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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue purificar dos isoenzimas de peroxidasa de nabo
(Brassica napus L. var. purple top white globe) y utilizando éstas como antigenos,
ver la posibilidad de obtener anticuerpos especificos que pudieran ser utilizados en
el futuro en columnas de inmunoafinidad que disminuirian el nimero de etapas
involucradas en la purificacion de la peroxidasa.

Se purificaron dos isoenzimas de peroxidasa, P1 (39 kDa) y P2 (36 kDa) a partir de
nabo (Brassica napus L. var. purple top white globe), mediante técnicas
cromatograficas, verificando su pureza por electroforesis. Las actividades
especificas fueron de 618 U/mg para P1y 1059 U/mg para P2 con factores de
purificacion de 118 y 203 respectivamente. El rendimiento de actividad fue de 13 %
para P2y 7.8 % para P1.

Las isoperoxidasas purificadas fueron usadas como antigenos para la induccion de
anticuerpos policlonales, AbP1 y AbP2, en conejos de raza New Zealand. Los
anticuerpos producidos se detectaron mediante transferencia Western. Usando
ensayos inmunolégicos, Western y ELISA, se obtuvo un 44.7 % de reaccion
cruzada entre P1 y AbP2 y 46.3 % entre P2 y AbP1 indicando que la estructura
tridimensional de P1y P2 son muy semejantes.

Se realizaron reacciones cruzadas con una isoperoxidasa de brocoli, corroborando
que entre las isoperoxidasas purificadas y la de brocoli existen determinantes
antigenicos estructuralmente relacionados, no obstante la diferencia en sus pesos
moleculares.

Una remocion del 90 % de la porcion glicosidica de las dos isoperoxidasas de nabo,
no impidi6é su reconocimiento inmunolégico.

Palabras clave: Peroxidasa, purificacion de proteinas, anticuerpos policlonales,
transferencia Western, ELISA.



1. INTRODUCCION

La enzimologia o ciencia de las enzimas, siempre sera un tema de actualidad en la
biotecnologia, pues éstas son proteinas con muy elevada especificidad para
catalizar un gran niamero de reacciones de interés practico.

Las peroxidasas se encuentran en bacterias, hongos, plantas y animales
(Robinson, 1991) y con base en la similitud de su secuencia de aminoacidos
pueden clasificarse dentro de dos superfamilias: la proveniente de hongos, plantas
y bacterias, y aquella proveniente de animales (Welinder, 1992).

La enzima peroxidasa (E.C. 1.11.1.7), es una hemoglicoproteina que cataliza
reacciones de 6xido-reduccién, siendo la mas estudiada y comercializada de estas
glucoproteinas la proveniente de rabano picante, tal peroxidasa se designa con la
abreviatura HRP por su siglas en inglés horse radish peroxidase (se usara ésta en
lugar de la abreviatura en espanol).

Esta enzima ha sido de interés en la industria de alimentos debido a su habilidad
para desarrollar cambios deseables y algunas veces indeseables; tiene una buena
estabilidad a la temperatura y al pH, participa en la pérdida del color, sabor, textura
y/o merma en valor nutritivo de algunas frutas y hortalizas (Fils y col., 1985). Debido
a su habilidad para catalizar reacciones de 6xido-reduccién y producir compuestos
coloridos a muy bajas concentraciones de sustratos cromogénicos (Krell, 1991) es
ampliamente usada en kits para analisis clinicos; en forma altamente purificada es
muy util para la preparacion de anticuerpos conjugados como enzima reportera
(técnicas ELISA, del inglés enzyme-finked immunosorbent assay); asi como en
inmunoensayos e inmunohistoquimica.

La principal fuente de peroxidasa es el rabano picante (Armoricia rusticana L.), la
cual debido a sus condiciones de crecimiento no se desarrolla en nuestro pais. Con
el fin de tener una mayor disponibilidad de peroxidasa a un menor costo, es preciso
encontrar fuentes alternativas y métodos de obtenerla en forma pura de manera
mas rapida y eficiente que proporcionen un buen rendimiento.

Las técnicas de extraccion y purificacion de proteinas forman parte de un proceso

biotecnolégico global. Los requerimientos de pureza de una proteina para una



aplicacion especifica de alta demanda, reclama la invencion de procedimientos mas
practicos y economicos en su obtencién.

El uso de anticuerpos para la purificacion de un extenso numero de sustancias, es
una valiosa técnica en la investigacion biotecnolégica. El desarrollo de la
cromatografia de inmunoafinidad para la purificacion de proteinas constituye un
método rapido y simple, permitiendo la eliminacion de etapas requeridas en los
métodos de purificacién convencionales, los cuales pueden tornarse lentos €
ineficientes.

La inmunoafinidad es particularmente usada para purificar aquellas proteinas
blanco que se encuentran con un alto nivel de proteinas contaminantes, como la
peroxidasa; sin embargo, para lograr el objetivo mencionado, primero deben
obtenerse anticuerpos altamente especificos y en concentraciones que permitan su

uso en la purificaciéon del antigeno.



2. ANTECEDENTES

2.1 Proteinas y enzimas

Las proteinas son las moléculas organicas mas abundantes en las celulas,
constituyendo el 50 % o mas de su peso seco, participando en su estructura y
funciones celulares especificas, por lo que se encuentran en todas partes de ésta.
Existen muchas clases de proteinas, cada una de ellas especializada en una
funcién biolégica diferente: enzimas, hormonas, de reserva, de transporte,
contractiles, toxinas, protectoras de la sangre de los vertebrados y estructurales
(Lehninger, 1993).

Las enzimas son catalizadores de origen proteico producidas por los organismos
vivos. Cada reaccion que se lleva a cabo en la célula es catalizada por una enzima
en particular, por lo que en cada célula se encuentra un gran numero de enzimas
(Rodriguez-Serrano, 1999).

Tres son las principales caracteristicas que hacen notables a las enzimas sobre
otros catalizadores: el poder catalitico, su especificidad y la capacidad para regular
su accion catalitica por una variedad de compuestos naturales. E/ poder catalitico
consiste en que la velocidad de la reaccién catalizada por una enzima comparada
con la de un catalizador quimico, se lleva a cabo mas rapidamente y a
temperaturas mas bajas. Como consecuencia de su naturaleza proteica, la
actividad catalitica de las enzimas depende del pH y de la temperatura de
reaccién. La especificidad de las reacciones catalizadas por enzimas permite
modificar selectivamente sustratos individuales sin afectar otros; aunque algunas
como las degradativas, presentan una baja especificidad. La actividad catalitica
puede ser regulada por pequefios iones u otras moléculas, como sucede con el
mecanismo de accion de la fosforilasa, en donde se necesita Ca** y hormonas
como la adrenalina para llevarse a cabo (Prince y Stevenes, 1989).

Los principales grupos de enzimas son seis (Rodriguez-Serrano, 1999):

1. Oxidorreductasas: catalizan reacciones de 6xido-reduccion .

2. Transferasas: catalizan reacciones de transferencia de grupo.

3. Hidrolasas: catalizan reacciones hidroliticas.



4 Liasas: catalizan reacciones de eliminacion, en las cuales se forma un doble
enlace.

5 |somerasas: catalizan reacciones de isomerizacion.
Ligasas o sintetasas: catalizan reacciones de union entre dos moléculas, con un

gasto energético (normalmente de adenosina trifosfato, ATP).

2.1.1 Peroxidasa

La enzima peroxidasa (EC 1.11.1.7) se clasifica dentro de las 6xido-reductasas y es
principalmente encontrada como hemoproteina. Dentro de las células vegetales
esta sobre todo en las paredes celulares, citoplasma y vacuolas (Robinson, 1991).
Se sabe que las peroxidasas son glucoproteinas (Shannon y col., 1966), por
ejemplo, la HRP tiene un contenido de carbohidratos de aproximadamente 17%,
siendo los mas importantes glucosa, N-acetilglucosamina, manosa, xilosa y fucosa.
Las cadenas glicosiladas normalmente se encuentran como N-glicosilaciones en los
residuos de asparagina (Welinder, 1979), 6 como O-glicosilaciones las cuales
presentan generaimente una estructura galactosa(p 1-3)N-acetil glucosamina (O-
glicano) unida a un residuo de serina o treonina (Gerard, 1990).

La HRP contiene un grupo prostético protoporfirina ferrica en el cual el hierro se
coordina con un residuo proximal de histidina en la quinta posicion y una molécula
de agua en la sexta posicion. Por la forma en que se dobla la molécula de
peroxidasa, aparece una histidina distal cerca del sitio activo. Ambos residuos, el
_proximal (His-170) y distal (His-42) de histidina situados a corta distancia de la
molécula de agua, juegan un papel importante en la actividad catalitica.

El primer paso en la actividad catalitica de la peroxidasa, es la oxidacion del grupo
prostético ferrihemo de la enzima por parte del H2O2 o un hidroperoxido organico.
Tal reaccion da un compuesto intermedio inestable conocido como compuesto |, el
cual contiene al grupo hemo en forma de un radical oxiferril r-catiénico ([Fe*'=0T").
Este compuesto | reacciona con un donador de hidrogenos (HDH), el cual pierde un

equivalente de oxidacion, para dar lugar al compuesto Il el cual sustrae un



segundo electron de otra molécula donadora de electrones para retornar a la forma

original:

Fe,** + Hy0, — compuesto | + H0
compuesto | + HDH — compuesto Il + HD
compuesto Il + HDH — Fe,*" +HD + H0
(Campa, 1991)

Las peroxidasas purificadas de plantas, hongos Yy levaduras, son homdlogas entre
ellas mientras que las peroxidasas de animales constituyen una superfamilia aparte
en la cual las peroxidasas de la tiroides y mieloperoxidasa son facilmente alineables
e idénticas en un 40-50% (Welinder , 1991). La peroxidasa en plantas, ha sido
implicada en numerosos procesos fisiologicos; su actividad se incrementa a la par
que otras enzimas como las poligalacturonasas y celulasas cuando inicia la
maduracién. La respuesta a dafio fisico por hongos o por virus, también tiene
relacion con la actividad de peroxidasa, al igual que la pérdida de sabor, color,
textura y calidad nutricional de algunos vegetales (Robinson, 1991).

Esta enzima ha sido muy utilizada en la industrié alimenticia como un indicador en
el proceso de escaldado de algunos vegetales, ya que su termorresistencia es mas
alta que otras enzimas vegetales como la polifenol oxidasa, lipoxigenasa, lacasa y
catalasa. Es ampliamente aprovechada en kits para analisis clinicos, mientras que
en forma altamente purificada se utiliza como marcador en inmunoensayos
enzimaticos para la deteccion de microorganismos patdgenos en alimentos, en
inmunohistoquimica como enzima reportera en pruebas ELISA, por lo que su

potencial de mercado es muy alto.



2.1.1.1 Isoenzimas de peroxidasa

Una solo especie de enzimas, puede presentar varias formas de catalizar la misma
reaccion. Esto puede deberse a una diferencia en la secuencia de aminoacidos de
la enzima, algunas modificaciones covalentes o cambios conformacionales.
(Rodriguez-Serrano, 1999).

Las peroxidasas de plantas son conocidas por su gran numero y variedad de
isoenzimas. Los perfiles de isoenzimas son con frecuencia flexibles y pueden
originarse por efecto de la diversidad genética, modificaciones postraduccionales,
condiciones ambientales y condiciones de extraccion (Welinder, 1992).

Con los avances en la ingenieria genética, las bases moleculares de la diversidad
entre peroxidasas estan ahora en camino de ser elucidadas. En los ultimos cinco
anos, mas de cuarenta genes y secuencias de acido desoxirribonucleico
complementario (ADNc), enteras o parciales, han sido reportadas para 17
diferentes plantas durante los uGltimos cinco afos y su numero se esta
incrementando (Duarte-Vazquez y col., 1999).

En las células de las plantas las peroxidasas se localizan principalmente en la
pared celular, vacuolas y organelos de transporte, ademas de la membranas que
rodean los ribosomas (Robinson, 1991).

La plasticidad de la pared celular en las plantas se encuentra estrechamente
relacionada con la naturaleza y el nimero de enlaces cruzados entre la matriz de
polimeros. La presencia de las peroxidasas puede disminuir la plasticidad de la
pared celular por los enlaces cruzados de moléculas de extensina (glicoproteinas
de la pared celular de las plantas, de importancia estructural) a través de la
formacion de enlaces intra o inter-covalentes entre los residuos de tirosina para
formar isoditirosina (Campa, 1991).

Los enlaces covalentes cruzados también pueden formarse por fa accién de las
peroxidasas de la pared celular sobre las pectinas o hemicelulosas por formacién
de puentes diferulato entre los residuos de ferulato (Fry, 1986). Las peroxidasas
aniénicas se han identificado como las mas importantes en la actividad de

peroxidasa de la pared celular; debido a su alta afinidad por los precursores de



lignina, éstas se han asociado con el proceso de lignificacion y son ademas, muy
importantes para el buen funcionamiento de la pared (Campa, 1991).

