REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(1):104-9.

Citar como: Perez LA, Castillo Y,
Espinoza C, Toribio LM, Santos Y,
Martel KS, et al. Uso de particulas
magnéticas en la purificacion de
anticuerpos IgM contra Taenia solium.
Rev Peru Med Exp Salud Publica.
2020;37(1):104-9. Doi: https://doi.
org/10.17843/rpmesp.2020.371.4628

Correspondencia: Yagahira Castro-
Sesquen; 13229 Orsay St, Clarksburg,
Maryland, Estados Unidos;
yagahiraelizabeth@hotmail.com

El presente estudio forma parte

de la tesis: Perez LA. Desarrollo

de una prueba répida basada en
nanoparticulas para el diagnostico

de neurocisticercosis humana [Tesis
de Maestria]. Lima, Pert: Facultad

de Ciencias Bioldgicas, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos; 2020.

Recibido: 27/06/2019
Aprobado: 11/12/2019
En linea: 19/03/2020

104 |

ORIGINAL BREVE

USO DE PARTICULAS MAGNETICAS EN
LA PURIFICACION DE ANTICUERPOS IgM
CONTRA Tuaenia solium

L. Agueda Perez ("#* Yesenia Castillo@® "2, Cindy Espinoza(® "2, Luz M. Toribio @142,
Yesica Santos @', Kevin S. Martel "¢, Patricia P. Wilkins(® 29, Javier A. Bustos @) 34e,
Hector H. Garcia® "*4f, Yagahira E. Castro-Sesquen %9 por el Grupo de Trabajo en

Cisticercosis en Peru*

Laboratorio de Inmunologia Parasitaria, Facultad de Ciencias y Filosofia, Universidad Peruana Cayetano Heredia,
Lima, Peru.

Parasitology Services, Big Pine Key, Florida, Estados Unidos.

Centro de Salud Global, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru.

Unidad de Cisticercosis, Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas, Lima, Peru.

Department of International Health, Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health, Baltimore, Estados Unidos.
Biodlogo; * bachiller en Tecnologia Médica; © bachiller en Biologia; ¢ PhD en Bioquimica y Biologia Molecular;
¢ médico, maestria en Salud Publica; * médico, PhD en Salud Publica; & microbiloga, PhD en Salud Publica.

Grupo de Trabajo en Cisticercosis en Perti: otros miembros incluyen: Robert H. Gilman, MD, DTMH; Armando E.
Gonzalez, DVM, PhD; y Victor C.W. Tsang, PhD (Coordination Board); Silvia Rodriguez, MSc; Isidro Gonzalez, MD;
Herbert Saavedra, MD; Sofia Sanchez, MD; Manuel Martinez, MD (Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas,
Lima, Pert); Manuela Verastegui, PhD; Mirko Zimic, PhDj; Saul Santivanez, MD, PhD; Holger Mayta, PhD; Monica
Pajuelo, PhD; Gianfranco Arroyo, DVM, MSc (Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Pert1); Maria T. Lopez,
DVM, PhD; Luis Gomez, DVM; Ana Vargas, DVM; Cesar M. Gavidia, DVM, PhD (School of Veterinary Medicine,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perti); Luz M. Moyano, MD; Ricardo Gamboa, MSc; Claudio
Muro; Percy Vichez, MSc (Cysticercosis Elimination Program, Tumbes, Pert); Seth O Neal, MD, MPH (Oregon
Health and Sciences University, Portland, USA); Sukwan Handali, MD; John Noh (Centers for Disease Control,
Atlanta, USA); Theodore E. Nash, médico; Siddhartha Mahanty, MD, PhD (NIAID, NIH, Bethesda, MD); Jon
Friedland (Imperial College, London, UK).

50 e W

x

RESUMEN

Se evaluo el uso de particulas magnéticas acopladas a proteina L para la concentracién y purificacion de
anticuerpos monoclonales inmunoglobulina M (mIgM) contra Taenia solium. Se evaluaron tres métodos
de concentracién y diferentes tiempos de elucion y se optimizo la proporciéon de particulas a la propor-
cién de mIgM. Demostramos que: 1) con el uso particulas magnéticas no se requiere de una concentra-
cion previa de mIgM, lo que disminuye la manipulacion de los anticuerpos y mejora la recuperacion, 2)
se puede omitir el uso de un tampén de union, ya que el pH de la mayoria de los sobrenadantes de cultivo
celular son neutros, y 3) se necesitan tiempos de eluciéon mas largos (~45 minutos) para aumentar la re-
cuperacién a un nivel mayor a 80%. El estudio demuestra que el uso de particulas magnéticas acopladas
a proteina L es una herramienta simple y eficiente para la concentracién y purificaciéon de mIgM.

