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RESUMEN

Los équidos presentan una estrategia para la manutencién de la gestacion, con la accién
luteogénica y luteotrépica de la gonadotropina coridnica equina (eCG) y la gonadotropina
coridnica de burro (dCG). La gonadotropina coridnica participa en la resurgencia del cuerpo luteo
primario, asi como la formacién de un cuerpo luteo secundario y cuerpos IUteos accesorios, sin
embargo, existen diferencias estructurales y funcionales entre las gonadotropinas presentes en las
diferentes gestaciones équidas. Se ha estudiado la dinamia y el patron de secrecidn de estas
hormonas a través de su identificacién en tejidos y suero, esto con ayuda de técnicas
inmunodiagndsticas, como el ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas o ELISA, western blot
(WB) o inmunohistoquimicas con la utilizacion de anticuerpos monoclonales para eCG, sin
embargo, estos anticuerpos excluyen la deteccién de otras gonadotropinas équidas por lo que el
objetivo de este trabajo fue la produccidn de anticuerpos capaces de detectar a la dCG en suero,
para esto se utilizdé como inmundgeno eCG comercial para la inoculacién de conejos del cual se
generd un anticuerpo anti eCG que detecto a la dCG por medio de la técnica de WB y ELISA.
Posteriormente se aislé la banda sugerente a la subunidad B de la eCG por medio de un SDS-PAGE,
para la produccion de un anticuerpo anti eCG subunidad B, el cual fue especifico para la deteccién
de esta subunidad en suero de burras gestantes por medio de la técnica de WB. Por ultimo se pre
purifico, a partir de suero de burras gestantes, la dCG para ser utilizada como inmundgeno, sin
embargo, no se pudo aislar con la técnica de SDS-PAGE por la cantidad minima que se obtenia en
cada paso de la purificacién, por lo que no se pudo producir un anticuerpo anti dCG. Podemos
concluir que el anticuerpo producido anti eCG fue capaz de reconocer a la dCG y a la eCG en suero
de burras y yeguas gestantes, que con la produccidn del anticuerpo anti eCG subunidad B, se
observd que la técnica de aislamiento de la proteina deseada a partir de un SDS-PAGE es adecuada
para aumentar la especificidad de los anticuerpos producidos, disminuyendo la deteccién de otras
proteinas séricas y que la baja concentracion de dCG en suero de burras gestantes, limitaron la
utilizacion de las técnicas de pre-purificacion y aislamiento por medio de un SDS-PAGE para la

produccion de un anticuerpo anti dCG.
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PRODUDUCCION DE UN ANTICUERPO POLICLONAL, A PARTIR DE LA IDENTIFICACION DE LA
GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA, CAPAZ DE DETECTAR A LA GONADOTROPINA
CORIONICA DE BURRO

1. INTRODUCCION

Los équidos presentan una estrategia fisioldgica compleja para el mantenimiento la gestacion
temprana, con la accion luteogénica y luteotrépica de la gonadotropina coridnica equina (eCG) y la

gonadotropina coridnica de burro (dCG).

La gonadotropina coridnica de équidos es una hormona de origen proteico, que pertenece al
grupo de hormonas glicoprotéicas donde se encuentran también las gonadotropinas hipofisiarias;
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH), todas ellas compuestas por una
subunidad a, que es codificada por un gen comun y una subunidad B, especifica para cada
glicoproteina. Ambas subunidades se encuentran unidas entre si por un enlace no-covalente

(Maurel et al, 1992).

En gestaciones de équidos, la gonadotropina coridnica participa activamente y de una manera
regulada, favorece la revitalizacion del cuerpo liteo primario asi como la formacion de un cuerpo
luteo secundario y cuerpos lUteos accesorios, sin embargo, existen diferencias estructurales y
funcionales entre las gonadotropinas presentes en las diferentes gestaciones équidas. (Murphy et

al, 1991).

Para comprender a fondo el efecto de las gonadotropinas coridnica en gestaciones de équidos,
tanto gestaciones hibridas (Burro X Yegua= embriéon mula, Caballo X Burra= embrién burdégano)
como en gestaciones no hibridas (Caballo X Yegua, Burro X Burra), se ha estudiado la dinamia y el
patron de secrecidon de estas hormonas a través de su identificacion en tejidos y suero, esto con
ayuda de técnicas inmunodiagndsticas, entre las que destacan inmunoensayos, como lo son el
ensayo por inmunoadsorcidn ligado a enzimas o ELISA por sus siglas en inglés, electroforesis,

western blot (WB) o inmunohistoquimicas (Christakos, Bahl, 1979).




Estas técnicas utilizan anticuerpos, ya sean policlonales o monoclonales, los cuales, gracias a su
especificidad y sensibilidad, han podido ampliar el conocimiento de la interaccién que estas
hormonas tienen en la fisiologia de la gestaciéon en équidos, (Stills, 2012) siendo la falta de
anticuerpos especifico por cada una de las especies de équidos, la mayor limitante que se tiene en
la investigacién de la fisiologia de la gestacidn, por lo que el objetivo del presente trabajo fue
producir un anticuerpo con la capacidad de detectar a la gonadotropina coridnica de burros en

suero.




2. MARCO TEORICO

2.1 ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION DE EQUIDOS

Existe una amplia gama de hormonas las cuales, actuando individualmente o en interaccién con
otras, llevan a cabo el proceso de la reproduccién. Estas se pueden dividir segin su grupo
estructural como lo son, esteroideas las cuales son derivadas de acidos grasos; proteicas y
polipeptidicas que estan formadas por aminodacidos y glicoprotéicas, de origen proteico y con
modificaciones postraduccionales que le dan una caracteristica especifica para su actividad

bioldgica (Squires et al, 2003).

2.1.1 HORMONAS GLICOPROTEICAS

Las hormonas glicoprotéicas tienen dos tipos de patrones de glicosilacidn; glicosilacidon unida a un
grupo O, que es caracterizada por un carbohidrato N-acetilgalactosamina unido al grupo hidroxilo
de un aminoacido, ya sea serina o treonina y una glicosilacion con un carbohidrato N-
acetilgalactosamina la cual estd unida al grupo amida de asparagina. La extensién y el patron de
glicosilacion le dan a la proteina diferencia de cargas, bioactividad y vida media (Ledo y Esteves,

2014).

Las hormonas glicoprotéicas de estructura heterodimérica son moléculas complejas formadas por
dos subunidades; a y B las cuales estdan unidas por un enlace de disulfuro. A pesar de que la
estructura de la subunidad a es idéntica en todas las hormonas glicoprotéicas, el papel que esta
subunidad juega en la interaccién con el receptor, alin no se conoce totalmente. Se ha
mencionado que la subunidad B, estd directamente relacionada con el reconocimiento de los
receptores (Pierces y Parson, 1981), sin embargo, es la hormona completa la que, una vez unida al
receptor, induce una senal al interior de la célula activando receptores unidos a proteina G, en

donde, a través de esta sefializacién, se ejerce la accién de la hormona (Jiang et al 2014).

——
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2.1.2 GONADOTROPINAS

Dentro de este grupo de hormonas glicoprotéicas se encuentran las dos principales
gonadotropinas de origen hipofisiario: LH, FSH y las de origen placentario: gonadotropina

coridnica (GC) tanto humana (hCG) como equina (eCG) (Pierces y Parson, 1981; Jiang et al 2014).

Estas hormonas interaccionan con la célula blanco por medio de un receptor que se encuentra
presente en la membrana celular. Mientras que en équidos la FSH y la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) tienen receptores especificos (Jiang et al, 2014) la LH y eGC comparten el receptor
debido a su similitud estructural, sin embargo, en otras especies, la GC équidas son capaces de

unirse a los receptores tanto de LH como de FSH (Chopineau et al, 1997).

La interaccion de las gonadotropinas y otras hormonas reproductivas favorecen la funciéon de un
ovario normal (Ezcurra y Humaidan, 2014). La FSH y la LH juegan un papel importante en la
funcion gonadal; ya que la LH en sinergia con FSH estimula el crecimiento folicular y la ovulacién

(Raju et al, 2013).
2.1.3 HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

La FSH equina esta compuesta por 118 aminoacidos que cuentan con cuatro sitios de glicosilacién,
dos en la subunidad a (ASN52 y ASN78) y dos en la subunidad B (ASN7 y ASN24) los cuales, crea
diversas isoformas con diferentes rangos de vida media (de 3 a 5 horas) y actividad bioldgica (Fukiji

et al, 1978; Ledo y Sandro, 2013).

La importancia bioldgica de esta hormona se encuentra en el reclutamiento y en el crecimiento de
foliculos antrales ya que junto con el estradiol estimulan la formacidn de la cavidad antral y la
expresion de receptores para LH en las células de la granulosa en el foliculo preovulatorio (Gigli et
al 2006). La FSH también se encuentra involucrada en la estimulacién de las células de la granulosa
para la produccién de inhibina y activina por medio de una actividad autocrina (Gigli et al 2006;

Ledo y Sandro, 2013).




2.14 HORMONA LUTEINIZATE (LH)

La subunidad B de la LH equina estd formada por 149 aminoacidos. (Ledo y Sandro, 2013),
presentando un 30% de carbohidratos en su estructura, siendo el acido sidlico el principal,

brindandole una vida media mayor, aproximadamente de 5 horas (Alexander e Irvine, 2011).

