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INTRODUCCION

En 1200, Karl Landsteiner descubrid gue el suera de la ——-
mayoria de los individuos contenfa substancias aque aglutinaban y -
lisaban los glbulos roios de muchos otros sares  Dumanos. Talas

reacciones de aglutinacidn y lisis fueron driles para diferenciar_
en los humanos, cuatroe grupos sanguineogs principsles gue ss
designaraon como A, B, AEB, vy O (i, %, 34, &, @, Z20).

tos elementos responsables de ia hemaglutinacidn, una de

las manifestacienses visibles de la raaccidn ant{genc—anticusrpo,
=on 1oz anticuerpos: sstos forman paris de las proteinas dsl suzvo

v son similarss sstructuralasnts zntre si. & los anticuerpos.

también se les ha llamado Inmunogiobulinas y =on sintetizadas por
1ag cdlulas plasmiticas. Logs anticuerpgos circulan por 21 sueerc vy
loe 1ipuidos tisulares vy tienegn la capacided de ' unirse [ &\ su
contraparta, U0 antigeno determinado. La rescciSn antigeno antis
cusrpg €% szpecifics, reversible v sspontdnsa,  ademds ds gus 3@

npesanta de UNR MAanera rédcida. Lz unidn de los anticusrpos con sus

=Sz
iy = epspeciFficos se lieva a cabo antre el sitio activo dai
antfgenos e3PSC = = a a ca =nt = ch i =
anticuerps y 21 determinante antigénico dal antigeno {ver
Lo L 6_L3&C s
- a3
figuras I Y *°°
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FIGURA [: RESPUESTAS PRIMARIA Y SECUNDARIA.Y MEMORIA INMUNOLOGICA.

8 reacciﬁn'entre los anticuerpos y los eritrocites (glé—
hulos rojos) es la base inmunohematoldgica para diferenciar los
cuatro grupos sanguineos humanqs f. EB. 8B, ¥y 03 esto se lleva a
cabo Hhaciendo reaccionar ics antigenocs que de maneta natural se
encuEniran sabra la superficie de los eritrocitos, vy la existencia
de anticuerpos especlificos para tales antigenos y asi es +Factible

1dzntifrear tambidn: antlcusErpogs anti—-A que sen las qu

LRSS Y

I

’ 2 i 5 X 2
reaccionan dnicamente con el antfgenc 8; y anticuerpos  anti-BE,

14
n

espacificos pa?a el grupo sanguineo B del sistsma ABG (ver tabla_
T)s 1y Sy &y T 5 1E)s

A la clasificacidn de los arupos Sanguingos Pumanos
hecha por Landsteiner se llamd sistema ABD y los  factores gue

detarainan la presencia de antigencs y/o anticuerpos referentes a

los grupos sanguinecs scn de cardcter hereditaric. El sistema AED

zstd constituido por hteres gznes aldlicos: #, E. y 0. Lzs genes
de 1los antigenos A y B =2stdn relacicnados con la siftessis - de



A).— N-~Acetil-balactosamina para =1 grupc sanguineo 4.

B).- D-balactosa para el grupo sanguines B.
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ceproteins antigfnica bidsica con un azdcar terminal., la L-Fucosa,
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gntra en la superficis ds

pud

eritrocito y gue

@s conocida como substancia B {(ver figura 2) y sivrve Ccomo pracur-—

S0«

mina

£ este precursor luegn se le adiciona la N-ficetil-bGalactosa-

para dar la especificidad A o la D—galactosa gara dar

gspecificidad del grupo sanguineo B (fFigura II1).

los cuatro girupos sangulnens (A, B, &B, y 0) son =1 rasultade

Sustrato: esfingolipido de membrona Sustancia H Antigeno A

OO0 -

Gene H

Antigeno B

Gene B

@ N-acetil-glucosamina

O Galactosa
@ fucosa

N-gcetil-galactosemina

Fig,2-5. Estructurade las moléculss en el sistema ABO. Los genes responsables de la produccion delos antigenos Ay
B en los eritrocitos sen las glucosiltransferusas. Estas enzimas agregan carbohidratos terminales a la sustancia H que
actia coma columna vertebral de los dos antiggeos. El gene A esresponsable de ta adicisn de la N-acetilgalactosamina.

muentras que e} gene B agrega galactosa. formando. respectivamente, los antigenos A v B. La sustancia H se crea
cuando una fucosiltransferusa agrega fircosa 2 Ja galactosa terminal.