Las peroxidasas moderadamente ani6énicas han mostrado tener una alta afinidad
por la pared celular especialmente por las areas ricas en lignina; los niveles de
estas isoenzimas se incrementan cuando la planta ha sufrido dafo. Las
peroxidasas catidnicas tienen poca actividad en la lignificacion, pero son capaces
de catalizar la formacién de peréxido de hidrégeno, utilizable para otras
peroxidasas, su presencia en raices se ha atribuido a una manera de proteger
contra patégenos del suelo (Lagrimini y Rothstein, 1987).

La actividad de peroxidasas también ha sido relacionada con la resistencia de las
plantas al ataque de los patogenos. El papel preciso de la peroxidasa en las
reacciones de defensa de las plantas contra patégenos no se ha entendido de
manera clara. Ensayos in vitro indican que las peroxidasas en presencia de
apropiados donadores de hidrégeno y H;O2 pueden producir productos téxicos,
potencialmente letales para microorganismos infecciosos. Adicionalmente, un
incremehto en los niveles de peroxidasa se asocia con la muerte celular, lo cual
evita la multiplicacion de virus y su irrigacion a otras células. La muerte de la célula
es acompanada de un incremento en la actividad de peroxidasa y la induccion de
isoenzimas especificas (Doke, 1983). La afinidad de las isoenzimas por los
sustratos para la sintesis de lignina sugiere que las peroxidasas pueden ayudar a
sintetizar sustancias de barrera que confinen al microorganismo infeccioso al sitio

de la inoculacion.

2.1.1.2 Actividad de peroxidasa

La actividad de esta enzima se mide indirectamente por la velocidad de
transformaciéon de sustratos donadores de hidrégeno; generalmente se utilizan
sustratos donadores de hidrégeno que al ser oxidados forman compuestos con
grupos croméforos que son usados para el analisis colorimétrico de la actividad de

peroxidasa (Rodrigo y col., 1996).



2.1.2 Determinacion de proteina

Un valor indispensable en la cuantificacion de la actividad especifica de una enzima
es la concentracion de proteina en la preparacion enzimatica.

Son cuatro los aspectos importantes para la determinacion de proteina (Coligan y
col., 1995):

a) Sensibilidad de la técnica usada.

b) Compuestos que interfieran con la evaluacion.

c) Remocion de compuestos que ihterfieren.

d) Correlacion de informacion entre técnicas.

Existen varios métodos que son usados para determinar el contenido de proteina
de una preparacion. Entre otros tenemos; método de Kjeldahl, método de Biuret,
método de Lowry, método de Bradford, método del acido bincinconinico, métodos

turbidimétricos y basados en fluorescencia y método espectrofotométrico.

2.1.2.1 Métodos que usan el enlazamiento a un colorante
Estos se fundamentan en el cambio de color diferencial de un colorante en

respuesta a diferentes concentraciones de proteina.

1. Método de Bradford.
Cuando una solucion acida de Azul de Coomassie G-250 se une a las proteinas se

presenta una maxima absorbancia que cambia de 465 a 595 nm (Bradford, 1976).

2. Método de Lowry.

Se basa en el desarrollo de un colorante color azul debido a la reaccion de Biuret 'y
la reduccion del reactivo de fosfomolibdeno-volframato por aminoacidos como
tirosina y triptofano presentes en las proteinas.

Este método ha sido modificado muchas veces. La absorbencia se mide a 750nm
(alta sensibilidad) o a 500 nm (baja sensiblilidad) para proteinas concentradas. La

sensibilidad va desde 0.2 ug hasta 300 pg (Stoscheck, 1990).



3. Método de Biuret.

Es el método sencillo mas preciso para la determinaciéon de proteina. Este
depende de la reaccion de Cu?* en solucion alcalina, con los enlaces peptidicos de
la proteina para dar una coloracion roja que es medida a 540 nm. Se requiere de 1
a 10 mg de proteina por analisis, por lo que existen micrométodos que requieren
cerca de un décimo de tal cantidad. En este método solo determina proteina,

reduciéndose la interferencia de azUcares (Whitaker, 1994).

2.1.2.2 Método espectrofotométrico

Todas las proteinas tienen al menos dos regiones de absorbancia maxima, una
cerca de 280 nm debido a los residuos de aminoacidos aromaticos de tirosina y
triptofano, y el segundo a 180 nm debido a los enlaces peptidicos de las proteinas.
Otros compuestos también absorben dentro de estas regiones pudiendo interferir
en el ensayo. La determinacion de proteina por absorbancia a 280 nm tiene las
ventajas de no destruir a la enzima, es rapido, y con una sensibilidad razonable
(0.1 a 0.5 mg/mL) (Whitaker, 1994).

2.2 Purificacion de proteinas

Las proteinas se purifican mediante procedimientos de fraccionamiento. En una
serie de etapas independientes, se emplean las diversas propiedades
fisicoquimicas de las proteinas que interesan para separarlas progresivamente de
las demas sustancias. La idea fundamental, no es necesariamente el reducir las
pérdidas de la proteina deseada, sino eliminar selectivamente a los demas
componentes de la mezcla de modo que la sustancia que se busca permanezca
(Voet y Voet, 1992).

La proteina tiene una conformacién espacial dada por las condiciones
termodinamicas del sistema biolégico en el que se encuentra y ésta puede variar de
sistema a sistema. Una vez que el sistema es destruido para recuperar a la
proteina, ésta se ve expuesta a condiciones que generalmente provocan la

desnaturalizacion y a veces la hidrolisis. Por esta razén es necesario tener



precaucién y tratar de dar condiciones que permitan preservar la estructura de la

proteina (Garcia y Navarrete, 1999).

El desarrollo de un procedimiento adecuado y eficaz para la purificacion de

proteinas requiere del conocimiento previo a cerca de la proteina de interés.

Tres requisitos son necesarios para desarrollar una estrategia de purificacion:

1) Determinar la cantidad y pureza de la proteina necesaria para su uso posterior.

2) Conocer la mayor informacion relacionada con fuentes y naturaleza de la
proteina de interés y contaminantes en la preparacion biologica.

3) Buscar la mejor fuente de la proteina de interés.

Estos requisitos son interdependientes y a mayor conocimiento de uno, mayor

probabilidad de desarrollar una estrategia exitosa (Williams, 1995).

2.2.1 Preparacion de extractos enzimaticos

La primera etapa en el aislamiento de una proteina, es conseguir su disolucion;
para esto debe ser liberada de las células que la contienen. El método elegido para
este procedimiento depende de las caracteristicas mecanicas del tejido de
procedencia, asi como de su localizacion en la célula (Voet y Voet, 1992).

Existen diferentes técnicas de homogeneizacién mediante la lisis de tejidos o

cultivos celulares (Cuadro 1).

2.2.2 Concentracion

2.2.2.1 Ultrafiltracion

Es considerada como uno de los métodos de mayor éxito en la separacion de
proteinas. Su aplicacién es importante sobre todo en productos que se encuentran
a muy bajas concentraciones y se sugiere emplear la separacion por membranas
en las primeras etapas de los procesos de purificacion para concentrar la proteina
de 10 a 50 veces con el fin de facilitar las siguientes etapas (Rodriguez-Serrano,
1999).

Las ventajas que ofrece como método de concentracion sobre otros son las

siguientes (Amaya-Llano, 2000):
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a) La precipitacion de la proteina seguida por la centrifugacién requiere una

concentracion minima de 100 pug/mL y frecuentemente resuita en recuperacion

pobre debida al cambio de fase.

b) La concentracion por dialisis requiere mayor tiempo de procesoy los volumenes

estan limitados por la dificultad de manejo.

Cuadro 1. Lisis celular de varios tejidos y cultivos de células de plantas, animales o

microbianos (Garcia y Navarrete, 1999).

Técnica

Fuente

Homogenizacién con navajas
Homogenizaciéon manual
Ultrasonido (sonicacion)
Prensa francesa

Molino

Vértex con esferas de vidrio
Digestion enzimatica
Solubilizacion de membranas
Lisis por detergentes

Lisis por solventes organicos
Lisis osmética

Lisis por congelacion-descongelacion

Tejidos animales y vegetales

Tejidos suaves

Suspensiones celulares

Bacterias, levaduras, tejidos vegetales
Bacterias, levaduras, tejidos vegetales
Suspensiones celulares

Bacterias, levaduras, células vegetales

Cultivos de tejidos

Bacterias, levaduras

Eritrocitos, bacterias

Microorganismos, tejidos vegetales vy

animales




c) El secado por congelacién, requiere de tiempos largos de proceso y pueden dar
como resultado baja recuperacion debido al cambio de fase. Al concentrar

proteina, también se concentran sales.

2.2.2.2 Precipitacion

Actualmente la precipitacion se emplea en los primeros pasos de purificacion
ademas de considerarse un método de concentracién de proteinas antes del
analisis o subsecuentes etapas de purificacion. Los métodos de precipitacion de
proteinas se basan en la disminucién de solubilidad, desnaturalizacion selectiva y
precipitacién por afinidad (Prado-Barragan, 1999). Los precipitados proteicos son
formados por la agregacion de las moléculas proteicas inducida por los cambios de
pH, fuerza idnica o por la adiciéon de solventes organicos miscibles o polimeros
(Harris, 19995).

Precipitacion por adicién de sales.

En la precipitacion por insolubilizacion se emplean sales disociables. Diferentes
tipos de sales neutras o ligeramente dacidas hansido utilizadas para la
solubilizacion, precipitacién o fraccionamiento de proteinas; a diferentes
concentraciones y combinaciones de pH, siendo el sulfato de amonio el mas
utilizado debido a su bajo costo, alta solubilidad y ausencia de efectos

desnaturalizantes (Prado-Barragan, 1999).

Precipitacion por solventes organicos.

Los disolventes organicos, tales como acetona y etanol, son generalmente buenos
precipitantes de proteinas ya que por sus constantes dieléctricas pequefias
provocan la disminucién del poder de solvatacion del disolvente acuoso respecto a
los iones disueltos, entre ellos los de las proteinas (Voet y Voet, 1992).

Al implementar esta técnica, la temperatura debe ser menor a 0 °C pues usando
mayores temperaturas, la conformacion de la proteina se modifica, haciendo
posible que las moléculas de solvente accedan al interior de la proteina y ocurran

interacciones hidrofobicas y causen desnaturalizacion (Harris, 1995).
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2.3 Técnicas cromatograficas
2.3.1 Intercambio iénico
En el proceso de intercambio  i6nico, los iones que estan unidos
electrostaticamente a una matriz insoluble e inerte quimicamente son sustituidos de
modo reversible por los iones en disolucion:

R‘A" + B & R'B + A
R*A” es un intercambiador anionico y en la forma A"y B representa a los aniones
en la disoluciéon. Los intercambiadores catiénicos, de modo semejante son
portadores de grupos con carga positiva que unen cationes de modo reversible. Sin
embargo, las proteinas y otros poli-electrolitos que son portadores de cargas
positivas y negativas pueden unirse tanto a los cambiadores de cationes como a
los de aniones, dependiendo de su carga neta. La afinidad con la que un poli-
electrolito concreto se une a un cambiador ionico determinado depende de las
identidades y de las concentraciones de los demas iones presentes en la
disolucion, debido a la competencia entre 108 diversos iones por los sitios de union
sobre el intercambiador i6nico. Las afinidades de union de los poli-electrolitos
portadores de grupos acido-base dependen también, en gran medida del pH ya que
sus cargas netas varian con dicho valor.
Diversas proteinas se unen al intercambiador i6nico con afinidades diferentes. A
medida que se lava la columna, proceso conocido como elucién, las proteinas con
afinidades relativamente bajas por €l intercambiador ionico sé desplazaran en la
columna mas rapido que las proteinas que se unen al intercambiador ionico con
afinidad superior (Voety Voet, 1992).
Las proteinas son eluidas selectivamente al incrementar sistematicamente la
concentracién de sal. Para efectuar la elucion de una proteina con una alta
densidad de carga, requiere de altas concentraciones de Na* que la necesitada
para una proteina con una densidad de carga mas baja. Otro método de elucion de
proteinas, se realiza al cambiar el pH de la elusion cambiando la carga ya sea de

la matriz o de la proteina (de positivo a negativo, 0 viceversa) (Whitaker, 1994).



2.3.2 Filtracion en gel

Haciendo uso de la variacién entre los tamafios de las moléculas existentes en ia
muestra, la cromatografia en columna por permeacién en gel 0 mas cominmente
llamada filtracion en gel, es utilizada como un medio de purificacién de igual
manera es empleada en la determinacién de pesos moleculares.