La funcidn principal de la LH es reiniciar la meiosis en el foliculo preovulatorio. Este proceso inicia
durante la mitad de la etapa folicular, donde la LH estimula la produccidon de andrégenos en las
células de la teca que a su vez promueven su aromatizacion para producir estréogenos en las
células de la granulosa. Los estrégenos generan una retroalimentacidon positiva a la hipdfisis

aumentando la produccion de LH lo que resulta en la ovulacién (Choi y Smitz, 2014).

La LH también interviene en la formacién y mantenimiento del cuerpo luteo (CL), para el sostén de

la gestacion (Ledo y Sandro, 2013; Choi y Smitz, 2014).

2.1.5 GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (eCG)

La eCG es una molécula de 60kDa, compuesta por una subunidad a la cual cuenta con 82
aminoacidos (Murphy Martinuk, 1991) que le confieren un peso molecular de 16.96kDa. Esta
subunidad es comun entre la LH, FSH y la TSH equina, ya que esta codificada por un gen comun
(Murphy y Martinuk, 1991) lo que le da la caracteristica de ser una subunidad altamente
conservada, teniendo un 70-80% de homologia con otras subunidades a de otros mamiferos
(Murphy et al, 1991). Se sabe que el porcentaje de glicosilacidon de la subunidad a corresponde al

22% de su peso molecular (Murphy et al, 1991).

Por su parte, la subunidad B tiene un peso molecular de 43.72kDa y es codificada por el mismo gen
qgue la LH equina (Murphy et al, 1991). Es la hormona glicoprotéica mas glicosilada entre los
mamiferos (Murphy et al, 1991) ya que contiene del 45% al 50% de carbohidratos, teniendo entre
los principales galactosa, glucosamina y acido sialico, correspondiendo a este ultimo el 10%
(Murphy et al, 1991; Mdller et al, 2015) lo que le confiere una vida media de aproximadamente 6
dias (Murphy et al, 1991; Mestre et al, 2011,). Si bien, se puede encontrar a la eCG circulante en
suero, sin embargo, la presencia de esta hormona en orina es minima, ya que es metabolizada y

degradada antes de poder llegar a una filtracidn renal (Murphy et al, 1991).




La eCG tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la LH equina (Viktor et al, 1996) lo que hace
gue ambas hormonas se unan a un mismo receptor, sin embargo, la afinidad de la eCG por el
receptor es mucho mas bajo que la de LH debido a las diferencias en el patron de glicosilacion

(Murphy et al, 1991).

La funcidon de la eCG se enfoca en la estrategia fisioldgica que los equinos tienen para la
manutencién de la gestacion por medio del rescate del cuerpo liteo primario y la generacién de
cuerpos luteos suplementarios (Murphy, 2012) funcionando similar a la LH, mientras que en
especies no equinas actia como FSH estimulando el desarrollo folicular (Boeta y Zarco, 2012). La
variacién de la concentracidon de la eCG en suero se ha atribuido a factores genéticos, con

influencias maternas y paternas (Murphy, 2012).

2.1.6  GONADOTROPINA CORIONICA DE BURRO (dCG)

Se sabe que la eCG y la dCG son hormonas similares tanto en actividad, como en caracteristicas
fisicoquimicas (Aggarwal et al, 1980) esto debido a su alta homologia de sus estructuras de
aminodcidos (subunidad a con 92% de identidad, subunidad B con 93% de identidad) (Chopineau

etal, 1997).

La dCG es secretada por burras gestantes. Pertenece al grupo de hormonas glicoprotéicas,
teniendo reportado la presencia de 85 a 146 aminoacidos en su molécula (Murphy et al, 1991) con
alrededor del 31% de carbohidratos en su estructura, siendo un 6.8% de acido sidlico (Aggarwal et
al, 1980; Leigh y Stewart, 1990) menor cantidad que la que se encuentra en la eCG y en la LH de
burra (Murphy et al, 1991) por lo que la vida media de esta hormona es menor que la eCG (26
horas en rata, 6 dias en el caballo) y quiza es mas cercana a la vida media de la hCG (4 a 9 horas en
la rata) (Aggarwal et al, 1980). La dCG tiene poca actividad de FSH ya que tiene mayor afinidad por

receptores de LH (Aggarwal et al, 1980; Leigh y Stewart, 1990).

2.1.7 COPAS ENDOMETRIALES

El blastocisto équido tiene una capa Unica ectodermal que lo rodea la cual es llamada trofoblasto.
Esta membrana mantiene el contacto de absorcidn de la placenta con el endometrio durante la
gestacion (Ginther, 1998) ademas de tener una funcién primordial en la formacion de las copas

endometriales.




Alrededor del dia 25 post-ovulacién, en la superficie del corion, entre el alantoides y el saco
vitelino, se comienza a visualizar un engrosamiento anular conocido como cinturén coridnico

(Allen, 2005).

Histologicamente, el cinturdn coridnico se observa en sus primeros dias como una serie de
ondulaciones poco profundas en la zona del corién, que se profundizan durante los préoximos 10
dias para convertirse en crestas marcadas, esto debido a una rapida hiperplasia de las células del
trofoblasto (Allen, 2000; Allen y Wilsher, 2009). Posteriormente las células del cinturdn coridnico
pasan por tres fases para su desarrollo. La primera fase consiste en una rapida proliferacion
celular. La segunda fase es la diferenciacidon de células uninucleadas del trofoblasto a células
binucleadas que tienen la capacidad de secretar eCG o dCG. La ultima fase es aquella en donde las
células adquieren un fenotipo invasivo que les permite la entrada al epitelio luminal del

endometrio (Antczak et al, 2013; Mestre et al, 2008).

Una vez que las células del cinturdn coridnico adquieren la caracteristica invasiva, se comienzan a
observar zonas engrosadas alrededor de la vesicula embrionaria en él endometrio gravido, esto se
puede presentar entre el dia 30 — 35. A estas zonas presentes en el endometrio se les conoce
como copas endometriales (Allen, 2000). Para el dia 50 — 60, estas copas endometriales se pueden
observar como densas placas largas, las cuales se encuentran relacionadas histolégicamente con
las glandulas endometriales. Comienzan a degenerarse por una infiltraciéon de leucocitos en él
tejido que ataca y destruye la copa después del dia 70 (Allen, 2001; Allen y Wilsher, 2009; Koets,
2011). Las copas se vuelven mas palidas debido al desprendimiento celular de la superficie luminal
para que, entre el dia 100 al 120, este completamente necrdtica y posteriormente desaparezca

(Allen, 2001; Antczak et al 2013; Koets, 2011).

Las copas endometriales son las responsables directas de la produccién de gonadotropina
coridnica de las diferentes gestaciones équidas, tanto intra-especie (Padre caballo X Madre Yegua;
Padre Burro X Madre Burra) como inter-especie (Padre caballo X Madre Burra; Padre burro X

Madre yegua) (Allen, 2002; Murphy, 2012).




2.1.8 DIFERENCIA EN LA SECRECION DE GONADOTROPINA CORIONICA ENTRE ESPECIES DE
EQUIDOS

La gonadotropina coridnica equina comienza a secretarse al dia 35-38 post-ovulacidn, teniendo
una concentracién aproximada de 20 a 300 Ul/ml, dependiendo del tipo de gestacién. Alrededor
del dia 60-70, se observa su maxima concentracién, disminuyendo gradualmente hasta el dia 100-
120 en donde desaparece completamente. Este patrén de secrecién coincide con la presencia de
las copas endometriales en el Utero de la hembra (Allen et al, 1993; Allen, 2000; Allen et al 2002,

Boeta y Zarco, 2012).

Algunos estudios han mostrado una diferencia en tamafio, produccion y vida de las copas
endometriales en gestaciones inter-especificas, en donde coincide que las gestaciones con padre
equino tienen una mayor concentracion de gonadotropinas que aquellas gestaciones donde el
padre es burro oscilando entre: Yeguas 80-100 Ul/ml, burras 100-300 Ul/ml, que aquellas
gestaciones con padre burro: Burras 40-100 Ul/ml, yeguas 20-50 Ul/ml (Allen y Short, 1995; Boeta
y Zarco, 2012), por lo que se ha concluido que el efecto luteogénico y luteotrépico, patrén de
secrecién y actividad bioldgica podria estar correlacionada con el tipo de gestacién (Boeta y Zarco,

2012).
2.2 DETECCION DE LA GONADOTROPINA DE EQUIDOS

Desde que la eCG comenzd a ser estudiada se disefiaron diferentes técnicas diagndsticas con las
que se pudiera detectar esta hormona a partir de suero de yeguas gestantes, siendo las técnicas
de inmunoensayos las que facilitaron su estudio, por medio de la produccién de anticuerpos

capaces de reconocer a esta hormona.




2.2.1 PRODUCCION DE ANTICUERPOS

La produccion de anticuerpos resulta una estrategia para la realizacion de diversas metodologias,
ya sea con la produccion de anticuerpos policlonales o monoclonales, que han sido empleados en
muchos métodos diagndsticos como lo son ELISA, dot blot, western blot, inmunofluorescencias,

entre otras (Pohanka, 2009)

Los anticuerpos monoclonales tienen alta especificidad que el anticuerpo policlonal, sin embargo,
es precisamente la alta especificidad lo que limita la deteccidon de variedades de antigenos
deseables lo cual es una de sus mayores desventajas (Stills, 2012), aunado a que la produccién de

estos suele ser costoso y requerir personal especializado (Tian et al, 2018).

