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RESUMEN

Se evaluó el uso de partículas magnéticas acopladas a proteína L para la concentración y purificación de 
anticuerpos monoclonales inmunoglobulina M (mIgM) contra Taenia solium. Se evaluaron tres métodos 
de concentración y diferentes tiempos de elución y se optimizó la proporción de partículas a la propor-
ción de mIgM. Demostramos que: 1) con el uso partículas magnéticas no se requiere de una concentra-
ción previa de mIgM, lo que disminuye la manipulación de los anticuerpos y mejora la recuperación, 2) 
se puede omitir el uso de un tampón de unión, ya que el pH de la mayoría de los sobrenadantes de cultivo 
celular son neutros, y 3) se necesitan tiempos de elución más largos (~45 minutos) para aumentar la re-
cuperación a un nivel mayor a 80%. El estudio demuestra que el uso de partículas magnéticas acopladas 
a proteína L es una herramienta simple y eficiente para la concentración y purificación de mIgM.

Palabras clave: Purificación; Concentración; Taenia solium; Cisticercosis; Anticuerpos Monoclonales; 
Perú (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 
mIgM 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 
mIgM concentration and purification.

Keywords: Purification; Concentration; Taenia solium; Cysticercosis; Monoclonal Antibodies; Peru 
(source: MeSH NLM).
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Motivación para realizar el estudio: El uso de anticuerpos 
monoclonales mejora la especificidad de las técnicas de de-
tección de antígenos en neurocisticercosis, pero pocos anti-
cuerpos monoclonales existen para mejorar el diagnóstico.

Principales hallazgos: El uso de partículas magnéticas 
acopladas a proteína L permite la purificación de anticuer-
pos monoclonales tipo IgM mediante el uso de fuerza mag-
nética sin la necesidad de centrifugación o precipitación 
disminuyendo así los pasos de manipulación, lo que evita 
su pronta desnaturalización y precipitación.

Implicancias: La optimización de una plataforma sencilla 
basada en partículas magnéticas y proteína L permitió la 
concentración y purificación 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 ultracentrífugas.

MENSAJES CLAVE
INTRODUCCIÓN

La neurocisticercosis (NCC) es una infección del sistema 
nervioso causada por la invasión del estadio larval de Tae-
nia solium (1), y es considerada una de las principales cau-
sas infecciosas de epilepsia (2). La detección de antígenos 
circulantes es importante en el diagnóstico definitivo de la 
NCC pues permite detectar una infección activa (2-4). El uso 
de anticuerpos monoclonales (AcM) mejora la especificidad 
de las técnicas de detección de antígenos, pero pocos AcM 
existen para mejorar el diagnóstico (5).

El Grupo de Trabajo en Cisticercosis en Perú produjo y 
caracterizó 21 anticuerpos monoclonales (AcM) que reco-
nocen antígenos de T. solium en suero y orina de pacientes 
infectados (5-6). Ocho de los AcM generados son anticuerpos 
del isotipo M (mIgM). Los mIgM generan una señal más in-
tensa (densidad óptica >3,0) en pruebas de ELISA de captura 
de antígenos en comparación a los anticuerpos tipo Inmuno-
globulina G (IgG). Se postula que esta diferencia se debe a 
la presencia de secuencias de aminoácidos repetidas en tán-
dem en los antígenos del parásito (6), que son reconocidos de 
manera más eficiente por los anticuerpos inmunoglobulina 
(IgG) (7).

Los procedimientos de purificación y concentración 
de inmunoglobulinas se desarrollan principalmente para 
IgG (8-10). Sin embargo, estas metodologías pueden no te-
ner la misma eficacia para la purificación de IgM. Debido 
a su gran tamaño, las IgM (~950 kDa) son más suscepti-
bles que la IgG (~150 kDa) a la desnaturalización y pre-
cipitación por cambios de temperatura, pH y conductivi-
dad, incluso a bajas concentraciones (11). 

