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INMUNOLOGIA

Obtencion de las cadenas pesadas de la IgG humana
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Resumen

Se describe un método para la purificacion de las cadenas
pesadas de inmuglobulina G humana (IgG) a partir de una
mezcla de sueros humanos normales. La IgG se purifico
por precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia
de intercambio ionico en DEAE-Sephacel. La preparacion
purificada fue homogénea por electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) e inmunoelectroforesis. EL recobrado final de
purificacion de la IgG fue de 68.78 % y un factor de purificacion
de 4.01. Las cadenas gamma se obtuvieron por reduccién con
ditiotreitol y alquilacion con yodoacetamida de la IgG. La
separacion de las cadenas pesadas y ligeras se realizo por
filtracion en gel en Sephacryl S-100 en dos columnas conectadas
en serie. La preparacion obtenida fue homogénea por
inmunodifusion doble y SDS-PAGE. EL peso molecular relativo
de las cadenas pesadas fue de 58.5 kDa. El rendimiento obtenido
fue de 0.603 mg de cadenas pesadas/mg de IgG.

Palabras clave: IgG humana, separacion de las cadenas pesadas
y ligeras de la IgG, inmunoglobulina, inmunoensayo,
fraccionamiento.

Introduccion

Las moléculas de inmunoglobulinas estdn compuestas por dos cla-
ses de cadenas polipeptidicas diferentes, las de mayor tamafio
denominadas pesadas (H) y las de menor tamafio ligeras (L), en
igual ndmero por lo que pueden representarse por la formula gene-
ral (H,L,),. Las cadenas se mantienen unidas por fuerzas no
covalentes y por puentes de disulfuro que forman una estructura
con simetria bilateral. Se ha demostrado que todas las
inmunoglobulinas normales tienen esta estructura basica, aunque
algunas estan compuestas de mas de una unidad de cuatro cade-
nas. Cada cadena polipeptidica esta constituida por numerosos
dominios de tamafio bastante constante (100 - 110 residuos de

aminoacidos) estabilizados por enlaces disulfuro intracadenas. 2
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Abstract

The method is described for purification of the heavy chain of
immunoglobulin G (IgG) from a pool of normal human serum.
The IgG was purified by ammonium sulphate precipitation
and ion-exchange chromatography on DEAE-Sephacel. The
purified preparation was homogeneous by sodium
dodecylsulphate polyacrylamide (SDS-PAGE) and tested by
immunoelectrophoresis. The final recovery of human IgG was
68.78 % and a purification factor of 4.01. The heavy chains of
IgG were obtained by reduction with dithiothreitol and
alkylation with iodoacetamide. The separation of heavy and
light chains of IgG was done by gel filtration on Sephacryl
S-100 HR in two columns connected in series. The obtained
preparation was homogeneous by double immunodiffusion
and SDS-PAGE. The relative molecular weight of heavy chains
of IgG was 58.5 kDa. The yield was 0.603 mg of heavy
chains per mg of IgG.

Key words: human IgG, separation of heavy and light chains
of IgG, immunoglobulin, immunoassay, fractionation.

La inmunoglobulina G (IgG) representa aproximadamente un 75%
del total de las inmunoglobulinas del suero en adultos normales y
es el anticuerpo mas abundante durante la respuesta inmunitaria
secundaria de tipo humoral. * La caracterizacion y cuantificacion
de esta inmunoglobulina es un examen necesario para el
diagnoéstico y sequimiento de las inmunodeficiencias y otras
enfermedades.*® Por otro lado, la investigacion de la respuesta
especifica a antigenos internos o externos es una herramienta
insustituible en la evaluacién seroldgica de la respuesta inmunitaria,
para ello se requiere detectar inmunoglobulinas especificas

producidas frente a un agente extrafio. *

Se han usado diversos métodos diagnésticos que van desde las

técnicas de inmunoprecipitacién, aglutinacién e inmuno-
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radiométricas, hasta los ensayos inmunoenzimaticos ampliamente
difundidos hoy en dia.’** Existen miltiples ejemplos que demuestran
la importancia de estos métodos, como el diagnéstico de la infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y el virus de la
hepatitis C (VHC), que se realizan fundamentalmente mediante la

deteccion de sus anticuerpos especificos.