Por otra parte, los anticuerpos policlonales se obtienen de la inmunizaciéon de un animal con un
antigeno y un adyuvante que causa una respuesta inmune que estimula la produccion de
diferentes clonas de linfocitos B, lo que resulta en la produccién de anticuerpos capaces de
reconocer diferentes zonas antigénicas (Leenaars et al, 1999). Al ser heterogéneos se unen a
diferentes epitopes antigénicos (Stills, 2012) lo que amplia su capacidad de deteccidn, sin
embargo, al tener alta capacidad de deteccion, la especificidad reducida es su mayor desventaja
(Tian et al, 2018). La produccién de estos anticuerpos suele ser sencilla, sin embargo, es
fundamental elegir adecuadamente algunos parametros como la caracteristica del imundgeno
(peso molecular, grado de pureza, naturaleza quimica), la dosis, la ruta y el calendario de la
inmunizacion, asi como elegir el adyuvante indicado para complementar la respuesta inmune para

gue la produccién sea eficiente (Stills, 2012).

2.3 INMUNOENSAYOS

Algunos de los inmunoensayos utilizados para la deteccién de la gonadotropina coridnica se basan
en la reaccion antigeno-anticuerpo, que permite identificar a esta hormona en cualquier tipo de
muestra biolégica, principalmente de suero (Aydin, 2015; Tian et al, 2018). Entre las principales
técnicas se encuentran: radioinmunoensayo (RIA) y ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
o ELISA (enzyme-linked immunosorbente assay), western blot, inmunofluorescencia,

inmunohistoquimica, dot blot, entre otras (Tian et al, 2018).
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2.3.1 RADIOINMUNOENSAYO

Desarrollado por Yalow y Berson en 1959 esta técnica fue considerada el método cldsico de

inmunodiagndstico por muchos afos.

El fundamento de esta técnica se basa en la unidn de un antigeno y un anticuerpo, sin embargo,
este método requiere marcadores radioactivos como el 125, P32y C* entre otros. Midiendo la
radioactividad, es posible determinar las concentraciones de los antigenos o anticuerpos
marcados, sin embargo, el uso de radiomarcadores restringe la aplicacidn en la deteccidn practica

por los efectos que estos tienen contra la salud humana (Goldsmith, 1975; Tian et al, 2018).

Esta técnica fue utilizada en las primeras fases experimentales cuando se comenzaba a detectar a
la eCG en suero, sin embargo, actualmente se considera obsoleta al no encontrar disponibilidad de

anticuerpos anti eCG marcados.

2.3.2  ENSAYO POR INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS

El ELISA es un método simple y rapido basado en el reconocimiento de un anticuerpo con un
antigeno. Existen diversos protocolos establecidos para realizar esta técnica como lo son el ELISA

directo, indirecto, tipo sdndwich, competitiva y directa competitiva (Tian et al, 2018).

En esta técnica el antigeno o el anticuerpo se adsorben en una fase sélida, sobre la cual se llevan a
cabo las reacciones. Se utilizan anticuerpos conjugados a enzimas en donde estos conservan su
capacidad de unién al antigeno, mientras que la enzima marcadora es capaz de generar una
reaccion colorimétrica capaz de ser cuantificada por medio de un espectrofotémetro (Gan et al,

2013; Aydin, 2015).

En afios recientes, el ELISA ha sido utilizado en el analisis de proteinas y péptidos por su alta
sensibilidad (Aydin, 2015), sin embargo, la ausencia de anticuerpos especificos para ciertos
antigenos disminuye especificidad, aumentando la reaccién cruzada con otros antigenos o uniones
no especificas (Gan et al, 2013). En el caso de la deteccion de la eCG, el kit comercial trata de un
ELISA tipo sandwich, donde el pozo viene previamente sensibilizado con un anticuerpo
monoclonal dirigido hacia un sitio antigénico unico de la eCG, sin embargo, se sabe cada especie
de équido presenta en la gestacidn su propia isoforma de gonadotropina y su propio patrén de
secrecién (Allen y Short, 1995) por lo que el uso de este kit para la deteccion de otras

gonadotropinas équidas lo deja obsoleto.

——
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2.3.3 WESTERN BLOT

El western blot es una técnica la cual permite identificar proteinas especificas que se encuentran
en una mezcla compleja. Esta metodologia combina el poder resolutivo de la electroforesis en
geles de poliacrilamida, en presencia o ausencia de detergentes como el dodecilsulfato sddico
(SDS) con las reacciones inmunoenzimaticas en fase sélida. En el primer paso las proteinas se
separan de acuerdo a sus pesos moleculares, lo que permite su identificacion. Posteriormente, son
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno (PVDF). El patrén
que se obtiene sobre el papel es una copia del patron de separacién obtenido en el gel.
Posteriormente se bloquean los sitios reactivos del papel que quedan libres, con alguna proteina
gue no interfiera y a continuacién se hacen reaccionar con los anticuerpos, los cuales podran

unirse a sus antigenos correspondientes inmovilizados en el papel.

La siguiente reaccién que se efectua corresponde a la interaccidon antigeno-anticuerpo que se
pone de manifiesto al agregar un segundo anticuerpo unido a una enzima como peroxidasa u otro
conjugado, en el ensayo enzimatico se agrega el sustrato y un cromdgeno que precipite in situ

para hacer visible la reaccién (Carpio y Medina, 2011).

2.4 ELECTROFORESIS

Es una forma de separacién de proteinas que actla con base en la carga de las moléculas, las
cuales migraran a través de una matriz, usualmente agarosa o acrilamida, bajo la aplicacién de un
campo eléctrico. La matriz de agarosa se utiliza cominmente para la separacién de moléculas
grandes, como lo son los acidos nucléicos, mientras que la poliacrilamida se utiliza mas para la

separacion de proteinas (Jackowski y Shi, 1998; Ausuble et al, 2003).

Existen diferentes métodos de electroforesis para la resolucién de las proteinas, dependiendo de
las caracteristicas que se quieran estudiar. La electroforesis unidimensional puede proporcionar
informacion sobre el tamafio de las proteinas y su pureza, asi como el nimero y el tamafio de las
subunidades, mientras que los geles bidimensionales tienen dos fases. La primera corresponde a la
separacion de la proteina por enfoque isoeléctrico, en donde la movilidad de esta a través de una

tira de pH inmovilizado, se vera detenida al encontrar su punto isoeléctrico.
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La segunda fase corresponde a una electroforesis en presencia de SDS, correspondiendo el mismo
fundamento que en la electroforesis unidimensional. Este tipo de electroforesis no solo brinda
informacion acerca del tamafio de las proteinas, sino que también nos da un indicio de la carga de
esta (Ausuble et al, 2003), sin embargo, la electroforesis de poliacrilamida con dodecilsulfato

sédico (SDS-PAGE) es la técnica mas utilizada (Gallagher, 2018)

2.4.1 ELECTROFORESIS DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO SODICO

Esta electroforesis se considerada como desnaturalizante, ya que presenta el detergente anidnico
SDS, el cual tiene una interaccién fuerte con las proteinas provocando su desnaturalizacion,
haciéndolas perder su conformacién tridimensional y dejando Unicamente una estructura lineal de

aminodacidos (Kumar, 2018; Walker, 2009).

Por otro lado, la poliacrilamida que esta hecha por la polimerizacién de mondmeros de acrilamida,
forma micro poros conforme a su concentracidn, lo que provoca que, durante la migracién de las
proteinas, el tamafio del poro impida la migracidon dejandolas estacionadas (Gallagher, 2018)

separando a las proteinas por peso, forma y tamafio (Gallagher, 2018).

12

——
| —



3. JUSTIFICACION

La generacion de un anticuerpo con la capacidad de detectar la gonadotropina coridnica en suero
de burras, permitird conocer las concentraciones de gonadotropinas en gestacién para que a
futuro se puedan comparar los patrones de secrecion entre los équidos, ampliando la informacién

acerca de la biologia de la reproduccion en estas especies.

4. HIPOTESIS

Los anticuerpos producidos seran capaces de detectar a la gonadotropina coridnica en suero de

burras gestantes.
5. OBJETIVO GENERAL

Identificar y aislar la eCG y dCG, por medio de la técnica SDS-PAGE y métodos de purificacion

protéica, para la produccién de anticuerpos policlonales.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Producir un anticuerpo policlonal anti-eCG, por medio de la inoculacién de eCG comercial

e Producir un anticuerpo policlonal anti-eCG subunidad B por medio del aislamiento de esta
subunidad en un SDS-PAGE

e Pre purificar a la dCG de suero de burras gestantes, por medio de técnicas de purificacién

de proteinas, para producir un anticuerpo anti-dCG
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7. MATERIAL Y METODOS

PRODUCCION DE UN ANTICUERPO POLICLONAL PARA LA
DETECCION DE dCG EN SUERO DE BURRAS GESTANTES
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7.1 PRODUCCION DE UN ANTICUERPO ANTI eCG

7.1.1 GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO SODICO (SDS-PAGE)

El primer paso para la produccién de un anticuerpo anti eCG fue elegir el inmundgeno, al cual se le

debia comprobar el grado de pureza por medio de un SDS-PAGE y WB.

Se utilizé el producto comercial FOLLIGON® de INTERVET, el cual estd constituido por un liofilizado
de eCG purificada de suero de yegua gestante, con una concentraciéon de 1,000 Ul/5ml (1Ul= 100

ng) la cual se visualizd por medio de un gel de electroforesis.

Se prepard un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato al 10% (Anexo) el cual se colocé en la
camara de electroforesis, llenando la cdmara con buffer de corrida (Run buffer ™, Bio-Rad®) hasta
cubrir el soporte del gel. A cada pozo se le agregé 15ug de eCG comercial mezclado con buffer de
Laemmli en una proporcidn 1:3. Se utilizaron 3 pul de marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein ™ Dual Color Bio-Rad®). Por cada electroforesis se realizaron los geles por duplicado. La
electroforesis se dejoé correr durante 120 minutos, dejando migrar las proteinas a lo largo del gel,
utilizando 15 miliamperes constantes (mA) por gel y Voltaje (V) con una variabilidad de 200 a

300V.