Palabras clave: Purificacidon; Concentracion; Taenia solium; Cisticercosis; Anticuerpos Monoclonales;
Peru (fuente: DeCS BIREME).

USE OF MAGNETIC PARTICLES IN THE PURIFICATION OF
IgM ANTIBODIES AGAINST Taenia solium

ABSTRACT

The use of L protein coupled magnetic particles for the concentration and purification of immunoglo-
bulin M (mIgM) monoclonal antibodies against Taenia solium was evaluated. Three concentration me-
thods and different elution times were evaluated and the ratio of particles to the ratio of mIgM was
optimized. It is demonstrated that: 1) with the use of magnetic particles, a previous concentration of
mlIgM is not required, which reduces the manipulation of the antibodies and improves the recovery, 2)
the use of a binding buffer can be omitted, since the pH of most cell culture supernatants are neutral, and
3) longer elution times (~ 45 minutes) are needed to increase recovery to a level greater than 80%. The
study demonstrates that the use of L protein-coupled magnetic particles is a simple and efficient tool for
mlgM concentration and purification.

Keywords: Purification; Concentration; Taenia solium; Cysticercosis; Monoclonal Antibodies; Peru
(source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NCC) es una infeccion del sistema
nervioso causada por la invasion del estadio larval de Tae-
nia solium V, y es considerada una de las principales cau-
sas infecciosas de epilepsia @. La deteccion de antigenos
circulantes es importante en el diagnostico definitivo de la
NCC pues permite detectar una infeccién activa @*. El uso
de anticuerpos monoclonales (AcM) mejora la especificidad
de las técnicas de deteccién de antigenos, pero pocos AcM
existen para mejorar el diagndstico ©.

El Grupo de Trabajo en Cisticercosis en Pert produjo y
caracteriz6 21 anticuerpos monoclonales (AcM) que reco-
nocen antigenos de T. solium en suero y orina de pacientes
infectados ©%. Ocho de los AcM generados son anticuerpos
del isotipo M (mIgM). Los mIgM generan una sefial mas in-
tensa (densidad dptica >3,0) en pruebas de ELISA de captura
de antigenos en comparacion a los anticuerpos tipo Inmuno-
globulina G (IgG). Se postula que esta diferencia se debe a
la presencia de secuencias de aminodcidos repetidas en tén-
dem en los antigenos del pardsito ©, que son reconocidos de
manera mds eficiente por los anticuerpos inmunoglobulina
(IgG) 7.

Los procedimientos de purificacién y concentracion
de inmunoglobulinas se desarrollan principalmente para
IgG &9 Sin embargo, estas metodologias pueden no te-
ner la misma eficacia para la purificacion de IgM. Debido
a su gran tamaio, las IgM (~950 kDa) son mas suscepti-
bles que la IgG (~150 kDa) a la desnaturalizacion y pre-
cipitacién por cambios de temperatura, pH y conductivi-
dad, incluso a bajas concentraciones V.

La proteina A y la proteina G se han utilizado durante
mucho tiempo en la purificacién de anticuerpos, principal-
mente tipo IgG, que tengan expuesta la fraccion constante
(Fc) dado que interacttian con dicha fracciéon 1?. Sin em-
bargo, ninguna de estas dos proteinas puede ser usada para
la purificacién de IgM debido a que en este anticuerpo la Fc
se encuentra oculta "9, A diferencia de la proteina A/G,
la proteina L (PL) se une al dominio variable de la cadena
ligera kappa la cual estd expuesta en todos los isotipos de
anticuerpos sin interferir con el sitio de union al antigeno vy,
ofrece la ventaja adicional de no reaccionar con la IgG bovi-
na y caprina que generalmente estin presentes en sobrena-
dantes de cultivos celulares enriquecidos con suero de estos
animales (419,

El uso de particulas magnéticas (PM) puede reemplazar
los pasos de pre-concentracion, disminuyendo asi la mani-
pulacion de los anticuerpos. Con el uso de las PM la unién
del anticuerpo se produce en solucién, y no en una superfi-
cie estatica como en las columnas cromatogréficas, propor-
cionando una interaccion tridimensional de la IgM con la
proteina L. El uso de las PM permite la separacion de IgM
purificada usando una fuerza magnética o un magneto sin

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.371.4628

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio: El uso de anticuerpos
monoclonales mejora la especificidad de las técnicas de de-
teccion de antigenos en neurocisticercosis, pero pocos anti-
cuerpos monoclonales existen para mejorar el diagnéstico.

