que el
estudio de las condiciones dptimas de esta reaccién podria aumentar el rendimiento del

proceso de purificacion.

El cromatograma tipico de la purificacién de la hCG mediante cromatografia de inmunoafinidad

se muestra en la figura 7.

TO
Condiciones de corrida
50 Columna: C10/10 {1x10 cm)
— 50 & Matriz cromatografica: Sepharose
< * CL 4B-AcM anti-cadena beta hCG
E w L & Volumen de lecho: 2,26 mL
E + Velocidad de flujo: 10 mL/h
ﬁ 0 Temperatura de operacion: 42C
9 20 ! ClhCG)= 1015,55 Ul/mL
] Disolucion de adsorcian: PBS
10 Disolucion de lavado: NaCl 1 molfL,
glucosa 10 mmaol/L
04 Disolucion reguladora de elucion:
Glicina 0,2 mol/L pH 2,8

Volumen (mL)

Fig. 7- Cromatograma tipico de la elucidn de la extraccidn de la hCG en la cromatografia de
inmunoafinidad



En la tabla 1 se resumen los valores de los rendimientos promedios de las etapas del proceso de
aislamiento y purificacién de la hCG. El rendimiento promedio durante la etapa de
inmunoafinidad fue de 87,7 %, y los coeficientes de variacién fueron inferiores al 5 %.

Tabla 1- Reproducibilidad del proceso de aislamiento y purificacion de la gonadotropina coridnica

humana
Etapa Rendimiento (%) Rendimiento DE’ oV
Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 promedio (%) (%) (%)
Captura 74,33 72,54 74,12 73,66 0,978 1,33
Inmunoafinidad 88,07 86,78 88,24 87,70t 0,798 0,91

* Desviacion estandar
T Coeficiente de variacion

FConsiderando el precipitado como 100%

Con los valores promedios de las tres corridas se construyd la tabla 2, que refleja los resultados
globales del proceso de obtencion de hCG.La actividad especifica de la hCG obtenida por el
método propuesto fue de 12 417,65 Ul/mg.

Tabla 2- Resultados globales del proceso de produccion de gonadotropina coridnica humana (n=3)

Etapa Volumen Masa de Masade hCG AE" G.p.' Rendimiento

(mL) proteinas (un) (Ul/mg) (%)

(mg)

Orina 2 000 3720 29 600,00 7,96 1 100
Precipitacion con sulfato
de amonio 21,13 91,81 21 804,35 237,49 29,83 73,66
Cromatografia de
inmunoafinidad 7,37 1,54 19123,19 12 417,65 1560 64,6*

*Actividad especifica
* Grado de purificacion

$Considerando la fuente inicial (orina de embarazadas) como el 100%.

A pesar de que la afinidad reportada para el monoclonal empleado en la preparacién de la
matriz de inmunoafinidad es de media a alta (1,96 * 0,46 x 10° L/mol) (%) o] método empleado
para la elucién de la hCG permitié un rendimiento promedio de 87,7% (Tabla 1), superior al
obtenido en el laboratorio de 84,18 % cuando se realizo la purificacion a partir de un crudo de
hcg (10 y semejantes a los obtenidos por Xu y colaboradores que fue del 87 % (19) y por Yukiy
colaboradores que oscila entre 80-93 %.""8) E| coeficiente de variacién de cada etapa del proceso



de aislamiento y purificacion de la hCG es menor del 5 %, lo que indica que el proceso es
reproducible, y que la metodologia empleada garantiza consistencia en la obtencion de la hCG
necesaria para la produccion de los reactivos biolégicos del estuche UMELISA HCG.

El rendimiento promedio obtenido a partir de la fuente inicial (orina) fue del 64,6 % (tabla 2),
semejante a los reportados por Cole, quien plantea que en su experiencia se mantiene entre 60-
70 %.2%

La actividad especifica de la hCG obtenida por el método propuesto (12 417,65 Ul/mg), es

superior a la de 9 705,36 Ul/mg obtenida en procesos anteriores (10)

(26)

,asi como a la obtenida por
Sakakibara y colaboradores, que fue de 8 000 Ul/mg > y es similar a la actividad especifica de
la hCG ofertada por las firmas comerciales, como por ejemplo la de Sigma-Aldrich (USA)

obtenida de orina de embarazadas que es de 13 000 Ul/mg.'*”

Los resultados del PAGE-SDS en condiciones reductoras se presentan en la figura 8-A. En la
posicién 2, correspondiente a la hormona purificada, se aprecian las dos bandas caracteristicas
de sus 2 cadenas (a y B), cuya movilidad fue similar a la mostrada por las subunidades de la
hormona comercial empleada como control (posicidon 3). Las masas molares estimadas como
resultado de la interpolacion de los valores de RF de la muestra de hCG en la curva de
calibracion (Figura 8-B) para las subunidades alfa y beta respectivamente fueron 14,6 kDa y 23,5
kDa.