Para la tincién de proteinas en gel, se utilizd azul de Coomassie (PhastaGel® Blue R Sigma-Aldrich),
agregando 25ml por gel, manteniéndolo en agitacidn constante durante 40 minutos. Ya teiido el
gel, se elimind la tincidn y se agregaron 25ml de solucidn destefidora (Anexo) haciendo recambios
cada 15 minutos de esta solucion hasta visualizar las bandas de proteina de manera definida,
tratando de identificar una banda de entre 20 a 25 kDa y 40 a 43 kDa, reportada como la

subunidad a y la subunidad B de la eCG, respectivamente.
7.1.2 WESTERN BLOT

Se realizé la técnica de Western Blot esto por medio de la transferencia himeda de las proteinas
aisladas del gel de poliacrilamida hacia una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)

(Immobilon-P® Merck) previamente hidratada con metanol.
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Se colocaron los componentes de la transferencia dentro del casete, con la finalidad de dejar en
contacto directo el gel de electroforesis con la membrana de PVDF. EL casete fue colocado dentro
del soporte de la camara, no sin antes verificar que entre el gel y la membrana no quedaran
burbuja que evitara la migracion de las proteinas. Una vez colocado el soporte de transferencia

dentro de la cdmara, se agrego el buffer de transferencia hasta cubrir el casete (Anexo).

La transferencia se llevé a cabo con 100 V constantes y mili amperaje variable, sin exceder los 250

mA, durante 70 minutos.

Pasados los 70 minutos, se separd la membrana y se tifid con rojo de Ponceau (Ponceau S
Solution® Merck) para corroborar la correcta transferencia, evidenciando las bandas de las
proteinas sobre la membrana de PVDF. Una vez comprobada la transferencia, se destifié la
membrana con buffer de fosfatos 1X pH 7.4 (PBS 1X) (Anexo) por medio de lavados continuos, con

intervalos de 5 minutos y en agitacion continua hasta dejar de observar color.

Desteiiida completamente la membrana, se continud con el bloqueo, utilizando una solucion con
leche descremada al 5% (Anexo). Se agregaron 10ml y se dejo incubar a temperatura ambiente, en
agitacién constante, durante 1 hora. Pasada la hora, se realizaron 3 lavados de PBS 1X pH 7.4, con

una duracion de 5 minutos cada uno.

Retirado el excedente y eliminado por completo los rastros de solucién de bloqueo, se continué
con la adicién del anticuerpo primario, el cual se traté de un anticuerpo policlonal, anti LH ovina
subunidad B, que tiene la capacidad de detectar a eCG. Se utilizé en una dilucién de 1/10,000, a

4°C, dejandolo incubar durante toda la noche.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizaron tres lavados con PBS 1X, de 5 minutos cada
uno, en agitacion constante, esto con el fin de eliminar los restos del anticuerpo primario y poder

continuar con la adicién del anticuerpo secundario.
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El anticuerpo secundario, que fue un anticuerpo anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa de
rdbano picante HRP (Rabbit IgG, SIGMA), se prepard a un factor de dilucién 1/10,000 diluido en
leche descremada al 5%, dejandolo incubar a temperatura ambiente y en agitacién constante,
durante 1 hora para después continuar con el protocolo de lavado: los primeros tres lavados
fueron realizados con PBS 1X, después se continuaron con 10 lavados de PBS 1X- Tween al 0.1%
(ANEXO) y los tres ultimos se realizaron con PBS 1X. Terminado los lavados correspondientes, se
continud con el revelado por medio de la técnica de quimioluminiscencia (Luminata™ Crescendo

Western HRP substrate, Millipore) en peliculas radiograficas (Amersham™ Hiperfilm ™ ECL, GE).
7.1.3 PROTOCOLO DE INMUNIZACION CON eCG COMERCIAL

Se utilizd una coneja SPF, de raza Nueva Zelanda, de 3 meses de edad y de aproximadamente 5

Kilogramos (Kg), clinicamente sana.

Antes de la primera inoculacién, se tomaron 2 ml de muestra sanguinea, por medio de una
venopuncion de la vena central de la oreja. Estos muestreos se llevaron a cabo en todas las
inmunizaciénes con el fin de monitorear la produccion de anticuerpo en el suero de la coneja. Las
muestras se centrifugaron a 10,000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C para obtener el suero que

posteriormente se fracciond en volimenes de 200ul para almacenar en congelacién a -20°C.

Para la primera inmunzacién, se utilizaron 100 pg de eCG comercial (Folligon® Intervet). Se
reconstituyé el liofilizado con 500 ul de agua destilada y se diluyé con 500 pl de adyuvante
completo de Freund (Feund’s Adjuvant complete, SIGMA) en una proporcién 1:1. Esta mezcla se
homogenizé hasta el punto de hacer notoria una emulsién, la cual se administré6 de manera

subcutanea.

La segunda y la tercera inmunizacion se realizaron con 100ug eCG reconstituida con 500l de agua
destilada, agregando 500ul de adyuvante incompleto de Freund (Freund’s Adjuvant incomplete,
SIGMA), mientras que en la cuarta y quinta inmunizacion, Unicamente se inocularon 100ug eCG
reconstituida con 500ul de agua destilada (Drenckhahn et al, 1993). Estas inmunizaciones se

realizaron con un intervalo de 15 dias entre cada una.
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Para la obtencidn del suero hiperinmune obtenido a través del protocolo de inmunizacidn, se
realizd un sangrado en blanco por medio de una puncién cardiaca, con la coneja previamente
anestesiada con Tiletamina/ Zolazepam (Zoletil® 50, Virbac) a una dosis de 3 mg/Kg (Carpenter,
2013). La sangre obtenida fue centrifugada a 4,000 rpm, durante 10 minutos a 4°C para separar el

suero. Se fracciond en voliumenes de 1.5ml y se mantuvo en congelacién a -20°C hasta su uso.
7.1.4 CONSTATACION DE FUNCIONALIDAD DEL ANTICUERPO POLICLONAL ANTI eCG
La eficacia de los anticuerpos se evalué mediante WB y ELISA.

7.1.4.1 SDS-PAGE 10% Y WB

Se utilizaron muestras de burras gestantes al dia 70, agregando a cada pozo 10ul de suero y
corriendo la electroforesis con las mismas constantes previamente establecidas. Para el WB se
utilizé el anti eCG a una dilucién de 1/5,000, incubando durante 1 hora. El anticuerpo secundario
fue un anti IgG de conejo HRP (Rabbit IgG, SIGMA), se prepard con un factor de dilucion 1/10,000
diluido en leche descremada al 5%, dejandolo incubar a temperatura ambiente, en agitacién
constante, durante 1 hora para después continuar con el protocolo de lavado y revelado descrito

anteriormente.

7.1.4.2 ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)TIPO SANDWICH

Los anticuerpos fueron titulados con diferentes concentraciones de eCG comercial comenzando
con 1ug hasta llegar a 0.03ug, acoplando estas concentraciones de proteina en placas de ELISA de

fuerte adsorcién (MaxiSorp™) por triplicado, agregando 50pl por pozo.

En el caso de la sensibilizacién con suero, fueron agregados 50ul de pool de sueros de burras
gestantes al dia 70 y para la comparacidn de la tendencia de secrecién de eCG y dCG, se utilizaron

suero de burras y yeguas gestantes de los dias 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 y 110 de gestacion.
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Se dejé incubando durante 18 horas en refrigeracion a 4°C. Terminando este periodo, se realizaron
3 lavados con solucién de lavado (ANEXO) para continuar con el bloqueo utilizando albumina
sérica bovina (BSA) (Bovine Serum Albumin, SIGMA) al 1%, colocando 100ul por pozo, dejando
incubar durante 1 hora a 37°C. Posterior a este bloqueo, se volvieron a realizar 3 lavados con
solucién de lavado y se continué con el anticuerpo primario probando el anticuerpo anti eCG con
un factor de dilucion de 1/10, 000, 1/5, 000 y 1/1,000, colocando 50ul por pozo. Se incubé durante
2 horas a 37°C y pasadas las 2 horas, se agregd el anticuerpo secundario, utilizando un anticuerpo
anti IgG conejo HRP (Rabbit IgG, SIGMA) con un factor de dilucién de 1/10, 000 colocando 50ul por
pozo, el cual se incubé durante 2 horas a 37°C. Se lavé la placa nuevamente con solucién de lavado
y se agregaron 100ul de sustrato tetrametilbenzidina (TMB) a cada pozo (ANEXO) que se dejé
actuar durante 15 minutos a 37°C, para después agregar 50ul de solucidon de parado (ANEXO) a

cada pozo para leerlo en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 450nm.

7.2 PRODUCCION DE UN ANTICUERPO ANTI eCG SUBUNIDAD B

7.2.1 PROTOCOLO DE INMUNIZACION CON eCG SUBUNIDAD B

Para este protocolo se realizé un SDS-PAGE al 10% donde a cada pozo se le agregd 15ug de eCG
comercial. La electroforesis fue tefiida con azul de Coomassie y se agregé solucion destefidora
para quitar los restos de la tincion y poder identificar la banda de proteina de 43 kDa sugerente a
la subunidad B de la eCG (Murphy et al, 1991). A cada gel se le dieron 3 lavados con PBS 1X pH 7.4

cada 5 minutos, esto para retirar el excedente de acido acético.