Principales hallazgos: El uso de particulas magnéticas
acopladas a proteina L permite la purificacion de anticuer-
pos monoclonales tipo IgM mediante el uso de fuerza mag-
nética sin la necesidad de centrifugacion o precipitaciéon
disminuyendo asi los pasos de manipulacién, lo que evita
su pronta desnaturalizacion y precipitacion.

Implicancias: La optimizacién de una plataforma sencilla
basada en particulas magnéticas y proteina L permiti6 la
concentracion y purificacion de anticuerpos IgM a partir
de sobrenadante de hibridomas. Dicha plataforma puede
ser adaptada a laboratorios que no cuenten con infrae-
structura especializada, ya que no requiere el uso de co-
lumnas o ultracentrifugas.

la necesidad de centrifugacion o precipitacion lo que hace
que esta metodologia sea aplicable tanto en la purificacién a
pequena escala como a gran escala, en laboratorios que no
cuenten con infraestructura especializada o utilizando plata-
formas automatizadas.

En este estudio, se evaluo el uso de las PM acopladas a PL
(PM-PL) en la concentracién y purificaciéon de mIgM anti
Taenia solium.

EL ESTUDIO

Se utilizaron dos clones de mIgM (TsW5 y TsW8) especifi-
cos para proteinas de quistes de T. solium. La generacion y
mantenimiento de hibridomas se realizaron segun protoco-
los descritos anteriormente ®. Brevemente, los cultivos ce-
lulares de las hibridomas se mantuvieron en medio DMEM
avanzado (Dulbeccos modified Eagle’s médium, Thermo
Fisher, USA) suplementado con suero fetal bovino HyClone
al 10% (Thermo Fisher, USA), a 37 °C en COz2 al 5%. Los
sobrenadantes de las hibridomas (SH) se colectaron después
de una a dos semanas de incubacion, se filtraron con filtros
de nitrocelulosa de 0,22 pm y se almacenaron a 4 °C durante
maximo cuatro dias.

Evaluacion de métodos de concentraciéon de SH

Se evaluaron tres métodos de concentracion de SH: filtra-
cién por presion (Amicon® Stirred Cells), ultrafiltracion
pasiva (Minicon® Concentrator) y ultrafiltraciéon por centri-
fugacion (Amicon® Ultra Centrifugal Filters), todos los fil-
tros con corte minimo de 10 kDa (todas de Merk Millipore,
USA). La concentracién de proteinas de los sobrenadantes
se determiné utilizando el método de Bradford (Bradford
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Protein Assays, Thermo Scientific, USA), antes y después
de la concentracion; se calculd el factor de concentracion
dividiendo la concentraciéon de proteinas del sobrenadante
concentrado con la concentracién de proteinas del sobrena-
dante inicial. En los tres métodos de concentracion se evalu6
un volumen igual de sobrenadante inicial. Dado que la con-
centracion de proteinas reflejard principalmente la presencia
de albiimina y otras proteinas, también se calculd el porcenta-
je de recuperacion (PR) en términos de actividad del mIgM,
la cual se midi6 por la prueba de ELISA utilizando un extracto
crudo de quistes de T. solium como antigeno, y un anticuer-
po secundario marcado con peroxidasa contra IgM de raton
producido en cabra (Peroxidase-Labeled Antibody To Mouse
IgM, Produced in Goat, KPL Laboratories, USA) ©. La den-
sidad dptica (DO) se midié a 590 nm utilizando el Spectra-
Max-340 (Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA).
El PR de mIgM se calcul¢ dividiendo la densidad dptica del
sobrenadante concentrado sobre la densidad dptica del so-
brenadante inicial multiplicado por 100.