8-A 8-B
25
() =
kDa o= 2 A
04,0 %1.5 E
43.0 = 1
E - -h gg? %J c log(Masa Molecular) = -1,40556*RF + 2 3215
A - :n 14.4 0.3 r=0,9972
=
1 2 3.4 5 = - - - - .
— 0 02 0.4 0.6 0.2 1
(+) J Movilidad relativa (RF)
8-A: Posicion 1: Extracto de hCG; 8-B: Curva de calibracién del PAGE-
Posicion 2: hCG purificada ; SDS bajo condiciones reductoras dela
Posicion 3: hCG (Sigma, TTSA); hCG purificada de orina de embarazadas.

Posiciones 4 v 5: Proteinas patrones
de baja masa molar (Amersham
Pharmacia. Suecia).

Fig. 8- PAGE-SDS bajo condiciones reductoras de la hCG purificada de orina de embarazadas



La hCG es una hormona glicoproteica de 39,5 kDa y los glucidos representan aproximadamente
del 30-35 % de su masa total. La cadena alfa esta conformada por 92 aminoacidos y presenta 5
puentes disulfuro en su estructura terciaria, y posee una masa molar de 14 kDa. La subunidad
beta diferencia a la hCG de las otras hormonas glicoproteicas; tiene una masa molar de 22,5 kDa
estd compuesta por 145 aminodcidos y presenta 6 puentes disulfuro.?® Los valores de las masas
molares de las cadenas alfa y beta obtenidos en nuestro estudio (14,6 kDa y 23,5kDa,
respectivamente), corresponden con reportes de la literatura de 14,9 kDa y 23 kDa reportados
por SIGMA.'?

La banda correspondiente a la hCG (figura 9) mostré una pureza del 97,3 % por densitometria.

N Leyenda (de izquierda a derecha)

Posicion 1: Proteinas patrones de baja masa molar
Posicion 2: Fraccion precipitada con sulfato de

. et = amonio

- -8 Posicién 3: hCG

- Posicion 4: Proteinas patrones de baja masa molar
Posicion 5: Fraccion precipitada con sulfato de
amonio
Posicion 6: hCG

Fig. 9- PAGE-SDS bajo condiciones no reductoras y tincidon con plata de la hCG purificada a partir
de orina de embarazadas

La pureza obtenida para la hCG purificada (97,3 %) es excelente para el uso final de esta
proteina en la preparacion de los sueros estandar y control del UMELISA HCG, como
inmundgeno y el tamizaje de liquido ascitico anti-cadena beta de la hCG. Para estos objetivos,
segun la literatura consultada, se considera aceptable una pureza minima del 90 % (30), y la

descrita en este estudio es superior a este valor.

El cromatograma de la filtracién sobre gel en una columna empaquetada con Superose 12 HR
mostré un pico, con una Kav de 0,197. Este valor se interpold en la curva de calibracién y se
obtuvo una masa molar de 40 kDa. El analisis de las fracciones del cromatograma mostré que
toda la actividad de la hCG estaba contenida dentro del Unico pico observado (Figura 10).
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Fig. 10- Cromatograma de la filtracién sobre gel en Superose 12, de la hCG purificada a partir de
orina de embarazadas

La masa molar obtenida de la hCG purificada (40 kDa), se corresponde con la masa molar de la

hCG informada por otros investigadores (39,6 kDa).®?

Los resultados obtenidos en esta investigacién aportan evidencias sobre la utilidad y ventajas
del empleo de sulfato de amonio como agente precipitante cuando se emplea orina como
fuente primaria para la obtencién de hCG. Se demostré ademas que el empleo del AcM anti-p
hCG obtenido en el Grupo de Anticuerpos Monoclonales del ClEes efectivo para la purificacion
de la hCG, al ser la obtencidn del anticuerpo monoclonal la etapa mas costosa de la purificacidn,
puede tener un efecto importante en la reduccién del costo de operacidn. La escala utilizada y
la reproducibilidad del proceso garantizan la demanda anual de hCG para la obtenciéon de Ila
cadena beta de la hCG, su uso como inmunédgeno, en la evaluacién del hibridoma productor del
AcM anti-cadena beta de la hCG, en la determinacion del titulo de AcM en el tamizaje del
liquido ascitico anti-cadena beta hCG producido y la producciéon de los estuches UMELISA HCG
por el CIE.

Conclusiones

La metodologia empleada resulté efectiva para la purificacion de la hCG a partir de orina de
mujeres embarazadas con la calidad bioquimica requerida en cuanto a pureza y actividad
bioldgica total para su empleo en la obtencidon de los reactivos bioldgicos del estuche
diagndstico UMELISAHCG.
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