Identificada la banda, se corté por medio de un bisturi estéril, teniendo precaucién de delimitar el
area. Ya aislada la banda, se comenzaron a realizar cortes finos, hasta dejar pequefas particulas a

las cuales se les agregaron 10l de agua destilada para después homogeinizar.

Posteriormente, se preparé una emulsién con el gel y adyuvante, que fue utilizado para la

inmunizacion de las conejas, usando el mismo protocolo antes descrito.

19

——
| —



7.2.2 CONSTATACION DE FUNCIONALIDAD DEL ANTICUERPO POLICLONAL ANTI eCG B

7.2.2.1 SDS-PAGE 10% Y WB

Obtenido el anticuerpo, se utilizé una muestra de burra gestante al dia 70 a la cual se le realizé un
SDS-PGE, agregando 10ul de suero a cada pozo, corriendo la electroforesis con las mismas
constantes previamente establecidas. Para el WB se utilizé el anti eCG subunidad B a 1/5,000
incubando durante 1 hora. El anticuerpo secundario fue un anti IgG de conejo HRP (Rabbit IgG,
SIGMA), se prepard con un factor de dilucién 1/10,000 diluido en leche descremada al 5%,
dejandolo incubar a temperatura ambiente, en agitacion constante, durante 1 hora para después

continuar con el protocolo de lavado y revelado descrito anteriormente.

7.3 PRODUCCION DE UN ANTICUERPO ANTI dCG

7.3.1 PROTOCOLO DE PRE-PURIFICACION DE LA dCG EN SUERO DE BURRA GESTANTE

El monitoreo de las hembras gestantes y la obtencién de las muestras sanguineas se llevé a cabo
en la Clinica de Reproduccion Equina de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, ubicada en el municipio de Tequisquiapan, Querétaro, que forma parte del complejo del

centro de ensefianza, investigacion y extension en produccién animal en altiplano (CEIEPAA).

Se trabajé con 8 burras y yeguas gestantes, con una edad entre 5y 10 anos, clinicamente sanas, de

raza criolla y con una condicién corporal de 3a 3.5en escalade 1a5.

El monitoreo de la gestacion se llevd a cabo 3 veces por semana, a partir del diagndstico positivo
de la gestacidén, por medio de palpacién transrectal y ultrasonografia, hasta alcanzar el dia 35 en

donde se comenzé el muestreo sanguineo, 3 veces por semana, hasta el dia 120 de gestacion.

Este muestreo se realizd por medio de una venopuncidén yugular obteniendo en dos tubos, con gel
activador de suero, 10ml de sangre completa. Cada tubo se dejo reposar aproximadamente 1 hora
y posteriormente se centrifugd a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos para
separar el suero. Se separaron los sueros de cada hembra en 2 tubos de 1.5ml y en tubos de

polipropileno de 5ml, para mantener el suero en congelacion a -20°C hasta su uso.
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7.3.1.1 INMUNOPRECIPITACION DEL SUERO

El suero fue sometido a una inmunoprecipitacion con el fin de retirar el exceso de
inmunoglobulinas tipo G (IgG) por medio de esferas de sefarosa unidas a proteina A (Affi-Gel
Proteina A™, Bio Rad). Para este procedimiento se colocé 1ml de suero del dia 70 de burra
gestante con 20 ul de Affi-gel Proteina A. Esta mezcla se dejo en agitacion constante, a una
temperatura de 4°C, durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugd la muestra a 6,000 rpm,

durante 5 minutos, a 4°C. Se tom¢é el sobrenadante y se dializo.

7.3.1.2 DIALISIS DEL SUERO

La didlisis del sobrenadante de la precipitacion se realizd con el objetivo de separar proteinas

séricas pequenias asi como facilitar la formacion de micelas de lipoproteinas.

Para este procedimiento se tomd el sobrenadante que resultd de la centrifugacion y se colocé
dentro de bolsas de dialisis de 4 centimetros, formada por una membrana de celulosa que tiene
un volumen de 1.1 ml/cm, para proteinas menores de 3.5 kDa (Spectra/Por® #3). Para esto, la
bolsa de didlisis se hirvié con 500m| de agua destilada dentro de un vaso de precipitado,
quitandole de esta manera, las trazas de glicerina, favoreciendo su hidratacién. Con un hilo
cafiamo se atd un extremo de la bolsa y se colocd el total del sobrenadante obtenido de la
inmunoprecipitacidn, para posteriormente atar el otro extremo. La bolsa de dialisis con la muestra

de suero se dejd en agitacién constante, en agua destilada, a 4°C, durante toda la noche.

7.3.1.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS SERICAS

Debido a que el suero se considera una mezcla compleja de proteinas, se decidid evaluar la
disminucién de estas en el suero previamente inmunoprecipitado y dializado, por medio de la
técnica de Bradford en placa. Para esto se utilizd BSA (Protein standard BSA, SIGMA) para realizar

una curva estandar que nos permitiera cuantificar concentraciones de 20ug, 15ug, 10ug, 5ug vy

2ug.

Esta curva se colocé en una placa de fondo plano de 96 pozos en donde a cada pozo se le agregd
10ul de la muestra y se completd con 200ul de reactivo de Bradford 200ul (Quick Start ™ Bradford

ProteinAssay, Bio Rad), esto se realizo por triplicado.

Se homogenizé el contenido y después de 5 minutos se llevd a leer a un espectrofotémetro a 595

nm de longitud de onda. Esta técnica se realizd antes de todas las cromatografias.
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7.3.1.4 PRECIPITACION DE PROTEINAS DE SUERO CON SULFATO DE AMONIO

La precipitacion de proteinas del suero con sulfato de amonio se realizé con la intencidn de
realizar una separacion selectiva de las proteinas por medio de la adicidn de sales, para hacer un

aislamiento de acuerdo a las caracteristicas de solubilidad de las proteinas de interés.

Se probaron diferentes porcentajes de saturacién: 20%, 40%, 60%, 80%. Para esto se prepard un
stock de sulfato de amonio (ANEXO). Se le agregd 80, 60, 40 y 20 ul de suero de burra gestante,

respectivamente, para dejarlo interactuando con el sulfato de amonio toda la noche.

Pasando el tiempo de interaccidn, se centrifugd la mezcla a 14, 000 rpm, durante 15 minutos, a
4°C, obteniendo pellets y sobrenadante de cada uno de los diferentes porcentajes de saturacién.
Al pellet de cada tubo, se le agregé 500ul de PBS 1X para su reconstitucién mientras que el

sobrenadante se utilizé completo.

Ya preparado los sobrenadantes y los pellets, se prosiguié con la dialisis, siguiendo el mismo

procedimiento anteriormente descrito.

Ya dializadas las muestras, se realizd una segunda centrifugacién a 10,000 rpm, durante 10
minutos a 4°C. Al sobrenadante y el pellet se les realizé un SDS-PAGE y un WB para detectar la

presencia de la dCG en las muestras precipitadas.

7.3.1.5 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Al no obtener resultados favorables con la precipitacion con sulfato de amonio, se continud
trabajando con suero inmunoprecipitado y dializado para seguir disminuyendo la carga proteica de

este.

Se utilizaron diferentes tipos de cromatografia liquida rapida de proteinas con el uso del sistema

AKTA FPLC comenzando con una columna de afinidad (HiTrap Blue HP™, 1ml, GE).
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Se equilibré la columna en el sistema AKTA FPLC con 5 voliumenes de columna (CV) de buffer de
unién (BB) el cual estd compuesto por 50 mM de KH2PO4 en un pH de 7 (ANEXO). Posteriormente
se inyectd la muestra, con un rango de flujo de 1 ml/min, afiadiendo 1 ml de suero previamente
tratado (inmunoprecipitado y dializado) y homogenizado con 4 ml de BB, esto con el fin de que las
proteinas que tiene afinidad con los componentes de la columna, en este caso la albumina, se
guedaran pegadas y aquellas proteinas que no tienen afinidad por la columna, en este caso la
subunidad B de la dCG, saliera en las fracciones que no tuvieron interaccion con la columna. Ya
gue la muestra fue inyectada, se dejaron pasar otros 5 CV de BB para posteriormente comenzar la
elusidn, con un gradiente lineal de 0 a 100%, esto dejando pasar 10 CV de buffer de elucién (EB), el
cual esta formado por 50 mM de KH2PO4 y 1.5M de KCI con un pH de 7 (ANEXO), esto con el fin de
despegar aquellas proteinas que si tuvieron interacciéon con la columna. Se obtuvieron fracciones
de 1.5 ml cada una, las cuales se resolvieron en un SDS-PAGE al 10% para posteriormente verificar
la presencia de la dCG subunidad B, una banda de 43 kDa aproximadamente (Murphy et al, 1991),

por medio de un western blot.