La proteína A y la proteína G se han utilizado durante 
mucho tiempo en la purificación de anticuerpos, principal-
mente tipo IgG, que tengan expuesta la fracción constante 
(Fc) dado que interactúan con dicha fracción (12). Sin em-
bargo, ninguna de estas dos proteínas puede ser usada para 
la purificación de IgM debido a que en este anticuerpo la Fc 
se encuentra oculta (12-13). A diferencia de la proteína A/G, 
la proteína L (PL) se une al dominio variable de la cadena 
ligera kappa la cual está expuesta en todos los isotipos de 
anticuerpos sin interferir con el sitio de unión al antígeno y, 
ofrece la ventaja adicional de no reaccionar con la IgG bovi-
na y caprina que generalmente están presentes en sobrena-
dantes de cultivos celulares enriquecidos con suero de estos 
animales (14-15). 

El uso de partículas magnéticas (PM) puede reemplazar 
los pasos de pre-concentración, disminuyendo así la mani-
pulación de los anticuerpos. Con el uso de las PM la unión 
del anticuerpo se produce en solución, y no en una superfi-
cie estática como en las columnas cromatográficas, propor-
cionando una interacción tridimensional de la IgM con la 
proteína L. El uso de las PM permite la separación de IgM 
purificada usando una fuerza magnética o un magneto sin 

la necesidad de centrifugación o precipitación lo que hace 
que esta metodología sea aplicable tanto en la purificación a 
pequeña escala como a gran escala, en laboratorios que no 
cuenten con infraestructura especializada o utilizando plata-
formas automatizadas.

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

EL ESTUDIO

Se utilizaron dos clones de mIgM (TsW5 y TsW8) específi-
cos para proteínas de quistes de T. solium. La generación y 
mantenimiento de hibridomas se realizaron según protoco-
los descritos anteriormente (5). Brevemente, los cultivos ce-
lulares de las hibridomas se mantuvieron en medio DMEM 
avanzado (Dulbecco’s modified Eagle’s médium, Thermo 
Fisher, USA) suplementado con suero fetal bovino HyClone 
al 10% (Thermo Fisher, USA), a 37 ºC en CO2 al 5%. Los 
sobrenadantes de las hibridomas (SH) se colectaron después 
de una a dos semanas de incubación, se filtraron con filtros 
de nitrocelulosa de 0,22 µm y se almacenaron a 4 ºC durante 
máximo cuatro días. 

Evaluación de métodos de concentración de SH
Se evaluaron tres métodos de concentración de SH: filtra-
ción por presión (Amicon® Stirred Cells), ultrafiltración 
pasiva (Minicon® Concentrator) y ultrafiltración por centri-
fugación (Amicon® Ultra Centrifugal Filters), todos los fil-
tros con corte mínimo de 10 kDa (todas de Merk Millipore, 
USA). La concentración de proteínas de los sobrenadantes 
se determinó utilizando el método de Bradford (Bradford 
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Protein Assays, Thermo Scientific, USA), antes y después 
de la concentración; se calculó el factor de concentración 
dividiendo la concentración de proteínas del sobrenadante 
concentrado con la concentración de proteínas del sobrena-
dante inicial. En los tres métodos de concentración se evaluó 
un volumen igual de sobrenadante inicial. Dado que la con-
centración de proteínas reflejará principalmente la presencia 
de albúmina y otras proteínas, también se calculó el porcenta-
je de recuperación (PR) en términos de actividad del mIgM, 
la cual se midió por la prueba de ELISA utilizando un extracto 
crudo de quistes de T. solium como antígeno, y un anticuer-
po secundario marcado con peroxidasa contra IgM de ratón 
producido en cabra (Peroxidase-Labeled Antibody To Mouse 
IgM, Produced in Goat, KPL Laboratories, USA) (5). La den-
sidad óptica (DO) se midió a 590 nm utilizando el Spectra-
Max-340 (Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA). 
El PR de mIgM se calculó dividiendo la densidad óptica del 
sobrenadante concentrado sobre la densidad óptica del so-
brenadante inicial multiplicado por 100.