De osia forma tensmos que les determinantes antigfnicos
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come los BB v BO san indistinguiblss seroldgicamente(msgiance and-

’

sanguinens) vy por esa razén se clasifican como fenotipos

respectivaments v potr la Tants solz S22 recoaGo2n

A, B, AbBb y C
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Aunque  en realidad pueden ocurrir hasta sels

{ver tabla 1.

Lap1 =

003 AR y AD; BB vy BO3 AB (1, S5, 2, 20, Z5)

En les seres humanos con los.Fenatipus A o B, 105‘ anti
genos A y B sst3n presentes en la mayoria de las c2lulas del
organismo, incluyendo lsucocitos y plagquetas. Ademds entre =21 70%
y 21 B0Q% de la poblacidin A o B posee la capacidad ds secretar
tales antigenos en  forma scluble en agua y se encuentra a los
antIgenos A o B 2n 1Tquidons corporales, Faor ejempic: plasma,

saliva, sem=n ¥y sudor y esto es importante emn Medicina Ferense (3,

137 @3 257 -

Los anticuerpos que existen en Torma natural para los anti
gengs A v B o para ambos se detectan en &1 plasma de sujetos cuyos
eritrocitos carecen de los ant¥genos correspandientes (ver tabla

I). Farz esto se wutilizan las orugbas de hemaglutinacidn.

GRUPOS SANGUINEOS HUMANOS. SISTEMA ABO:
FENOTIPO: GENOTIPO: ANTIGENO EN LA| ANTICUERPOS EN
SUPERFICIE DEL| EL SUERO:
ERITROCITO.
B 0 00 NINGUNO. ANTI-A y ANTI-B.
A AA o AO A. ANTI-B.
B BE o BO B. © ANTI-A.
AB AB AY B. NINGUNO.
TABLA 1. GRUPOS SANGUINEOS HUMANQOS, ANTIGENOS EN ERITROCITOS
Y ANTICUERPOS NATURALES EN SUERO.

2



magiutinacidn directa s una tdcnica que hace visibie

ntfgenc/anticusrps, se hace mezclande los anticusr—

pos, antigrupos sanguinecs (A o B! con los gldbulas rojos sspeci-

Ticos y asta

[

) s

2)'—

La prueba de inhibicidn de la hemaglutinacidn se utiliz

reaccidn depende fundamantalmente de dos Tactores:

51

i de moléculas de antigeno gue tizne =] gid

(59

Cantidsa
bule roin zobre su superficie externa.
Concentracidn de anticuerpos especlficos en el suero

anatlizado

&

en los laboratorios de investigacidn pero no en la rutina clinica,

esta prusha

consiste en hacer reaccipnar a las anticuerpos anti-A

o anti-B con los antigenos A o B solubles, v despu&s wmearclarlos

con los gldbulos rojos corraspandientes. La t&-mica simplificada

consiste end

dj .=

Se oabtienen las anticuerpos anti-antigeno A {(como
ejemnplol.

e les agrega antlgenoc & soluble.

Corn lo antosvior g2 satura los ¢itios activos de  1los

ancicuzrpos (S

Fae

tios go reaccifin especifica contra =21
antigeno) . dospuds de astos

Sg agregan a la misma mezcla los gldoulos rojos  del

+

grupo sanguinac & v

L]



5).— No thay heamaglutinacidn porque los anticuerpos  =shiin

saturados por el

]

nt¥geno & ¥ por 1o tantoc 2stdn

.

i

(i

blogusados para reacoicnar v se inhibe la hemagiuti-
nacidn. Esta t@&cnica nos es Gtil para titular el

arnt{gano.