En el desarrollo de estas técnicas es necesario disponer de
antisueros monoespecificos de elevada calidad para esta
inmunoglobulina. El objetivo de este trabajo fue la obtencion de
la cadena pesada de la IgG humana para mantener una produccion
mas eficiente de antisueros monoespecificos en ovinos contra esta
inmunoglobulina y con una elevada calidad para su uso en los
estuches de reactivos para la deteccion de IgG humana especifica
para el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la
hepatitis C (VHC), Tripanosoma cruzi, HTLY, virus del dengue y Chagas,
entre otras técnicas de inmunodiagnéstico que se desarrollan en el

Centro de Inmunoensayo.

Materiales y métodos

Aislamiento y purificacion de la IgG humana

El aislamiento y purificacion de la IgG humana utilizada en la
obtencion de las cadenas pesadas se realizo a partir de una mezcla
de sueros humanos, clarificada por centrifugacion y filtracion sobre
papel filtro. EL procedimiento empleado fue similar al descrito por
Melchor en 1997 **: 5 mL de una mezcla de sueros humanos se
precipité utilizando 5 mL de una solucion saturada de sulfato de
amonio. Posteriormente la fraccion globulina precipitada se
resuspendi6 y se dializd extensivamente contra fosfato de sodio
0.01 mol/L, pH 8. La muestra (3.5 mL con 55.83 mg de IgG) se
aplicé en una columna de 1 x 10 cm empaquetada con 6 mL de
DEAE-Sephacel (Pharmacia, Suecia), a una velocidad de flujo de 10
mL/h, previamente equilibrada con fosfato de sodio 0.01 mol/L pH
8. La concentracion de IgG se determind con el estuche de reactivos
Turbimtest IgG producido en el Centro de Inmunoensayo,  mientras
que la concentracion de proteinas se determiné por el método de

Lowry et al.

La evaluacion de la pureza de las muestras de IgG se realizé por
inmunoelectroforesis seglin el método empleado por Melchor en
1997 * y por electroforesis en gel de poliacrilamida con un
gradiente de 8-25 % en presencia de dodecilsulfato de sodio
(SDS) y B-mercaptoetanol segin el procedimiento descrito por
Laemmli en 1970. ¥ La tincion en ambos casos se realizd con

azul de Coomassie (Pharmacia, Suecia).

Obtencion de las cadenas pesadas de la IgG humana
La IgG humana obtenida se dializ6 frente a la solucién reguladora
Tris- HCL 0.5 mol/L, EDTA 2 mmol/L pH 8. La muestra se centrifugd

a 16 000 g durante cinco minutos a 22°C. La solucion de IgG se
concentrd por ultrafiltraciéon en conos AMICON CF 25 (Amicon,
E.U.A.) hasta una concentracion de 28 mg/mL. La reduccion se
realizd con ditiotreitol (Sigma, E.U.A., Gran Bretafa) y la alquilacion
con yodoacetamida (Merck, Alemania) segin el método descrito

por Fleischman et al. en 1961. *

La eliminacion del exceso de los reactivos de la reduccion y la
alquilacion se realizd por filtracion sobre gel en Sephadex G-25

fino (Pharmacia, Suecia).

La separacion de las cadenas pesadas y ligeras de la
inmunoglobulina G se realizd en dos columnas conectadas en serie
empaquetadas con 424,53 mL y 477.59 mL de Sephacryl S-100 HR
(Pharmacia, Suecia) respectivamente, equilibradas con una solucion
de acido acético 1 mol/L. Se aplicaron 10 mL de muestra a una
velocidad de flujo de 15 mL/h y se colectaron fracciones de
2 mL/tubo. El pico que contenia las cadenas pesadas se
concentré hasta 1 mg/mL por ultrafiltracion en conos Amicon
CF-25 (Amicon, E.U.A.).

El rendimiento del proceso de obtencién de las cadenas pesadas
se calculé siguiendo el procedimiento descrito por Johnstone y
Thorpe en 1987. *°

La evaluacion de la pureza de las cadenas pesadas se realizd
utilizando dos métodos: la inmunodifusion doble frente a antisueros
comerciales para cadenas ligeras y pesadas de IgG (Sigma, E.U.A.) 202
y la electroforesis en gel de poliacrilamida con un gradiente de 8-25
% en presencia de SDS y PB-mercaptoetanol. La tincion se realiz6 en

ambos procedimientos con azul de Coomassie (Pharmacia, Suecia). ¥

Se realizaron 5 replicas del aislamiento y purificacion de la IgG
humana y la obtencion de las cadenas pesadas con el objetivo de

demostrar la reproducibilidad de los procedimientos.