En la filtracion en gel se utiliza una fase estacionaria sélida que consta de diminutas
particulas esféricas de gel que estan hechas de sustancias cuya estructura quimica
esta entrelazada de modo parecido a una malla; estando entre los materiales
utilizados la poliacrilamida, la agarosa, el poliestireno, la agarosa entrecruzada,
mezclas de poliacrilamida y agarosa, el vidrio poroso, el polimetilmetacrilato y el
dextrano entrecruzado con epiclorhidrina, el cual dio lugar al desarrollo de la serie
comercial Sephadex. El dextrano usado es un polisacarido soluble de glucosa
producido por el microorganismo Leuconostoc mesenteroides.  El grado de
entrecruzamiento esta controlado por la cantidad de epiclorhidrina utilizada, que a
su vez controla el grado de hidratacién (agua atrapada dentro de la matriz del gel) y
por tanto la porosidad (Wiseman, 1991).

El proceso de filtracion en gel consiste en el reparto de las moléculas de soluto
entre la fase movil (el solvente) y la fase estacionaria, constituida por los espacios
existentes entre las particulas porosas del gel. Al ingresar en la columna del gel, las
sustancias de la muestra empiezan a interactuar de modo reversible con los
granulos al entrar y salir de ellos por los poros. El ingreso a los granulos
estacionarios retrasa el movimiento de las sustancias a través de la columna, de
modo que las moléculas pequefias tardan mas que las grandes en salir porque
ingresan y se permean con mayor facilidad en el interior de los granulos. Las
moléculas cuyas dimensiones son superiores a las de los poros no penetran en
ellos y, por tanto, como estan disueltos en la fase movil, pasan con facilidad a

través de la columna (Bohinski, 1991).

2.3.3 Interaccion hidrofobica (CIH)
Las interacciones hidrofébicas son una de las principales fuerzas que estabilizan la

estructura tridimensional de las proteinas; estas interacciones pueden ser
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explotadas y usadas como un medio para la separacion de las mismas. El grado de
hidrofobicidad de una proteina depende de su secuencia de aminodcidos. La
capacidad de una proteina para experimentar interacciones hidrofébicas en su
estado nativo depende de sus sitios superficiales hidréfobicos los cuales dependen
de una estructura terciaria y cuaternaria intacta (Kennedy, 1990).

La cromatografia de interaccién hidrofobica fue desarrollada a raiz de la
observacion de que algunas proteinas eran retenidas inesperadamente en geles
de afinidad que contenian brazos espaciadores hidrofébicos. Este hallazgo se
aplicé a la preparacidon de familias de adsorbentes hidrofébicos utilizando
cadenas hidrocarbonadas de series homélogas de diferentes longitudes. En la
practica, la mayoria de las proteinas pueden purificarse satisfactoriamente
utilizando substituyentes C-8 o fenilo. Las interacciones hidrofébicas son tanto
mayores cuanto mayor sea la fuerza ibnica, por lo que la adsorcién de la matriz
hidrofébica puede llevarse adecuadamente después de haber precipitado con sales
o haber realizado una cromatografia de intercambio idnico. La elucién se puede
conseguir alterando la fuerza idnica del solvente, el pH y la composicion, o usando

un modificador de la constante dieléctrica como el etanodiol (Wiseman, 1991).

2.4 Electroforesis

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, polyacrylamide gel
electrophoresis, por sus siglas en inglés) es una herramienta para efectuar
separaciones, aislamientos, evaluaciones de pureza y cuantificacion del peso
molecular. Es posible obtener una matriz uniforme del gel de poliacrilamida (no en
forma de granulos) moldeandola ya sea como una delgada capa entre dos vidrios o
como un cilindro o barra dentro de un tubo. La estructura quimica entrelazada de la
poliacrilamida forma una trampa porosa, a través de la cual se mueven las
particulas cargadas con velocidad proporcional a sus respectivos valores carga de
proteina/radio hidraulico (Q/r) (Bohinski, 1991).

La forma mas sencilla de realizar una operacion de electroforesis es el método de
electroforesis de zona. En este método se coloca una pequena banda de muestra

de la solucién que contiene el soluto de interés, sobre una matriz generalmente de
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celulosa, almidén, agar o poliacrilamida, la cual se encuentra inmersa en un
electrolito que sirve como amortiguador. Dichas matrices tienen la propiedad de
construir medios porosos altamente hidratados que proporcionan resistencia
mecéanica, y disminuyen los efectos de calor generado por el paso de la corriente al
aplicar el gradiente de potencial (V) a la celda. En electroforesis de zona, cada
componente de la mezcla se mueve a diferente velocidad, separandose los
componentes de la mezcla sobre la matriz. Cuando esta técnica se utiliza con fines
cualitativos, después de un tiempo apropiado para desarrollar la electroforesis, las
matrices son tefidas para observar los componentes de la muestra. Durante la
electroforesis es necesario considerar cuatro aspectos fundamentales:

a. La naturaleza de la carga de la particula que se mueve en el campo
eléctrico.

b El analisis de los parametros mas importantes para describir la velocidad de
migracion de la particula, que es el campo de estudio de la teoria
electrocinética.

c. Los fenémenos de dispersion de la muestra, que se observan en las
operaciones electroforéticas.

d. Las técnicas y diversas formas en que €s posible realizar una operacion
electroforética.

Una variante muy til del procedimiento ordinario de la PAGE, para el andlisis de
proteinas, es tratar primero la muestra (sea una proteina pura o una mezcia con
sulfato dodecilico de sodio (SDS) (Figura 1) antes de aplicar la electroforesis. El
meétodo se conoce como SDS-PAGE. El SDS es un detergente anidnico que se uné

a los enlaces peptidicos de la proteina.

CH5CH, CH, CHz CH2 CH2 CH, CH, CH; CH2 CH:2 CH,0S0sNa"
Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Figura 1. Estructura del dodecil sulfato de sodio
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El SDS se enlaza a lo largo de la superficie de la cadena polipeptidica, la adsorcion
de muchas moléculas de SDS con carga negativa en el polipéptido le confiere una
carga negativa neta. Ademas, los polipéptidos de diferentes tamarios adsorben una
cantidad de SDS proporcional a sus dimensiones. Se calcula que se unen
aproximadamente 1.4 g de SDS por gramo de proteina. El resultado es que los
polipéptidos de distintos tamarios tienen aproximadamente el mismo valor Q/r.
Existe diferente velocidad de migracion electroforética, debido a la capacidad de
tamizaje de la matriz del gel de poliacrilamida, permitiendo que los polipéptidos
pequefios se muevan mas rapido que los grandes, aunque tengan el mismo valor
Q/r (Bohinski, 1991).

La deteccion de bandas de proteina, se realiza con ayuda de colorantes que sé
unen a la proteina. Para la tincién con azul de Coomassie el limite de deteccion es
de 0.3-1.0 pg por cada banda de proteina. La deteccion de bandas en un gel
tefiido con plata depende de la union de la plata a varios grupos reactivos de las
cadenas laterales de los aminoacidos (sulfhidrilo, carboxilo), siendo su limite de

deteccion de 2.0-5.0 ng por banda de proteina (Ausubel y col., 1995)

2.5 Inmunogenos y antigenos

Los inmunogenos son sustancias que, cuando son administradas de la forma
adecuada en un animal, inducen una respuesta inmune. La respuesta inmune
puede suponer la produccién de anticuerpos ¢ la activacion de células
inmunologicamente competentes especificas (llamadas células T activadas) o
ambas cosas.

Los antigenos son substancias que reaccionan con anticuerpos o con receptores
especificos de antigeno denominados receptores de las células T (TCRs), que se
encuentran en las células T. La mayoria de los antigenos son inmunégenos. Sin
embargo, algunas sustancias reconocidas por el sistema inmune no son auténticos
inmunogenos, como los haptenos, que son sustancias de bajo peso molecular que
se combinan con moléculas de anticuerpo especifico, pero que por si mismas no
inducen la formacion de anticuerpos. Los haptenos incluyen moléculas como

azlicares, aminoacidos y pequefos polimeros.



Una enorme variedad de macromoléculas que son extrafas al hospedero pueden
actuar como inmundgenos, entre ellas todas las proteinas y lipoproteinas,
polisacaridos, acidos nucleicos y determinados acidos teicoicos. Un requerimiento
importante, es que las moléculas deben tener un peso molecular generalmente
superior a 10 kDa. Sin embargo, el anticuerpo o el TCR no interaccionan con toda
la macromolécula de antigeno sino solo frente a ciertas partes de la molécula que
se denominan determinantes antigénicos o epitopes (Roit y col., 1993).

La especificidad de los anticuerpos es comparable a la de las enzimas que son
igualmente capaces de distinguir entre substancias estrechamente relacionadas.
Sin embargo, la especificidad no es absoluta y un anticuerpo puede reaccionar al
menos hasta cierto punto, con otros epitopes 6 con el mismo epitope presente en
otras moléculas. El antigeno inductor del anticuerpo se denomina antigeno
homologo, y los otros antigenos que reaccionan con el anticuerpo se llaman
antigenos heterélogos. La interacciéon entre un anticuerpo y un antigeno heterélogo

se denomina una reaccion cruzada (Madigan y col., 1998).

2.6 Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas o anticuerpos son proteina globulares que contienen
carbohidratos, capaces de combinarse con determinantes antigénicos. Se hallan
presente en el plasma, sueroy en otros liquidos corporales como las secreciones
~gastricas y la leche. El suero que contiene anticuerpos de antigenos especificos se
denomina habitualmente antisuero. Las inmunoglobulinas pueden dividirse en cinco
clases principales basandose en Sus propiedades fisicas, quimicas €
inmunolégicas: 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE.

Las inmunoglobulinas son estructuras tetrapeptidicas las cuales pueden
encontrarse bajo forma de monémeros, como ocurre con la IgG, IgD e IgE; de
pentameros, como el caso de la IgM; o de monémero, dimero y trimero, como la
IgA.

Las inmunoglobulinas son sintetizadas por células B, ninguna otra célula expresa
estas proteinas. Cada inmunoglobulina se fija especificamente y con gran afinidad,

a su pequefio ligando molecular particular, que puede ser cualquiera de un gran

18



nimero de determinantes quimicos que se encuentran en proteinas, carbohidratos,
lipidos u otras macromoléculas.

La comunicacion entre células del sistema vinmu‘ne se realiza a través de proteinas
solubles denominadas citocinas. Muchas de ellas se denominan iterleucinas (ILs)
porque median interacciones entre los leucocitos.

Los macréfagos secretan una potente citocina denominada IL-I que actia sobre |
diferentes tipos de células (Figura 2). La union de IL-1 a sus receptores en las
células auxiliares (Th, que estimulan a los linfocitos B para que produzcan grandes
cantidades de inmunoglobulinas) actian como una sefial de activacion y hace que
las células Ty se dividan produciendo réplicas clonales (Figura 2). En esta fase de
activacién, las células T estimuladas comienzan a producir IL-2 que a su vez
estimula a otros precursores Th. IL-2 junto con otras citocinas como IL-4 estimulan
a las células B activadas por el antigeno para que proliferen y den lugar a células
plasmaticas productoras de anticuerpos (Figura 2) (Madigan y col., 1998).

Las células B maduras pueden expresar inmunoglobulinas de dos modos distintos,
cada uno de los cuales sirve para realizar funciones singulares. En los linfocitos B
en reposo (virgenes o de memoria), las inmunoglobulinas se expresan solo en
la superficie celular, donde actuan como receptores unidos a membrana para
antigenos especificos. Cada linfocito B en reposo puede expresar decenas de
millares de inmunoglobulinas unidas a membrana en su superficie. En contraste, las
células efectoras de linea celular B (llamadas células plasmaticas) estan
especializadas de modo singular para secretar grandes cantidades de proteinas
(inmunoglobulinas), en su medio circundante. Las inmunoglobulinas secretadas
conservan sus caracteristica de reconocery fijar sus ligandos especificos, y a estas
se les conocen como anticuerpos (Figura 3).

En condiciones normales las inmunoglobulinas no estan presentes en la superficie
de la célula plasmatica, pero sé producen grandes cantidades en el citoplasma, y

cuando se requiere se secretan al espacio extracelular (Stites y col., 1996).
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Figura 2. Componentes y mediadores principales de la respuesta inmune (Madigan

y col., 1998).
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2.7 Estructura de la inmunoglobulina G (1gG)

La inmunoglobulina G es el anticuerpo circulante mas abundante, tiene un  peso
molecular de unos 146 kDay esta compuesta de cuatro cadenas polipeptidicas.
Contienen puentes disulfuro intracatenarios € intercatenarios. Las dos cadenas
ligeras son idénticas en su secuencia de aminoacidos, Y lo mismo ocurre con las
dos cadenas pesadas. La molécula en conjunto es simétrica. Cada cadena ligera
posee unos 212 aminoacidos y cada cadena pesada unos 450 aminoacidos.