Es posible detectar 2n la superficie de log gldbulss ro-
jos, en hepatocitos, en las cdlulas del bazo, &n cdlulas renalss,—
Yy en c¥lulas pulmonares (i, 3, 9) la pra=sencia de los antigesnos A

Y B del sistama ABRG.

Ademds de los sities referidos en el pirrafo antericr, al
antigenn A y al B tambidn se les pusde detectar en secreciones
dado  gue g2l total de individuos de grupo sangulnec A del sictema
ART, dal 7O0% al B804 tiensn la capacidad de secretar tal antigeno
en farma saoluble en agua v sz encuentra 21 antigsnc en secrecionss
tales comg saliva, +lulde saminal, Juge cistrico, sudor vy 20

gquistes sucinosas ds ovario (5, 19, 23, 25).

ia sustancia A& o antigeno A en forma partieglada e insolubls
wé caracterizada como un glucolipido gque tiz=ne dJcidos
Qrasos, esfingosina v mucopé&ptidec mientrss gque los FéSultast de
os  anfiiizis hecheos al antigeno A en su forma solubls indicaron
que 2n su estrictura hay de BOYL a 70% de carbohidratos, con " los

saclridos rFundamentales N-Acstil-Galactosamina y Fucosa  iver

o~



L A
1

igura 3Y en el extrems libre e inmunodominants, y un 104 & 15% de

-1

proteina {(conmstitulda princinalmente por serina, tregnina y proli-
na) vy a este polipgptido se ancia ) sacdrido., de log gue resulia

un proteoglucano (10, 11, 12, 13).

El antfgerno A, en sus dos formas, particulade v solubls,
tisnz una gran heterogeEneidad en cuanio a peso molecular ya qus la
longitud de la fraccidn de sac3ridos es muy variable y es la

responsable dei amplio ramgo de pesos molesculares gue wva desde

20,000 daltones, hasta variocs millones de daltones (19, 24).

ai hacer wun andlisesis de los antecedsntes de las

investigaciones sobre los grupcs sanguineos, se @ncuentra gue

(19} .

Schitf v Adelberger (1224), Landsteiner y Van Der Schzer

(1925), HWitebsiky ({iR27) v Eisler vy Moritsh (1928} . Trataron de
aislar 21 antigeno A de los gldbulgs raojos vy detarminaren su

estructura como lipTdica.

Brahn y Cols. (i932), Jopes y Norlin (19324), Freudenbesrg v

L

Eichel (19355, Bray y Cols.

-
pon
~Ll
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5). Aislaron 1os an

=

Igenos A v E

i

dee  la grina. docosa gistrizca de guistes mucinosgs de  ovaric

1
-2
%

Z

al
T
i

e iniciaron el estudinp de iz estructur de =5 antigenps—

ul

(1.547) . Detzrmind la participacion del residuc

fucosil 2n la sctividad de los antfgernocs &, B y H. La determina-—-

~4



ci®n gu= hizc fud mediante hidr#dlisis controladas.
Musamune vy Sigiima (1951%, Tokura (1932 y 159531, Yamakawa
(1955, Musamu%e y Cols. (i9%34), Gibbons y Cols {(19S3). Disron ia
evidencia de gque son azdcargs difergntes las que se encusentran en
las gluﬁoprotefnas gde los grypos sangulnecs & y B.
Watkins y Margan (1932 y 1953), Kabat y Leskowitz (1935:,
Caole ¥y Morgan {(1936&6) y Faintar y Cols. {(i%62). Mediante la t8cnica
de Iphibici®n con haptenocs demostraron gue los determinantss de

los ant¥genos A, E. H eran los Siguientss:

A).— Alfa-L—-Fucaosil: Fara el antigenoc H.
B)l.—- Alfa-N-Acetil-Galactosamina. 1-3E-Gzlactosa: Fara o1
antTgeno A.