7.3.1.6 CROMATOGRAF{A DE INTERCAMBIO CATIONICO

Con el suero tratado de burra gestante, se llevd a cabo la cromatografia de intercambio catidnico,
utilizando la columna HiTrap Capto S cation Exchange chromatography column™, GE, en el sistema
AKTA FPLC. Con 5 CV de BB se equilibré el sistema. Este BB estd compuesto por 50 mM de acetato
de sodio, pH 5. Después se inyectd al sistema 1ml de suero tratado y mezclado con 4 ml de BB. Ya
que la muestra se inyectd, con un rango de flujo de 1 ml/min, se pasaron otros 5 CV de BB para
continuar con la elusion el cual se realizd en un gradiente lineal de 0 a 100%, dejando pasar 10 CV
de EB compuesto por 50 mM de acetato de sodio y 1M de NaCl, pH 5. (ANEXO)

Se obtuvieron fracciones de 1.5 ml cada una, las cuales se resolvieron en un SDS-PAGE al 10% para

posteriormente identificar la dCG subunidad B por medio de un western blot.
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7.3.1.7 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO

A partir del suero con tratamiento previo, se realizé la cromatografia de intercambio anidnico. Se
utilizdé la columna HiTrap Capto Q anion Exchange chromatography column™, GE en el sistema
AKTA FPLC con 5 CV de BB el cual estd compuesto por 20mM Tris-HCL con pH 8.5 (ANEXO).
Posteriormente se inyectd la muestra formada por 1ml de suero previamente tratado vy
homogenizado con 4 ml de BB. Ya que la muestra fue inyectada, con un rango de flujo de 1ml/min,
se pasaron otros 5 CV de BB para posteriormente comenzar la elusion, con un gradiente lineal de 0
a 100%, esto dejando pasar 10 CV de EB, el cual estéd formado por 1M de NaCL (ANEXO). Se
obtuvieron fracciones de 1.5 ml cada una, las cuales se resolvieron en un SDS-PAGE al 10% para

posteriormente identificar la dCG subunidad B por medio de un western blot.
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8. RESULTADOS
8.1.1 PRODUCCION DE UN ANTICUEPRO POLICLONAL ANTI-eCG

8.1.2 SDS-PAGE Y WB DE eCG COMERCIAL

Se pudo observar en la electroforesis de la eCG comercial tefiidas con azul de Coomasie, 4 bandas
evidentes, entre la que se encontraba una banda franca en un peso aproximado de 40 kDa
(FIGURA1) lo que sugiere la presencia de la subunidad B de la eCG. Se prosiguié a enfrentarlo al
anticuerpo anti LH subunidad  ovina para corroborar el reconocimiento de la subunidad B en la
eCG (FIGURA1) observando sefial de quimioluminiscencia en una banda de aproximadamente 43
kDa. Por lo que se decidid utilizar este producto, para la produccion del anticuerpo anti-eCG y anti-

eCG subunidad B, asi como para control positivo de los ensayos posteriores.

170kDa
250kDa m—

150kD 2 S— 150kDa

100 kDa — 96 kDa

—
75 kDa  m—
72kDa  m—

50 kD ——

55 kDa

37kDa  n—

'H

34 kDa

Figura 1. SDS-PAGE 10% (1) y WB (2) de la eCG comercial, donde se observa la presencia de bandas
francas a partir de un peso molecular de 75 kDa, siendo la banda de 43 kDa evidente, tanto en el gel
como en el WB, sugiriendo la presencia de la subunidad 3 de la hormona.
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8.1.2 TITULOS DE ANTICUERPOS PRODUCIDOS ANTI-ECG EN EL SUERO DE CONEJO

Para el monitoreo de la produccidon de anticuerpo anti-eCG, la técnica de ELISA demostré un
aumento en las densidades Opticas (OD) sugerentes a la presencia de anticuerpos contra la

hormona (FIGURA 2).

Medicion de la respuesta inmune del conejo en relacidn con las
inmunizaciones con eCG comercial

2.5

2 \/

1.5

Densidades épticas

C- (Basal) 1° 2° 3° 4°
Inmunizacién Inmunizacidn Inmunizacion Inmunizacion

Numero de inmunizaciones

Figura 2.Incremento de los titulos de anticuerpos producidos, durante las 4 inmunizaciones realizadas.
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8.2 CONSTATACION DE FUNCIONALIDA DE ANTICUERPOS EN SUERO DE
EQUIDOS

8.2.1 DETECCION DE LA eCG Y dCG EN SUEROS DE HEMBRAS GESTANTES POR MEDIO WB Y ELISA
CON ANTICUERPOS ANTI-eCG Y ANTI- eCG SUBUNIDAD

8.2.1.1 SDS-PAGE Y WB

En el gel de electroforesis de suero del dia 70 de burras gestantes se observé la misma banda
sugerente a la subunidad B de la hormona en 43kDa, confirmando la presencia de la hormona por

medio del WB, utilizando el anticuerpo anti eCG (FIGURA 3).

1 2

Suero de burras gestantes Suero de burras gestantes

100 kDa

75 kDa 1

50 kD3

37kDa  e—

Figura 3. SDS- PAGE al 10% (1) y WB (2) de sueros de burras (cada carril corresponde a una burra) al dia
70 de gestacion, previamente tratado con inmunoprecipitacién y didlisis, en donde se observa una
carga importante de proteinas sérica, teniendo en la linea 1, 2 y 4 del WB, una banda con peso
sugerente a la de la dCG.

Para probar la eficiencia del anti eCG subunidad B, se realizé un WB utilizando el suero de burra
nuamero 1, la cual tuvo una mayor deteccién de dCG en suero. Se pudo detectar una banda de un
peso aproximado de 40kDa, confirmando la presencia de la subunidad B en el suero de burrasy la

adecuada deteccion de la subunidad por parte del anticuerpo producido (FIGURA 4).

27

——
| —



Suero de
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Figura 4. WB de suero de burra gestante enfrentado con anticuerpo anti eCG subunidad B donde se
observa una banda franca en un peso aproximado de 40kDa, sugerente a la subunidad B de la dCG.

8.2.1.2 ELISATIPO SANDWICH

Se comenzd determinando el factor de dilucidn, el cual mostré una deteccién adecuada de la eCG
comercial, donde se observo que el factor de dilucion 1/5,000 daba sefial hasta con 0.003 pg de
eCG comercial, por lo cual se decidié dejar esa dilucién para manejar el anticuerpo anti eCG

(FIGURA 5).

Deteccion de eCG con anti eCG 1/5,000

0.500

0.400

0.000 I I i i i i

0.3 ug 0.1ug 0.03 ug 0.01 ug 0.003 ug

o
w
o
o

Densisades Opticas
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= S
o o

Concentracion eCG comercial

Figura 5. Con el factor de dilucién 1/5,000 del anticuerpo anti eCG se tuvo la capacidad de detectar hasta
0.003ug de gonadotropina coridnica equina comercial
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De igual forma se observé que el anticuerpo anti eCG seguia reconociendo a la hormona en suero
del dia 70 de burra gestante, con una dilucion de hasta 1/ 1, 000, 000, lo que indicé que el

anticuerpo anti eCG tenia alta sensibilidad (FIGURA 6).

Deteccion de dCG en suero de burras con anti
eCG

2.500

2.000
1.500
1.000
0.500
[~ [

0.000
1x10 1x10? 1x10® 1x10* 1x10° 1x10°8 1x107 1x108

Densidades 6pticas

Dilucion del suero

Figura 6. El anticuerpo anti eCG pudo detectar las dCG con una dilucién sérica de hasta 1/1, 000, 000,
reflejando una buena sensibilidad en la técnica de ELISA.

Posteriormente y de acuerdo con los resultados obtenidos, se utilizd el anticuerpo anti eCG a la
dilucién ya estandarizada, con pool de suero de yeguas y de burras gestantes durante diferentes
dias de gestacién para garantizar el reconocimiento tanto de la eCG como de la dCG y poder
observar el patron de secrecién de la hormona. Se pudo observar que la tendencia de secrecién de
la eCG y dCG fue similar entre ambas gestaciones con un pico de produccién en el dia 70 de

gestacion (FIGURA 7).
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Suero yeguas gestantes
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Figura 7. Densidades 6pticas de la tendencia de secrecion hormonal obtenido de suero de yeguas (1) y
burras (2) gestantes entre los dias 40 y 110 de gestacion, detectando a la dCG con él anticuerpo anti
eCG.
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8.3 PREPARACION DE LA MUESTRA DE SUERO DE BURRA GESTANTE PARA
LA PURIFICACION DE LA dCG

8.3.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS SERICAS

En el proceso de pre purificacion con la técnica de inmunoprecipitacion y dialisis, se observo que la
concentracion de proteina por microlitro disminuyd. Las cuantificaciones del Bradford mostraron
resultados de 6.59 pg/ul con suero tratado mientras que la concentracién de suero completo
demostrd una concentracion de 16.192 pg/ul (CUADRO 1), por lo que la disminucién de proteinas

inespecificas fue satisfactorio con las técnicas previas.

Cuadro 1. Diferencia en la carga proteica entre el suero tratado con inmunoprecipitacion y dializado
comparada con la carga proteica del suero completo, demostrando la eficiencia del tratamiento previo
para reducir concentracion de otras proteinas séricas.

Concentracion de proteina en suero completo  Concentracion de proteina en suero tratado

en ug en ug

16.19 6.59

8.3.2 PRECIPITACION DE PROTEINAS SERICAS CON SULFATO DE AMONIO

En el caso de la precipitaciéon de proteinas con sulfato de amonio, se pudo ver en las diferentes
concentraciones de saturacion, bandas distribuidas en el SDS-PAGE las cuales, al ser enfrentadas al
WB (FIGURA 8), en ningun porcentaje de saturacion se pudo observar una banda sugerente a la

dCG, por lo que quedd descartada esta técnica para la purificacién de la hormona.
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Figura 8. WB de muestra de suero de burra gestante al dia 70 con diferentes concentraciones de
saturacion para la precipitacion con sulfato de amonio donde no se observa una banda en el peso
sugerente a la dCG.