Purificacion de mIgM

Se utilizaron particulas superparamagnéticas (0,5 um de
radio medio) acopladas con proteina L recombinante (Pier-
ceTM Protein L Magnetic Beads, Thermo Scientific, USA).
Para determinar la concentracién de PM-PL que recupere
mas del 90% de mIgM en SH, se incubaron cinco volimenes

Complejos PM/PL.

El uso del magneto
retiene los complejos
mIgM+PM/PL. El
sobrenadante
conteniendo otras
proteinas
contaminantes es
removido.

SH conteniendo mIgM y
otras proteinas en el medio
(albumina, IgG, etc)

~|@"
Ce =

diferentes de SH (100 pl, 250 pl, 500 pl, 750 ul y 1500 ul)
con 400 pg de PM-PL en un volumen total de 1500 pl de
solucion salina tamponada con Tris (TBS, Tris 25 mM, NaCl
150 mM, pH 7,4). El volumen de 100 pl de SH se us6é como
referencia, ya que en el ensayo de ELISA se observé que no
queda mIgM en el SH después de la incubacién con PM-PL,
es decir, se capturd todo el mIgM presente en el medio. La
incubacién de SH y PM-PL se realizé por 45 minutos, a tem-
peratura ambiente (TA) y en agitacion constante (500 rpm,
LabRoller). Después de la incubacion, los complejos de mIgM
+ PM-PL se separaron del medio usando un soporte magné-
tico (DynaMagTM-2 Magnet, Thermo Scientific, USA) du-
rante un minuto. Para la separacion del mIgM de las PM-PL
se utilizé glicina 2M, pH 2,0 a TA, con agitacién constante
durante 15, 45 y 60 minutos (Figura 1). La solucion con el
mlIgM se neutralizé con Tris 1 M, pH 8,5, luego se realiz
el intercambio de tampon a solucidn salina tamponada con
fosfato. El mIgM purificado se concentré por ultrafiltracion
por centrifugacion (corte de 10 kDa).

Evaluacion de pureza de los eluidos

Para la evaluacion de la pureza de los mIgM se realizé elec-
troforesis en gel de poliacrilamida con sulfato de sodio y do-
decilo (sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis, SDS-PAGE) en condiciones reductoras utilizando
gel de poliacrilamida al 10% y tincién con azul de Coomassie.

Interaccion de PM/PL
con las mIgM

La elucion de mIgM de las
PM se obtiene mediante la
incubacién con glicina

Figura 1. Representacion esquematica de la purificacion de anticuerpos monoclonales mIgM del sobrenadante de hibridoma utilizando par-
ticulas magnéticas acoplada con proteina L (figura elaborada por los autores). A y B) Los anticuerpos monoclonales IgM (mIgM) presentes
en el sobrenadante de hibridoma (SH) se unirdn en solucién a la proteina L (PL) acopladas en las particulas magnéticas (PM-PL). C) Las par-
ticulas magnéticas (PM) se separan del SH con ayuda de un soporte magnético. D) Los mIgM purificados se eluyen de las PM-PL utilizando
una solucion acida de glicina.
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HALLAZGOS

En términos de concentracion de proteinas, el mas alto fac-
tor de concentracién se obtuvo cuando los sobrenadantes
se concentraron usando filtracién por presion (4,4 veces),
seguido de ultrafiltracion pasiva (3,9 veces) y ultrafiltracion
por centrifugacion (2,5 veces). En términos de actividad del
mlIgM medida por ELISA, las tres metodologias produjeron
un PR superior al 80% (filtracién por presion: 92,5%-95%,
ultrafiltracion pasiva: 84,2%-93,9% y ultrafiltracion con cen-
trifugacion: 82,1%-84,3%). Sin embargo, se observd precipi-
tacion de proteinas en dos ocasiones usando filtracién por
presion, por esta razdén, para minimizar la precipitacion del
mlIgM y debido al menor costo y al menor tiempo necesario
para la concentracion (15 minutos), en comparacion con los
otros métodos (~12 horas para ultrafiltraciéon pasiva o ~5
horas para filtracién con presion), se decidié usar ultrafiltra-
cion por centrifugacion para futuros analisis.