Al tratar la 1gG con papaina se rompe en varios fragmentos (Figura 4). Dos de los
fragmentos contienen una cadena ligera mas la mitad aminoterminal de la cadena
pesada. Estas partes se combinan con el antigeno y sé denominan fragmentos Fab
(del ingles, fragment of antigen binding). El fragmento que contiene la mitad
carboxiterminal de ambas cadenas pesadas, llamado fragmento FC (del ingles,
fragment crystallizable), no se combina con el antigeno pero fija al complemento. El
sito de union al antigeno se halla en las porciones aminoterminales de las

cadenas pesada y ligera (Madigan y col., 1998).

2.7.1 Cadenas ligeras

Todas las cadenas ligeras de 1gG contienen dos dominios de aminoacidos, €l
dominio variable Yy el dominio constante. Generalmente la secuencia de
aminoacidos en la porcion principal de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas de
la clase IgG son idénticas. Ello se debe a que la secuencia aminoacidica en la
mitad carboxiterminal de la cadena ligera representa una de las dos secuencias
especificas Y constantes, a las que sé conoce como secuencia lambda () Y
secuencia kappa (x). Por el contrario, las regiones variables de las cadenas ligeras
que se localizan en la mitad aminoterminal, siempre difieren en la secuencia
aminoacidica de una molécula de 1gG a otra, salvo en el caso de que ambas
moléculas sean producidas por la misma célula o el mismo clon de células (Myrvik y

Weiser, 1984).
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2.7.2 Cadenas pesadas

Todas las cadenas pesadas de IgG contienen cuatro dominios (regiones
aminoacidicas), uno variable y tres constantes. Cada dominio tiene una longitud
aproximada de 110 aminoacidos. Al igual que sucede con la cadena ligera, todas
las inmunoglobulinas de la clase IgG, poseen una porcion de su cadena pesada
(los tres dominios carboxiterminales) en los que la secuencia aminoacidica entre las
distintas moléculas de 1gG es idéntica. Todas las cadenas pesadas tienen una
regiéon en el dominio aminoterminal con gran variacion en la secuencia de
aminoacidos de una IgG a otra. La exquisita especificidad de una molécula dada de
anticuerpo para un antigeno concreto reside en la singular estructura tridimensional
del sitio de unién antigénico, que esta formado por una combinacion de secuencias
de aminodacidos de las regiones variables de las cadenas pesadas ¥ ligeras (Myrvik
y Weiser, 1984).

2.8 Produccién de anticuerpos.

La produccion y alta disponibilidad de un anticuerpo de afinidad y especificidad
deseada y/o determinada reactividad cruzada son fundamentales en el desarrollo
de sensibilidad, precision y especificidad de inmunoensayos.

Casi todos los aspectos en la programacion para la produccion de anticuerpos son
arbitrarios, pues la utilizacion final que se le de a los anticuerpos puede ser lograda
de varias formas; en la practica es muy dificil mostrar que algun esquema 0
estrategia es superior @ otra, debido a que la naturaleza variable de la respuesta
inmunologica puede demandar el manejo de grandes grupos de animales y su
control apropiado.

Para obtener la produccion deseada de anticuerpos, se debe tener en cuenta
(Deshpande, 1996):

a) Tipode anticuerpos a desarrollar, monoclonales 0 policlonales.

b) Tipo de inmunégeno 'y animal hospedero.

c) Programa de inmunizacion a seguir.

d) Inmunoensayo a utilizar para deteccion del anticuerpo.

e) Técnica de purificacion y almacenamiento del anticuerpo.

23



Regiones K

hipervariables

Visagra

Dominio

Papaina \ epsina
C terminal

Fl_b Fab

| O
I ‘e
. v et Pepsina
7 Papaina epsina o
(b) . C :O (c)

Pepsina s 8

Figura 4. (a) Estructura de la inmunoglobulina G. (b) Efecto del tratamiento con
papaina sobre la inmunogloulina G. (c) Efecto del tratamiento con pepsina sobre
la inmunoglobulina G. (Mirvik y Weiser, 1984).

24



2.8.1 Anticuerpos policlonales y monoclonales

Una respuesta inmune tipica en el animal da

amplio

espectro de inmunoglobulinas de distintas

como resultado la produccion de un

clases, afinidades Yy

especificidades para los determinantes antigénicos. Las inmunoglobulinas dirigidas

contra un determinante concreto representan solo una parte del reservorio total de

anticuerpos. Cada inmunoglobulina esta producida por un solo clon que es el

resultado de la proliferacion por un estimulo antigénico; un antisuero que contenga

una mezcla de dichos anticuerpos sé denomina por tanto antisuero policlonal. Sin

embargo, es posible producir anticuerpos de una especificidad unica, a partir de un

solo clon de células B; siendo estos anticuerpos monoespecificos se denomina

anticuerpos monoclonales (Cuadro 2) (Madigany col., 1998).

Cuadro 2. Caracteristicas de los anticuerpos monoclonales y policlonales (Madigan

y col., 1998).

Anticuerpos policlonales

Anticuerpos monoclonales

Contienen muchos anticuerpos que
reconocen muchos determinantes
antigénicos

Existen varias clases de anticuerpos
(1gG, IgM, etc.)
Para fabricar un anticuerpo especifico

utilizando un antigeno no purificado

La reproducibilidad Yy estandarizacion

son dificiles

Contienen un Unico anticuerpo que

reconoce solamente un determinante

unico

Se produce una sola clase de
anticuerpos

Se puede fabricar un anticuerpo

especifico utilizando un antigeno no
depurado

Muy reproducible
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2.8.2 Naturaleza del inmundgeno.

La inmunogenicidad de una molécula, es decir, su propiedad para inducir una
respuesta inmune, se encuentra relacionada en parte con su peso molecular. Los
antigenos son compuestos que reaccionan con un anticuerpo, pero no son
necesariamente inmundégenos por si mismos, por ejemplo los haptenos. Debido a
su alto grado conformacional y rigidez estructural, las moléculas con pesos
moleculares mayores a 5 kDa son generalmente buenos inmundgenos tanto como
extrafias para el animal receptor (Deshpande, 1996).

La mayoria de las proteinas y polipéptidos de aito peso molecular, son
naturalmente inmunégenos y pueden ser inyectados  sin modificaciones
estructurales. Igualmente poseen distintos determinantes antigénicos. De igual
forma ciertos polisacaridos complejos se comportan de manera similar, sin embargo
su naturaleza inmunitaria es frecuentemente debida a pequenas cantidades de
proteina asociadas a su estructura (Burrin y Newman, 1991).

Las estructuras terciaria y cuaternaria de los determinantes antigénicos se veran
afectadas en presencia de reactivos como el ditiotreitol, mercaptoetanol, y agentes
altamente caotropicos (urea y cloruro de guanidino), que rompen su conformacion
nativa, por lo cual no deben ser usados durante la preparacion y purificacion de

ciertos inmunégenos (Deshpande, 1996).

2.8.3 Eleccion del animal.

La eleccion del animal depende principalmente de la conveniencia, costo, la
naturaleza el antigenoy su disponibilidad, facilidad de manejo del animal, y del
volumen del anticuerpo requerido (Burrin y Newman, 1991).

Excelentes anticuerpos policlonales pueden ser producidos en varios animales, no
obstante ratones, ratas, conejos, conejillos de indias, cabras y borregos son
frecuentemente usados. Ratones y ratas son preferidos para la produccién de
anticuerpos monoclonales. El uso de especies grandes como las cabras y borregos

es apropiado cuando es necesaria una alta cantidad de antisuero en corto tiempo

(Catty y Raykundalia, 1988).
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La edad de los animales es una consideracion importante, pues los mamiferos
recién nacidos asi como los mas viejos sintetizan menor cantidad de antigeno.
Ratones y ratas de 2-4 meses y conejos de 3-6 meses son ideales (Deshpande,
1996).

2.8.4 Rutas de inmunizacion

La ruta de inmunizacion se rige principalmente por tres factores:

a) Elvolumen de inmunégeno a inyectar.

b) Los amortiguadoresy otros componentes a inyectar con el inmunodgeno.

c) La rapidez con que el inmundégeno puede ser liberado en el sistema linfatico o
circulacion.

Grandes volumenes son normalmente inyectados via subcutanea en varios sitios

en conejos, solo inyecciones intraperitoneales  son posibles en ratones.

Inmunodgenos conteniendo adyuvantes no deben inyectarse via intravenosa, sin

embargo este método es ocasionalmente preferido debido a que la liberacion del

inmunogeno es inmediata. En contraste, las vias intramuscular e intradérmica son

usadas si la liberacion del inmunogeno se prefiere lenta. Los inmunogenos pueden

ser administrados por varias vias incluyendo intradérmica, subcutanea,

intramuscular, intraperitoneal, e intravenosa; la eleccion es influenciada por la

naturaleza fisica de la inyeccion, la especie animal a manejar y de la programacion

de inmunizacion (Deshpande, 1996).

2.8.5 Dosis del inmundégeno.

La cantidad de inmunogeno capaz de inducir respuesta inmune depende de la
naturaleza del antigeno Y del animal hospedador. Para determinar la dosis
apropiada de inmunédgeno, dos criterios son necesarios: la dosis éptima para lograr
la respuesta maxima y la minima dosis para inducir la produccion de un antisuero
policlonal.

Una primera dosis para conejos y conejillos de india es de 100 pg, no obstante se

han utilizado dosis mayores a 500-1000 pg. Dosis mayores a 500-1000 pg son
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usadas para especies grandes. Para un segundo y subsecuentes refuerzos,
tradicionalmente se recomienda del 10-50% de la cantidad de la primera dosis
(Deshpande, 1996).

2.8.6 Respuesta inmunitaria.

La repuesta inmunitaria es una secuencia de procesos compleja e intrincadamente
regulada, que afecta varios tipos celulares. Se desencadena cuando un antigeno
ingresa al cuerpo y encuentra un tipo especializado de células que se llaman
células presentadoras del antigeno (APC, del inglés, antigen presenting cells).
Estas APC capturan una cantidad diminuta del antigeno y la exhiben, de manera
que pueden ser reconocida por linfocitos T cooperadores especificos del antigeno.
Las células T cooperadoras se activan y a su vez, promueven la activacion de otros
tipos de linfocitos, como las células B o las células T citotéxicas. A continuacién, los
linfocitos activados proliferan y realizan sus funciones secretoras especificas; en la
mayoria de los casos, éstos inactivan o eliminan exitosamente al antigeno. En cada
etapa de este proceso, los linfocitos y las APC se comunican entre si a través de
contacto directo o mediante la secrecion de citocinas reguladoras.

Las respuestas inmunitarias pueden ser tanto localizadas como sistematicas, pero
casi siempre son especificas en gran medida, y centran su fuerza total contra el
antigeno mientras originan poco o ningun dafo a los tejidos normales del huésped.
Las respuestas también se controlan de manera precisa y terminan normalmente
poco después de que se elimina el antigeno en cuestion (Figura 5) (Stites y col.,
1996).

Un incremento en células B trae consigo anticuerpos especificos para el antigeno
5-6 dias después de la primer inmunizacién. La especificidad del anticuerpo es
usualmente detectada en el suero alrededor del séptimo dia posterior a la primer
inyeccion del imunogeno, manteniéndose en bajos niveles por pocos dias hasta el
décimo. El primer anticuerpo producido es IgM, caracterizado por una alta avidez,
pero baja afinidad por el antigeno; éste es seguido por IgG cuyo titulo es mayor al
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Figura 5. Secuencia de sucesos en la respuesta inmune tipica (Madigan y col.,

1998)
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de IgM. Los anticuerpos de 1gG desarrollan baja avidez, pero son caracterizados
por una alta afinidad por el antigeno (Figura 6).

La respuesta primaria del anticuerpo es ocasionalmente débil, especiaimente para
antigenos solubles y prontamente catabolizables. La respuesta a los refuerzos es
caracterizada por un rapido incremento en los titulos de anticuerpo, en esta etapa la
IgG predomina. Como una regla general, un minimo de 3-4 semanas siguientes a la
primera inmunizacion es recomendable una segunda inyeccion. Dias después se
observan grandes titulos de anticuerpos (10-14 dias). La respuesta inmune para la
tercera y subsecuentes refuerzos, se desarrolla en forma semejante a la observada

en la segunda inmunizacion (Deshpande, 1996).

2.9 Deteccion de anticuerpos.

La calidad del antisuero €s importante para los inmunoensayos, por lo que es
necesario revisar su titulo, es decir, la concentracién de anticuerpo presente, su
afinidad, avidez y su especificidad.