8.3.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (HiTrap Blue HP 1ml)

En esta cromatografia fueron evidentes dos picos de deteccién de proteina, el primero fue de
aquellas proteinas que no tuvieron interaccidon con la columna, y el segundo pico de aquellas
proteinas que tenian afinidad con la matriz y que fueron eluidas (FIGURA 9) siendo notorio un pico
mas prominente en aquellas fracciones eluidas, sugiriendo la presencia de albumina. En el WB no

se observa la presencia de la dCG en ninguna de las fracciones (FIGURA 10).
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Figura 9. Cromatografia de afinidad de suero tratado de burra gestante al dia 70. En el cromatograma
se pudieron observar dos picos, uno en la primera fase del fraccionamiento y el segundo y mas
evidente en las fracciones eluidas. Eje X: Porcentaje de deteccion de proteinas por UV; eje Y: tiempo
transcurrido en la cromatografia.

Fracciones sin afinidad Fracciones con afinidad
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Figura 10. WB de fracciones obtenidas a través de la cromatografia de afinidad con la columna HiTrap Blue
HP, en donde se muestra alto contenido proteico en las fracciones que tuvieron afinidad con la columna,
sugerentes a la albumina sérica, sin embargo, en ninguna fraccién se observan bandas sugerentes a la dCG.
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8.3.4 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO CATIONICO

En la cromatografia de intercambio catidnico la mayor cantidad de proteina se detecté en las
primeras fracciones, las cuales son aquellas que no tuvieron interaccién con la columna. La
cantidad de proteinas obtenidas en las fracciones eluidas fueron menores, por lo que se asume

gue las proteinas que interactuaron con la columna fueron pocas (FIGURA 11).
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Figura 11. Cromatografia de intercambio catidnico de suero de burra gestante al dia 70 tratado. En el
cromatograma se pudieron observar dos lecturas, en la primera fase del fraccionamiento un pico muy
evidente y la segunda una lectura muy tenue en fracciones eluidas. Eje X: Porcentaje de deteccion de
proteinas por UV; eje Y: tiempo transcurrido en la cromatografia.

Con las fracciones obtenidas se realizé un SDS-PAGE al 10% y un WB en donde no se observaron

bandas en el peso reportado de la dCG, porlo que se descarto esta técnica de cromatografia para

la purificacion de la dCG y se continud con la cromatografia de intercambio anidnico (FIGURA 12).
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Figura 12. SDS-PAGE al 10% (1) y WB (2) de fracciones obtenidas en la primera fase de la
cromatografia de intercambio cationico. No es evidente la banda de 43 kDa en ninguna de las 2

técnicas.

8.3.5 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO

Se observaron dos lecturas de deteccién de proteina. El primero fue en la fase de inyeccidn, las

cuales no interactuaron con la columna y tuvieron carga positiva. (FIGURA 13). En el SDS-PAGE de

estas fracciones se pudieron observar algunas bandas tenues en diferentes pesos moleculares,

pero no se encontré una banda franca en el peso de 43kDa en donde se habia podido visualizar a

la subunidad B de la dCG. (FIGURA 14), sin embargo, en la técnica de WB se pudo detectar sefial

intensa de bandas de peso sugerente a la dCG, por lo que se pudo deducir que se encontraba en la

primera fracciéon de la cromatografia (FIGURA 14).
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Figura 13. Cromatografia de intercambio anidnico de suero de burra gestante al dia 70 tratado. En el
cromatograma se pudieron observar dos lecturas, en la primera fase del fraccionamiento y la segunda

y mas evidente en las fracciones eluidas. Eje X: Porcentaje de deteccidon de proteinas por UV; eje Y:
tiempo transcurrido en la cromatografia.

Figura 14. SDS-PAGE al 10% (1) y WB (2) de fracciones obtenidas en la primera fase de la
cromatografia de intercambio anidnico. A pesar que en el gel de electroforesis no es evidente la
presencia de una banda en el peso sugerente a la dCG, en el WB hubo seial suficiente para
confirmar la presencia de la hormona en la primera fase de la cromatografia
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9. DISCUSION

En este trabajo se produjeron, por medio de inmunizacién de eCG a conejos, dos anticuerpos: un
anti eCG y un anti eCG subunidad B, estos con la capacidad de detectar a la gonadotropina

coridnica de burra, por medio de las técnicas de Western Blot y ELISA.
9.1 PRODUCCION DE UN ANTICUERPO ANIT eCG Y ANTI eCG SUBUNUDAD B

Se pudo determinar, por medio de un SDS-PAGE y un WB, que el grado de pureza del Folligon® no
era total, ya que en ambas técnicas se observé una distribucidon de bandas en diferentes pesos
moleculares, a pesar que se esperaban Unicamente dos bandas correspondientes a la subunidad a
y B, sin embargo, entre las que se detectaron se identificé una en un peso molecular aproximado
de 43kDa que coincide con el peso molecular de la subunidad B (FIGURA 1) reportada por
Christakos Y Bahl en 1979. Debido a que el origen de la eCG comercial es de suero de yeguas
gestantes, existen diversos métodos de purificacion de la gonadotropina coridnica los cuales se
enfocan en disminuir la cantidad de proteinas séricas y no precisamente de aislar a la hormona,
por lo que no existe un protocolo establecido de purificacién donde esta hormona obtenga un
grado de pureza mayor al 90% (Drenckhahn et a/,1993; Miiller, et al, 2007, ) sin embargo, a pesar
de que la eCG comercial, en este caso el FOLLIGON®, no es completamente puro, es suficiente
para utilizarlo de inmundgeno, ya que se pudo observar un incremento en los anticuerpos

producidos en la coneja que reconocieron a la eCG comercial (FIGURA 2).

Debido a que no se pudo purificar la dCG de una manera completa, la validacién de los
anticuerpos no se llevo a cabo de acuerdo a las variables requeridas, por lo que queda como

prospectiva dentro de la linea de investigacion.

Se pudo corroborar que la técnica del aislamiento de la proteina por medio de un SDS-PAGE arrojé
buenos resultados observando un aumento de la especificidad del anticuerpo anti eCG subunidad
B, ya que al no tener una proteina con una pureza alta, esta técnica facilité el aislamiento de la
proteina deseada, sin tener que inocular otras proteinas. Descrita anteriormente por Tracy et al,
en 1983 y Drenckhahn et al en 1993, esta técnica es econdmica y sencilla, pudiendo ser una
estrategia adecuada para la produccién de anticuerpos capaces de detectar hormonas de origen

proteico.
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9.2 CONSTATACION DE FUNCIONALIDAD DE ANTICUERPOS PRODUCIDOS
PROBADOS EN LA DETECCION DE eCG y dCG EN SUEROS DE EQUIDOS

En la electroforesis de las cinco muestras de suero de burras gestantes se observd una banda de
aproximadamente 40 KDa sugerente a la subunidad B de la gonadotropina. En el WB se utilizo el
anticuerpo anti eCG, detectando sefial en la banda de 40 kDa, mds evidente en la muestra 1y 4
(FIGURA 3). Similar fue la banda detectada en el WB de suero de burra gestante donde se utilizé el
anticuerpo anti eCG subunidad B, observando banda en el peso aproximado de 40 kDa, sugerente
a la subunidad B de la dCG, en donde se demostroé la especificidad del anticuerpo producido al dar
sefial en una sola banda de la muestra. La deteccidn se realizd por burra, por medio de la técnica
de WB (Figura 3), observando que algunas de ellas reflejaban mayor cantidad de hormona en el
dia 70 de gestacién que otras, demostrando que las concentraciones de gonadotropina dependen
tanto de la especie de équido como del individuo, coincidiendo con lo antes reportado por el
equipo del Dr. Allen en el 2002. También se ha mencionado que existen hembras con mayor
concentracion de GC y mayor desarrollo de copas endometriales que otras hembras, aun siendo

de la misma especie (Allen et al, 1993).

La técnica de ELISA previamente estandarizada, utilizando el anticuerpo anti eCG, detecté eCG y
dCG en gestaciones de burras y yeguas, demostrando un patréon de secrecidn previamente
descrito por Allen en sus diferentes estudios (Allen et al, 1993; Allen et al, 1995; Allen et al, 2002)
coincidiendo en un incremento de estas hormonas desde el dia 40, teniendo un pico de maxima
produccion en el dia 70 y disminuyendo hasta el dia 110 de gestacién. De acuerdo a las densidades
Opticas (OD) (FIGURA 7) se pudo determinar que las gestaciones de yeguas tienen mayores
densidades dpticas que las gestaciones de burra, lo que coincide con lo reportado (Stewart y Allen,
1981; Allen et al, 1993; Allen et al, 2001), en donde la concentracion de eCG es mayor en
comparacion con la dCG esto debido a que la formacidon normal de las copas endometriales en
burras es menor que las formadas en gestaciones de caballo, esto ocasionado por la poca invasién
gue el trofoblasto desarrolla hacia el endometrio de la madre, asi como también por la reaccion
inmune en contra de las copas endometriales, especificamente por células del trofoblasto de
origen paterno, causado por el complejo mayor de histocompatibilidad | (MHC 1), que acelera el
rechazo inmunoldgico contra los antigenos paternos (Clegg et al, 1954; Koets, 2011; Wilsher et al,

2011,).
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Las concentraciones reportadas en la literatura se encuentran en un rango de 90 a 140 Ul en
gestaciones equinas y de 40 a 60 Ul en gestaciones de burras (Allen et al, 1995) sin embargo, en el
caso de la ELISA indirecta no se determinaron las concentraciones de dCG ya que no existe un
estandar de esta hormona que contenga una concentracidon conocida que nos permita comparar la

medicién de la dCG en suero, por lo que Unicamente se pudo detectar la dCG por medio de WB.

