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RESUMEN

Se evalud la utilidad de la técnica de electroelusién en la obtencién del antigeno
especifico prostatico con actividad bioldgica para su empleo en sistemas basados en el
reconocimiento antigeno-anticuerpo (ELISA, RIA, SUMA). Para la muestra se parti6 del
semen de pacientes voluntarios, precipitados con sulfato de amonio al 70 %. Las
corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida no reducidos se llevaron a cabo a
40 C. Se procedi6é a electroeluir el fragmento de acrilamida cortado en la talla deseada
(33 KDa) y para ello se utilizaron marcadores adecuados de peso molecular. La
metodologia empleada permitié obtener un antigeno con un grado de pureza proximo
al 70 %. El método de electroelusion constituye un procedimiento rapido y poco
costoso para su uso en laboratorios con bajos recursos. Los resultados aqui obtenidos
no mostraron diferencias significativas (p=0, 181) con el PSA purificado por el método
cromatografico, lo que sugiere su uso en obtencion del antigeno especifico prostatico y

otras moléculas para tales fines.
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DeCS: ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA: ENSAYO DE CAMBIO DE
MOVILIDAD ELECTROFORETICA; ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO/
aislamiento/purificacion; NEOPLASMAS DE LA PROSTATA.

ABSTRACT

This paper deals with the usefulness of electroelusion in yielding prostatic specific
antigen with biologic activity, intended to be used in systems based on antigen
antibody recognition (ELISA, RIA, and SUMA). The sample was chosen from patients
who volunteered to donate their semen, which was precipitated in 70 % ammonium
sulphate. Electrophoretic runs in non reduced polyacrilamide gels took place at 4 ° C.
The acrilamide fragment, once it was cut at the size desired (33KDa), was
electoeluded. To do so, markers of adegnate molecular weight were used. The
methodology followed allowed for the obtainment of an antigen with a purity level that
nears 70 %. Electroelution is a fast and uncouthly procedure that fits poorly equipped
laboratories. Results so achieved were not significantly different from those derived
from chromatography- purified PSA, which suggests that electroelution is viable in

obtaining PSA and other molecules to such an end.

DeCS: ELECTROPHORESIS POLYACRYLAMIDE GEL; ELECTROPHORETIC MOBILITY
SHIFT ASSAY; PROSTATE SPECIFIC ANTIGEN /isolation/purification; PROSTATIC
NEOPLASMS.

INTRODUCCION

1

El antigeno especifico prostatico (PSA) es una proteina glicosilada de 33 KDa, ' esta

considerado uno de los marcadores mas importantes disponibles actualmente en el

2. Los métodos

diagndstico, prondstico y seguimiento del cancer de prostata
diagndsticos empleados en la actualidad para tales fines (RIA y ELISA), necesitan
biomoléculas (anticuerpos monoclonales y antigenos) con alto grado de pureza, que les
permita lograr una sensibilidad y especificidad dptima. El PSA es utilizado en una curva

patrén que permite la cuantificacion de los niveles de esta proteina en la sangre. Existe
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una demanda nacional de cantidades de PSA para sustituir el antigeno comercial por su
alto precio en el mercado internacional. Dado el elevado costo del proceso de
purificacién cromatografico, tradicionalmente empleado para la obtencién del PSA, nos
propusimos evaluar la factibilidad del método de electroelusién de proteinas incluidas
en geles de poliacrilamida utilizados por otros autores con diversos fines. * * Resultd de
gran importancia conocer el grado de pureza brindado por este método aplicado a
proteinas totales obtenidas del semen y evaluar su utilidad en el ELISA como un
método alternativo adecuado cuando no se presentan las condiciones requeridas para

realizar la purificacion cromatografica por su alto costo.

METODO

Fuente de antigeno

El antigeno fue obtenido a partir del semen, purificado segin el método descrito por
Wang et al. ®

Electroforesis de acrilamida no reducida (PAGE discontinuo) y western-blot.