C).— Alfa—-Dbalactosa. 1-ZF-balactosa: Fara el antigeno EB.

Heildelberger enZontrd gue 1z antigenicidad de los po
cdridos depsndia del peso molecular, vy esto lo demogtr con
productaos bactarianns. Despudis Kabat, con otro sistema antigeno-
anticuerpo, con polisacdridos derivades de la dextrana nativa,

tambidn encontrd

Foud
]
1]
=
i
=)
In]
i
e
Pl
M
=t
3
[} 1g

qus existes una dependencia entre
y el peéu solecular de 1os polisacdridos. £n 21 caso del ant;gené
A del =istema AEBD ds los grigos sangulineos humanags, el contenido
de cq"Fohldratﬁs s mayor dgel 50 % d=i peso total de la nelZcula y

par =)llo debesmos coansideraris como dn polisacdi-wdc.
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pesa malecular del antigenao solubles gque s na repor—

et

e

tado, varfa, desde los 20,000 hasta varios millones de daltones,
esta hetsrogeneidad ssta dada por &l contenido de las cadenas de
oligosacdridos unidos al esqusleto central de aminodcidos. Es

problable gus 1a inmunogenicidad del ant¥geno A soiuble tambidn

dependa . de su peso molscular, sin embargo no existsn estudios
publicados a este respecto. En este trabajo se pretende aislar y

purificar el antigeno A por cromatogratia de afinidad wtilizande
anticusarpos anti-A “inmovilizados". Con eatg Zcnica aseguramos
la caiidad del antigeno A y luege con la t&cnica de inhibizidn de
la hemaglutinaci®in se Dbtendgé el tTtulo del ant¥geno A. La
inhibicidn de la hemaglutipacidn =n eéste caso esta dada por el
nimero de determinantzs antig&nicos involucrados, vy este a su vexz

@sta en funciBn del pesoc molecular,

N

El antigeno A soliuble cue se obtenga de esta Fforma, en
teorfa, deberd ser inmunogénico y gpermitird realizar estudios para
avariguar la relacidn entre el peso moiecular vy 1la capacidad

inmunog&nica.

£l fundamento de purificaci1dn del antigens A mediante la

reaccidn antigenc/s
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Cromatograt?
.cuerpo, la cual es r¥pirda, especlcica, reversible y sspontinea (1,

T, 4, S 9. La cromateograffa de afinidad tierc dos fases:



1), Fasg Estacionarias Estd constitulda mor anticuerpos -

especificos e insolubilizagos con glutaraldehldo.

tvar Material y M&todos).
2) .- Fase Mdwvil: Solvente amoriiguador fosfato en el que

se snouentra el antlgeno A que se desea purificar vy
otros elementos contaminantes sin relacidn con Este.

iver Material y M3topdos).

Al pasar la mexgla en gue se encuentra el antigeno A (Fase
mﬁvil) potr la fase estacioharia, por afinidad se retiene dnicamen -
te el antigeneo:; los contaminantss no reaccionan con los anti:uer—iﬂ
pos Yy por 1o tanto s eluyen dgl inmuncadsorbente ( Fase estacic——

marial .

La Cromotografia de afinidad se pusde realizar utilizando
los anticuetpos anti—-A de manerg natural (sin inmunizacidn previa)l
se encuentran-en suij=stos del grtipa sanguines B (ver tabla I¥, v
para meiorar el rendimiento de este mEtodo de andlisis s puasde
aprovechar una caracteristica de ia respuesta Inmunss La inducibi-
lidads inmunizande conejos con el antigeno A se induce una res-—
pussta Inmung secundaria, la que praporciona una mayor cancentea—
cifn d=g  anticugrpocs anti-antIgeno A. Fara obtener tfitulos mas

altos de anticugrpos 2n los conejos,. ¢ importante lo siguiente:

1}~ Inmunizaciones repetitivas por via parsnteral.