9.3 PREPRACION DE LA MUESTRA DE SUERO DE BURRA GESTANTE PARA LA
PURIFICACION DE LA dCG

El suero es una muestra compleja de proteinas, en donde las mas abundantes son albimina e
inmunoglobulinas tipo G (IgG), correspondiendo a un 70% de proteinas totales (Sullivan et al,
2005) por lo cual, la preparacion de la muestra de suero de burra gestante por las diferentes

técnicas era indispensable para asegurar una adecuada pre purificacién de la dCG.

Utilizando la técnica de inmunoprecipitacion y precipitacion de proteinas con sulfato de amonio,
se disminuyeron las 1gG’s presentes en el suero de burras gestantes (Bjorck y Kronvall, 1984;
Wingfield, 1998; Sharifi et al, 2014,) y aunado a la técnica de dialisis (Zumstein et al, 2001), la
cantidad de proteinas detectadas por medio de la técnica de Bradford, demostré una pérdida de

mas de la mitad de proteinas inespecificas, presentes en la muestra original (CUADRO 1).

En la cromatografia de afinidad con la columna HiTrap Blue HP de 1ml® (FIGURA 9), el segundo
pico observado demostrd la separacion de la albumina presente en el suero que se detecté en los
eluatos por medio de la técnica de WB en donde se observaron bandas francas de un peso
aproximado a 60 kDa sugerentes a esta proteina. Esta técnica estd recomendada para retirar
albumina del suero (Squires et al, 2003), esto con el propdsito que en la pre purificacién de la
hormona, exista la menor presencia de otras proteinas séricas, sin embargo, de acuerdo a las
concentraciones bajas de dCG en suero (Aggarwal et al, 1980), no se pudo detectar esta hormona,

en el WB, en ninguna de las fracciones.
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De igual forma, en la cromatografia de intercambid anidnico se observd la presencia de proteina
en las primeras fracciones obtenidas, sin observar picos (FIGURA 11). Debido a la muestra
completa de suero y a la gran cantidad de proteinas que este tiene, se ha reportado una falla en la
separacion de la eCG, por una retencion débil a la columna con buffers con pH basicos, esto por la
presencia alta de acido sialico de la eCG y por la asociacion que otras glicoproteinas tienen entre

si, el cual exhibe propiedades fisicas modificadas (Gonzélez et al, 1998).

En las primeras fracciones obtenidas en la cromatografia de intercambio anidnico utilizando suero
de burra gestante, se pudo distinguir la dCG, identificando bandas francas en un peso aproximado
de 43 kDa (FIGURA 12). Este tipo de cromatografia ha sido utilizada como una técnica de
prepurificacion de eCG (Gonzélez et al, 1998; Miiller et al, 2007) sin embargo, en el caso de la dCG
es la cromatografia de intercambio catidnico la que esta reportada (Aggarwal et al, 1980) por lo
que la presencia de bandas en las primeras fracciones nos indica que esta técnica puede ser

utilizada de igual manera para la separacion de la dCG, utilizando la metodologia descrita.

En trabajos anteriores, fue la actividad bioldgica la que determind la cantidad de dCG obtenida en
la precipitacion del suero y en las cromatografias (Aggarwal et al, 1980, Leigh et al, 1990), sin
embargo, en el presente trabajo no se determind actividad bioldgica, unicamente se detectd la
hormona en las fracciones, por lo que no se obtuvieron valores que reflejaran la cantidad de

hormona obtenida.

Se tiene reportado que, para la inmunizacion de conejos para la produccidon de anticuerpos
policlonales, se debe de utilizar como minimo 10ug de proteina (Harold et al, 2012), sin embargo,
se determind que la presencia de la banda sugerente a la dCG en suero de burras observada en el
SDS-PAGE (FIGURA 14) no demostraba ser cantidad suficiente para ser utilizada en la inmunizacién
(Aggarwal et al, 1980) por lo que Unicamente se realizé la inmunizacion de las conejas para la
produccidon de los anticuerpos anti eCG, utilizando proteina pura, y anti eCG subunidad B

utilizando la banda sugerente a esta subunidad, observada en el SDS-PAGE del Folligon ®.
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Ya que la tecnologia utilizada actualmente para la purificacion de estas gonadotropinas se basa en
principios descubiertos hace 70 afios, se encuentran reducidas las alternativas para realizar este
procedimiento (Sharifi et al, 2014) por lo que es indispensable buscar otras técnicas de
purificacion que mantengan las caracteristicas conformacionales y funcionales de estas
gonadotropinas (Gonzalez et al, 1998) para que a partir de eso, se pueda continuar la investigacion
y ampliar la informacién acerca de estas hormonas y su interaccion en la fisiologia de la gestacion

en équidos.
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10. CONCLUSION

El anticuerpo producido anti eCG fue capaz de reconocer a la en suero de burras gestantes.

Con la produccién del anticuerpo anti eCG subunidad B, se observd que la técnica de aislamiento
de la proteina deseada a partir de un SDS-PAGE es adecuada para aumentar la especificidad de los

anticuerpos producidos, disminuyendo la deteccidn de otras proteinas séricas.

La baja concentracién de dCG en suero de burras gestantes, limitaron la utilizacién de las técnicas
de pre-purificacién y aislamiento por medio de un SDS-PAGE para la produccién de un anticuerpo

anti dCG.
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12. ANEXOS

1.- PREPARACION DE GEL DE POLIACRILAMIDA

Gel separador 10%

Para preparar 5ml 10 ml
H,0 2.0 ml 4.0 ml
30% Acrylamide mix 1.7 ml 3.3ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 ml 2.5 ml
10% SDS 0.05 ml 0.1 ml
10% APS 0.05 ml 0.1 ml
TEMED 0.002 ml 0.004 ml
Gel concentrador
‘ Para preparar iml 2ml
H,O 0.68 ml 1.4 ml
30% Acrylamide mix 0.17 ml 0.33ml
0.5 M Tris HCI (pH 6.8) 0.13 ml 0.25 ml
10% SDS 0.01 ml 0.02 ml
10% APS 0.01 ml 0.02 ml
TEMED 0.001 ml 0.002 ml
2.- SOLUCION DESTENIDORA
Reactivo Cantidad
Acido acético 50ml
Metanol 150ml
Agua destilada 80ml
( |
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3.- BUFFER DE TRANSFERENCIA

Reactivo Cantidad
Tris base 48¢g
Glicina 23g
Metanol 320ml
SDS al 10% 100ul
Agua destilada 16L
4.-PBS 10X, pH 7.4

Reactivo Cantidad
Cloruro de sodio (NaCl) 87.7¢g
Fosfato de sodio monobasico (NaH2POa) 150ml
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPOa) 13 g
Agua destilada 1L
PBS 1X, pH 7.4

Reactivo Cantidad
PBS 10X 100ml
Agua destilada 900ml
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5.- SOLUCION DE BLOQUEO 5% (para preparar 10ml)

Reactivo Cantidad
Leche en polvo descremada 0.5g
PBS 1X 9.5ml

6.- PBS-TWEEN 20 (0.1%)

Reactivo Cantidad
Tween 20 Iml
PBS 1XpH 7.4 Cbp 1L

7.- SOLUCION DE LAVADO PARA ELISA

Reactivo Cantidad
PBS 1X 1L
Tween 20 500ul
8.- TMB ELISA

Reactivo Cantidad
TMB 0.0025g
DMSO 250ul
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Reactivo Cantidad

Solucion de citratos 12.5ml
TMB + DMSO 125ul
Perdxido de Hidrégeno 30% 2.5 ul

9.- SOLUCION DE STOP PARA ELISA

Reactivo Cantidad
Acido hidrofluérico 5.20ml
NaOH 5.0 N 1.2ml
Agua desionizada 1L

Ajustar pH a 4 con NaOH 5N

10.- SULFATO DE AMONIO SATURACION 100%

Reactivo Cantidad
Sulfato de amonio 380¢g
Agua desionizada 500ml




11.-BINDING BUFFER COLUMNA HiTRAP BLUE

Reactivo Cantidad

Fosfato de potasio monobasico (KH2POs | 1.36 g
50mM)

Agua desionizada 200m|

AjustarpHa 7

12.- ELUTION BUFFER COLUMNA HiTRAP BLUEHP

Reactivo Cantidad
Fosfato de Potasio monobasico (KH2POs | 1.36 g
50mM)

Cloruro de Potasio (KCl 1.5M) 0.022¢g
Agua desionizada 200ml

13.- BINDING BUFFER COLUMNA INTERCAMBIO CATIONICO COLUMNA CAPTO S

Reactivo Cantidad
Acetato de sodio 50 mM 3.40¢g
Agua desionizada 500ml

CalibrarpHa5




14.-ELUTION BUFFER COLUMNA INTERCAMBIO CATIONICO COLUMNA CAPTO S

Reactivo Cantidad
Acetato de sodio 50 mM 34¢g
Cloruro de Sodio (NaCl 1M) 146¢g
Agua desionizada 500ml

CalibrarpHa5

15.- BINDING BUFFER COLUMNA INTERCAMBIO ANIONICO COLUMNA CAPTO Q

Reactivo Cantidad
EDTA 0.01M 1.86¢g
Agua desionizada 500ml

Calibrar pH a 8.5

16.- ELUTION BUFFER COLUMNA INTERCAMBIO ANIONICO COLUMNA CAPTO Q

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 0.05M 39¢g
Cloruro de Sodio (NaCl 1M) 11.68¢g
Agua desionizada 200ml

Calibrar pH a 8
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