Las muestras de suero deben ser tomadas 7-14 dias despueés de los refuerzos,
este tiempo aproximadamente corresponde con la obtencion del mayor titulo para
la mayoria de las rutas de inmunizacion (Figura 6) (Deshpande, 1996). Pequefias
muestras son colectadas hasta que los niveles del titulo deseado sean obtenidos.
Las muestras obtenidas son probadas contra el inmundgeno, normalmente por una
o varias técnicas, siendo las mas comunes los inmunoensayos incluyendo los

inmunoblots.

2.9.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

El analisis de la enzima ligada a un inmunoabsorbente inerte, coresponde a un
analisis inmunoenzimatico (EIA) heterogeneo. En el que el antigeno 0 anticuerpo
primero se fija a un soporte inerte y luego se hace reaccionar con é€l antigeno O
anticuerpo correspondiente, que estara marcado con una enzima (conjugado). Se
lava el conjugado que no reacciond y se mide la capacidad de hidrélisis de la

enzima sobre su correspondiente sustrato. Generaimente se determina el grado de
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Las inmunizaciones efectuadas se indican por las flechas numeradas (Deshpande

1996).
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transformacion de un sustrato incoloro a un producto coloreado por medio de
espectrofotometria.

Las técnicas de ELISA puedeh ser clasificadas en competitivas y no competitivas,
dependiendo de que el antigeno libre y el antigeno ligado a una enzima o fijado a
una fase solida compita por un namero limitado de sitios activos de anticuerpos; ©
depende si al antigeno o anticuerpo a medir se le permite reaccionar con un exceso

de reactante inmune (Morilla'y Bautista, 1986).
2.91.1 Tipos de técnicas ELISA

1. Método indirecto

El método mas facil de ELISA es el indirecto o sandwich. El antigeno €S
inmovilizado en exceso, posteriormente se incuba con un control o muestra en la
que se presume existe el anticuerpo; después de lavar el complejo antigeno-
anticuerpo inmovilizado, se incuba con un exceso de anticuerpo conjugado con la
enzima, que se una a los sitios antigénicos remanentes. Este segundo anticuerpo
se puede usar sin marcar y en este caso S usaria un tercer anticuerpo especifico
para la inmunoglobulina de la especie animal del segundo anticuerpo. En ambas
variantes la concentracion del producto, producido por la hidrélisis de la enzima, €s
directamente proporcional a la concentracion del estandar o antigeno a probar

(Kemeny Yy Chantler, 1988) (Figura 7a).

2 Método de dos sitios

La concentracion del antigeno puede ser determinada usando un ELISA de dos
sitios. En este ensayo el anticuerpo inmovilizado es usado para capturar el antigeno
en estudio. La union del antigeno es detectada usando un segundo anticuerpo
conjugado a una enzima. Esto provee un rapido y facil método para deteccion de
antigeno, particu|armente si la muestra y el conjugado pueden ser adicionados
simultaneamente. Es preferible, mas no esencial, que los dos anticuerpos
provengan de la misma especie, para reducir la posibilidad de reacciones cruzadas

entre especies (Kemeny y Chantler, 1988) (Figura 7b).

32



3. Captura de una clase especifica de inmunoglobulina

En determinadas circunstancias se desea separar una clase particular de
inmunoglobulina de una muestra de suero o secrecion. Una clase especifica de
anti-inmunoglobulina es inmovilizada y usada para capturar la inmunoglobulina de
interés. La unién del anticuerpo es identificada con la subsecuente adicion de un
antigeno marcado o sin marcar seguido por un anticuerpo especifico marcado
(Kemeny y Chantler, 1988) (Figura 7¢).

4. Método competitivo

En este método el anticuerpo es inmovilizado en un soporte de fase sblida. Se
adiciona una soluciéon que contenga antigeno y antigeno conjugado con la enzima,
se incuban y se lavan; la cantidad de antigeno conjugado con la enzima que
reaccion® con el anticuerpo es medido por la hidrélisis del sustrato. Mientras mas
antigeno se encuentre en la solucion desconocida, menos antigeno marcado

reaccionara con el anticuerpo (Morilla y Bautista, 1986) (Figura 7d).

2.9.2 Transferencia Western (Westen blot)

La electroforesis en geles de poliacrilamida se ha convertido en una de las técnicas
mas ampliamente usadas para el analisis y caracterizacion de mezclas complejas
de proteinas. Estos geles pueden ser tefiidos directamente y visualizar las
proteinas. Sin embargo debido a que el paso de las proteinas por la matriz es
limitado, la informacion obtenida a cerca de los componentes individuales es
usualmente restringido por su peso molecular y punto isoeléctrico (ph. La
transferencia de proteinas separadas por SDS-PAGE sobre la superficie de una
membrana donde son inmovilizadas, las hace mas accesibles para varios reactivos
y pruebas siendo asi faciles de caracterizar. Ademas de tefiirse las proteinas
directamente, pueden ser expuestas a lectinas que se unen a fracciones
especificas de carbohidratos en glucoproteinas, mientras que otros sitios de la
proteina pueden enlazar anticuerpos para identificar y caracterizar determinantes

antigénicos (Timmons y Dunbar, 1990).
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Una gran aplicacion de las proteinas transferidas  es la identificacion y
caracterizacion de un antigeno mediante el uso de anticuerpos, lo cual puede ser
visualizado por anticuerpos radiomarcados o anticuerpos secundarios conjugados a
enzimas para dar reaccion con un adecuado sustrato cromogenico, que puede
identificarse y/o medirse espectrofotométricamente 6 con un sustrato
quimioluminiscente.
El procedimiento total es sintetizado en cuatro puntos basicos (Durrat y Fowler,
1994):

. Transferencia e inmovilizacion de las proteinas de interés (proteinas blanco).

- Blogueo de los sitios no especificos en la membrana.

. Unién del anticuerpo especifico a las proteinas blanco, seguido por la union

de un segundo anticuerpo anti-especie ligado a un marcador 0 a una enzima.

- Deteccion del marcador por una reaccion enzimatica apropiada.

2.9.2.1 Deteccion de proteinas por quimioluminiscencia.

Tradicionalmente, los radiomarcadores eran utilizados para el proceso de
deteccion, en particular 12, Este método tenia suficiente sensibilidad y permitia la
reproducibilidad de resultados sobre peliculas de rayos X, pero el tiempo de
exposicion era prolongado ademas de existir algunas restricciones a cerca del
manejo y disposicion del material radiactivo. Por lo tanto, se concentré en el
desarrollo de procedimientos con uso de deteccion colorimétrica en donde la
molécula del anticuerpo final es marcado con una enzima como grupo reportero.
Uno de los métodos mas sensibles y rapidos al de radiomarcadores utilizaba
fosfatasa alcalina como enzima y nitroazul de tetrazolio (NBT) y bromocloroindolil
fosfato (BCIP) como sustratos, pero este no era tan reproducible. En respuesta a tal
inconveniente, se desarrollo un sistema de deteccién basado en la emision de luz.
El sistema luminiscente ofrecido por la peroxidasa de rabano picante (HRP), en
donde luz azul es generada al ser oxidado el luminol, brinda una excelente sefial,
es extremadamente rapido y es posible que sea el sistema existente mas sensible

(Durrat y Fowler, 1994).
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En presencia de peroxido de hidrégeno y NaBOs, la peroxidasa de raiz picante
cataliza la oxidacion de diacilhidrazidas como el luminol, los radicales de luminol
formados pasan de un nivel mayor a uno menor de energia emitiendo luz. Cuando
se coloca un potenciador como el 4-iodofenol este reacciona con el grupo hemo de
la peroxidasa en lugar del luminol, la formacion de los radicales del potenciador a
su vez producen radicales de luminol y la luz es emitada de igual manera como s€
describié para la reaccion basica (Figura 8).

Un esquema general del proceso de inmunodeteccion de proteinas (transferencia

Western), se muestra en la figura 9.
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3. JUSTIFICACION

Considerando la utilidad que tiene en uso de la enzima peroxidasa en kits para
analisis clinico, preparacion de anticuerpos conjugados como enzima reportera, asi
como en inmunoensayos € inmunohistoquimica y que dichos productos no se
producen en nuestro pais sino que deben ser importados debido a que su principal
fuente es el rabano picante el cual no se desarrolla en nuestro pais debido a sus
condiciones de crecimiento, es deseable poder aislar dicha enzima de algun vegetal
de origen nacional. Asi mismo, se debe desarrollar un método de aislamiento que
sea de bajo costo. Con metodologia inmunoldgica, es posible producir anticuerpos
especificos que faciliten el aislamiento de peroxidasa utilizando columnas de

inmunoafinidad.
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4. RELEVANCIA DEL ESTUDIO.

La peroxidasa puede ser purificada de fuentes vegetales, generalmente por
métodos cromatograficos que incluyen 1as cromatografias de afinidad seguida de
una de filtracién en gel. No obstante, en algunos extractos vegetales, en donde
existe una actividad importante de peroxidasa y de los cuales se tiene una buena
disponibilidad en el centro del pais, ya sea como desperdicio 6 en fresco, la
cromatografia de afinidad utilizando concanavalina A-sefarosa no ha dado buenos
resultados (Regalado y col. 1999). Esto se ha atribuido a la presencia de otras
glucoproteinas contaminantes presentes en los extractos, ademas antes de las
separaciones cromatograficas se requiere de una precipitacion inicial que en
conjunto requiere mucho tiempo. Se ha reportado que anticuerpos policlonales
contra una peroxidasa presentan reaccion cruzada con otras isoenzimas de la
misma o de otras fuentes (Lang y col., 1990). Es asi que una posible alternativa
para purificar esta enzima seria la utilizacion de técnicas inmunoldgicas mediante
anticuerpos policlonales contra peroxidasa de nabo, purificada y caracterizada y
unir éstos a una resina activada para utilizarla como una columna de
inmunoafinidad. Dicha columna podria utilizarse para aislar con una alta
especificidad la peroxidasa de otras fuentes vegetales que s€ encuentran
ampliamente disponibles en la region central de México, como el brocoli, nabo y col

de Bruselas.

40



5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Purificar dos isoenzimas de peroxidasa de nabo (Brassica napus var. purple top

white globe), y utilizarlas en la induccion de anticuerpos policlonales en conejo.

5.2. Objetivos especificos

1.

Purificar dos isoenzimas de peroxidasa a partir de nabo (Brassica napus var.
purple top white globe).

Producir anticuerpos policlonales para dichas isoenzimas utilizando conejos de
la raza New Zealand.

Verificar, mediante transferencia Wester, la presencia de los anticuerpos para
las dos isoenzimas y realizar reacciones cruzadas de éstos con la peroxidasa de
brocoli (Brassica oleracea var. ltalica cv. maratén)

Realizar reacciones cruzadas entre las dos isoperoxidasas purificadas de nabo
después de su proceso de desglicosilacion y los anticuerpos obtenidos.
Determinar el grado de homologia desde el punto de vista inmunolégico entre
las dos peroxidasas purificadas a traves del porcentaje de reaccion cruzada y
constantes de afinidad entre las isoperoxidasas de nabo purificadas y los

anticuerpos obtenidos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biolégico

Nabo (Brassica napus var. purple top white globe) de 7 semanas desde su siembra,
proporcionado por Organicos de Mexico, S. A. en Miguel de Allende, Gto. Los

conejos utilizados fueron de la raza New Zealand de 3 meses de edad.

6.2 Reactivos
Membranas de ultrafiltracion  con
punto de corte 10 kDa (Millipore)
Membranas de dialisis de celulosa
con punto de corte de 12 kDa (Sigma)
Polivinilpirrolidona (PVP, Sigma)
Columna de intercambio ionico DEAE-
Celulosa (Sigma) ‘
Columna de hidrofobicidad metilHIC
(Bio-Rad)
ABTS (2,2‘-azino-bis(3—eti|benzotiazol-
sulfonico) (Sigma)
Reactivo de Bradford (Bio-Rad)
Acetona reactivo analitico
(Baker)
Marcadores de bajo pesO molecular
(16-66 kDa) (Sigma)
Marcadores de bajo peso molecular
(21-110 kDa) (Bio-Rad)
Reactivos para electroforesis  (Bio-
Rad)

grado

Las sales utilizadas para amortiguadores y otros reactivo

analitico.

Adyuvante completo  de Freund
(Sigma)
Adyuvante incompleto de Freund
(Sigma)

BM Chemiluminescence (Roche)
Immun-Blot PVDF Membrane (Bio-
Rad)

10x TBS (Bio Rad)

Tween-20 (Sigma)

X-ray cassette (Amersham)

X-Omat AR (Kodak)

Solucion reveladora 6BX (Kodak)
Solucién fijadora 6BX (Kodak)

IgG de cabra anti-conejo ligada a HRP
(Zymed) lgG de cabra anti-conejo
ligada a AP (Zymed) ELISA plates
(Falcon)

Sigma fast p-Nitrofenil fosfato-tabletas

(Sigma)

s utilizados fueron grado

Se utilizd agua grado HPLC para preparar todas las soluciones acuosas.
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6.3 Purificacién de la enzima peroxidasa

La purificacion se efectu6 de acuerdo al protocolo modificado de Duarte-Vaquez y
col., (2000).