Purificación de mIgM
Se utilizaron partículas superparamagnéticas (0,5 μm de 
radio medio) acopladas con proteína L recombinante (Pier-
ceTM Protein L Magnetic Beads, Thermo Scientific, USA). 
Para determinar la concentración de PM-PL que recupere 
más del 90% de mIgM en SH, se incubaron cinco volúmenes 

diferentes de SH (100 μl, 250 μl, 500 μl, 750 μl y 1500 μl) 
con 400 μg de PM-PL en un volumen total de 1500 μl de 
solución salina tamponada con Tris (TBS, Tris 25 mM, NaCl 
150 mM, pH 7,4). El volumen de 100 μl de SH se usó como 
referencia, ya que en el ensayo de ELISA se observó que no 
queda mIgM en el SH después de la incubación con PM-PL, 
es decir, se capturó todo el mIgM presente en el medio. La 
incubación de SH y PM-PL se realizó por 45 minutos, a tem-
peratura ambiente (TA) y en agitación constante (500 rpm, 
LabRoller). Después de la incubación, 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 separación del mIgM de las PM-PL 
se utilizó glicina 2M, pH 2,0 a TA, con agitación constante 
durante 15, 45 y 60 minutos (Figura 1). La solución con el 
mIgM se neutralizó con Tris 1 M, pH 8,5, luego se realizó 
el intercambio de tampón a solución salina tamponada con 
fosfato. El mIgM purificado se concentró por ultrafiltración 
por centrifugación (corte de 10 kDa).

Evaluación de pureza de los eluidos
Para la evaluación de la pureza de los mIgM se realizó 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 tinción con azul de Coomassie. 

Figura 1. Representación esquemática de la purificación de anticuerpos monoclonales mIgM del sobrenadante de hibridoma utilizando par-
tículas magnéticas acoplada con proteína L (figura elaborada por los autores). A y B) Los anticuerpos monoclonales IgM (mIgM) presentes 
en el sobrenadante de hibridoma (SH) se unirán en solución a la proteína L (PL) acopladas en las partículas magnéticas (PM-PL). C) Las par-
tículas magnéticas (PM) se separan del SH con ayuda de un soporte magnético. D) Los mIgM purificados se eluyen de las PM-PL utilizando 
una solución ácida de glicina. 
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HALLAZGOS

En términos de concentración de proteínas, el más alto fac-
tor de concentración se obtuvo cuando los sobrenadantes 
se concentraron usando filtración por presión (4,4 veces), 
seguido de ultrafiltración pasiva (3,9 veces) y ultrafiltración 
por centrifugación (2,5 veces). En términos de actividad del 
mIgM medida por ELISA, las tres metodologías produjeron 
un PR superior al 80% (filtración por presión: 92,5%-95%, 
ultrafiltración pasiva: 84,2%-93,9% y ultrafiltración con cen-
trifugación: 82,1%-84,3%). Sin embargo, se observó precipi-
tación de proteínas en dos ocasiones usando filtración por 
presión, por esta razón, para minimizar la precipitación del 
mIgM y debido al menor costo y al menor tiempo necesario 
para la concentración (15 minutos), en comparación con los 
otros métodos (~12 horas para ultrafiltración pasiva o ~5 
horas para filtración con presión), se decidió usar ultrafiltra-
ción por centrifugación para futuros análisis. 

Se evaluó la proporción óptima de µg de PM-PL a µl de 
SH utilizando como referencia la proporción de 400 µg de 
PM-PL a 100 µl de SH. Se calculó 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 
incubación con PM-PL menos el valor de DO del SH en la 
proporción de referencia, multiplicado por 100. Se encontró 
que el porcentaje de pérdida más bajo se obtuvo utilizando 
400 µg de PM-PL con 250 µl de SH (0,6%) y el PR más alto se 
obtuvo utilizando 500 µl de SH (99,3%) (Tabla). Se concluye 
que la mejor forma de recuperar mIgM es cuando la propor-
ción de µg de PM-PL a µl de SH es 0,8.

Para determinar si se necesita un paso de preconcentra-
ción antes de la incubación de SH con PM-PL, comparamos 
el PR obtenido con 50 μl de SH concentrado (volumen ini-
cial 2500 μl, factor de concentración 50x) y 2500 μl de SH 
no concentrado, obteniéndose un PR de 95,46% (coeficiente 
de variación, CV 0,77%) y 96,93% (CV 0,43%) cuando se 
realizó una etapa de concentración y no concentración res-

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

En este estudio, para la separación del mIgM de las PM-
PL se utilizó un tampón de glicina, pH 2,0. Según recomen-
daciones del fabricante, el tiempo de elución o separación 
con solución acídica no debería sobrepasar los 15 minutos 
para prevenir la degradación del anticuerpo. Considerando 
la actividad del anticuerpo, observamos que el tiempo de 
elución 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 desnaturalización causada por el pH.