Se evalu6 la proporcion optima de ug de PM-PL a ul de
SH utilizando como referencia la proporcion de 400 pg de
PM-PL a 100 ul de SH. Se calcul6 el porcentaje de mIgM
funcionalmente activos que no fueron capturados o eluidos
por las PM-PL restando el valor de DO del SH después de la
incubaciéon con PM-PL menos el valor de DO del SH en la
proporcion de referencia, multiplicado por 100. Se encontré6
que el porcentaje de pérdida mds bajo se obtuvo utilizando
400 pg de PM-PL con 250 pl de SH (0,6%) y el PR mas alto se
obtuvo utilizando 500 pl de SH (99,3%) (Tabla). Se concluye
que la mejor forma de recuperar mIgM es cuando la propor-
cién de pug de PM-PL a pl de SH es 0,8.

Para determinar si se necesita un paso de preconcentra-
cion antes de la incubacion de SH con PM-PL, comparamos
el PR obtenido con 50 pl de SH concentrado (volumen ini-
cial 2500 pl, factor de concentraciéon 50x) y 2500 ul de SH
no concentrado, obteniéndose un PR de 95,46% (coeficiente
de variacién, CV 0,77%) y 96,93% (CV 0,43%) cuando se
realizé una etapa de concentraciéon y no concentracion res-

pectivamente, lo que indica que no se requiere una etapa de
pre-concentracion.

En este estudio, para la separacion del mIgM de las PM-
PL se utilizé un tampén de glicina, pH 2,0. Segtin recomen-
daciones del fabricante, el tiempo de elucion o separacion
con solucién acidica no deberia sobrepasar los 15 minutos
para prevenir la degradacion del anticuerpo. Considerando
la actividad del anticuerpo, observamos que el tiempo de
elucién de 15 minutos tiene un PR de 78,5%. Sin embargo,
cuando el tiempo aumenta a 45 minutos el PR se incrementa
a 94,1%. Por el contrario, si el tiempo se incrementa a 60
minutos, el PR disminuye a 83%, probablemente debido a un
cierto grado de desnaturalizacion causada por el pH.

En los resultados de electroforesis, se observo, antes de
la purificacion, diferentes proteinas, principalmente albiimi-
na (67 kDa) (Figura 2). Después del proceso de purificacion
con PM-PL, se observaron solamente dos bandas de 73 kDa
y 25kDa, correspondientes a las cadenas pesada y ligera, res-
pectivamente, de IgM, confirmando la pureza de los eluidos.

También se evaluo el numero de veces que se pueden re-
utilizar las PM-PL para la purificaciéon de anticuerpos utili-
zando el mismo clon de mIgM. Se observé un PR de 81,9%
después de reutilizar el mismo lote de PM-PL 21 veces.

DISCUSION

Se muestra que las particulas magnéticas se pueden usar para
concentrar IgM en solucién en un solo paso 9, reduciendo
la manipulacién de los anticuerpos que puede conducir a su
degradacion y desnaturalizacion. Al evaluar los métodos de
preconcentracion, se observd precipitacion de proteinas en
dos ocasiones usando filtracién con presion, posiblemente
debido a que las fuerzas mecdnicas y el aumento de la tem-
peratura que llevaron a la desolubilizacién de IgM. Esto es
una ventaja de las PM frente al uso de columnas cromato-
gréficas, ya que con el uso de columnas, la preconcentracién
es necesaria, probablemente debido a que la atraccion y la

Tabla 1. Optimizacién del protocolo de purificacién de anticuerpos monoclonales IgM a partir de sobrenadantes de cultivos de hibridoma

utilizando particulas magnéticas acopladas a proteina L.