Las determinaciones que a continuacion se describen se realizarén en cada uno de
los pasos de la purificacion de la enzima con el objetivo de descartar fracciones que

no presenten cantidad de proteina o actividad necesaria.

6.3.1 Determinacion de proteina

Con el objeto de conocer la concentracién de proteina en cada una de las
fracciones, asi como en los pasos intermedios de! aislamiento de la enzima se
midié la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro Lambda2 UV-Vis (Perkin
Elmer).

También se hizo por el ensayo de Bradford. Se realizé6 una curva de calibracion
utilizando una  proteina patrén, que fue seroalbumina bovina (BSA) en una
concentracion de 100 pg/mL y de ésta se hicieron diluciones que conteniendo
diferentes concentracion de la proteina, 2 a 10 pg/mL (Apéndice 1).

El microensayo a realizar con el reactivo de Bradford consistio en mezclar 800 plL
de la solucion de proteina y 200 L del reactivo de Bradford; la mezcla se “incub6
durante 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se leyé absorbancia a
595 nm.

6.3.2 Determinacién de actividad

La actividad fue determinada espectrofotométricamente  por el cambio de
absorbancia a 414 nm usando ABTS como sustrato (Childs y Bardsley, 1975). La
mezcla final de reaccnon contenia 1 mM de ABTS, 50 pL de la enzima, 5 mM H202 ¥
10 mM de amortnguador de fosfato de potasio pH 6.0, en un volumen de 1.5 mL.

Se utilizdé un coeficiente de absortividad molar € = 36X10* mM'cm™ para convertir
después a pg de sustrato (ABTS) consumido de acuerdo a la estequiometria de la
reaccion.

Una unidad de actividad se define como los ug de ABTS consumidos por minuto.
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6.3.3 Obtenci6n del extracto crudo

El extracto crudo se obtuvo por homogenizacion del tejido vegetal, en donde se
colocaran los trozos del nabo 'y amortiguador de fosfatos 20 mM pH 5.0 hasta
obtener una pulpa homogénea. Esta pulpa se hizo pasar a través de manta de cielo
para eliminar bagazo y restos celulares. El sobrenadante se conservo a 4 °C
usando un bafo de hielo, en todas las operaciones de extraccion y precipitacion.

Al sobrenadante se le afiadio PVP al 3 % (p/v) (Sigma) con el objeto de eliminar
algunos fenoles que pudieran inactivar a la peroxidasa. Se centrifugd a 12,000 g
durante 15 min, a4 °Cy el sobrenadante se filtré en papel filtro (Whatman 5) para

obtener el extracto crudo.

6.3.4 Ultrafiltraciéon

A la unidad de ultrafiltracion Minitan 1 (Millipore) le fueron colocadas nueve
membranas de celulosa regenerada (Millipore) de punto de corte de 10 kDa, las
cuales se prepararon haciendo circular a traves de las mismas NaOH 0.1 My
después H,0 grado HPLC.

La calibracion del sistema sé realiz6 con H,O grado HPLC: tomando tiempos Y
presiones tanto de entrada como de salida para construir una grafica donde se
conoce el flux adecuado con el que debe manejarse el equipo para tener una mayor
eficiencia en la concentracion.

Una vez calibrado el sistema s€ hizo pasar la solucién amortiguadora en que se
encontraba el extracto, en este caso fosfatos 20 mM, pH 5.

Enseguida se ultrafiltré el extracto crudo para su concentracion, segun 1as

presiones de entrada y salida que sé encontradas en la grafica anterior.

6.3.5 Precipitacion

El extracto crudo se sometié a precipitacion con acetona en frio (-20 °C) utilizando
una relacion 2:1 de acetona: extracto crudo, relacion optima descrita por Duarte-
Vazquez y col., (2000) para la purificacion de peroxidasas de nabo var. esculenta.
Después de 2 h de agitacion, se centrifugd a 12, 000 g durante 15 min, a 4 °C en

una centrifuga Eppendorf 5804R; resuspendiendo el precipitado en 10 % del
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volumen de amoriguador Tris-HC! 50 mM pH 8.6. El precipitado resuspendido se
dializé contra el mismo amortiguador donde se resuspendi6 por 48 h a 4°C, con

cambios de solucién amortiguadora cada 8 h.

6.3.6 Cromatografia de intercambio i6nico

La muestra dializada se filtré por una membrana de 0.45 pm (Millipore) de tamano
de poro, utilizando una unidad Swinnex (Millipore), y fue inyectada (25 mL) a una
columna (2.5 cm X 39 cm) de intercambio anionico DEAE-celulosa previamente
equilibrada con amortiguador Tris-HC! 50 mM, pH 8.6. La proteina retenida se eluyo
con un gradiente lineal de 0 a 1 M de NaCl en el mismo amortigdador. Se
colectaron fracciones de 20 mL con un flujo de aproximadamente 5 mL/min .

Para la preparacion de la resina utilizada (DEAE-celulosa, Sigma), primero sé
hidrato ésta con la solucién amortiguadora Tris-HCI 50 mM, pH 8.6 durante 2 h;
después se lavo de acuerdo al siguiente protocolo: se inicia el lavado con NaOH 0.1
N, posteriormente con la solucion amortiguadora y por altimo con HCI 0.1 N, para

equilibrarse finaimente con la solucion amortiguadora.

6.3.7 Cromatografia de interaccion hidrofébica

Las muestras que s€ obtuvieron de la elucion de la fraccion sin sal de la
cromatografia de intercambio anionico se liofilizaron (Virtis 5L). Estas fueron
disueltas en la minima cantidad de un amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7 €
inyectadas en una columna (1.5 cm X 20 cm) de interaccion hidrofobica metilHIC
acoplada a un equipo Gradifrac (Pharmacia) con detector de UV (unidad uv1),
colector de fracciones, graficador y bomba P-50. Se utilizo el mismo amortiguador
para eluir la muestra en fracciones de 4 mL con un gradiente de | a OM de

(NH4)2S04. La velocidad de flujo se mantuvo en 0.5 mL/min
6.3.8 Electroforesis

Se realizaron electroforesis desnaturalizante y nativa para determinar el grado de

pureza que S€ tenia en cada una de las diferentes etapas de la purificacion.
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La electroforesis se llevé a cabo en una camara vertical Hoeffer SE 250 con una
fuente de poder Hoeffer PS 500XT.

Tanto la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), como la nativa se efectuaron
en geles de poliacrilamida, utilizando el principio de geles discontinuos de Laemmli
(1970). El gel utilizado para la electroforesis fue al 10 % T (acrilamida en la mezcla
acrilamida-bisacrilamida (p/v)), pH 8.8 para el gel de separacion y para el gel de
alineamiento 4 % T, pH 6.8. Las muestras se calentaron en un bafio de agua a
94 °C por un minuto, inyectando 15 pL de las mismas por carril; para verificar su
peso molecular después de la tincién por plata fueron utilizados marcadores de bajo
peso molecular (Sigma).

Al gel le fue aplicada una corriente constante de 10 mA para alinear las muestras, Yy
de 15 mA para su separacion. La electroforesis se finalizé cuando el azul de
bromofenol quedod a 1 cm antes del borde inferior del gel.

La tincion se realizo con plata segun la técnica descrita por Ausubel y col. (1995).
También se hizo una tincion especifica para glicoproteinas, basado en la oxidacion
de los oligosacaridos por acido periodico y un teiido mediante el reactivo de Schiff
(Sigma).

Para realizar la tincion por actividad de la electroforesis nativa se anadi6 al gel los
reactivos en las mismas concentraciones descritas para la determinacion de

actividad identificando asi a la enzima de interés.

6.4 Produccion de anticuerpos

6.4.1 Inmunizacion

Las dos isoenzimas purificadas denominadas P1 y P2, se sometieron a una
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), solo un carril de los inyectados fue
tefido por plata, sirviendo éste como patrén al cortar el gel sobrante a la misma
altura donde aparecio la banda que es unica pues la enzima se encuentra
purificada a homogenidad. La banda cortada después de molerse se coloco en 400

uL de PBS (amortiguador de fosfatos salino, pH 7.3), y se mezcl6 con adyuvante
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completo de Freund (Sigma) en relacion 1:1 para la primer inmunizacién y con
adyuvante incompleto de Freund (Sigma) en la misma relacion para los refuerzos.
La primer inmunizacion se realiz6 via linfatica inyectando 2.25 pg de P1y4.6 ngde
P2 en el ganglio popliteo (Figura 10) de conejos raza New Zealand (Arroyave,
2001). Los refuerzos de las inmunizaciones se efectuaron inyectando 2 pg de
proteina para P1y 4.1 pg para P2, via subcutanea en la espalda del conejo. Las
inmunizaciones y desangrados se realizaron de acuerdo a la programacion del
cuadro 3.

La sangre de los conejos se extraia de su vena marginal de la oreja para cuando se
realizaron los titulos y del corazén en el desangrado total.

Se tomaron muestras de suero preinmune de cada uno de los cuatro conejos como

control negativo antes de iniciar con las inmunizaciones.

6.4.2 Purificacion de IgG del anticuerpo.

Una vez obtenida la sangre de los conejos esta se colocaba en refrigeracion (4 °C)
hasta su centrifugacion a 3, 600 g durante 5 min para la obtencion del suero.
Debido a que el suero no solo tiene 1gG, (anticuerpo de interés), es preciso eliminar
todo aquel material que podria traer algun problema para el uso posterior del suero.
De acuerdo con Ausubel y col. (1995), la precipitacion de 1gG se hizo con solucién
saturada de de sulfato de amonio pH 7.0 en relacion 1:2, solucion saturada de de
sulfato de amonio pH 7.0:suero, a 4 °C, con agitacion constante durante 4 h.
Después de centrifugar a 12, 000 g por 20 min.

El precipitado se lav6 con un volumen igual al original de sulfato de amonio al 33 %,
se resuspendi6 en 5-10 % de PBS pH 7.3 y por ultimo se dializé contra el mismo
amortiguador a 4 °C, durante 48 h.

El suero semipurificado se mezclé con glicerol en concentracion final del 10 % para

su conservacion a -20 °C.
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b) 1: linfatico popliteo; 2: linfaticos linguinales superficiales (Getty y Saar, 1990)

Figura 10. Localizacién del ganglio popliteo en conejo.
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Cuadro 3. Programacion de inmunizacion de conejos con peroxidasa de nabo
(Brassica napus var. purple top white globe)

Dias Inmunizacion Desangrar
Inicio 1° Suero preinmune
10 dias 2°
25 dias 3° Suero para titulo
40 dias 4°
50 dias Totalmente

6.5 Inmunodeteccion

6.5.1 Transferencia Western (Western blot)

Se realizo la transferencia de las dos isoperoxidasas purificadas, P1 y P2, a
membranas PVDF (Bio Rad), después de haber realizado una electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) en condiciones reductoras. Se probaron dos
concentaciones de proteina a transferir; 2.5 ugy 1 ug por carril.

Una vez terminada la electroforesis, se removié el gel de alineamiento, y el gel de
separacion se equilibrdé durante 20 min, con un cambio a los 10 min, en
amortiguador de transferencia Tris-glicina (Tris 0.58% (p/v), glicina 0.29% (p/v)). De
igual forma la membrana en donde fueron transferidas las enzimas se sumergieron
en metanol y equilibraron en el amortiguador de transferencia por 10 min.

La transferencia se realizé en una unidad de transferencia semiseca Trans blot SD-
Dry (Bio Rad), durante 75 min con una corriente constante de 15 V.

Transcurrido el tiempo de la transferencia las membranas se colocaron en soluciéon
bloqueadora, utilizando caseina como agente bloqueante, durante toda la noche a
4 °C. Después se incub6 durante 3 h a temperatura ambiente con los anticuerpos
producidos en diluciones seriadas en razon 2 a partir de 1:500 hasta 1:16000. Se
hicieron 4 series de lavados de 5 min cada uno con TTBS (solucién 1x TBS (Bio
Rad) y Tween-20 al 0.5 %). Se incubé con el segundo anticuerpo IgG de cabra
anti-conejoligada a HRP (peroxidasa de nabo picante) en dilucién de 1:5000
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durante 50 min a temperatura ambiente, realizando posteriormente una segunda
serie de 8 lavados de 5 min y dos ultimos de 10 min con TTBS. Por dltimo sin
permitir que se secara la membrana se colocoé durante 1 min la mezcla de
reactivos, luminol y 4-iodofenol, que di6 reaccion de quimioluminiscencia.
Finalmente se expuso la membrana a la pelicula fotografica (Kodak) (sensible a la
luz) y por lo tanto si existe el anticuerpo deseado, la pelicula quedara marcada en
donde se encuentre el anticuerpo ya qué solo es ahi donde habra reaccion de
luminiscencia.