Resultados

La IgG humana se obtuvo en la fraccion no adsorbida por la
cromatografia de intercambio i6nico como un pico asimétrico como

se muestra en la figura 1.

En la precipitacion con sulfato de amonio al 50% de saturacion
la recuperacion promedio de IgG fue 92.28% y un factor de
purificacion de 2.67 veces. En la cromatografia de intercambio
ionico en DEAE-Sephacel el recobrado final promedio (n=5) fue

68.78% y logrd un factor de purificacion de 4.01 veces.

En la Cuadro 1 se muestra la media de los valores obtenidos en

cinco corridas cromatograficas (n = 5). El rendimiento final promedio
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Cuadro 1. Resultados del proceso de aislamiento y purificacién de IgG humana a partir de una mezcla de sueros humanos.

Etapa de Proteina IgG total Contenido especifico Factor de Rendimiento
purificacién Total (mg) (mg) de IgG (mg de IgG/mg purificacién (%)
de proteina)

Mezcla de sueros humano 346.95 60.50 0.1744 1 100
Precipitaciéon con sulfato de amonio 119.83 55.83 0.4659 2.67 92.28
Cromatografia de intercambio 59.46 41.61 0.7000 4.01 68.78
i6nico en DEAE-Sephacel

obtenido a partir de 5 mL de muestra inicial con una cantidad total { n ’ !

de IgG de 60.50 mg, fue de 8.32 mg IgG/mL de mezcla de suero — s e, 8

humano, con una desviacién estandar de 0.3632 mg de IgG /mL e b

de mezcla de sueros, y un coeficiente de variacion de 4.36 %. : s E

R )

La preparacion de IgG obtenida result6 homogénea por i d

inmunoelectroforesis, se obtuvo un Gnico arco de precipitacion —— 5 :

(figura 2), para cada una de las muestras evaluadas frente a los : &

antisueros utilizados.

En la figura 3 se muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida
en presencia de SDS y B-mercaptoetanol. Los pesos moleculares
relativos calculados para las cadenas pesadas y ligeras fueron de
58.2 kDa y 28.4 kDa respectivamente.

En la figura 4 se muestra el perfil cromatografico tipico de la
separacion de las cadenas pesadas y ligeras de IgG por filtracion
sobre gel en Sephacryl S-100 HR. Los volimenes de elucién fueron
de 400 mL y 467.5 mL respectivamente. Los pesos moleculares

relativos calculados fueron 56.3 kDa y 29.9 kDa respectivamente.

25

0.5 +

0@

Numero de Fracciones

‘+D.O. (280 nm) —&— Concentracion de la IgG humana (mg/mL) ‘

Figura 1. Perfil cromatografico tipico de la IgG obtenida por
Cromatografia de Intercambio I6nico en DEAE-Sephacel.
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Figura 2. Inmunoelectroforesis de las muestras de IgG obtenidas
por Cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephacel.

Pozo 1: Suero humano. Pozo 2: IgG corrida 1. Pozo 3: IgG corrida 2.
Pozo 4: IgG corrida 3. Pozo 5: IgG corrida 4. Pozo 6: IgG corrida 5.
Canales a, c, e: Suero de caballo para proteinas séricas totales
humanas. Canales b, d, f: Suero de conejo Anti-IgG humana
(cadena y) (Sigma, E.U.A.).
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Figura 3. A. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS y B-mercaptoetanol de las muestras de IgG obtenidas por
intercambio i6nico en DEAE-Sephacel.

A: Posiciones 1 y 2: Proteinas patrones de bajo peso molecular
(Pharmacia, Suecia). Posicion 3: IgG corrida 1. Posicion 4: IgG
corrida 2. Posicién 5: IgG corrida 3. Posicion 6: IgG corrida 4.
Posicion 7: IgG corrida 5. Posicion 8: Proteinas patrones de bajo
peso molecular (Pharmacia, Suecia). B.- Electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS y [B-mercaptoetanol de las
muestras de las cadenas pesadas obtenidas por filtracion sobre gel
en Sephacryl S-100 HR. B: Posiciones 1 y 2: Proteinas patrones de
bajo peso molecular (Pharmacia, Suecia). Posicién 3: Cadenas y
corrida 1. Posicion 4: Cadenas y corrida 2. Posicion 5: Cadenas y
corrida 3. Posicion 6: Cadenas y corrida 4. Posicion 7: Cadenas y
corrida 5. Posicion 8: Proteinas patrones de bajo peso molecular
(Pharmacia, Suecia).
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Figura 4. Perfil cromatografico tipico de la separacién de las
cadenas pesadas y ligeras de la IgG por Filtracion sobre Gel en
Sephacryl S-100 HR.
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Figura 5. Inmunodifusion doble de las cadenas pesadas obtenidas
por filtracién sobre gel en Sephacryl S-100 HR.

