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e e RESUMEN

IV RESUMEN

La inmunizacidn pasiva es una manera de apoyar al sistema inmune
en donde hay transferencia de anticuerpos, o algun otro componente del
sistema inmune, de forma natural o artificial, encaminados a individuos
que presentan cuadros agudos de algin padecimiento y/o cuando la
vacunacion esta contraindicada.

El objetivo de éste trabajo fue estandarizar un método para la
inmunizacién, el aislamiento y purificacion de anticuerpos a partir de
sueros hiperinmunes, su conservacion liofilizada y su uso terapéutico en
caballos. Estos anticuerpos al ser administrados por via intramuscular,
provocaron en estos animales un incremento en los niveles basales de
Inmunoglobulina G desde el primer dia de inoculacién y se mantuvo
elevado durante 35 dias aproximadamente con una vida media de 20
dias. Los antisueros en una forma liofiizada pueden ser altamente
especificos para algunas enfermedades comunes como: Influenza Equina,
Encefalitis Equinas, Virus del herpes Equino tipo 1 y 4, Salmonelosis o
Virus del este de! Nilo. Ademas se preparé un conjugado de cabra anti
IgG de caballo que podra ser utilizado en sistemas de diagnéstico.




1 INTRODUCCION

1.1 INMUNOLOGIA ESPECIFICA DEL CABALLO.

Es importante conocer el funcionamiento del Sl de los equinos, ya que
histéricamente han sido de importancia para el hombre, como animal de carga, en
deportes, mascota, etc; ahora coniribuyen como modelos de enfermedades y
produccién de alguncs antisueros. (Balley, 2004; Steinbach, 2002; Femandez, 1997}

1.1.1 CELULAS INMUNES Y ANTIGENOS DE SUPERFICIE

Como todos los vertebrados, los caballos tienen células de Sl inmunes como
macrdfagos, granulocitos, dendriticas, linfocitos, etc. La diferencia entre estas células
se establece por su tamario, forma y color de granulos, pero actualmente con el uso
de anticuerpos monoclonales (mAcs) es posible determinar la diversidad de antigenos
existentes en la membrana de éstas células y asi poder caracterizarias (Wagner, 2005).

Hace algunas décadas este tipo de diferenciacion no estaba claro, ¥ no fue hasta
que el ELAW 1l (Second Intemational Workshop on Equine Leucocyte Antigens) (Lunn,
1998) determind la nomenclatura de citocinas, antigenos y anticuerpos del orden

equino (Tabla 1.1.1); sin embargo, todavia hay discrepancias entre las formas
existentes de moléculas.

La dasificacién de células y citocinas, asi como de sus receptores se ha hecho
posible por a la produccidn de anticuerpos monocienales para algdn tipo de antigeno
celular (Capitulo 1.5.2). El estudio de las células del sistema inmune en caballos es
indispensable estos para la investigacién de enfermedades de estos animales, porque

el caballo continia contribuyendo a la investigacién de enfermedades del Sl (Mart,
2003).

11



s [INTRODUCCION

Tabla 1.1.1_Antigenos encontrados con mAcs en células del S equinas’ .

Antigeno Linf.T Granulocitos Timocltos Linf. B PM (kD) Ortdlogo humano
qCD2 * - + - 58 CD2 linf. T
qCD3 + - + - 25 cD3

EqCD4 + . + - 58 CD4

EqCD5 + . + i 69 nd

[EqCD8 T ) ; |68 D8

EqCD11a/18 + + + + 280 nd

EqQCD13 . + - - 150 CD13

EqCD44 + + + + 76 CD44

EqQMHC | + + + + 56-57 nd

EqMHC I + . + + 34 nd
qQWC 1 + + + - 26 nd

EqwC 2 + * + - 170 CD45,CD49

EqWC4 (EqCD28) - _ _ _ 48 CDZ8

Cél. B - - - + 46 CD19, CD21

EqTCR nd nd nd nd nd nd

EqBCR nd nd nd nd nd nd

nd no determinado. _Pastoret 1808, Lunn 1998 **Mayal 2001
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e INTRODUCCION

1.1.2 ANTICUERPOS

Los anticuerpos del caballo son muy parecidos al los del humano incluyendo la
presencia de varios isotipos. Con los conocimientos de biclogia molecular se han
podidc establecer los loci o locus de los anticuerpos el genoma equino y por
consiguiente su clasificacién. Las cadenas pesadas estan codificadas por los genes;
gen u, seis ¥ uno € y uno ¢ (Marti, 2003); las inmunoglobulinas estan caracterizadas,
entonces, como IgM, lgGa, IgGb, IgGc, 1gG(T), IgE, e IgA (Tabla 1.1.2), aunque
actualmente la denominacidn de las subclases de IgG son 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,

IgG5, 1gG8, donde el isotipo 1gG3 e 1gG5 forman la denominada 1gG(T) (Steinbach,
2002).

Tabla 1.1.2 Anticuerpos equinos. (Steinbach, 2002)

Nomenclatura Nueva Gen de la cadena Peso molecular
revia designacion pesada* Total (kD)
IgM lgM 5IGHM ¥ 900
IgGa IgG1 5'IGHG1 3 178
5 IGHG2 3’ -
1gG(T}) IgG3 5 1GHG3 3 188
1gGb 1gG4 5 IGHG4 3 166
igG(T) 1gG5 5 IGHGS 3 188
| lgGc™ BL i 5 IGHGE 3 169
EE IgE 5 IGHE ¥ -
IgA IgA 5IGHA ¥ 150-700
IgG7* IGHGT™
igD** ILD"“ IGHD™
*El paso total refere ia cadena pesada y la igera en condiciones no reductivas
“*Lunn, 1988.
*wagner, 2005

A la fecha no se han reportado datos para pensar en una !gD como en los
humanos, pero reciente mente se ha reportado el loci para esta inmunogiobulina.

Todavia existe discrepancia en la asignacion de las subclases de 1gG (Wagner 2005,
Lunn, 1998; Steinbach, 2002).
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1.1.3 CITOCINAS

Las citocinas tienen un importante nivel en la regulacion de la respuesta inmune
{Pastoret, 1998). La identificacién en la actualidad de varias citocinas se ha logrado

gracias a la homologla de éstas con las humanas y otros animales blen sstudiados
(Tabla 1.1.3).

Tabla 1.1.3 Citocinas Equinas®

Citocina Homologia (%) [Identidad (%)
Humano contra

Contra humanc| Contra ratén raten
IL-1a 82 (71) 75 (61) 76 (60)
IL-1B 80 (65} 78 {83) 79 (68)
IL-2 82 70) 65 (50) 70 (56)
1L-4 65 (54) 55 (38) 52 (37)
IL-5 79 (73} 76 (64) 80 {(69)
IL-6 77 (81) 60 (41) 60 (41)
IL-8 81 (70) n.d. n.d.
IL-10 90 (84) 85 (75) 85 (73)
IL-11 95 (92) 90 (86) 91 (87)
IL-12p35 88 (82) 71 (58} 73 (58)
IL-12p40 91 (86) 78 (66) 77 {66)
1L-18 85 (79) 72 (84) 74 (62)
GM-CSF 76 (71) 64 (55) 65 (54)
IFN-a1 78 (70) 71 (58) 77 (60)
IFN-p 71 (60) 59 (48) 82 (49)
IFN-y 78 (68) 57 {(43) 54 (38)
TNFa 80 (86) 85 (78) B9 (78)
TGF-p1 95 (92) 91 (88) 93 (89)
Eotaxina 79 (71) 73 {563) 76 (58}
MCP-1 80 (77) n.d. n.d.

*Steinbach 2002

*Abreviaturas:; ; n.d., No determinado.

*H dato fue comparado con las dadas por el GenBank para citocinas humanas y de ratén (no estan en
ista). El porcentaje de homologla fue calculado por la alineacitn en ba secuencia de aminoacidos,
usando ef Pagquste MacVector (GCG).
_Mquebsrreandmasauadasdebspmﬁsinasoanﬁmmaﬁctodnasmpuedenser
predecidas con la comparacion de secuencias y deben ser determinada experimentaimente para cada
citocina

14




También con e proyecto del genoma equino es posible identificar las diferentes
citocinas por tecnologia del ADN recombinants y existen bancos de genes disponibles
en varios sitios web (Bailey, 2004; Wagner, 2005; Marti, 2003).

Ademas de las secuenciaciones, estas citocinas se han clasificado segln la
respuesta que producen: ias llamadas citocinas tipo 1 o Th1 incluyen la IL-2, INF-y y
TNF-a e IL-12. Las citocinas Tipo 2 o Th2 contemplan las IL-4, IL-5, IL-13 e IL-1B. La
citocina Th3, el factor de crecimiento transformantes (TGF)}-13, regula la produccién de
citocinas tipo Th1 6 Th2 atravez de la modulacion de la respuesta inmune (Horohov,
2003).

1.2 PURIFICACION Y AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS

Existen muchas técnicas para la purificacidn de proteinas en general, y el uso de
ellas depende de la cantidad de inmunoglobulina a purificar, resolucién y el costo. Sin
embargo lo anterior puede ser muy relativo y aunque hay técnicas novedosas, los
principios contintian siendo los mismos (Mulvey, 2002; Liddell, 2002).

De manera general, los métodos para purificacion de Inmunoglobulinas incluyen:
a) Por diferencia de solubilidad
b) Cromatografia de intercambio idnico

c) Cromatografia de absorcidon
d) Electroforesis

15




1.2.1 POR DIFERENCIA DE SCLUBILIDAD

Una proteina esta disuelta en un medio acuoso gracias a interacciones —cargas,
grupos polares, hidrofiicidad- entre el disclvente y la superficie cargada de la
molécula. Si estas interacciones son cambiadas, la protelna alterara su
comportamiento molecular hacia e! disolvente en forma de un agregado que
precipitard. La dificultad o facilidad para rotar estas interacciones depende
principalmente de los residuos de su superficie (aminoacidos). Para la precipitacién de
proteinas se usa comunmente sales inorganicas, variacién de temperatura o pH,
disolventes organicos, proteinas basicas y polietilen glicol {Roby 1987).

1.2.1.1 Sales Inorganicas

Este procedimiento es uno de los mas utilizados y es dtil para el aislamiento de
grandes cantidades de inmunoglobulinas (lto 2003). Las sales comunmente empleadas
son sulfato de amonio y fosfato de potasio por su alta hidresolubilidad (Figura 1.2.1.1).
Aunque la técnica es sencilla -involucrando centrifugaciones, didlisis y cromatografia-
es importante tomar en cuenta las concentraciones de estas sales, velocidad en que
se agrega la sal, la temperatura y el pH. Muchos métodos se han estandarizado y
reportado pero es preferible optimizar algunoc para su propia muestra.( Liddell, 2003;
Sugiura, 1998).

Al agregar el sulfato de amonio lentamente a la solucion, gran cantidad de agua
se une a cada molécula de la sal. Mientras que el total de suifato de amonio aumenta,
el agua que esta disponible para interactuar con la superficie de la proteina va
disminuyendo. Asi llega un punto en que la cantidad de agua no es suficiente para que
la inmunoglobulina se solvate y precipita (Robyt, 1987). Este proceso se llama "salting
out” aunque es una simple deshidratacion como se puede ver. Este método es muy

16



. la mnmunogichulina se solvale y precipita (Robyt, 1987). Esta proceso se fama
“salling out” aungue es una simple deshidratacion como se puede ver. Este método es
iy

sficients para la separacitn de albimina que representa mas del 50 % de la proteina
total del suero (Jliang, 2004).
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Fgura 1.2.1.1. Solubiidad de algunas proleinas en disolucionas de sulfaio de amonio (Voet 1990).