El revelado de la pelicula se realizé al pasarla primeramente por solucion
reveladora 6BX (Kodak) durante 3 min aproximadamente, posteriormente por agua

1 min y finalmente por solucién fijadora 6BX (Kodak).

6.5.2 Prueba de ELISA

Para facilitar la descripcion del desarrollo de la misma se expone en los siguientes

puntos:

1 Inmovilizacion del antigeno. Se colocaron diluciones seriadas en razén 2
(iniciando en 4 ng/ uL hasta 7.8 pg/ul) de P1 y P2 en una solucion de
carbonato-bicarbonato 0.1 M pH 9.5 en cada una de los pozos. Se incubd
durante toda la noche a 4 °C.

2 Lavado. Se lavo la placa 4 veces con solucion de lavado, solucion salina
amortiguadora de fosfatos PBSy 0.1 % de Tween-20 (PBST).

3. Bloqueo. Se saturd la placa con leche descremada al 3 % en PBS y se incubd
durante 1 h a 37 °C.

4 Lavado. Se lavaron 6 veces la placa con la solucién de lavado.

5 Incubacion con el primer anticuerpo. Se incubd con los anticuerpos producidos
en dilucion 1:250 durante 1h a 37 °C.

6. Lavado. Se lavaron 6 veces la placa con la solucién de lavado .

7 Incubacién con el segundo anticuerpo. Se incubd con 1gG de cabra anti-conejo
conjugada con PAP (fosfatasa alcalina) en dilucion 1:5000.

Lavado. Se lavaron 8 veces la placa con la solucion de lavado. Se realizaron 2

o

lavados adicionales de PBS + 10 mM dietanolamina y 0.5 mM MgCl..
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9 Revelado. Se colocan 50 pL por pozo de la solucion que contiene el sus
incubd a 37 °C hasta que se desarrollé un color amarilio

nitrofenil fosfato e

brillante.
10. Lectura de absorbancia a 405 nm en un lector de ELI

Fluorescence Reader Bio-Tek

trato, p-

SA FL600 Microplate
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6.6 Disefio experimental

El nabo de donde se extrajo la peroxidasa se obtuvé de la cosecha (después de 7
semanas de sembrado) de un unico lote. La purificacion se realizo como se indica
en la figura 11, en cada una de las etapas se determiné la cantidad de proteina y la
actividad a las fracciones por triplicado obteniendo el promedio y su respectiva
desviacion estandar.

En la parte de inmunizacion se usaron conejos raza New Zealand y se trabajo con
ellos en el Bioterio de la Facultad de Medicina, los cuales fueron manejados bajo
las mismas condiciones.

En la figura 11 se muestra el diagrama de flujo general del disefio experimental.
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|. Purificacion
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Preparacion del extracto crudo
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cada isoenzima de la‘que se
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Figura 11. Diagrama de flujo del disefio experimental
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.4 Prepurificacion

7.1.1 Obtencién de extracto crudo.

Después de haber obtenido el extracto crudo de nabo se realizaron analisis de
actividad y proteina observandose una buena actividad especifica, 5.20 U/mg,
comparable con la de otras fuentes como col de Bruselas, brocoli y nabo variedad
esculenta (Cuadro 4) (Cordova-Delgado, 1998, Duarte-Vazquez y col., 2000,
Garcia-Padilla, 2000, Pérez-Arvizu, 1999). Estas concentraciones sugieren ser

adecuadas como para ser una fuente alternativa de purificacion de peroxidasa.

7.1.2 Ultrafiltracion.

El extracto crudo obtenido se ultrafiltré en una unidad de ultrafiltracion Minitan i
(Millipore) usando membranas de corte nominal de 10 kDa lo que nos aseguré que
en el retentado se encuentra nuestra enzima de interés, pues de acuerdo a Vamos-
Vigiazo (1981) las peroxidasas provenientes de frutas y vegetales se encuentran de
30 a 54 kDa.

Ademas de la eliminacion de algunas proteinas contaminantes, el extracto crudo se
concentré aproximadamente 9 veces facilitando su manejo, y disminuyendo el
volumen de acetona utilizada palra su posterior precipitacion.

La actividad de peroxidasa en este paso disminuy6 un 22 % comparada con la del

extracto crudo por la posible accion de proteasas.

7.1.3 Precipitacion con acetona.

De acuerdo al protocolo de purificacion propuesto por Duarte Vazquez y col. (2000)
para nabo variedad esculenta, la primer etapa de prepurificacion realizada fue la
precipitacion con acetona en una relacion 2:1 acetona:extracto crudo.

El factor de purificacion se incremento 2 veces y se conservo el 49 % de actividad
enzimatica original (Cuadro 5). Se lograron eliminar algunas proteinas
contaminantes ademas del color que podria afectar la elucion de peroxidasa al

momento de realizar la cromatografia de intercambio iénico.
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Cuadro 4. Actividad de peroxidasa del extracto crudo de diferentes vegetales del

género Brassica (adaptado de Cordova-Delgado, 1999, Duarte-Vazquez y col.,

2000, Garcia-Padilla, 2000, Pérez-Arvizu, 1999).

Actividad especifica

Actividad por gramo de

Vegetal
(U/mg) materila fresco (U/g)
Esparrago 0.12 0.289
Col de Bruselas 0.4 7.9
Brocoli 0.5 7.4
(var. italica)
Rabano 1.63 1.2
Brocoli 2.61 3.5
(var. Maraton)
Nabo 52 5.32
(var. purple top white
globe)
Nabo 6.5 10.8

(var. esculenta)
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Cuadro 5. Resumen de la purificacion de dos isoperoxidasas de nabo, con base a 5
kg de vegetal fresco?

Muestra Proteina Actividad Actividad Factorde Rendimiento
(mg) (U) especifica  Purificacion de actividad
(Uimg)
Extracto crudo| 5044 26600 5.20 1 100
Ultrafiltracion 2565 20871 8.00 1.50 78.0
Precipitacion® | 1265 13000 10.2 1.90 49.0
Intercambio 33.8 6100 180.5 35.0 23
anionico®
Interaccion
hidrofébica®
P1 3.35 2073 618 118 7.8
P2 3.4 3600 1059 203 13.0

a Promedio de tres corridas con coeficiente de variacion menor a 5 %.

b Con acetona

¢ (DEAE-Celulosa). Fraccion no retenida

d (metil HIC)
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7.2 Purificacion

7.2.1 Cromatografia de intercambio ionico

El siguiente paso de purificacion llevada a cabo fue la cromatografia de intercambo
iénico en la cual se utilizé una columna de DEAE-Celulosa. El perfil de elucion se
presenta en la figura 12. Se observa que la actividad de la peroxidasa se distribuy6
en tres picos, aparentemente dos de ellos corresponden a isoenzimas basicas (no
retenidas, 11 e 12) y el tercero (13) a una mezcla de isoenzimas neutras, acidas y
ligeramente basicas con una alta actividad (502 U/mg, eluidas con una
concentracion de NaCl aproximada de 0.4 M). Para verificar la pureza de las
proteinas, se realizé una electroforesis desnaturalizante en condiciones reductoras
de la fraccion no retenida (fracciones 7 a 14) y su posterior tincién con reactivos
especificos para glicoproteinas. Solo se observarén dos bandas, una a 39 kDa y
otra a 36 kDa (carril f, figura 13) correspondientes a los picos 1y 2 de la fraccion no
retenida del cromatograma (Figura 12). Este es el rango de peso molecular donde
se encuentran las peroxidasas provenientes de frutas y vegetales. Vamos-Vigiazo
en 1981 reporté que el peso molecular de las peroxidasas de plantas se encuentra
en el rango de 30-54 kDa. Esta diferencia en peso molecular (PM) se ve
grandemente influenciada por la composicion de carbohidratos y otro tipo de
modificaciones postraduccionales. Ademas de que la tincidn hecha para
glicoproteinas para esta fraccion mostré6 que probablemente se trataba de
peroxidasa ya que diversos trabajos han demostrado la naturaleza glicoproteica de
esta enzima en la cual los carbohidratos pueden constituir hasta el 30% del PM
total de la enzima (Shannon y col., 1966). Para comprobar que tales bandas
correspondian a peroxidasa se practico una electroforesis no desnaturalizante. El
gel se tifié por actividad, como se describe en la seccién 6.3.8, y el color verde que
se desarrolld debido al sustrato utilizado (ABTS) cuando se presentd actividad,
mostré el mismo peso molecular (36 y 39 kDa) que cuando el mismo gel se tind

con plata.
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Figura 12. Cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-celulosa) del extracto precipitado

con acetona. Amortiguador A: Tris HCI 50 mM, pH 8.60; amortiguador B: A + 1 M de NaCl.
Velocidad de flujo 5 mL/min
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Figura 13. Electroforesis desnaturalizante en condiciones reductoras de los extractos de
peroxidasa en diferentes etapas de purificacién. Tincién con plata. a: marcadores de bajo
peso molecular 20-66 kDa (Sigma); b: extracto crudo precipitado con acetona 1:2; c: extracto
crudo ultrafiltrado; d: fracciéon retenida en intercambio anidénico (DEAE-celulosa). Tincion
para glicoproteinas. e: extracto crudo precipitado con acetona 1:2; f: fracciéon no retenida en

intercambio aniénico (DEAE-celulosa); g: fraccion retenida en intercambio aniénico.
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Por su parte, la fraccion retenida (I13) al someterse a electroforesis (SDS-PAGE
reductora) y a tincién para glicoproteinas, mostro varias bandas de proteinas
contaminantes (carril g, figura 13). La fraccion elegida para los posteriores
experimentos de este trabajo fue la no retenida la cual mostré una actividad
especifiéa de 180 U/mg, siendo aparentemente la de mayor pureza. Por otro lado,
la fraccion retenida fue utilizada para experimentos de biorremediacion de aguas

contaminadas con compuestos fendlicos (Ortega-Tovar, 2001).

7.2.2 Cromatografia de interaccion hidrofébica

La fraccion no retenida en la cromatografia de intercambio aniénico (11+12), fue
dializada contra una amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 durante 48ha4°C,
con cambios de amortiguador cada 8 h, y posteriormente inyectadas en una
columna de interaccién hidrofébica metil HIC.

Segun el cromatograma (Figura 14) la actividad de peroxidasa se distribuy6
Unicamente en dos picos, P1y P2. '

Como se muestra en la tabla de purificacion (Cuadro 5), P1 tiene una actividad
especifica de 618 U/mg y un factor de purificacion de 118, mientras que para P2 su
actividad especifica es de 1059 U/mg y factor de purificacion de 203, lo cual nos
indica que esta Ultima fraccion tiene probablemente mayor pureza que P1, o bien,
un contenido de isoenzimas mas activas.

Después de realizar una electroforesis (SDS-PAGE reductora) de los fracciones
donde se presentaron P1 (fraccion 20) y P2 (fraccion 26) (Figura 15), se puede
concluir que la fraccion P2 fue purificada a homogeneidad ya que la tincion con
plata mostré solo una banda con un peso molecular de aproximadamente 36 kDa.
Para la fraccién P1 se observaron dos bandas, la mas definida de ellas con un PM
de 39 kDa. Esto indica que existe al menos otra proteina mas que pudiera tratarse
de una isoenzima de peroxidasa; de aqui también puede determinarse que es por
esta razon que su actividad especifica y factor de purificacion son menores a los de

la fraccion P2.
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Ellos produjeron anticuerpos para tres N-glicanos de peroxidasa catiénica de
cacahuate y observaron que la inhibicion, al desarrollar una ELISA competitiva
hecha por diferentes monosacaridos, es menor a la que resulta de una incubacion
con los N-glicanos; apoyandose en los resultados de Hu y van Huystee
(1989b) quienes demostraron que el anticuerpo contra peroxidasa cationica de
cacahuate tuvo reaccién cruzada con la aniénica de la misma fuente, debido a las
parte glicosilada de la proteina.

Por lo tanto, debido a los resultados contradictorios a este respecto es dificil
generalizar sobre el papel funcional de los carbohidratos en la respuesta inmune,
sin embargo en las peroxidasas de nabo estudiadas aqui, después de su

destruccién se conservd el reconocimiento antigénico.

7.5 Determinacion de la homologia y reactividad cruzada mediante técnica
ELISA

De acuerdo a los datos obtenidos en la transferencia Western (seccion 7.4.2) es
evidente que las isoperoxidasas P1 y P2, tienen en sus estructuras determinantes
antigénicos similares. La determinacién cuantitativa de esta homologia se llevo a
cabo mediante reacciones cruzadas en ELISA, debido a que esta técnica
inmunoldgica al igual que el radioinmunoensayo y precipitacion se basan en la
interaccion de los multiples determinantes antigénicos de una proteina con
anticuerpos especificos (Clark y Conroy, 1984).