I}

j.— Uso de adyuvantes: Fotenciadores de la FRespussta
Iminune, como leo es ] adyuvania completo © incopcle

de Freaund.

Una vez logrado el =stfmulo antig@nico, se obtienen los

. 3 ., -~ 7
anticusrpos anti—-antigeno A y con ellos sa monta una Cromatografia
de afinidad de mayor rendimiento, por tener wna mayor concentra———

cidin de anticuerpos especificos.

La Cromatografia de afinidad hecha con anticuerpos anti-
antigeno A, naturales o inducidos, permitiré.puriFicar en un soclo
paso el ant¥geno A en base a la reaccidn entrz el determinante
antig&nico de la molécula A y el sitioc activo de los anticuerpos

anti~antigeno A del sistema AED.

1t



JUSTIFICACTION

El antfgesno A soclubis del sistema ABO se sncuentrs distri——
bufdo en proteoglucanos de un rango amplio de pssos moleculares

gue van desde 20 kilodaltones hasta varios millones de daltones.

Esta helterogeneidad &n el peso molecular ha ificultado edl
conocimiento de la relacidn que sxiste entre la estructura quimica

del antigeno A del sistema ABD en su  forma salable y  su

capacidad para inducir una respuests anti-Aa.

For lo antarior, no hay un antigeno A soluble del sistsma ABO
con sstructura de referencia basada en la actividad inhibitoria de
la hemaglutinacidn que sea Atil para €1 amdlisis In vitro de la
relaci¥dn existente entre la estructura quiamica y =21 peso

molecular, con la antigenicidad.
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ORJETIVOS

Purificar el antigeno A soluble por cromatografia de

afinidad en un solo pasao.

Conocear la respuesta inmine contra el antigeno A
purificado por cromatografia de afinidad y comparar esa
respuesta cen la inducida por el ant¥genn & no

purificado.

« Mt



MATERIAL | Y METODROS

CETENCICN DEL ANTIGEND A "BCLUBLEM:

[T
|

El antlgeno A crude (no purificado) Ffue donadc por 1

Departamento de Immuncleoaia del Hospital Universitario, UL&S.N.L.

El antIgenc & crudo se sometid a la autoclave a2 15 atadsfe—-

ras de presidn y a una tempsratura de 121°C por 2 horas, pos-—

teriormente se sedimentd por centrifugacidn a 3300 rpm por 13 —

minutos, el sobrenadante se recuperd y se etiguetd como antigenc 4

soluble del sistema ABD (46, 11, 12, 17).

Za— OBTENCION DEL SUERO HIFPERINMUNE AMTI-A:

58 obtuvo el susre haiperinmune anti—-A a partir del plasing de

donadores wvoluntarios que hab¥an sido inmunizados con antigens A

solubise del sist=ma ARO.

= AISLAMIENTO DE GAMMAGLOBULINAS (ANTICUERFOS) ANTI-A:x

precipitindolos del

Loz anticuerpos anti-A se obtuvizron

Susro hiperinmune anti-A utilizando el efiode de precipitacidn por

sulfato de amonio preparado comd sclucidn satura-—

ut

sales, usamo

T Torer

da y a wna concentracidn fi1n3l de 3IT%.



El voldmen de sustrc a procesar se colocd en un  vaso ds

precipitado a 2°C, vy se le agregd la selucidn saturada de sulfato

rt
X

n lenta co

=
fus

gitzador magné——

[

dge amonig, gota & gota, bhajo agitac
ti1ca. El sulfsato de amonio en scoluci&n saturada se agregd a 12
gotag por minuto hasta llega; & una concentracidn final del! 3I3K.
Al alcanzar esta concentraci®n se dejd en agitscidn suave por 30
mindtos, despuds de este lapso se centrifugd a 3500 rpm por 15

minutos, el precipitado se racuperd y se reconstituyd al voldman
original del suerc con solucifn salina ai 0.85%, pH 7.4. Se
repiti® &1 procedimiento total por tres pcasiones y 2n la ditima_

recanstitucidn, 21 voldmen +inal fue el 25X del voldmen original.