Las ventajas que presenta este mélodo son: 1) poder obiener alrededor del 75%
de la proteina naliva, 2) no requiere equip0 muy especializado, 3) e producio
obtenido pusde ser conveniendemente concentrado y 4) se pueden tratar grandes
volimenes de muestra (Redwan, 2005; Jiang, 2004). Las desventajas incluyen gran
gasio de reactivos (sulfaic de amonio), no tiene muy buena resolucion, es decis, no
queda 100 % purificada ia proleina, es necesario eliminar posisrionments el sulfato de
amonio agregado, aunque SiguNos reportan que éste podria ayudar a la conservacion
de les mismas protsinas ( Montoya, 1987).

17




e S INTRODUCCION

1.2.1.2 Variacién del pH o temperatura

Las proteinas se cargan positiva o negativamente si el pH estd por encima o
debajo de su punto isoeléctrico (pl). Estas formas cargadas son mucho més solubles
que las moléculas eléctricamente neutras y por consiguiente si cambia el pH de una
solucidn que contiene moiéculas polipeptidicas puede que alguna de ellas precipiten
por alcanzar su pl. Aunque & punto isoeléctrico se puede utilizar para una buena
separacién por isoelectroenfoque, no es muy utilizado como técnica de aislamiento.
(Garvey, 1977).

En el caso de la temperatura, se requiere elevar bastante por corto tiempo y
manteneria a una temperatura moderada por largo tiempo. Dentro de éstas técnicas
no es necesario cohocer el punto isoceléctrico de la inmunoglobulina que se requiere
aislar, sin embargo son inespecificas. Normaimente se usa cuando no da resultado la
separacidn por técnicas de electroforesis; no se recomienda para cantidades grandes
ademas de que son técnicas muy dificiles.

1.2.1.3 Disolventes organicos

Los disclventes organicos disminuyen en gran medida la solubilidad proteica por
disminucién de la constante dieléctrica del medio y deshidratacién. En el
procedimiento se deben considerar la fuerza idnica del medio proteico, el disolvente
" ofganico usado y la temperatura (Robyt 1937).

Los compuestos ofganicos empleados para este método incluyen etanol, metanol y
acetona, también es eficiente el uso de acido tetracloroacético y cloroformo (Jiang,
2004). Se debe considerar que la cantidad de disolvente organico disminuye si la
precipitacién se realiza a bajas temperaturas.
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El método es simple pero muchas de las proteinas purificadas pueden perder su
actividad, puede existir interferencia con lipidos, es un proceso limitado para algunas

protelnas y es mayorments empleado cuando el objetivo es eliminar protelnas de una
mezcla.

En ocasiones es recomendable la precipitacién con disolventes organicos que la
utiizacién de sales ya que se ha observado que existe mayor rendimiento y en el caso
de las enzimas, este procedimiento no interviene en su actividad de forma significativa
{(Michall, 2005).

1.2.1.4 Precipitacion con proteinas basicas

Algunas protelnas son neutralizadas en una gran propofcidon cuando se unen a
compuestos cargados negativamente. Compuestos policatidnicos como la protamina o
estreptomicina se unen imeversiblemente a la molécula proteica neutralizandolas y
precipitandola.

Se utilizan cantidades considerables de proteina precipitante y la inmunoglobulina
queda con la proteina afiadida unida. Es poco utilizada ya que el uso esta limitado a
algunas protainas (Robyt, 1987).

1.2.1.5 Polietilenglicol

El polietienglicol (PEG) como agente precipitante es bastante empleado al
combinarse con técnicas de cromatografia. El método tiene que ser optimizado para
cada tipo de proteina tomando en cuenta el pH, fuerza idnica y concentracién
proteica. Con el PEG se han podido caracterizar las inmunogiobulinas del huevo de la
vibora (Hassl, 2005). Una de las ventajas que presenta el PEG es posibilidad de
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conservar las proteinas por un tiempo sin que pierdan sus propiedades (Montoya,
1987).

1.2.2 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

En esta técnica la proteina sufre un cambio reversible de iones en una solucién con
aniones o cationes eléctricamente unidos a la muestra dentro de un medio de soporte
insoluble. El soporte puede contener carga negativa o positiva. En este procedimiento
es importante el pH utilizado ya que la carga eléctrica de la proteina esta intimamente
relacionada con él.

En la técnica también es necesario tomar en cuenta muchos factores, desde la
eleccién del agente intercambiador de iones hasta la longitud de la columna y
velocidad de elusion ( Freifelder, 1981)

Esta técnica utilizada comectamente puede dar gran resolucion pero una de sus
principales desventajas es un largo periodo de tiempo por los largos pericdos de
elusion.

En la actualidad es posible unir anticuerpos  antigenos-especificos en el soporte,
que permitan la separacion especifica de especies proteicas, estos métodos se les ha
llamados bioespecificos y es una herramienta esencial en la ingenieria bioquimica.
{Cooper, 1977; Chase 1984)
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1.2.3 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Esta técnica es mas bien complementaria a las antsriores, se basa en la
separacion de moléculas por su tamario molecular en un medic sdlido insoluble. Los
medios de separacién pueden ser agarosa, dextrano o poliacrilamida.

Las fases estacionarias son matrices de particulas esponjadas que en su conjunto
forman pequefios poros por donde moléculas con un tamafio mayor gue el de los
poros se moveran sdlo en el espacio que queda entre las particulas, y por lo tanto no
sufriran retraso en su recommido a través de la columna ( Figura 1.2.3). Sin embargo las
mokéculas de tamarfio menor al de los poros difunden hacis el interior y el exterior de
las particulas con una probabiidad de aumentar 2 medida que disminuye el tamafio

molecular, debido a esto su movimiento en la columna se hace mas lento (Freifelder,
1g91).

oie Matrices de

Y
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da tamiz, las moléculas pequeflas al tener mds espacio libre tardan mas en separarse.
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Es usada principalmente para separar subfracciones de un aislamiento previo de
inmunoglobulinas {Garvey, 1977).

Hoy en dia existen geles cuyo tamafio de poro esta bien definido para la
separacién de clertas moléculas. En este caso es importante a considerar la altitud con

que la fase mévil es proveida ademas de todos los pardmetros cromatograficos (Robyt,
1987).

La ventaja es una buena resoluciédn si el proceso se repite varias veces, ademas el
método requiere ser acoplado a otro de identificacion para la recoleccion de fracciones
y una de sus desventajas es que la muestra se queda en gran cantidad de sclucién (se
diluye). Muchas sustancias labiles no son afectadas ya que no hay practicamente
adsofcion en la fase sdlida.

1.2.4 ELECTROFORESIS

Es un meétodo instrumental de separacién, identificacidbn y cuantificacion de
moléculas basado en la carga y masa de ellas. Su ventaja de éste método
instrumental es que tiene alta resolucion para la separacidn analitica de mezclas
complejas de proteinas (Deives, 1998: Mulvey, 2003). Existen muchas variantes de esta,
técnica por lo que sblo se mencionard la mas utilizada en la inmunologia:
electroforesis en gel de poliacrilamida y agarosa



1.2.4.1 Electroforesis on gel de poliacrilamida SDS

Método méas empleado en el drea de biologia molecular para estudios especializados
deinun@obtiasyci’asmaphcﬁomadoestasepaadﬁnde
proteinas en base a sus pesos moleculares, a partir de una muestra que previamente
fue desnaturalizada y cargada negativamente con SDS. Las moléculas méas pequefias
migran més rapidamente en una matiz formada por redes (Figura 12.41) de
acriiamida mientras que las grandes ienen mayor dificultad para migrar (Robyt, 1987).

Figaa t.24.1. Vista malecular de las redes formadas por a pollacritamida. Segin la proporcitn de los
mondmeros of tamalio de poro serd més o menos amplio.

El mondmero mansjado es el N,N-metilen-bis{acriamida) que al reaccionar con la
acrilamida forma una molécula cuya configuracion similar a una red sive para la
MEM&S@WMMMMMh
reaccion. La cantidad de acrilamida utiizada se debe tomar en cuenta para cbtener e
tamalfic de! poro (Tabla 1.2.4.1).
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Tabla 1.2.4.1 Efecto de la concentracién Bis (acritamida) sobre el tamafo poro*

—
total (%) Radio (A)
1% 5% 15% 25%
6.5 24 19 28 -
3.0 73 16 23 36
10.0 19 14 20 30
12.0 17 9 - n
15.0 13 7 - -
Cooper 1977

1.2.4.2 Electroforesis en gel de agarosa

Utiliza el mismo principio que la poliacrilamida sélo que e soporte es agarosa y se

recomienda para moléculas de mas de 200 kD. La agarosa es un polisacarido natural
lineal el cual se calienta a ebullicidn y al enfriarlo se mezcla con acrilamida para formar

el gel. Este tipo de electroforesis es empleado para la separacion de 4cidos nucleicos

principaimente.

Al final de cada comida electroforética se necesitan identificar las moléculas
separadas y para eso se requiere revelar con colorantes como azul de coomassie,
compuestos coloridos como flourosemida o alguna enzima que contenga el gel.

También se puede fransferir la protelna del gel a un papsl de nitrocelulesa y detectar
la protsina especificamente con anticuerpos conjugados en una técnica llamada

Westem Blot (Cooper 1877).
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1.2.5 DIALISIS

En la precipitacién con sales se requiere la eliminacién de estas mismas
postpurificacidn y en métodos de intercambio idnico es necesario una fuerza iénica
baja que ciertas sales modifican. Uno de los procedimientos més utilizados y antiguos
para remover las sales es el conocido como didlisis

Esta técnica involucra colocar ka solucion de proteinas en una bolsa de celulosa
amarrada en los exiremos. La boksa tiene hequeﬁos poros que permiten el paso de
pequefias moléculas como sales inorganicas pero no macromoléculas como son las
inmunoglobulinas. El proceso consiste en el equilibrio de iones dentro y fuera de la
bolsa el cual puede durar unas 6 horas. Si la cantidad de sales al final del periodo
todavia sigue siendo atto se puede colocar solucibn amottiguadora fresca para repetir
la operacién.

Muchas de las veces las bolsas comerciales para dilisis estan contaminadas con
metales pesados, nucleasas o proteasas que deben ser eliminados con un tratamiento
previc de la membrana (Cooper 1877).

Si se requiere de separacién de sales y ofras moléculas de manera mas estricta,
la cromatografia de exclusién molecular que tiene un principio similar a la de la dialisis,
es la mas adecuada (Robyt 1987).



1.3 CONSERVACION DE LOS ANTICUERPOS

1.3.1 LIOFILIZACION

También Bamado secado por congelacién, es un proceso de deshidratacion en e
cual el agua es sublimada de un material previamente congetado (Femandez B, 1998).
El fundamento es simple: el agua de la muestra es sublimada {(paso del sélido al
vapor) por la accién de bajas temperaturas y baias presiones y se da por debajo del
punto triple ded agua en un diagrama de fases PT (Figura 1.3.1).