Actividad del mIgM
Proporcion DO del SH después  que no ha sido captu- Actividad inicial del ~ Actividad del .
SH Vol. . ., . Recuperacion (%)
de ug PM-PL Inicial (ul) de la incubacién con rado o eluido de las mlIgM en el volumen mIgM en el (C/B*100)
apul SH PM-PL (A) PM-PL (%) total (B) eluido (C)
(A-Referencia) *100)
4 100 0,088 + 0,005 Referencia 7,12 6,63 93,12
1,6 250 0,094 + 0,004 0,60 16,58 15,48 93,40
0,8 500 0,115+ 0,004 2,70 33,00 32,80 99,30
0,53 750 0,146 + 0,003 5,80 49,70 45,33 91,20
0,4 1000 0,182 + 0,010 9,40 66,30 57,41 86,60
0,26 1500 0,328 + 0,006 24,00 99,50 55,72 56,00
Se agregaron 400 pg de PM-PL al SH en un volumen final de 1500 pl de solucién salina tamponada con Tris como un tampén de unién
La actividad del anticuerpo se midié mediante ELISA para determinar la capacidad del anticuerpo para reconocer quistes sonicados de T. solium
PM-PL: particulas magnéticas acopladas a proteina L; SH: sobrenadante de hibridomas; DO: densidad 6ptica medida a 590 nm
https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.371.4628 [ 107
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73 kDa
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Figura 2. Tincion con azul de Coomassie después de electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio al 10% de los
anticuerpos monoclonales IgM (TsW5 y TsW8) antes y después de
la purificacion con particulas magnéticas acopladas a proteina L.

PM: Marcador de peso molecular en kDa (Precision Plus Protein, Bio-Rad).
Canal 1y 2: Sobrenadante de hibridoma (TsW8 y TsW5, respectivamente) antes
de la purificacién con particulas magnéticas acopladas a proteina L, se observa la
presencia de albumina (67 kDa). Canal 3 y canal 4: Anticuerpo monoclonal IgM
purificado (TsW8 y TsW5, respectivamente) después de la incubacion con parti-
culas magnéticas acopladas a proteina L, se observan las cadenas ligeras y pesadas
del anticuerpo 25 kDa y 73 kDa, respectivamente, sin la presencia de albumina.

frecuencia de oportunidades de interaccién son menores
en comparacién a cuando se usan particulas 7', y ademas
para evitar pasar varias veces el cultivo en la columna sobre
todo cuando se trata de volimenes mayores a 1 ml, lo cual
puede ser tedioso. El uso de particulas magnéticas favorece
la interaccién de mIgM y proteina L en solucién en un solo
paso, ademas previene la pérdida de la actividad inmunogé-
nica de los mIgM, ya que esta puede ocurrir durante la uniéon
de IgM a otras resinas . Basado en los resultados de elec-
troforesis en condiciones reductoras, se mostro que el uso de
la proteina L, produce un eluido de IgM altamente purifica-
da sin la contaminacién de IgG presente en suero bovino que
es usado como suplemento en medios de cultivo celular ¥,
Se necesité un tiempo de elucion de mIgM mds largo
que el recomendado por el fabricante (45 minutos frente a
15 min), probablemente debido a la alta afinidad entre la
IgM y la proteina L (Ka = 1010 M-1) %9, Otros estudios han
reportado que la IgM es capaz de resistir exposicion a pH
dcido @. En nuestro estudio, el corto tiempo de manipula-

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Del Brutto OH, Garcia HH. Neurocysticercosis. Handb Clin
Neurol. 2013;114:313-25. doi: 10.1016/B978-0-444-53490-
3.00025-X

108 |

cion (dos horas en total) en comparacion con métodos de
cromatografia de afinidad clasicos (diez horas a dos dias)
puede haber contribuido al menor riesgo de desnaturaliza-
cion de las mIgM y aumentar su probabilidad de resistencia
a la elucion acidica 2. Nuestro PR (> 90%) es mds alto que
el reportado previamente usando PM acopladas con anti-
cuerpos anti-IgM (70%), probablemente debido a la mayor
afinidad de la PL a la IgM @7

Presentamos los resultados de optimizacion de concentra-
cién y purificacion de mIgM a partir de sobrenadante de hi-
bridomas usando una plataforma sencilla basada en el uso de
particulas magnéticas y proteina L. Esta metodologia puede ser
adaptada a laboratorios no especializados en concentracion de
proteinas ya que no requiere el uso de columnas o ultracentri-
fugas. Se demostro que el SH no necesita estar concentrado. Por
lo que, si se desea implementar el uso de las PM-PL a mediana
o gran escala, es necesario contar con soportes magnéticos para
tubos de 50 ml, y el tiempo promedio para la separacion de las
PM-PL del medio debera ser entre tres a cinco minutos, con el
fin de asegurar la recuperacion total de las PM. Se demuestra
que la incubacién del SH y las PM-PL puede llevarse a TA o a
4 °C. Sin embargo, se recomienda que la incubacion sea a 4 °C,
con el fin de evitar la degradacion del analito en la muestra.
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