La preparacion de la muestra, asi como las electroforesis (cinco en total) y la técnica

6 Las

de Western-blot se realizaron segin el método descrito por Sambrook et al,
electroforesis se corrieron a 20mA y se llevaron a cabo a 4°C. Terminada la misma se
cortd el gel en la regidn correspondiente a la talla esperada para el PSA (33 KDa),
utilizando los marcadores de peso molecular conocidos.

Electroelusion

Se siguid el procedimiento descrito por Sambrook et al ®, el cual se llevé a cabo a
30mA, y a 4°C de temperatura. Posteriormente se procedié a dializar el producto en
PBS 1X durante 24 h. La muestra se concentré hasta el volumen deseado (1-1, 5ml).
Cuantificacion del PSA y estimacién del grado de pureza

El rendimiento final del proceso fue calculado mediante un RIA comercializado por el
CENTIS (CIS-BIO), especifico para determinar los niveles de PSA en sangre de
pacientes afectadas. El grado de pureza se estimd con la ayuda de un densitdmetro
Digiscan ATOM 434.

Anticuerpos empleados

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti-PSA CMC-H9 y CMC-A5, obtenidos en
el CENIPBI, asi como el anticuerpo policlonal en conejos, este Ultimo para el

recubrimiento de las placas de ELISA y en la técnica de Western-blot.
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ELISA tipo sandwich

Se realizd segun el método descrito por Voller et al, ’ (1976). Se utilizaron 5ugs del
anticuerpo policlonal en conejo purificado para recubrimiento. Se emplearon dos
antigenos en la comparacion con la proteina corrida y electroeluida a 4°C (elect), uno
comercial utilizado por la firma CIS-BIO, y uno obtenido por el método cromatografico
en nuestro laboratorio. Como segundo anticuerpo se emplearon los AcM H9 y A5. Cada
ensayo se realizd en duplicado con cada anticuerpo (n=4).

Analisis estadistico

Se utilizo el paquete estadistico Systat version V del 97. Se realizé el ANOVA simple
utilizando como variable las DO obtenidas en los ensayos de ELISA. Para comparar las

diferencias entre los grupos se utilizé el método de Duncan. ®

RESULTADOS

Pureza de antigeno especifico prostatico (PSA) y rendimiento del proceso.

La lectura en el densitometro arrojé algunas bandas contaminantes como resultado del
método, el pico mayor con un 70 % de pureza se correspondié con el PSA (Fig. 1B)
mediante la técnica del Western-blot utilizando el AcP. La linea 1, muestra las
multiples bandas de una muestra precipitada con sulfato de amonio y no electroeluida,
mientras que en la linea 2 se muestra una banda mayoritaria en la talla esperada
(33Kda) correspondiente al peso del antigeno especifico prostatico. Como anticuerpo

se utilizé un policlonal levantado en conejo contra el PSA comercial Fig. 1.
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Fig.1 A). Diagrama obtenido a partir de la densitometria realizada al gel de

poliacrilamila, posterior a su tincién con bromofenol azul. B) Wester bbt realizado con
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muestras de PSA no purificado a la precipitacion con sulfato de amonio al 70% (lineal)

y purificado por electroelusion (linea 2) se aplicaron 50ugs de PSA en cada linea

Comparacion de la molécula electroeluida con otras moléculas de PSA en ELISA.

El ELISA permitié la comparacion de tres moléculas de PSA obtenidos por métodos
diferentes. El valor medio de DO para cada antigeno (n=4) asi como la diferencias
estandar .El resultado del ANOVA realizado para p<0, 05 mostré6 que existieron
diferencias significativas en el reconocimiento (p= 0, 023) .La prueba de Duncan
mostré que el PSA comercial (CIS-BIO) difiere significativamente de los antigenos
obtenidos por el método cromatografico y el PSA electroeluido .En cambio, entre estos

dos antigenos no existid diferencias significativas (p=0, 181).
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Fig.2. comparacion de la actividad bioldgica (reconocimiento antigeno: anticuerpo) de
tres variantes de PSA purificado por tres métodos diferentes y probados en ELISA. Se
muestran los valores medios de las densidades 6pticas (DO) de ensayos realizados en

duplicados para cada ELISA (n=4) asi como las desviaciones estandar.