La liofilizacién se sugiere para la concentracién de un producto que no permite
otro método, se usa para sustancias termolabiles e inestables.

£l producto liofilizado tiene muchas ventajas ya que se puede almacenar por largo
periodo de tiempo en refrigeracion sin perder sus propiedades, ademéas al eliminar el
agua y quedar al vacio se evita el crecimiento de macroorganismos. Las desventaja
incluyen que el titulo de anticuerpos después de la liofilizacion disminuye
drasticamente {baja hasta un 50% de actividad), pero &l efecto se puede contrarrestar
con alglin agente protactor (Femandez B, 1998; Montoya, 1887). El proceso es largo v
requiere equipc especializado.
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Flglra1.3.1.DiagaraP—Tdelagw.Lahanﬁdﬂnddeﬁadosd’doam(suM)sadaa
bajas presiones y temperaturas (Femandez B, 1998).
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1.3.2 TEMPERATURA

A bajas temperaturas los anticuerpos permanecen inactives y pueden durar algdn
tiempo sin perder su actividad. Dependiendo del ] tiempo en que se requieran se
pueden almacenar a 4, -20 ¢ -70 *C (Harlow 1999). Es sabido que los anticuerpos
guardados a 4°C pueden durar algunos meses sin perder su accion, pero muchos
reportan que a menofres temperaturas, si existe cierta pérdida de actividad (Montoya,
1987; Flores, 1997).

Al almacenar los anticuerpos a bajas temperaturas, en ocasiones es necesario el
uso de agentes que los estabilzaran durante el almacenaje y el tipo de éstos
dependerd de la finalidad de las inmunoglobukinas (Montoya, 1987, Harlow, 1999) Las
sustancias pueden ser: PBS, Tween pH= 8.0, azida de sodio, Glicerol, Metanol, BSA
1%, sulfato de amonio.

1.4.CUANTIFICACION DE INMUNCGLOBULINAS

Ya aisladas las inmunoglobulinas es importante cuantificarlas para futuros
estudios. Se utilizan técnicas para la determinacién de proteinas o especificas para el
tipo de inmunoglobulina.
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1.4.1 DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO
WARBURG-CHRISTIAN

El método se basa en la absorcion de luz UV de residucs de tirosina y triptdfano a
longitud de onda de 280 nm (Figura 1.4.1). Sin embargo, dado que los &cidos
nucleicos absorben ampliamente a 260 nm puede darse cierta interferencia al existir
contaminacion de elles. En si el método es facil, sensible y se requiere poco tiempo
para la cuantificacitn.

OH

Tri pldfan o Tirosina

Fl-gun1.4.1.Estuch:adulnia&dﬁptéfamyﬁroshaSuﬁmﬁﬁmdﬁnendEspecﬁnWsedebea.
Ias estruchuras en resonancia de kos grupos amino e hidroxilo en los anilos aromaticos.

Si la muestra esta contaminada con acidos nucleicos se puede utilizar la siguiente
correccidn:

Conc. de proteina (mg/mi) = (1.55 X Azso) — (0.76 X Azsq
Conc. de proteina (mg/mi) = Axs/(27 + 120 Agso/Ages) (Harlow 1999 451)
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Los anticuenpos son macromoléculas giucoproteicas del grupo de las gicbulinas y

al ser producidas como respuesta inmune se les Hama también inmunogiobulinas.

Existen diferentes tipos de anticuerpos segin su isotipo e idiotipo, sin embargo todos

ofos constan de una estruchura bésica de dos dimeros: dos cadenas pesadas y dos

cadenas ligeras (Figura 1.5).

Todos ks anticuerpos son secretadas por células plasmaticas despues de (2

activacion antigenc-especifica de los linfocitos B (Abbas, 1999). Cuando un knfocito B

entra en contacto con un antigenc por primera vez, prolfera produciendo céhulas
plasméticas (productoras de IgM, posteriormente 1gG) y cSlules de memoria. Estas
titimas aumentaran aun més su afinidad por of antigeno al remodelar su idiotipo y
cambiar de isolipo. Cuando el antigeno entre de nuevo (por sjempio an una segunda

infeccién) habré anticuerpos altamente especificos contra 6i.

Antigen recoguition
At )
Neutralization
AcaRAingt

Effector fumctions

Complement aclivation

Binding lo F receptors

Opsomizaon

Tansport placenta
epdtheliunm

Membrane-bound of secreted

- lefminus

Fa

Figura 1.5. Estuctura de uns IgG y funciones generales de los anticuerpos. Regiones: V vasialle, C

constante; Cadenas: H pesada, L ligera. (Lucas, 2003).
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1.4.2 METODO DE BRADFORD CON AZUL BRILLANTE DE COMMASSIE.

Es una técnica altamente sensible para casos donde la cantidad de proteina es
muy baja. La sensibilidad alcanza ks 5 mcg de protelna por ml. El colorante se une a
la proteina originando una solucién de color azul cuya intensidad es directamente
propercional a la cantidad de proteina. La muestra se lee a 580 nm y el complejo es
estable por 2 horas (Bradford, 1965). Esta técnica es sencilla y rapikla aunque el costo
del reactivo es una de sus limitantes. E! reactivo se conjuga con residuos de a.a.
aromaticos y basicos por lo que la cantidad de proteina determinada depende de la
proporcion de éstos residuos y no a la proteina en si.

1.4.3 METODO DE BIURET

Es el primero en emplearse ampliamente para cuantificacion de proteinas. El
principio consiste de una primera desnaturalizacién de la inmunoglobulina en medio
basico seguida de la formacion de un complejo colorido de enlaces peptidicos con el
CobrequeconﬂeneelreactivodeBiureLElméiodoainexactoyiapresenciade
sulfato de amonio interfiers en el resultado, es una altemativa como metodo
econdmico en determinaciones prefiminares, aunque ya no sea su uso en laboratorios
modemos.

1.4.4 DETERMINACION DE NITROGENO

Hay téchicas para determinar el nitrégeno de una muestra proteica, como el
método de Kjeldahk y la reaccion de Nessler. Ambas técnicas utdlizan la digestién de la
proteina seguida de la formacién de complejos coloridos de los productos oxidados
(Garvey, 1977). Existen muchas interferencias y no son muy reproducibles ademas
que la cantidad de nitrdgeno varia segun los aminoécidos de la proteina.
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1.6.1 UTILIZACION DE LA INMUNIDAD PASIVA

En suerc puedse dafinirse como el componente no celular de 1a sangre (antisuero)
que contiene una mezcla de aniicuerpos (policionales) y otras modéculas sclubles, el

donador usualmente presenta una reaccion inmune un antigeno conocido. (Goodhal,
2003)

En la sangre existe una mezcla de anticuerpos diferentes, cada uno es producido
por una clona especifica de céiulas B (de ahi deriva el término piticlonal) (Abbas, 1999).
Para que el antisuero sea asignado y usado en la inmunidad pasiva debe cumplir 3
caracteristicas (Goodhal, 2003 ).

1) Tener altta especificidad que es la minima reaccion cruzada con
moléculas de composicion similar,

2) Alta afinidad, donde las uniones antigenc-anticuerpo no  son
separadas en futuros ensayos y

3 Un alto titulo que presenta la dilucién minima optima para el efecto
deseado.

Los antisueros fueron aplicados por primera vez por Kitazato y Behring en el siglo
XlXparalanaﬂaﬁza%ndelatoxhadfﬁérica.Eneseentoncesnosewmdanhs
mecanismos que observaban, por los cuales se producian a transferencia de esa
inmunidad. Recientemente al proceso se le ha llamado inmunizacién pasiva y se utiliza

de tal manera que es pesible transferir inmunidad entre especies diferentes (Xu, 2002
Femnandez F, 1988, Akari, 1997).
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Aunque se presentan reacciones adversas, los beneficios predominan si los
anticuerpos son preparados adecuadamente, por ajemplo se puede eliminar la regidn
Fc del anticuerpo al tratarlas con pepsina —obteniéndose F(ab'); -, la region Fc esta
asociada a efectos no deseados en el receptor por tener una respuesta bickgica con
ellos como anafilaxia o sensibilizacion a estas proteinas {Allen,1977; Dunman, 2003).

El procedimiento para la generacion de antisueros es simple, a la especie
donadora se le inocula un antigenc -el cual se quiere eliminar del receptor- y éste
producird una respuesta con anticuerpos; el antigeno puede ser alguna biomolécula,
vacuna o un microorganismo que con técnicas de DNA recombinante (rDNA) no
causara la enfermedad pero si respuesta inmune.(Jones {ed.),2004). A cierto tiempo el
titulo de anticuerpos es lo suficiente alto para aislarlos de la especie donadora y
administrarios a la especie receptora (Tabla 1.5.1}).

El suerc al tener altos niveles de anticuerpos especificos para el antigeno en
estudio se dice que es hiperinmune. De esta manera se pueden transferir inmunidad
contra bacterias, micoplasmas, hongos y parasitos (Dunman, 2003}. La transferencia ha
llegado al punto que los anticuerpos han side fraccionados o unidos a otras moléculas
como citocinas (Pépin, 1996, Wagner, 2005).

Ahora es posible la terapia con anticuerpos monocionales obtenidos en animales
como el ratén. Sin  embargo, éstos anticuerpos son potentes inmundgenos para el
humano. La tecnologia de humanizacién de los anticuerpos ha hecho posible remover
la inmunogenicidad con el uso de anticuerpos de roedores en humanos y ser utiles en
muchas terapias (Tsurushita, 2005).
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Algunos anticuerpos pueden ser dingidos a marcadores especificos de células

nocivas como las cancerigenas; los anticuerpos localizan a la célula y se unen
especificamente, después la célula infroduce a la inmunoglcbulina con la particularidad
de que la inmunoglcbulina estd conjugada con una toxina bactriana o de origen
vegetal que matard a la célula. Esta maravila de anticuerpos son las llamadas
inmunotoxinas y se han aplicade a padecimientos como el cancer (Krietman, 1998).
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Tabla 1.5.1 Diferentes estudios sobre el uso de Inmunidad pasiva.