Pozo central de la roseta I: Suero de conejo para cadenas A (Sigma,
E.U.A.). Pozo central de la roseta II: Suero de conejo para cadenas
K (Sigma, E.U.A.). Pozo central de la roseta III: Suero de conejo
para cadenas y (Sigma, E.U.A.). Pozos periféricos de las tres rosetas:
Pozo 1: IgG humana (molécula completa). Pozo 2: Cadenas pesadas
obtenidas en la corrida 1. Pozo 3: Cadenas pesadas obtenidas en la
corrida 2. Pozo 4: Cadenas pesadas obtenidas en la corrida 3. Pozo
5: Cadenas pesadas obtenidas en la corrida 4. Pozo 6: Cadenas
pesadas obtenidas en la corrida 5.

El rendimiento promedio (n=5) del proceso de obtencion de las
cadenas pesadas de IgG fue 0.603 mg cadenas pesadas/mg IgG. La
desviacion estandar fue de 0.0198 mg de cadenas pesadas/mg IgG
y el coeficiente de variacion obtenido en la preparacion de las
cadenas gamma fue de 3.29%, lo que demuestra que el método
utilizado es reproducible. El rendimiento promedio (n=5) obteni-

do de cadenas ligeras fue de 27.1 %.

El peso molecular relativo de las cadenas pesadas estimado por
el método cromatogréfico (filtracion sobre gel en Sephacryl S-100
HR) que fue 56.3 kDa.

En la inmunodifusion doble frente a los antisueros para cadenas

ligeras (Rosetas I y II) (figura 5) solo se observd una linea de

precipitacion en el pozo correspondiente a IgG (molécula
completa), y frente al antisuero para cadenas pesadas (Roseta III)
se observaron lineas de precipitacion para la IgG (molécula
completa) empleada como control y las muestras de cadenas pesadas

de las cinco corridas cromatograficas.

Discusion

El recobrado final promedio para la IgG humana obtenida por la
cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephacel (n=5) fue
68.78%, este valor es similar al obtenido por Leyva en 1991 (69.3%)?
y Robaina en 1995 (64.07%)?%, lo que demuestra la reproducibilidad

del método seleccionado para purificar la IgG humana.

El Gnico arco de precipitacion obtenido en la inmuno-
electroforesis nos demostrd que la preparacion de IgG obtenida
resulté homogénea (figura 2) y que podia emplearse en la obtencion

de las cadenas pesadas de esta molécula.

Los pesos moleculares calculados para las cadenas pesadas y
ligeras por la electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS y b-mercaptoetanol (figura 3) y por el método cromatografico
(figura 4) fueron similares y concuerdan con los valores referidos

por Goodman y Parslow en 1994. %

Inicialmente en el laboratorio se empleaba una sola columna
empaquetada con Sephacryl S-100 HR, que no permitia la separacién
completa de las cadenas pesadas y ligeras, lo cual conllevaba a un
proceso de recromatografia y provocaba una disminucion del
rendimiento. El empleo de las columnas colocadas en serie permitio

aumentar la resolucion y elevd el rendimiento.

El rendimiento promedio (n=5) obtenido de cadenas ligeras
(27.1 %) coincide con el reportado por Johnstone y Thorpe en
1987 (25-28 %), estos investigadores plantean que un
rendimiento mas bajo indicaria la presencia de cadenas ligeras,
presumiblemente en forma dimérica en el pico correspondiente

a las cadenas pesadas (primer pico de la figura 4).

Se demostré por electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de SDS y B-mercaptoetanol (figura 3) e inmunodifusion
doble (figura 5) que las preparaciones obtenidas correspondian a
las cadenas pesadas de la IgG

El procedimiento empleado para la obtencion de las cadenas
pesadas de la IgG es un método sencillo y reproducible (coeficientes

de variacion inferiores al 10 %).

El grado de pureza logrado para la IgG y las cadenas pesadas,
comprobados por los métodos de control de la calidad utilizados,
hacen factible su empleo como inmunégeno para la obtencion de
inmunosueros especificos a estas moléculas que son dtiles en el
inmunodiagnéstico.
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