La presencia de significacién se refleja empleando una letra junto a la media. Letras
diferentes indican significacion diferencial entre las muestras segun Duncan (p<0, 05).
Se utilizéd el AcM (CMC-H9) como anticuerpo primario. El conjugado antiratén utilizado

estuvo asociado a la enzima peroxidasa diluido 1/2000.

DISCUSION

El uso de técnicas para el inmunodiagndstico /n vitro de multiples enfermedades
conlleva la utilizaciéon de antigenos que permitirdn el reconocimiento por parte de los
anticuerpos especificos. Varios son las fuentes y métodos destinados a su obtencién

que generan diferentes grados de pureza, asi como la conservacién en mayor o menor
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grado de sus propiedades bioldgicas necesarias para llevar a cabo el ensayo deseado.
En ocasiones no se requiere moléculas con grados de pureza superior al 80 % por lo
gue es posible hacer uso de métodos no cromoatograficos que abaratan y agilizan el
proceso.

Mediante el RIA se conocid la concentracién inicial de PSA aplicado en todos los geles
(400ugs), asi como la concentraciéon final de la misma (330 pgs) posterior a la
electroelusién, lo que representd un 80 % de recrobado, superior al 50-60 % obtenido
por otros autores. > 1°

El método descrito permitié obtener una proteina con un 70 % de pureza evaluada por
densitometria. La presencia de pequefias cantidades de proteinas contaminantes de
diferentes tallas, pudieron deberse a la aplicacion de concentraciones proteicas por
encima del limite de éptima resolucién (0,3ugs/mm?) descrito para geles de acrilamida
de 12, 5 %, ! por lo que se sugiere que niveles de pureza superior al aqui descrito
pueden obtenerse aplicando concentraciones éptimas de la mezcla inicial de proteinas.
En la literatura revisada no se reportan datos que indiquen el grado de pureza
obtenido con este método.

En este trabajo, la proteina de interés (PSA) se encuentra circulando a muy bajas
concentraciones (ng/ml) en los fluidos corporales (sangre y semen), de ahi que el uso
de la cromotografia encarece la obtencidén de pequefias cantidades del antigeno. Para
dar solucién a esta problematica se evalué la factibilidad practica de obtener el
antigeno utilizando la electroelusion como un método alternativo posterior a la
precipitacién con sales, teniendo en cuenta que la técnica se ha empleado en varios
laboratorios con diversos fines '* 13 Guillén et al, * (1998), emplearon el método para
la obtencién de la hormona de crecimiento recombinante de tilapia. Su uso en un
bioensayo de actividad demostrd que la proteina electrofluida es capaz de incrementar
de forma significativa la talla y peso de larvas de peces. Un ensayo de actividad
enzimatica empleando este método, mostré que el mismo mantiene su actividad
bioldgica mediante el corte de la semenogelina, uno de lo sustratos bioldgicos del PSA.
14

La presencia de proteinas contaminantes en el producto final, no interfiri6 con el
reconocimiento especifico demostrado por ELISA, cuando se compard al PSA purificado
por un método cromatografico. La diferencia significativa mostrada por la molécula
comercial y el antigeno electroeluido, puede deberse al empleo de un sistema de

purificacion altamente complejo y por consiguiente costoso. El presente trabajo
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demostrd la utilidad del procedimiento y sugiere que este método puede ser utilizado

para la purificacidon del PSA, necesario en los sistemas in vitro con fines diagndsticos.
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