[Especio Espacie Producto Antigeno Duracidn de (a|cantidad eferencin
donadora receptora protecclon
Monos \
firus de Leucernia de las células T 300, 75
Humano (Macaca plasma IgG - 24 samanas : Akarl, 1997 Vace.
fascicu-laris) Humano Tipo 1 (HTLV-1) mg/Kg, i.m.
Monoclonat Virus de Inmnunodeficlancia 10 mg/Kg, Lm.
Humano Monos Rhesus | Acs monoclonales Humana (HIV) — Lo, Xu, 2002 Vacc.
Caballo Cerdo Suero 5. suls 20 dias 6 mi, i.m. Androsoh:iczrom Vet.
Vaca . - Fernandez, FM 1898
Holstain Becerro IgG calostro Rotavirus bovino (BRV) Jodias 21 miio. Vace.
, . 100 ml (20 mi Watson, DL 1992
Oveja Cordero calostro Albumina, Brucella abortus 40 dias Lm.. 80 miip.) | Vet Imm. ImmPath.
. , . 9.57 mg/kg, | Pépin, CS 1996 Tox
Caballo Conejos F(ab")2 Venano de escorpion 3dias L., L. and App. Pharm.
Malin, DH 2001
Conejo Rata 19G nicotina 22.5 Hrs. 150 mg i.p. Pharm. Biochem.
: and Beha.
Hormona Productora de
Oveja Carneros Plasma Gonadotropina (GnRH), Keyhole 40 dias al?c?n%tr:cllo Par:x:\aréhﬁy, Vsiooz
limpet hemocyanin (KLH) - Rep. e
IgG1,lgG2a, 1gG2b, g 0.1,051.0 Taborda, CP 2003
e Ratones IgG3 monoclonales Cryptococcus neoformans 20-160 dias mg, Lp. The J Imm.
La duracion puede ser el tlempo que durd el experimanto. Algunos autores |a reportan como el volumen del crudo purificado
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1.5.2 PRODUCCION DE ANTICUERPOS MARCADOS (CONJUGADOS)

Debido a la alta especificidad de los anticuerpos, son utilizados para sistemas de
evaluacidn y diagndstico. Los anticuerpos producen ciertas reacciones visibles al
interaccionar con el antigeno, dando efectos estudiados en la serologia. Si la cantidad
de anticuerpos o antigeno no es suficiente, el anticuerpo se puede conjugar con un
agente que permita la deteccion de la reaccion.

Los procesos de unidn al anticuerpo han sido bien estudiados (Lombardi, 2004,
Lidell, 2002; Dhawan, 2002 | ; BurKot, 1885), asi como las difersntes moléculas a las que
se le pueden unir (Tabla 1.5.2).

Los anticuerpos policlonales se emplean conjugandolos a enzimas, radicisotopos,
metales coloales, colorantes, flourocremaos, texinas, etc. Debido a que el antigeno
tiene diferentes epitopes, pueden existir varios anticuerpos contra un mismo antigeno,
sin embargo, es posible tener anticuerpos exclusivos y mas puros con los llamados
anticuerpos monocionales (Figura 1.5.2). Ef uso de estos mAc se en forma cotidiana
para el diagndstico de enfermedades (Marti 2003, Fuchs 2004)

Mas aplicaciones de los anticuerpos incluyen el aislamiento de moléculas por
medio de su afinidad por otras {crcmatografia de afinidad o inmuncafinidad). E
anticuerpo se une a una molécula especifica que es aislada de una mezcla, por
sjemplo, de otras proteinas (Botros, 1998; Harlow, 1999). Esto permite elevar la
especificidad y la sensibilidad del método en donde se utilicen estos anticuerpos
{Merlin, 2001) En andlisis clinicos se usan para bloguear alguna molécula que interfiere
en el diagnéstico, por ejemplo, en la determinacién de la enzima creatinin cinasa
isémero MB (CK-MB).
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Figura 152 Produccion de anticuerpos monocionales. Se aisian las céhwlas B de un animal
inrmanizado. Posteriocments Se unen a ana célula de misloma produciendo un hibridoma. hids adetante
sa& sejecciona la clona deseada que ahora produciré efla y sus progenilores un Solo Hipo de anticuerpos.
(Abbas 1999, 42).
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1.5.2.1 Anticusrpos marcados con fluorocromos

Un flourccromo es una mokécula que tiene ka propiedad de que alguno de sus
clectrones es capaz de subir a un nivel de energia mayor aplicandole radiacion
electromagnética -energia de excitacion- y después las especies se relajan lanzando
energla en forma de fotones —energia de emisién- que es lo que se mide. Estos
conjugados se emplean de manera cotidiana en investigacion. La iluminackon
apropiada de los anticuerpos conjugados con un rnicroscdpio de fluorescencia hace
que sean ampliamente usados para el estudio de estructuras celulares especificas.
Desafortunadamente se pueden presentar problemas en el bloqueo def sitio de union
al antigeno por el flourocromo (Harlow, 1999). Estos anticuerpos se manejan para
marcaje molecular celular en estudios estructurales o de identificacion de poblacicnes
cefulares por citometria de flujo {Dahwan, 2002).

1.5.2.2 Anticuerpos marcados con biotina

La biotina es una vitamina cuyas caracteristicas incluyen ser un acio
monocarboxilico, estable al calor, soluble en agua y akohol y susceptible a la
oxidacién. Debido a esta Uttima propiedad es factible unir biotina a residuos de a.a. con
grupos como NHz, y SH formando hidroxisuccinimidas y maleimidas (Harlow, 1599).

Los conjugados con biotina también se han propuesto para su uso en
radioinmunoterapia (Barter 2000). Barter y cols. evaluaron la unidn de biotina a igG anti-
Tn (péptidos de fragmentos variables de anticuerpes) en comparacién con la unidn a
avidina y es‘reptovidina — la avidina y estreptoavidina tienen afinidad con la bictina-
(Tabla 1.5.2).
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INTRODUCCION

1.5.2.3 Anticuerpos marcados con enzimas

Estos anticuerpos son solicitados en pruebas directas o indirectas para la
deteccidn de antigenos o anticuerpos. Los sustratos usados para cada enzima son
flucrocromos facilmente detectados por métodos espectroscdpicos, sin embargo,
muchos de los sustratos presentan toxicidad por lo que su uso en ensayos in vivo no
es recomendable.

La unién de anticuerpos a enzimas es realizada de forma covalente al reaccionar
grupos amino de la enzima con grupos carboxito de la proteina generando mdaltiples
reacciones cruzadas (Lombardi 2004).

1.5.2.3.1 ELISA.
El Ensayo Inmunoadsorbente Unido a Enzimas, es una técnica que ha
revolucionado la deteccién de antigenos y anticuerpos de manera mas sensible. Hay
muchas variantes de la técnica, pero su principio se basa en la deteccion de la

reaccidn antigeno-anticuerpo con la ayuda de un anticuerpo marcado con una enzima.

Es altamente sensible y especifica aunque existe desventaja en cuanto a costo
comparada con otro tipo de ensayos como la precipitacion.
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1.5.2.4 Anticuerpos marcados con yodo

El radioisétopo utilizado es el 21 el cual tiene 60 dias de vida media. El yodo se
une por reaccion de halogenacion residuos de tirosina e histidina de la proteina por ko

que la pérdida de actividad por impedimento estéfico no es considerable (Harlow
1999).

PELIGRO: Al trabajar con este tipo de moléculas representa alto riesge en la

salud por la radiactividad del yodo, se debe trabajar en condiciones estrictas de
seguridad.




Tabla 1.5.2. Sisternas mas comunes para anticuerpos marcados.”

INTRODUCCION

MOLECULA EJEMPLOS METODO DE|NOMBRE DE LA|VENTAJAS DESVENTAJAS
UNIDA AL DETECCION TECNICA
ANTICUERPO
DAPI Fluoreacencia Immunostaining Largo tismpo de | Autofiucrescencia,
Hoechat 33258 Microscopio almacenaje, buena | Microscoplo de
Flugreacaina resolucion fluorescencla
Fluorocromos Rojo Texas Doble marcado
Aloficocianina
B-Ficoeritrina
R-Ficoeritrina
Avidina ¢ estreptavidina | I[mmunostaining Targo tiempo de aimacén, |Multiple pasos, biota
acopladas @  varios | Inmnuncensayo ala sansibilidad, | endégena
Biotina marcadores inmunoBlots detecclon universal,
muchos  métodos de
detaccion.
Peroxidasa de rabano | Substancias cromégenas | Inmunoblots Largo tlempo de almacén, | Pasos mifftiptas,
picante (Espectroscopla) Immunostaining alta sensibllidad Enzimas andogenas,
Enzima Fosfatasa sicalina Puede visualizarse a|bsja resolucion, dobile
p-Galactosidasa simple vista, permanente | marcado dificil
hid] Contador gama Inmunoensayo Facll de cuantificar, aita|Corta vida  media,
Yodo Pelicula da rayos x sensibilidad potencial riesgo para la
satud
[ S]Metionina Contador bata Inmunoensayo No dafla al anticuerpo, |Requiere  hibridomas.
(*s)Cisteina Pelicula de rayos x Inmunoblot facil Baja sensibilidad, corta
Biosintesis vida media.
Harlow 1998

41




1.5.2.5 ANTICUERPOS MONOCLONALES MARCADOS POR BIOSINTESIS

Es la técnica por excelencia cuando se requieren anticuerpos muy especificos y
con poca pérdida de actividad. Los anticuerpos son marcados en la cadena peptldica
cuando en el crecimiento de hibridocmas (Figura 1.5.2) hay presencia de aminoacidos
radiactivos. Cuakjuier a.a. se puede emplear, sin embargo los mas comunes son
metionina y cisteina marcada con **S { Harlow, 1999).

Otros usos de los anticuerpos incluyen la conjugacion con toxinas para poder
eliminar una célula blanco (Krietman, 1998), anticuerpos anti-idiotipo los cuales aln es
cuestionable su uso como vacunas El anticuerpe anti-idictipo representa el epitope del
antigeno el cual fue dirigido el primer anticuerpo, el cual dara origen al enticuerpo ant-
idiotipo (McCullough, 1985; Pincus 1982).

Otro tipo de Ac el cual tiene futuro para la biotecnologia son los llamdos Ac
catzliticos o Abzimas encontrados al principio en pacientes con enfermedades
autinmunes, ahora son utilizades aprovechando su actividad catatitica (Fletcher, 1988)

Para la conjugacidn de estos anticuerpos se han propuesto numerosas técnicas

las cuales dependen de la especie quimica a conjugar. En el Anexo V se muestra una
de ellas.
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1.6 JUSTIFICACION

El sistema inmune es un conjunto de moléculas, células, tejidos y drganos que
permiten el reconocimiento, neutralizacion y eliminacion de agentes ajenos al cuerpo y
al propio Sl. Los mecanismos de proteccién son clasificados como inespecificos y
especificos o innatos y adquiridos, respectivamente (Rojas, 2001). Dentro de los
especificos esta la producciéon de anticuerpos; asi cuando un sistema biolégico entra
en contactc con alglin agente extrafno !lamado antigeno, éste puede desencadenar
una respuesta de tipo humoral produciende grandes cantidades de anticuerpos
especificos contra ese inmunogeno. Esos anticuerpos ayudaran ai  individuo a
liberarse de! agente extrafic; sin embargo, para que la actividad sea efectiva tiene que
pasar un tiempo después de la entrada del antigeno para producirse la respuesta
especifica. Ahora es posible aislar estos anticuerpos de individuos que han pasado por
esta fase obteniendo sueros hiperinmunes y administrandolos a otros que presentan
el cuadro agudo de la enfermedad dandose un proceso conockdo con el nombre de
Inmunizacién Pasiva, cuyo efecto es inmediato (Rojas, 2001).

Los sueros hiperinmunes equinos han sido utilizados para tratamiento y profilaxis
(Feméndez, 1988), principalmente en la elaboracion de antivenenos, anticuerpos
conjugados y sueros para inmunidad pasiva en animales y humancs (Akari, 1997;
Femandez, 1998; Femandez, 1897; Fuchs 2004; Rojas, 2001). Ce igual forma la
purificacion de proteinas de equinos puede ser empleada en la neutralizacion de
sustancias téxicas y/o alergencs que afectan al hombre (Breiteneder 1998).