Con el objeto de encontrar la dilucién 6ptima del anticuerpo producido con la cual
se podia trabajar, alicuotas de 50 pl de diluciones seriadas en razén de 2 (iniciando
en 4 ng/uL hasta 1.95 pg/pL) fueron inmovilizadas en microplatos, incubando
aproximadamente 12-14 h. Se lavaron posteriormente los pozos con PBST Yy se
agrego la solucion de bloqueo. Transcurrido el tiempo de bloqueo (1 h) de los sitios
no especificos de la proteina, se incub6 con el anticuerpo en diferentes diluciones
1:250, 1:500 y 1:1000. Nuevamente se lavd la placa para posteriormente colocar
IlgG de cabra anti-conejo ligada a AP (fosfatasa alcalina) y después de 1 h de

incubacién a 37 °C las placas fueron lavadas y finaimente se agrego p-nitrofenil
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fosfato como sustrato. Las mezclas se incubaron 1 h a 37 °C hasta la aparicion de
color amarillo brillante deteniendo la reaccién con NaOH 3 N. La medicion del color
desarrollado se hizo a 405 nm en un lector de ELISA.

De las tres diluciones ensayadas, 1:250 fue la concentracion en la cual existio
lectura para las diferentes diluciones de la proteina y la curva se encuentra mejor
definida, ya que las diluciones 1:500 y 1:1000 en concentraciones de proteina
menores a 0.25 ng/ uL y 1 ng/ ul la absorbancia fue muy baja (Figuras 20y 21).
Para calcular la constante de afinidad (Ka) y por tanto de el porcentaje de
homologia de las peroxidasas en estudio, solo doce de la diluciones ( a partir de 16
ng/ pL hasta 7.8 pg/ pL) de tales isoenzimas fueron tomadas en consideracion ya
que las dos mayores a 7.8 pg// plL proporcionaron una lectura igual a la producida
por ésta. Finalmente se trazo la grafica de las absorbancias a 405 nm, tomando
la maxima de las lecturas como el 100% de la formacion del complejo antigeno:
anticuerpo (Ag:Ab), contra el log de antigeno libre de las isoperoxidasas colocadas
en cada pozo (Figuras 22, 23,24y 25).

La constante de afinidad para anticuerpos policlonales, representa el volumen en el
cual un mol de anticuerpo puede ser diluido para unir el 50% de antigeno. Segun la
ley de accién de masas, esta constante es igual al inverso de la concentracion del
antigeno ya que a una saturacion media de los sitios de unién en un anticuerpo la
concentracién del complejo antigeno:anticuerpo es igual a la concentracion del
anticuerpo (Apéndice 3). Por lo tanto en el grafico, el inverso de la concentracion en
la cual se presenta el 50% de la formacion del complejo Ag:Ab da la constante de
afinidad K,.

La constante de afinidad o constante de asociacion en el equilibrio, es definida
como el reciproco de las unidades de concentracion molar M o litros por mol
(L/mol). Entre mayor sea K, mayor es la afinidad de! anticuerpo por el antigeno. |
En el cuadro 7 se presenta el porcentaje de la actividad cruzada de los antisueros
con cada una de las peroxidasas al igual que su constante de afinidad.

Se encontro un 44.7 % de reaccion cruzada entre P1y AbP2 y de 46.3 % entre P2

y AbP1. Dada la similitud en el porcentaje de homologia de la reaccion cruzada
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Figura 20. Efecto de la dilucion de AbP1 en el desarrollo de ELISA
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Cuadro 7. Constantes de afinidad (= K,)x10® (L/mol) para dos isoenzimas de

peroxidasa de nabo y sus respectivos anticuerpos, asi como porcentaje de reaccion

cruzada

AbP1 AbP2

P1 100 447
(K = 102.6) (Ka = 30.9)

P2 46.3 100
(K, = 47.56) (K, = 69.2)
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puede concluirse que la estructura tridimensional es muy semejante. Estos valores
son muy similares a los presentados por Conroy y col. (1982), en donde dos
isoenzimas basicas de nabo y zanahoria tuvieron una reaccién cruzada con una
peroxidasa basica de raiz picante del 51.5 % y 46 % respectivamente; y menores a
la reaccion cruzada entre una isoperoxidasa basica de rabano picante e
isoperoxidasa basica de rabano con 77 % y una homologia del 73 %. De la misma
forma Clark y Conroy (1984) realizaron estudios sobre reacciones cruzadas en
donde dos isoenzimas acidas de rabano picante (VII y VIII) dan una actividad
cruzada del 57 % entre VIl y el anticuerpo de VIII y del 87 % entre Vil y el
anticuerpo de VII.

Sin embargo tanto los resultados de este trabajo como los citados son
contrastantes a los reportados por Lang y col. (1990) en donde el porcentaje
maximo de reacciéon cruzada entre dos isoperoxidasas acidas de tabaco fue del
13% con una homologia del 10 %; atribuyéndolo a que los anticuerpos son
mayormente los que se encuentran en la parte peptidica central donde se contiene
el sitio activo y el canal de acceso para el sustrato (Welinder, 1985).

Lo anteriormente descrito se confirmé al comparar los porcentajes de homologia,
por caracterizacion inmunolégica, con los obtenidos al secuenciar los aminoacidos
de las isoperoxidasas basicas de nabo y rabano picante existiendo un 49 % de
identidad (Mazza y Welinder, 1980). De la misma forma con la secuenciacion del
ADNc de dos peroxidasas &cidas de tabaco se observo 52 % de homologia con
una peroxidasa cationica de rabano picante y 46 % con una peroxidasa catidnica de
nabo (Lagrimini y col., 1987). Estos estudios indican que las peroxidasas de
diferentes fuentes se encuentran estucturalmente relacionadas y que en algunas
investigaciones tal relacién es mayor entre isoperoxidasas basicas de diferentes
fuentes que isoperoxidasas basica y 4cida de la misma fuente.

En cuanto a las constantes de afinidad estas se encuentran dentro del rango de
baja afinidad ya que valores tipicos para constantes de afinidad K, de la mayoria
de los anticuerpos va de 10° a 10" L/mol; presentandose entre 10° a 10" L/mol
aquellos de baja afinidad (Deshpande, 1996). Cabe senalar que las inmunizaciones

fueron hechas con la enzima desnaturalizada y el ensayo de ELISA con la
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isoperoxidasa nativa, lo que puede explicar en parte las diferencias. La
desnaturalizacién pudo influir en el sitio de reconocimiento y por tanto en la
formacion del complejo Ag:Ab. De acuerdo a Dunbar y Schwoebel (1990), tanto, el
nivel de respuesta inmune (inmunogenicidad) como el tipo de reconocimiento del
epitope (conformacional y secuencial) pueden ser modulados por el método de
purificacion del inmunégeno. Inmundégenos purificados por métodos bioquimicos no
desnaturalizantes tienden a dar una fuerte respuesta dirigida hacia la conformacion
del epitope presente en la molécula. Procedimientos donde es desnaturalizado el
inmunoégeno tienden a dar anticuerpos que se dirigen hacia los determinantes

secuenciales.
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8. CONCLUSIONES

Se logré la purificacion de dos isoenzimas de p}eroxidasa de nabo (Brassica napus
L. var. purple top white globe), P1 (39 kDa) y P2 (36 kDa), mediante técnicas
cromatograficas. Las actividades especificas fueron 618 U/mg para P1y 1059 U/mg
para P2, las cuales son comparables con la peroxidasa comercial de rabano
picante (tipo VI, Sigma) por lo que se considera al nabo como una buena fuente de

esta enzima.

La utilizacion de bajas dosis (2-4 pg de proteina) de estas dos isoperoxidasas, P1y
P2, como antigenos para la produccién de anticuerpos policlonales se consiguio

mediante la ruta de inmunizacién directa al sistema linfatico (ganglio popliteo).

Se obtuvo un buen rendimiento de anticuerpos dada la alta relacién de mg de
proteina obtenida (por precipitacién del suero), por ug de proteina inyectada; 23

para P1y 21.5 para P2.

Se logré detectar la produccién de anticuerpos contra P1 'y P2, mediante
transferencia Western, obteniéndose una buena sefal de quimioluminiscencia
usando una dilucién de 1:16000 de los anticuerpos producidos. No se observo la
presencia de anticuerpos contra las isoperoxidasas purificadas en los sueros

preinmunes usados como control negativo.

La reaccion cruzada entre P1 y P2 ademas de PB sugiere que comparten
determinantes antigénicos estructuralmente rélacionados, debido probablemente a
la homologia de sus secuencia de aminoacidos. Siendo las estructuras
tridimensionales de P1y P2 muy semejantes ya que existe un 44.7 % de homologia
de la reaccion cruzada entre P1y AbP2 y de 46.3 % entre P2 y AbP1.

Las isoenzimas P1 y P2 sometidas a desglicosilacién usando metaperyodato de
sodio, P1D y P2D, presentaron reaccién cruzada con los anticuerpos producidos; lo
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que sugiere que aun después de la destruccion de los cadenas glicosidicas de las

isoperoxidasas purificadas se conservo el reconocimiento antigénico.
Los anticuerpos obtenidos fueron de baja afinidad (10° M), no obstante han sido

sugeridos como los mas adecuados para una eficiente unién y su posterior elucion

en columnas de inmunoafinidad.
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Apéndice 1. Curva de calibracién para la determinacioén de proteina por el
método de Bradford. Seroalbumina bovina (BSA) como estandar.
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Apéndice 2. Curva de calibracién para obtener la presién transmembrana
promedio (PTP) en la utilizacion de la unidad de ultrafiltracion.
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Apéndice 3. Calculos para obtener la constante de afinidad de AbP1y AbP2.
Las reacciones antigeno (Ag):anticuerpo (Ab) son reversibles, y pueden ser
descritas conforme a la ley de accién de masas bajo condiciones de equilibrio como

sigue:

ka
Ag + Ab « Ag:Ab (1)

kd

rearreglando,
K, = ka/kd = [Ag:Ab)/[Ag]-[Ab] (2)

Donde ka y kd son respectivamente la constante de asociacion y disociacion del
complejo unido, [Ab] es la concentracion de el anticuerpo no unido o libre, [Ag] es
la concentracién del antigeno no unido vy [Ag:Ab] lo es del complejo
antigeno:anticuerpo.

Considerando que el anticuerpo es homogéneo y solo tiene un sitio de unién que
solo reconoce un epitope del antigeno con la misma afinidad:

De la ecuacién 2, si Abr representa la concentracion total del anticuerpo en el

sistema, entonces la concentracion de anticuerpo libre es:
Ab = Abt — [Ag:Ab] (3)

Si se usa B y F para denotar el complejo unido [Ag:Ab] y el antigeno libre [Ag],

respectivamente, de la ecuacién 2 se tiene:
Ka=B/( Abt-B) * F (4)

rearreglando,
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s o=3ag

B/F = K, (Abr-B) (5)

B/F =K, - Abr-K;- B (6)

La ecuacion 6 indica una relacién linear entre la relacion de antigeno unido/libre y ia
coencentracion de el antigeno unido. La representacion grafica de esto es conocida
como la grafica de Scatchard.

Lo anterior solo es posible para anticuerpos monoclonales, ahora para policlonales:
K. puede obtenerse por dos medios. El primero aproximando K, a la saturacion
media de los sitios de union del anticuerpo, por lo tanto de la ecuacién 2 y cuando

se encuentran los sitios de unién del anticuerpo a saturacion media:

Ka= 1/[Ag] (7)

100 e e e e g — 0 q®

50

1K,

log F

Figura A3. Representacion grafica del porcentaje de formacion del complejo Ag:Ab

contra la concentracion de Ag libre
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Del grafico de B contra log F, una linea recta puede ser dibujada en la media

maxima de unién (Figura A3). El punto del eje x donde corresponda a la

interseccion con la curva proveera de una estimacion de I/ K.

Como puede observarse en la figura A3, la curva corresponde a una ELISA

competitiva ya que a mayor cantidad de antigeno libre existe el 100% de formacion

de complejo Ag:Ab; no asi para nuestro caso en done la ELISA utilizada fue

indirecta o sandwich en donde a menor antigeno libre mayor es la formacion del

complejo Ag:Ab.

En el siguiente cuadro se colocan las intercepciones que se obtuvieron en el eje de

las abscisas para los graficos de reacciones directas y cruzadas para determinar ia

constante de afinidad.

Reaccion Concentracion de antigeno libre Constante de
(ng/ulL) afinidad
(=K 2)x10° (M)
P1:AbP1 0.38 102.6
P2:AbP2 0.52 69.2
P2:AbP1 8.2 47.5
P1:AbP2 1.26 30.9

El inverso del cociente del antigeno libre entre el peso molecular de las

isoperoxidasas, 39 kDa para P1 y 36 kDa para P2, es igual a la constante de

afinidad (K,).
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