Reportes Cortos/Short Reports

A succesful intracellular expression was confirmed
when the pPACIB.5 vector was used, while no expres-
sicnn was detected when the pPACIB.4 vector was em-
ployed. These results indicate that the human IL-2 cod-
ing region (58 aa) 5’ to the protein, is a potent factor
in succesful expression of heterologous protein in bac-
teria.
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INTRODUCCION

El desarrollo de una industria para la obtencién de
anticuerpos monoclonales (AcMs) constituye uno de los
objetivos biotecnoldgicos priorizados en el pais. En este
proceso es muy utilizada la Proteina A de Staphylococ-
cus aureus (SpA) por su capacidad de unién inespecifica
a la region Fc de la mayoria de las inmunoglobulinas.
Por estas razones y tomando en consideracion los resul-
tados satisfactorios obtenidos en nuestro laboratorio,
con la utilizacidon de celulosa macroporosa esférica de
produccion nacional en la inmovilizacion de tripsina (1)
e inhibidores de proteasas (2), se decidid estudiar la
inmovilizacion de SpA en este soporte. En el presente

trabajo se obtienen e investigan dos preparados, Cel-.

SpA y celulosa-glicidol-SpA (Cel-Glic-SpA), con car-
acteristicas favorables que les permiten ser empleados
en la purificacién de AcMs.

MATERIALES Y METODOS

La celulosa con un tamaifio de particula de 40 a
80 um fue oxidada con periodato de sodio y activada
con glicidol (1, 3). La cromatografia de afinidad en
ambas matrices se realiz6 a través del procedimiento
descrito por Pharmacia (4). En estos procesos se uti-
liz6 Inmunoglobulina G humana (IgGh) y liquido as-
citico T, producidos en el Instituto de Hemoderivados
y los Laboratorios de CIM respectivamente. Se estudia-

ron la estabilidad de las matrices durante los procesos
oxidativos ¥ de inmovilizacion, asi como la pureza de
las fracciones eluidas (4 y 5). Ademds, se realizd el
estudio hidrodindmico de los preparados (4).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los mejores valores obtenidos de recobrado (7.8 mg
IgGh/mL gel), grado de inmovilizaciéon (GI) (4.1 mg
SpA/mL gel) y grado de oxidacién (GG (73.9 pmoles
NalO,/mL gel) para el sistema Cel-SpA resultan satis-
factorios si tenemos en cuenta los antecedentes que se
describen sobre este tema (5 y 6). Por otro lado, es
evidente que el soporte Cel-Glic-SpA es mds eficiente
al alcanzar un GO de 110.6 pmoles NalO,/mL gel, un
GI de 6.3 mg SpA/mL gel y un alto valor de recobrado
(16.1 mg IgGlvmL gel), lo cual corrobora nuestra hipé-
tesis de que las limitaciones difusionales juegan un pa-
pel importante en esta cromatografia, pues la matriz que
contiene el brazo espaciador muestra ventajas en estos
parametros para cada una de las concentraciones de
muestra adicionada en el proceso cromatografico.

Al aplicar las fracciones eluidas en el sistema SDS-
PAGE se obtuvo una unica banda electroforética, y 4
bandas en el patron de la focalizacion isoeléctrica que
corresponden a isoformas de la inmunoglobulina que se
desea purificar. El hecho de que no se aprecie despren-
dimiento de SpA durante el proceso cromatogrifico
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constituye un elemento ventajoso para el empleo de este
soporte en la purificacion de AcMs con fines terapéu-
ticos.

Las capacidades dinamicas de los preparados inmo-
vilizados resultaron satisfactorias e idoneas para el pro-
ceso de purificaciéon. No debemos pensar en una degra-
dacién de los soportes durante la oxidacién e inmovili-
zacién, ya que las microfotografias electronicas mues-
tran que se mantiene la estructura esférica de las parti-
culas de celulosa, es decir, que son estables durante
ambos procesos, lo cual resulta muy provechoso.

En base a nuestros resultados recomendamos €l uso
de 1a celulosa activada por el método de periodato de
sodio o del glicidol como matrices de inmovilizacion,

en sustitucion de Sefarosa-4B, con el objetivo de em-
plear los sistemas inmovilizados en la purificacién de
AcMs de uso diagnéstico y terapéutico.
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INTRODUCCION

La infeccidén por el Virus de la Hepatitis C (VHC),
es la causa fundamental de las hepatitis NANB adqui-
ridas por la via parenteral (1,3). Estudios realizados de-
muestran que el VHC se transmite a través de la sangre
y productos sanguineos contaminados, transfusiones y
contactos personales cercanos (2). La infeccion por el
VHC persiste durante afios después del episodio inicial
de la hepatitis aguda, siendo la tasa de hepatitis cronica
muy elevada. La cronicidad, en la mayoria de los casos,
es asintomadtica, pudiendo ser causa de cirrosis y cancer
hepdtico (2,4). La presencia de anticuerpos al HCV, en
suero, plasma o sangre de un individuo, indica que el
mismo ha estado expuesto al virus, y por tanto, consti-
tuye un transmisor potencial de la enfermedad. Para de-
tectar estos anticuerpos, hemos desarrollado un estuche
diagnostico (UMELISA HCV), basado en una técnica
de los ELISA. Con el objetivo de facilitar el transporte,
almacenaje y disminuir los riesgos de contaminacion
del operador se han empleado las muestras de sangre
colectadas en papel de filtro. En este trabajo, estable-
cemos los pardmetros Optimos para la elucion y la eva-
luacién de estas muestras.

MATERIALES Y METODOS

Muestras estudiadas

Se involucraron en este estudio un total de 361 mues-
tras de donantes de sangre procedentes de Bancos de
Sangre de La Habana y 17 muestras de pacientes asis-
tentes a la consulta especializada en Hepatitis C del
Instituto de Gastroenterologia de Cuba.

Colecciéon de las muestras de sangre en papel de
filtro

Se tomaron muestras de sangre de 1 cm de didmetro
del dedo de cada individuo, en un papel Schleicher &
Schuell - 2992. La sangre debia impregnar ambas caras
del papel. En el momento de la evaluacidn, se realizd
un ponche sobre la mancha de sangre, con un ponchador
auxiliar, obteniéndose discos de 5 mm de didmetro. Se
tomaron muestras de sangre de la vena de cada uno de
los individuos, la que fue procesada hasta obtener el
suero.

Se midi6 el volumen de sangre absorbido por un disco
que fue de 3,5 pL. Este disco se eluyd en un volumen
de 70 uL de solucion diluente para una dilucion final
de 1:20, coincidiendo con la dilucion final de las mues-
tras de suero. Se realizé un estudio de estabilidad con
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