Ejemplo de lo anterior es la aplicacion de antivenencs donde los anticuerpos
purificados neutralizan el efecto tdxico del veneno (Femandez, 1998; Pepin, 1996).
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Sin embargo, la mayoria de los estudios hechos en cababios son enfocados con
fines académicos, no tienen alguna aplicackn directa ademas, de que en México hay
pocos estudios en ésta area.

Hoy en dia el conocimientc en inmunologia permite disefiar técnicas para
beneficios clinicos como: anticuerpos monoclonales, anticuerpos conjugados, perfiles
de citocina que en varios animales ya estan determinados, el avance es ial en
veterinaria, que se conocen en equinos nueve isofipes de inmunoglobulinas: 1gGa,
lgGb, lgGc, IgG(T), 1051, IgM, IgA, IgB e IgE (Rockey, 1967; Klinman, 1965; Rockey,
1954; McGuire, 1973; Steinbach, 2002)}.

Lo antericr puede ayudar a superar padecimientos agudos con terapias de
inmunidad pasiva; los anticuerpos especificos se wtilizan en forma concentrada, para
disminuir y/o neutralizar el efecto del agente etiologico. En la naturaleza, este proceso
es propic de mamiferos, cuando por medio del calostro pueden transferir anticuerpos
tipo IgG e IgA, principaimente (Poul-Pierre, 1888, Rockey, 1967).

Para este tipo terapias es necesario la implkementacion de metodologias que
permitan desde la induccion, obtencion, purificacion y caracterizacion de anticuerpos,
hasta conocer la farmacocinética de los mismos dentro dei sistema bioldgico.

Por lo tanto, este trabajo pretende utilizar técnicas inmunologicas y bioquimicas
para el aislamiento, purificacién de anticuerpos, su presentacion liofilizada como
método més viable de conservacion, determinando la dosis y via que ofrezca el mejor
efecto terapéutico basado en su farmacocinética.

La purificacién de inmunoglobulinas por precipitacién con sulfato de amonio es un
método muy utiizado y simple de la inmunologia dlasica y actualmente se utiliza el
mismo principio acoplado a otro método bioquimico denominado como cromatografia
de afinidad (ito, 2000).




il e e e i JUSTIFICACION

En estos estudios la produccion de un conjugado estd asociados con la
evaluacion del antisuero nuevo a elaborar. En la reaccién de conjugacién de
anticuerpos con una enzima hay diferentes uniones entre los grupos carboxilos vy
amincs libres de la enzima y del analito {en este caso ks anticuerpos) formando
grupos como carboimidas (Cooper, 1977). El conjugado, que a la vez ayuda a la
evaluacion del antisuero, servira para montar un equipo de diagnéstico de alguna
enfermedad infecciosa especifica; ademas, de conocer la dosis, via de inocutacion y
método de conservacion (Piépin, 1996; Watson, 1992; Femandez, 1998; Montoya, 1987,
Akari, 1997}.

La generacion de estos sueros hiperinmunes ayudard en pacientes que

presenten padecimientos agudos donde se necesitan terapias eficaces y rapidas en
forma de inmunidad pasiva.

2 HIPOTESIS

Si un agente protector acomparna a los anticuerpos en el proceso de liofilizacion
entonces el titulo de dichos anticuetpos se verd menos afectado que en ausencia del
agente.

Y si los anticuerpos son inoculados por via intramuscular éstos se mantendran en
circulacidon cuando menos una a dos semanas
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3 OBJETIVO GENERAL.

Estandarizar el método de purificacidn de inmunogicbulinas y adaptaric en una
presentacién liofilizada estable para ser utilizada en la induccién de inmunidad pasiva
en cabailos y en sistemas de diagnéstico.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES.
4 Determinar la metodologia éptima para la obtencidon de anticuerpos 1gG puros.

& Analizar la estabilidad de los anticuerpos en forma liofilizada en presencia de un
agente protector.

< Preparar un conjugado con peroxilasa de rdbano anti-igG de caballo que
permita evaluar el nivel de anticuerpos.

& Estudiar la farmacocinética de los anticuerpos purificados inoculandolos
intramuscularmente en cabafios.




MATERIAL Y METODOS

4 MATERIAL Y METODOS

Tubo de membrana de poro mol. p/ didlisis Spectra/Por MWCO: 12-14,000
Espectrofotometro Thermo Spectronic 4001/4

Ultracongelador PEVCO ULT1386-3-A35

Filtros Milipore 0.22 um

Balanza digital OHAUS GT 4800

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Albumina sérica bovina SIGMA Fraction V

IgG humana (de este laboratorio)

Cabra {Mé&dulo de Caprinc dei Centro de Ensefianza Agropecuaria de la
FES Cuautitian, UNAM, México).

Anticuerpos conjugados con peroxidasa contra g de cabra Anti Goat RO
175 R2 8601 ELA Conj. Reagents NVS

Equinos: (M&dulo de Equinos de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitidn (FES-C), UNAM, México) Ver LISTA en el Anexo

4.2 MUESTRA

Se obtuvieron 500 ml de sangre venosa por puncién en vena yugular a la yegua
Olin del Médulo de Equinos, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitian-UNAM.
La sangre fue contenida en una bolsa de transferencia con solucién aditiva Baxter PL-
146; posteriormente se obtuvo el plasma centrifugando a 680 x g durante 10 min. en
una centrifuga refrigerada Hettich Rotina 35 R.
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4.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE 1gG

Se utilizé el meétodo de precipitacién con sulfato de amonio ((NH4}:SC4} descrito
por NVSL Diagnostic Reagents Production Guide No. R-62, pero se modificaron las
concentraciones del sulfato y se evitd el uso de cromatografia en columna (Ver
Anexo). El seguimiento de la purificacion fue realizado por electroforesis en geles de
poliactilamida-SDS (EGP) empleando una camara Hoefer SE 250 y utilizando el
procedimiento estandarizadc por este laboratorio. Fue usada albimina sérica bovina
(SIGMA Fraction V) e IgG humana (de este laboratorio) como estandares de
referencia.

4.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se empled el método microproteico de Bradford, utilizando Azul brillante de
Comassie G-250 (Bradford, 1967) utilizando a siguiente curva estandar:

0,5
04 | - - .
03l R ]
02|  — :
01| S i

0

Abs

meg R2 = 0,0995

Figura 4.4. Curva Estindar de proteina par la técnica de Bradford
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45 OBTENCION DE SUERO HIPERINMUNE CONTRA ANTICUERPOS DE
CABALLO (INMUNIZACION)

Se inocukd la cabra No. 109 del Mdédulo de Caprinos del Centro de Enseflanza
Agropecuaria (FES Cuautitian, UNAM}, con el siguiente protocolo (Tabla 8.4).

Tabla 4.5 Protocolo de inoculacidn de IgG de caballo.

Dia Actividad
0 Toma de suero basal e inoculacion de IgG de caballe (6.5mg) con
ACF, IM {2 mi)
16 Inoculacidn de 10mg/ml de IgG de caballo, IV
24 Inoculacién de 10mg/mt de IgG de cabalio, IV
28 inoculacién de 10mg/ml de IgG de caballo, IV
3 Inoculacidn de 10mg/ml de IgG de caballo, IV

46 ELABORACION DEL ANTISUERO ANTICABALLO CONJUGADO CON
PEROXIDASA {AACP).

Se emples la técnica descrita en NVSL Diagnostic Reagents Production Guide No.
R-86, excluyendo la utilizacion de filtracion (Ver Anexo V).
4.7 TITULACION DEL CONJUGADO

Para obtener &l titulo del AACP fueron hechas dituciones dobles sucesivas, y se
utilizé una solucién 1:100 de anticuerpos IgG de caballo (19 mg/ml} de manera

constante ( Se empled el método de DOT-ELISA (Ver Anexo IV} anteriormente
descrito.
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4.8 LIOFILIZACION DE IgG DE CABALLO.

Los anticuerpos ailslados y purificados fueron cuantificados (46 mg/ml) y
liofilizados. Se usaron en tres procedimientos: dilucidn 1:100 con PBS; dilucidn con
albimina de caballo 1:100; sin alteracion. Las muestras se mantuvieron a —72°C,
hasta antes de 1a liofilizacién con secador de bandejas con tapén Labconco durante 25
Hrs con un exlo de 3 Hrs a —20°C y otro de 22 Hrs a 35°C.

4.9 PREPARACION DEL SUERO HIPERINMUNE PARA LA INMUNIZACION
PASIVA.

Se esterilizaron por filtracidn con membrana de 0.22 um {membrana de celulosa
Milipore) v se liofilizaron 10 ml de IgG purificada, con un titulo de 1/16 000 6 270 mg/mil
con 1% de albumina equina; el polvo fue resuspendido en 2 ml agua libre de
pirogenos.

4,10 INMUNIZACION PASIVA EN CABALLOS.

inoculacion de 2 ml |.M. del polvo resuspendido (2700 mg/mi aprox) a los caballos
No. 106M, 144, 106H, 93, del Méduk de Equinos (FES-C, UNAM). Se tomaron
muestras de sangre venosa los dias 0, 1, 2, 4, 7, 10, 14, 21, 25, 35, 43 después de
inoculadas las inmunoglobulinas .

S0
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4.11 EVALUACION DE LOS ANTICUERPOS INOCULADOS.

Obtenido el suero de las muestras de kos dias 0, 1, 2, 4, 7, 10, 14, 21, 25, 35 y 45.
Se determiné su titulo por medio de DOT-ELISA (Ver ANEXO V).
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5 RESULTADOS

5.1 OBTENCION DE IgG PURIFICADA

Las cantidades de inmunoglobulinas purificadas son diferentes, segun las
concentraciones de sulfato utilizadas (Tabla 5.1y 5.4).

Tabla 5.1 Resultados de las diferentes precipitaciones de igG de caballo utilizando
distintas concentraciones de Sulfato de amonio ¥ sus rendimientos.*r’=0.9995; ** Se
obtuvo posteriormente cantidades de hasta 21.5 mg/ml;*** También se contaron los
sobrenadantes obtenidos en cada precipitacién.

Saturacién delCantidad obtenida|Rendimiento  de!Rendimiento  de
Sulfato de amonio (de IgG (mg/ ml)* |(IgG purificado por|lgG purificado por
(%) cantidad de (cantidad de
Plasma (mgfml) sangre {mg/ml)
70y 80 7367 38.8 20.3
80 19.8 9.9 5.5
80" 46.11 23.1 12.7
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Figura 5.1. GPA-SDS duranie [a puriicaciin. IgG* Puriicacion con suliatc de amonio al 75%; IgC"
*Purilicacitn con sulfaio de amonio ai 80%; igG™=Purificacion con sulfato de amonio al 70 y 80 %.



5.2 ANTICUERPOS DE CABRA ANT! IgG DE CABALLO

En la inoculacién en cabra, se empleé la solucién de 2.03 mg/mi de IgG,
apreclandose la respuesta de generacitn de anticuerpos anti-igG de caballo por el dia
40 (Figura 5.2), momento en que se sangra al animal ya que al tener gran cantidad
de anticuerpos es factible la purificacion.