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

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

DISCUSIÓN
 
Se muestra que las partículas magnéticas se pueden usar para 
concentrar IgM en solución en un solo paso (16), reduciendo 
la manipulación de los anticuerpos que puede conducir a su 
degradación y desnaturalización. Al evaluar los métodos de 
preconcentración, se observó precipitación de proteínas en 
dos ocasiones usando filtración con presión, posiblemente 
debido a que las fuerzas mecánicas y el aumento de la tem-
peratura que llevaron a la desolubilización de IgM.  Esto es 
una ventaja de las PM frente al uso de columnas cromato-
gráficas, ya que con el uso de columnas, la preconcentración 
es necesaria, probablemente debido a que la atracción y la 

Se agregaron 400 µg de PM-PL al SH en un volumen final de 1500 µl de solución salina tamponada con Tris como un tampón de unión
La actividad del anticuerpo se midió mediante ELISA para determinar la capacidad del anticuerpo para reconocer quistes sonicados de T. solium
PM-PL: partículas magnéticas acopladas a proteína L; SH: sobrenadante de hibridomas; DO: densidad óptica medida a 590 nm

Tabla 1. Optimización del protocolo de purificación de anticuerpos monoclonales IgM a partir de sobrenadantes de cultivos de hibridoma 
utilizando partículas magnéticas acopladas a proteína L.

Proporción 
de µg  PM-PL 
a µl SH

SH Vol. 
Inicial (µl)

DO del SH después 
de la incubación con 

PM-PL (A)

Actividad del mIgM 
que no ha sido captu-
rado o eluido de las 

PM-PL (%) 
(A-Referencia) *100)

Actividad inicial del 
mIgM en el volumen 

total (B)

Actividad del 
mIgM en el 
eluido (C)

Recuperación (%) 
(C/B*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
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frecuencia de oportunidades de interacción son menores 
en comparación a cuando se usan partículas (17-18), y además 
para evitar pasar varias veces el cultivo en la columna sobre 
todo cuando se trata de volúmenes mayores a 1 ml, lo cual 
puede ser tedioso. El uso de partículas magnéticas favorece 
la interacción de mIgM y proteína L en solución en un solo 
paso, además previene la pérdida de la actividad inmunogé-
nica de los mIgM, ya que esta puede ocurrir durante la unión 
de IgM a otras resinas (16). Basado en los resultados de elec-
troforesis en condiciones reductoras, se mostró que el uso de 
la proteína L, produce un eluido de IgM altamente purifica-
da sin la contaminación de IgG presente en suero bovino que 
es usado como suplemento en medios de cultivo celular (14). 

Se necesitó un tiempo de elución de mIgM más largo 
que el recomendado por el fabricante (45 minutos frente a 
15 min), probablemente debido a la alta afinidad entre la 
IgM y la proteína L (Ka = 1010 M-1) (19). Otros estudios han 
reportado que la IgM es capaz de resistir exposición a pH 
ácido (20). En nuestro estudio, el corto tiempo de manipula-

ción (dos horas en total) en comparación con métodos de 
cromatografía de afinidad clásicos (diez horas a dos días) 
puede haber contribuido al menor riesgo de desnaturaliza-
ción de las mIgM y aumentar su probabilidad de resistencia 
a la elución acídica (12). Nuestro PR (> 90%) es más 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 (17).

Presentamos los resultados de optimización de concentra-
ción y purificación de mIgM a partir de sobrenadante de hi-
bridomas usando una plataforma sencilla basada en el uso de 
partículas magnéticas y proteína L. Esta metodología puede ser 
adaptada a laboratorios no especializados en concentración de 
proteínas ya que no requiere el uso de columnas o ultracentrí-
fugas. Se demostró 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 separación de las 
PM-PL del medio deberá ser entre tres a cinco minutos, con el 
fin de asegurar la recuperación total de las PM. Se demuestra 
que la incubación del SH y las PM-PL puede llevarse a TA o a 
4 ºC. Sin embargo, se recomienda que la incubación sea a 4 ºC, 
con el fin de evitar la degradación del analito en la muestra.
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Figura 2. Tinción 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 purificación con partículas magnéticas acopladas a proteína L.

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