]
%

so00 | — . »
]
< 3000 ;
£ 200 //
" 1000 o
0 — S
0 10 20 30 40 50 .
Dias |

Figura 5.2 Tlulo de IgG anti IgG de cabakc durante a inmunizacion en cabra_ En el dla 0 fue
inoculado el antigeno (IgG caballo) y se observa el aumento en el tituio antes dei dia 40 .

El titulo de anticuerpos de cada dia se calculd en suero, basandose en la técnica
de DOT-ELISA {ver Anexo), en papel de nitrocelulosa y ocupandc anticuerpos
anticabra conjugados con peroxidasa (Anti Goat RO 175 R2 8601 ELA Conj. Reagents
NVSL). El titulo se tomd como la maxma dilucion de suero, donde se apreciaba
reaccién. Después de observar un titulo de anticuerpos de 1/5120, fue extraida una
muestra de 350 ml de sangre venosa; se obtuvo el plasma y fueron separadas y
purificadas las IgG anticaballo con base en el método empleado para aislamiento y
purificacion en plasma de caballos. La cantidad de inmunoglobulinas se cuantificé por
el método de Bradford
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5.3 LIOFILIZACION DE INMUNOGLOBULINAS

Al precipitar el suerc hiperinmune, se buscé tener en la solucién final, la maxima
concentracidn de IgG (Tabla 5.3A), por lo que las proteinas fueron resuspendidas en
solucién menor de PBS pH= 7.2; de esta manera al liofilizar se contara con la menor
cantidad de agua para eliminar.

Tabla 5.3A Resultados de las diferentes precipitaciones de inmunoghkobulinas de
cabra (anti IgG de cabalk).

Concentracion de Sulfato de Amonio | Cantidad de IgG obtenida
(%) {mg/ml)
75 556.5
80y 70 978.7

Después de la cuantificacion se realizé el conjugado con peroxidasa que dic un
titulo de 1/1500. La eficadia del conjugado se evalud utilizando una nueva muestra de
IgG de caballo, titulada a través de este conjugado, lograndose un buen resultado en

cuanto al titulo; asi mismo el conjugade se utilizé para evaluar la modificacion del titulo
de las lgGs, en la liofilizacién.

Nuevamente se precipité IgG de caballo con el método ya descrito; alcanzando
una solucién de 214.5 mg / ml de anticuerpos. La muestra es tratada de tres formas y
posteriormente se liofilizd (Tabia 5.3A).

55



TADOS

Tabla 5.3B Efecto del proceso de lioflizado en muestras de IgG con diferentes
tratamientos.

T R il el ol
1 | Diucion 1100 con 1/12000 1/6000 50
2 | Diucdn 1400 con 1112000 1112000 100
3 Sin dikucion 1112000 1/4000 33.33

Los anticuerpos aislados y purificados como se ha descrito y con un titulo
determinado por DOT-ELISA empleando el AACP, se usaron en fres procedimientos:
el primero fue dilukio 4:100 con PBS; el segundo diuido con abumina (al 1%) de
wbaﬂo1:100;e1temaomaﬁi6aﬂaadén.LasmassenmnMerma—?2°c.
hasta antes de la liofiizacién con secador de bandejas con tapdn Labconco durante 25
hrs, después fue determinado el tito de cada muestra con DOT- ELISA. La
mesambdeaﬂ:@nhawmagenﬁemotedor,eﬂaqueelthbdeanﬁwemos
disminuya en la liofifizacién (Figura 5.3).

16000
14000
12000

g Titulo antes de |
M

Titulo (1/n)

m Titulo después
de Bofilizacion

Sin ditucitn PBS Albumina.
Tipo de tratamiento

Funumnmmmmmﬂwmahﬁmmdmm
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e

Fore Lot

5.4 INMUNIZACION PASIVA EN CABALLOS

La muestra liofiizada fue administrada, via |.M. a cuatro caballos crialios (1.5 mi
con titdo de 116000 & 2700 mg). Se tomaron muesiras sanguineas antes de ia
inoculacién (dia 0 ) y después (dias 1, 2, 4, 7, 10, 14, 21, 25, 35, 43). El tiuo se
mb@hmdeDOT—ﬂISAMdMCPprepaadomemhﬂ:ﬁo
(Figura 5.4A).

cco3 23288
Tiulo RE-838¢2
Dia 0
Dia 1
Dia 2
Dia 3
Dia S
m? ’ -
Dia 10§

A Tiulos miximos B
ﬁmwmmmmummmﬂuuommmm
B) Caballc sin administraciin de 19G.

Como control se tomd el cabalio No. 100 y s6io se le administrd SSF (figura 5.48).
Posteriomente se ke hicieron las mismas pruebas que los demés caballos.
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50000 1 ——igGim. |
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del blanco (P<0.0001 con $5% iniervalo de confianza, Graphad instant tm V2.03)
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meaﬁbdﬁrmodeﬁdamerﬁadekssﬁuupasmcﬂﬂomﬂoen
cuenta la m&dma concentracin obienida y con logaritmo nahwal de las siguienies
conceniraciones (figura 5.4C).
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e DISCUSION

8 DISCUSION

Muchos autores han dejado estableckdos métodos para la precipitacidn de
inmunoglobulinas (Breitenender, 1998; Brown, 1988; BurKot, 1985, Piépin, 1996); sin
embargo, los resultados de este trabajo sefialan que en la precipitacién en donde las
concentraciones de sal son variables (con 70 y 80% de saturacién), se obtiene un
mejor resultado en el rendimiento {Tabla 5.1 y 5.3A).

El conjugado elaborado es indispensable para evaluar el nivel de IgG del caballo
por métodos inmunoenziméticos; resuttando de utlidad en la evaluacién de
tratamientos que involucren respuesta humoral del individuo o como sistema para el
diagnéstico de las enfermedades (Lidell, 2002).

Es sabido que el proceso de liofilizacion es muy agresivo, asi que debe
considerarse un agente protector en este tipo de secado (Femandez, 1998: Montoya,
1987). Las Moléculas bioldgicas como inmunoglobulinas pueden ser afectadas (Brown,
1988; Cooper, 1977); por kb que se evalud la hofilizacién considerando un agente
protector con distintos tratamientos de la muestra (Femandez B, 1998; Montoya, 1987).
En este caso, & agente protector corresponde a albumina extraida del plasma
precipitado para la obtencién de anticuempos.

Aunque el titulo de anticuerpos pueda variar un poco con el secado por
liofilizacion, e largo tiempo de almacenaje de estos productos supera esa
inconveniencia dado que se pueden guardar hasta por aftos sin encontrar diferencia
significativa en el titulo (Montoya, 1997)

Las discrepancias en diferentes concentraciones muestran la efectividad de
diversos métodos. (Tabla 5.3A). Se observa que la albimina es un buen agente
protector en la liofilizacién de inmunoglobufinas (Tabla 5.3B) y al ser homologas (de
origen equino) no representard ningtin tipo de reaccidn considerable al administrarse
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en caballos, considerande que ésta ﬁsiolbgicamelﬁe acompafia a las inmunoglobulinas
en ef torrente sangulneo y Bega a interaccionar con ellas

-El congelar la muestra a -72°C asegura su estado sdlido ademas de formarse
pequedios cristales que exponen mayor superficie de sublimacién en el secado aunque
se formaran poros méas pequefios entre los cristales (Femandez, 1898). El purificado fue

tratado de tal manera que se obtuviera un mejor resultado agregando un agente
protector.

La administracion de anticuerpos de caballo han sido ampliamente utilizados
como antidotos en personas picadas por un aracnido o mordidos por una vivora(
Pepin, 1956, Femandez, 1997).

La profilaxis con antisuercs fue utilizada desde 1890 cuando Behering y Kitazato
utilizaron suercs de cobayos inmunizados con difteria para neutralizar la toxina de
dicha bacteria en otros pacientes. Hoy en dia se utilizan como inmincprofilaxis pasiva o
en la postinfeccion de agentes virales, bacterianas, fingicas, micoplasmicas y
parasitarias (Dunman, 2003).

La evaluacidn de los anticuerpos inoculados fueron visualizados por medio de Dot-
ELISA, que muesira o incremento del titulo de anticterpos en los primeros dias
después de la administracién (Figura 5.4A)

La administracion por via intramuscular del liofilizado resuspendido incrementa los
anticuerpos desde el primer dia a comparacion del caballo control y se mantienen por
35 dias aproximadamente (Figura 5.4B). Esta cinética se ha observado en otros tipos
de trabajos con anticuerpos, donde la via |M. ha sido la mejor opcibn de
administracién de estas sustancias (Akari, 1997, Piépin, 1996; Andresen, 2001; Watson,
1992).
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El usc terapéutico también se pueds probar via intravenosa para efectos
totaimente inmediatos, aunque séio por algunos dias. La via IV como via para la

accidn inmediata es importante en la administracién de antivenenos y antitoxinas (Leén
2001, Piépin, 1996).

Estas IgG concentradas se pueden utilizar en potros, los cuales presentan
cominmente cuadros de hipogamagkbulinemia al momento de nacer, en condiciones
de sepsis, estrés (Koterba 1990)

El nivel de anticuerpos en este periodo de 40 dias es comparable con el descrito
en ofros trabajos similares. No obstante, hay quienes observan la elevacion de
anticberpos por inmunidad pasiva de hasta 24 semanas (Akari 1997). Esto es
satisfactoric para el animal por el hecho de que durante todo este tempo los

anticuerpos estan presentes, asi el antigeno o agente patégeno es reconocido
constantemente por el antisuero.

Hay alguncs que reportan el aumento de anticuerpos por mucho mas tiempo,
Akari y cols. Reporian haber obtenido titulos de anticuerpo hasta por 24 semanas
después de ser inoculados, pero existe muchos trabajos que difieren incluso
reportando niveles por 3 dlas {Pepin 1996). Las diferencias posiblemente se deban a
muchas vanantes pero principalmente por el tipo de material transferido como
anticuerpos monocionales (Xu 2002), Ac’s de calostro (Femandez, 1998; Watson, 1992) ¥
fracciones de anticuerpos como los F(ab')2 (Pepin 1996) y ofros tipos de anticuerpos
alterados como kos lamados quiméricos o humanizados (Tsurushita, 2005).

Para estar seguro del mantenimiento del nivel de anticuerpos en sangre se calculd
el tiempo de vida media (T1z). La Figura 5.4C muestra 1a regresion lineal transformada
por kog1p en donde €l iempo de vida media fue de 29.3 dias. La Figura 5.4B muestra el
decammiento de ks anticuerpos ya que scon eliminados poco a poco por el organismo.
Watson y cols. Inocularos anticuerpos en becerros y de manera similar observaron la
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vida media de los anticuerpos estaba de alrededor 20 dias. El tiempo de vida media
nos da el tiempo en que tarda en eliminarse el 50% de la sustancia administrada y
aungque se puede calcular matematicamente, el método grifico ofrece los mismos
resultados. (Litter 1880)

El conjugado elaborado en esta trabajo ayudd a evaluar los anticuerpos totales
del equino, sin embargo los usos de tal conjugade se puede extender a muchos
sistemas de diagnédstico en donde se pueden detectar varas subclases de !g contra
diferentes antigenos (Dahwan 2002).

Este conjugado adecuado a métodos de ELISA indirectos es capaz de identificar
anticuerpos especificos contra cualquier antigeno conocido, por fo que tiene alto valor
en el diagndstico de enfermedades (Goodall, 2001). Por ejemplo, en una ELISA, es
posible colocar un antigeno viral a determinar (virus del herpes) en la placa, después
el suero del supuesto y el conjugado revelara la presencia o no del antigeno.



CONCLUSIONES

7 CONCLUSIONES

. Se estandarizd el método para la mejor obtencién de sueros hiperinmunes.
. Hubo elaboracion del AACP para su evaluacion de anticuerpos.

. El Bofilizado como método de conservacién mejord al emplear como agente
protector a la propia albimina del caballo.

. Los anticuerpos administradcs via I.M. elevan el tituko en sangre de anticuerpos
desde el primer dia y se mantienen durante 35 dias aproximadamente.

. El iempo de vida media fue de 29.3 dias para el suero hipefinmune inoculado
por via IM. En caso de terapia con ellos habra de considerar, para que &l nivel
se mantenga constante.
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Animales usados en este trabajo

Yegua Olin, raza Pura Sangre, edad 17 afios, sexo hembra,
450 Kg de peso, 1.54 m de alzada.

Caballo No. 106, raza criolla, edad 18 afios , sexo macho,
450 Kg de peso, 1.50 m de alzada

Caballo No. 93, Raza Warmblod, edad 20 afios, sexo hembra,
500 Kg de peso, 1.57 de alzada.

Yegua No. 106 Raza Crivlla, edad 20 afios, sexo hembra,
440 Kg de peso, 1.60 de alzada

Caballo No. 144 Raza Criolla, edad 18 afios, sexo macho,
450 Kg de peso, 1.53 de alzada

Caballo No. 270. Raza Criolla, edad 20 afios, sexo macho,
400 Kg de peso, 1.57 de alzada.

Caballo No. 100. Raza Criolla, edad 20 afios, sexo macho,
600 kg de peso, 1.67 de alzada.

Cabra No. 109 Hembra de 3 afios, 50 Kg, raza Alphina francesa
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l. PRECIPITACION DE IgG

Musestra: Suero o plasma. (se sugiere suero para tener menos interferencias)

Procedimiento

1) Colocar 100 ml de suero o plasma en un matraz Erlenmeyer que contenga una
barra magnética.

2) Montar un baro de hieko y colocar el matraz con la muestra.

3) Agregar gota a gota y con agitacion lenta 50 ml (1/2 del volumen del suefo o
plasma) de solucion saturada de Sulfato de amonio al 80 % fria.

4) Guardar el precipitado formado a 4°C durante media hora.

5) Sedimentar el precipitado por centrifugacion a 5000 x g a 4°C por 30 minutos.

6) Decantar y desechar totalmente el sobrenadante. Se puede quitar el exceso de
llquido cuidadosamente con paped filtro.

7} Agregar a la globulina precipitada PBS pH = 7.2 empleando el mismo volumen
usado con la solucién saturada de Sulfato de amonio (50 mi). _

8) Remover y disolver el precipitado con una varilla de vidrico y agiiando
suavemente.

9) A la resuspension colocarle una barra magnética.

10) Precipitar la globulina por segunda vez agregando gota a gota y con agitacion
lenta 50 mi {1/2 del volumen original) de solucidn saturada de Sulfato de amonio
al 70 % fria.

11) Sedimentar el precipitado por centrifugacién a 5000 x g a 4°C por 30 minutos
come en el paso 5.

12) Decantar y desechar totalmente el sobrenadante como en el paso 6.

13) Disolver el precipitado con 50 mi de PBS pH = 7.2 como en el paso 7 y 8.

14) Precipitar la globulina por tercera vez con 50 ml de solucidn saturada de Sulfato
de amonio al 70 % fria como en ei paso 10.
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15) Sedimentar el precipitado por centrifugacién a 5000 x g a 4°C por 30 minutos
como en & paso 5.

16) Decantar y desechar totaimente el sobrenadante como en el paso 6.
17) Disolver el precipitado con 50 ml de PBS pH = 7.2 como en el paso 7 y 8.

Dialisis

18) Colocar la globulina en un tubo de dislisis preparadc.

19} Dializar colocando el tubo de dialisis con la globulina en 2000 ml de SSF a 4°C
con agitacién kenta y constante. Cambiar el disolvente cada 6 Hrs. Sumando un
total de 24 Hrs de dialisis.

20) Adicionar 1:1 en volumen una solucion saturada de cloruro de bario, la
presencia de precipitado indica que todavia hay sulfato de amonio.

21} Remover la globulina del tubo de didlisis y conservar en congelacion.

Il. CUANTIFICACION DE PROTEINAS
Meétodo microproteico de Bradford

Curva estandar.

1) Usar una solucién estandarizada de albumina bovina al 0.1 % (1mg/ml).
El reactivo es una solucién de azul de Comassie G-250

Sistema |Blanco 1 2 43 4 5
Sustancias
Estandar (pl) 20 40 60 80 100
PBS pH=7.2 (ul) 100 80 80 40 20
Reactivo (mi) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Cada sistema se hace por triplicado.
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2) Agitar con vortex y dejar reposar 5 minutos.
3) Leer en un espectrofotémetro a 595 nm. El color es estable 2 horas.

4) Sacar promedio de la absorbancia de cada tripkcado y construir la curva
estandar.

Muestra.

1) Tomar 10 pl de ia globulina purificada y agregar 90 pl de PBS pH = 7.2
(solA)

2) Tomar 10 pl de la sofucién A y agregar 90 ul PBS pH = 7.2 (sol. B)

3) Agregar 1ml de reactivo a la solucion B mezclar con vortex y reposar 5
minutos.

4) Leer en un espectrofotémetro a 595 nm.

5) Si la absothancia sobrepasa el de la curva estandar se debe realizar una
nueva dilucién.

6) Calcular la concentracién de globulina por regresion lineal de la curva
estandar y tomando en cuenta las diluciones.

lil. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

I. Preparar un gel discontinuo de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio como se indica
a continuacidn:

1) Preparar un gel tapén. Verterio en la camara y dejar polimerizar.

2) Preparar el gel de separacion (la mezcla se vierte rapidamente a la camara
de electroforesis guardando una pequefia cantidad para observar el
momento de pofimerizacion), agregar alcohol isopropifico sobre el gel y
retirarfo cuando haya ocurridc la polmerizacién, enjuagar con agua
desionizada para quitar el exceso de alcohol y secar con papel filtro.



" s ANEXO

3) Preparar el gel de condensacidn (se adiciona sobre el gel de separacién con
cuidado y rapidez guardandc una pequefia cantidad para observar el
momento de polimerizacion, colocar el peine de separacidn para generar los
pozos el cual se retira cuando el gel ha polimerizado.

N T R~
ngz'ie del 12% | 10% | 7.5% | 5.0%
 Agua destilada - 3.35ml | 405ml [ 485ml | 5.68ml 6.1ml
T"s‘g‘%‘- PRl 4mi | 25ml | 25m | 25ml | 25ml ;
Tﬁs':g" PH I - ' . . 2.5 mi
SDS 10% | 100 | 100 | 1004l | 100 | 400 4 100
BIS/Acramkia) 2mi |400ml | 33ml | 25m | 167mi | 13mi
Persuffatode | 50 | 504 | 50 | 50 | 504 50
amonio 10 % !
TEMED 5 | 54 54 | 5l 5l 0
1l Preparacién de la muestra

1} Tomar 40 pl de muestra y diiuir agregando 160 plL de solucién digestora
2) Se ponen en bafio Maria a 98 ° C durante 4 minutos.

{H Comimiento electroforético.

1) Colocar un volumen de muestra diluida en los pozos formados en el gel, en el
volumen agregado debe haber 20 mg de proteinas. Ademas de las muestras
se puede cofTer en un pozo en un pozo una muestra de proteina estandar o
marcador de peso molecular.
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2) Agregar la Solucién amortiguadora de Corrimiento

3) La corrienta por la cual se corre la eleciroforesis es de 100 V a temperatura
ambiente, hasta que el colorante que sirve como referencia (de la solucion
digestora) llegue al final del gel de corrimiento.

IV Tincion de las protelnas en el gel de poliacrilamida-SDS

1) Se separa el gel del vidno y placa que sirvieron como molde para formario y
se sumerge en solucién tefildora 2Hrs con agitacién.

V Tratamiento para destefiir el gel.

1) Después de que el colorante se fijo en las proteinas el gel se destifie
sumergiéndolo en una mezcla de metanol: acido acético. agua destilada
(solucitn desteflidora | v ).

2) Primero 2 Hrs. En la solucion destediidora | con agitacidn constante.

3) Después dejar toda la noche con la solucién destedlidora Il

4) Se elimina la solucion destefiidora il dejada toda ka noche y se agrega nueva
de esta solucidn para que el gel se mantenga viable.

V1. Colocacitn del gel en un soporte permanente.

1) Cortar dos fragmentos de papel celofan-azicar del tamario de! gel.

2) Sacar el gel de la solucidn desteriidora il y se enjuaga con agua destilada.

3} Colocar el gel encima de uno d= los papeles y agregar un poco de agua.

4) Colocar sl otro papel encima del gel de manera de sandwich evitando que se
formen burbujas entre los papeles.

5) Pegar en una superficie f§a y dejar secar el agua por un dla.
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V. DOT-ELISA
(semicuantitativo)

Muestra

Papel

1) Hacer diluciones dobles sucesivas del antigeno estudiado segin la
concentracidn preestimada.

2) Cortar tiras de papel 0 membrana de nitrocelulosa y marcarlas.

3) Colocar 5 l de cada una de las diluciones del antigenoc a lo largo de la tira de
papel

4) Dejar secar. Se puede colocar en una incubadora a 37°C para acelerar el
proceso.

5) Repetir el paso 3 y 4 cuidando de colocar cada antigeno donde le
comresponde.

6) Cada una de las tiras se colocan en 1 ml de solucion bloqueadora de leche
descremada cada una por separado en tubos de ensaye con tapon y
colocarlos en agitacién durante 2 horas a temperatura ambiente.

7) Desechar la solucién bloqueadora.

8) Agregar 1 ml PBS pH = 7.2 tapar y agitar durante 3 minutos desechar la
solucion y volver agregar nueva solucion repitiendo el proceso 3 veces en
total.

9) Sumergir las tiras en el antisuero conjugado con peroxidasa especifico para
el antigenc e incubar durante 1 Hr. A 37°C.

10) Dessechar la solucion antisuero y lavar como lo indica el paso 8.

11) Colocar 1 ml de sustrato para la enzima y esperar a que se desarrolie el
colof.

12) Lavar con agua destilada y dejar secar al aire.
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V. ELABORACION DEL CONJUGADO

|. Preparacin de la solucién de Peroxidasa-aldehido.

1) Colocar 5 mg de peroxidasa en un matraz que contenga una barra
magnética.

2) Agregar lentamente y con agitacién lenta 1 ml de NaHCO; 0.3 M a la
peroxidasa.

3) Colocar 1a mezcla de reaccion a 4°C y agregar lentamente y con agitacién
lenta 0.1 mi de Fluorcdinitrobenceno 1%. (si la peroxidasa presenta
impurezas puede que se forme un precipitado que puede ser removido con
centrifugacion).

4) Agregar con agitacién lenta 1.0 ml de Penodato de sodio 0.08 M y seguir
agitando lentamente por 30 minutos a 4°C. '

5) Agregar 1.0 ml de Etilen glicol 0.16 M y seguir agitando lentamente por 1
hora a 4°C.

il. Dializado de la solucion de Peroxidasa-Aldehido.

1) Coiocar la solucién de Peroxidasa-aldehido en una bolsa de didlisis evitando
la formacidn de burbujas.

2) Colocar la bolsa de dialisis que contiene la solucidn de Peroxidasa-aldehido
en un contenedor que tenga una Solucién amortiguadora de carbonatos 0.01
M pH = 9.5. La relacién de volimenes de la Solucién amortiguadora a la
solucién de Peroxidasa-aikdehido debe ser de 50 a 1. Dializar a 4° C
realizando 5 cambios de solucién amortiguadora como minimo. Al final del
periodo de dialisis, el dializado debe estar libre de color (NOTA: El dializado
es muy toxico y debe ser manzjado con precaucion).




'-__ e ANEXO

3)Remover la solucidn de Peroxidasa-aldehido dializada de la bolsa de didlisis y

almacenar a 4°C en un tubo con tapa o en un frasco. Esta solucién es
estable por un mes.

Ill. Dialisis de muestra (anticuerpo o globulina)

1) Colocar un volumen que sea equivalente a 10 mg de globulina en un tubo de
dialisis preparado y seilar de tal forma que no queden burbujas de aire.

2)Colocar el saco de didlisis en una solucién amortiguadora de carbonatos 0.01
M pH = 8.5. La cantidad de solucién amortiguadora es de 50 a 1 con
respecto al volumen de la globulina.

3) Dializar a 4°C durante 24 hrs. Con 5 cambios de solucidn amortiguadora

V. Unién al anticuerpo

1) Cotocar 3 mi de la solucién de Peroxidasa-aldehido dializado (paso i) en un
frasco que contenga una barra magnética.

2) Agregar gota a gota y con agitaci®n lenta un volumen de la solucidn de
globukina equivalente a 10 mg de proteina que fue dializada con solucién
amortiguadora de carbonatos 0.01 M (paso lll}.

3) Mezclar lentamente con una barra magrética a 4°C durante 3 horas.

4) Filtrar el conjugado a través de una membrana tipo HA 0.45 um Swinex en un
contenedor estéril a 4°C.
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VI. LHOFILIZADO DE INMUNOGLOBULINA

1) Colocar 1 ml de la solucion de globulina previamente titulada (ver Dot-
ELISA}  en vial estéril con tapdn de hule para liofilizado.

2) Congetar la solucién primero a -4°C y posteriormente a —72 °C.

3) Limplar la superficie del desecador de bandejas ‘liofilizador” con agua
destilada y posteriormente con alcohal al 70 %.

4) Colocar las muestras congeladas y seleccionar los diferentes tiempos y
temperaturas de ciclos de congelacion(-5 a -10°C, 30-60 min.), secado(
presién maxima reducida, -15 2 -25°C, 22-23 hrs.) y post-secado (4 a -5 °C,
2-3 hrs. Maxima presin reducida).

5) Sellar los viales a baja presion (sellado al vacio), liberar presion de 1a
camara y extraer los viales liofilizados.

6) Tomar una muestra para verificar el titulo del anticuerpo.

Vll. SOLUCIONES

Solucién saturada de Sulfato de amonio al 80 %

a) Colocar aproximadamente 550 gr de sulfato de amonio ({NH4»S0.)
grado reactivo (J. T. Baker ACS) en un matraz que contenga 1 Lt. de
agua destilada.

b} Agitar vigorosamente por algunas horas hasta que ya no se disueiva
mads (si se disuelve completamente agregar mas reactive).

¢) Colocar en un frasco (sin filtrar) y mantenerio a 4°C durante algunos
dlas agitando constantemente.

d) Decantar y medir 160 mi de la solucidn saturada de sulfato de amonio
y agregar 40 ml de agua destilada.

g) Guardar en refrigeracion.



PBS

—_—_——— e ANEXO

hate Buflered Saline) pH = 7.2

a) Preparar la solucién A,

Disoiver 1.4 gr de Na;HPQO, (Golden Bell) en un matraz aforado de
100 ml y llevar a 100 ml.

b) Preparar la solucion B.

Disolver 0.7 gr de NaH;PO, H,0 (Técnica Quimica) en un matraz

aforado de 50 mi y llevar a 50 ml.

c} Colocar B.5 gr. de NaCl (Productos Quimicos Monterrey)} en un
matraz aforado de 1 Lt Agregar 84.1 ml de la solucién A y 15.9 mi de
la solucién B y disotver el NaCl.

d} Confimar el pH con un pH-metro v ajustar a pH=7.2 utilizando las
soluciones Ay B.

e) Aforar la solucidn a 1Lt y refrigerar.

Solucién saturada de Sulfato de amonio al 70 %

a) Colocar aproximadamente 550 gr de sulfato de amonio {(NH4)2S04)
grado reactivo (J. T. Baker ACS) en un matraz que contenga 1 Lt. de
agua destilada.

b) Agitar vigorosamente por algunas horas hasta que ya no se disuelva
mas {si se disuelve completamente agregar mas reactivo}).

¢} Colocar en un frasco (sin filirar) y manteneric a 4°C durante algunos
dias agitando constantemente.

d) Decantar y medqir 140 m! de la soluciton saturada de sulfato de amonio
y agregar 60 mi de agua destilada.

e) Guardar en refrigeracion.
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a) Cortar una tira de bolsa de didlisis (Spectra/Por, Spectrum)
cofrespondiente a la cantidad de muestra.

b) Colocar la bolsa en agua desionizada durante 30 minutos.

¢) Colocar la bolsa en una solucién a 60°C de EDTA 1 mM- NaHCO,

EDTA e 75mg
Bicarbonato de sodio (NaHCOa)...........4 g
Aguadestilada.....................ooceeiin, 200 ml

d} Agitar constantemente en la solucién durante 30 minutos
e) Sacar y enjuagar con agua desionizada.

SSF (Soluciton Salina Fisiologica}

a) Colocar 8.5 gr de cloruro de sodio (NaCl) en un matraz aforado de
1000 ml.

b) Llevar hasta el aforo con agua destilada.

Tris-HCI, pH 8.8

a) Disotver 18.75 g de Tris base (ICN Bicmedics, Inc.}en 80 ml de agua
desionizada.
b) Ajustara pH =8.8 con HCI 1N

¢) Uevar a 150 ml con agua desionizada, filtrar y almacenar a 4°C.
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d) Disolver 6.0 g de Tris base en 60 ml de agua desionizada.
e} AjustarapH=6.8 con HCI 1N
f) Llevar a 100 ml con agua desionizada, filtrar y almacenar a 4°C.

SDS (Dodecil sulfato de sodio} 10%

Disolver 1 gr de Dodecil sulfatc de sodio en 10 ml de agua desionizada.
Calentar un poco si no se disuelve.

BIS/ Acrilamida 30 % (solucion stock).

a)Agregar 29.2 Acrilamida (SIGMA) y 0.8 gr de Bis-Acrilamida —N-N'-metil-bis-
acrdamida- (SIGMA) a 100 ml de agua desionizada

b)Disclver, filtrar y almacenara 4°C protegiendo de la oscurdad (30 dias
maximo)

Persulfato de amonio 10 %

Disolver 0.1 gr de (NH.4)25:04 {SIGMA} en 1 md de agua desionizada.

]
z
m
lwo)

N,N.N' N'-Tetrametilelilendiamino {FISHER SCIENTIFIC COMPANY)

8%




Azul de Comassie G-250

a. Disolver 100 mg de Azul Brillante de Comassie G-250 en 50 ml de
stanc! al 95%.

b. Agregar 100 ml de acido fosférico 85% (P}

c. Agregar cantidad suficiente de agua destilada para obtener 1 Lt de

sotucion.
Solucitn digestora
Mezclar los siguientes reactivos:
Tns 0.5 MPHB.G.......coove e e, 1.0 ml
Glicerol (Golden Bell).........ccooovviiiiviece e, 0.8 ml
SDS al 10% (ver en esta seccidn)..........ccoceveieeeene 1.6 mi
Azulde bromofencd............oocoii i 0.2 mi
Aguadesionizada..........ccc.ooeivieneee e 4.4 mi

Almacenar a Temp. ambiente y proteger de la luz.

Solucién amortiquadora de Commimiento

Mezciar los siguientes reactivos en 300 ml de agua desionizada:

Tris DASE......cceceie et 4.5gr
Glicina (ICN Biomedicals, Inc.).................... 216gr
SDS... e e e 15gr

Almacenar a 4°C. Si occuire precipitacion, disolver calentando a 37°C. Antes de
usarse en la slectroforesis debe diluirse 1:5.




Sotucion tedidora.

Disotver 10 mg de Azul de Comassie en 4 mi de Metancol absoluto (BAKER
ANALYZED). Agregar 1 ml de acido acético glacial (BAKER ANALYZED) y 5 ml
de agua destilada. Proteger de la luz y almacenar a Temp. ambiente.

Solucién desteiiidora |

Mezclar 50 mi de Metanol Absoluto con 10 mi de Acido acético glacial y aforar a
100 mi con agua desicnizada.

Solucidn destediidora I

Mezclar 5 ml de Metanol Absoluto con 7 mi! de Acido acético glacial y aforar a
100 ml con agua desionizada.

Soluckin bloqueadora de leche descremada

Disciver 5.0 gr. de Leche descremada en potvo (DIFCC) en 100 mi de PBS (Ver
en esta seccion). Preparar al momento.

Sustraio para la enzima

a) Preparar la solucion A
Disotver 30 mg de 1-4-Cloronaftol (SIGMA)en 10 mi de metanol
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b) Preparar la solucién B

Mezclar 0.025 ml de H:O- (Productos Quimicos Monterrey} con 25 ml
de PBS (ver en esta seccién).

¢) Mezclar 10 ml de la solucién A con 25 mi de la solucidn B todo en frio
y usar al momento.

NaHCO; 0.3 M

Colocar 1.26 gr de Bicarbonato de sodio en una matraz aforado y llevar a 50 mi
con agua destilada.

Flucrodinitrobenceno 1% (CsHaFN2O4)

Mezclar 0.5 ml de 2-4-Dinitroflourobenceno (SIGMA) con 49.5 ml de etanol
absoluto.

Periodato de sodio 0.08 M

Disotver 0.858 gr de Na(lO){SIGMA) con agua destilada y aforar a 50 ml. Si el
periodato no se disuelve calentar a 37°C y agitar suavemente.

Etilen glicol 0.16 M

Mezclar 0.45 ml de HOCH,CH;OH (SIGMA) con 49.55 mi de agua destilada.




Solucién amortiguadora de carbonatos 3.01 M pH = 9.5,

a) Preparar la solucidn A

Disolver 10.6 gr de Na,CO; en agua destilada y aforar a 1 litro.
b) Preparar la solucion B

Disolver 8.4 gr de NaHCO; en agua destilada y aforar a 1 litro.
¢) Mezclar 9 partes de A con 28 partes de B
d) Diluir 1:10 con agua destilada.
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