El exceso de sal (sulfato de amonio) de las gammaglobulinas
precipitadas se elimind por diXiisis exhaustiva, contra wuna _
solucidn salina-borato, hasta gque 21 ligquido de didlisis mezciadp

cor un volfimesn igual de cloruro de bariso ya no did la formacidn ds

precipitado de swlfato de bario (21, 22).
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ACION DE GAMMALLOBULINAS CON ANTICUERFDS ANTI-

NTIGENMDG &, UTILIZANDO 6 UTARALTERIDG COMC AGEMTE ACOFLADOR.

Se wutilizd el glutaraldehfdo como agsnts acoplador de

1
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anticusrn: 1os Cu
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dodecil-sulfato de sodio:; este mdtodo es rdpido, reoroducible vy
pusde utilizarse para todas las protelnss ceon grupcs aminos libres

(14, 2&).

M&todo general de insclubilizacidn con glutaraidehIdo:

Se dializaren las gammaglobulinas y se2 ajustaron a una
concentracidn de 25 mg/ml., la diflisis fu€ contra buffer—fosfa-
to, pH7.4 (14, 22, 2&8}. S& prepararon unas soluciones de giuta-
raldehido a Eﬁ Yy 5S4 y se agregd 0.1 ml pot cada ml. de proteina
a 1s concentracidn mencionada. La polimerizacidn fud casi instan—
t3qnea y 1 gel se deid por 3 horas a temperatura ambiente (25°C.)
para completar la ingsolubilizacidn. El material insolubilizado se
dispersd en mortero y se lavd con el buffer fosfato hasta que 1la
densidad dptica del sobrenacante de los lavados fuera menor de

0.020 a 280 nm.

El grado de insolubilizacidn de las protelimas en este caso
de las gammaglobulinas a concentracidn constante. depende de la
concentracidn del glutaraldehido afadido., por esto se probaron -

concentracionss de glutaraldehido de 2.5%, 2.0%4, 1.5% v 1.0%.

S.— FUFIFICACION DEL ANTIGEND A FOR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD:

La cantidad del ant¥genc A del sistema ABO se determind -—

mediantes la técnhnica de inhibicidn de la hemaglutinacifn:



La muastra dsz antfgsne se diluyd con solucidn salina  al
0.82%, pH7.4 desde 1:4 & 1:3512. De cada una de las diluciones sz

tomd ©.1 ml y s& m2zcld en un tubo de ensayo con suerag comsrcial
anti-4 (U.A.N.L.) vy se deid a temperatura ambieﬁte (250C) por 30
minutos. Fasando este lapso, se agregd a cada tubo 9.1 ml de
gldbulos rojos A al 2%, s= mezcld y s= centrifugd % 3500 vom. por
45 sequndos. E1 titule del antIgeno es la recfprgca de la dilucidn
mAxima de €ste. a la cual adn inhiba la hemaglutinacidén. El ant¥i-—
ge=no A scluble utilizado en todos los expeErimentos siempre fud de
actividad inhibitoria de 1lahemaclutinacidn de 1:Si2, en ali—--

cuptas de 2.4 ml en amortiguador de fosfato a pH7.4.

La fase estaciocnaria de la Cromatografia de afinidad se
prepard  can gammaglobulinas en splucidn (4&.04 mg/mi), en ali-—
cuctas de 14 ml esta equivale a 644.3 mg de proteinas
(gammaglobulinas) por columna. En todas las columnas cromatogri-

Ffiras de aftinidad =g mantuvo la proporcidn protéica anterior y el
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rendimiente de las columnas se valord variando la concentracidn_

1 agents insclubilizador (=21 glutaraldenldo).
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se gnousntra (llamadzs antIgsno & soluble o no purificade) al inmu-~

noadsorSente se agregd el antigeno A crudeo, 2.4 aml, con un titulo-
de irPFibicidn de la hemaglutinacidn de 1:912 3 la columna de -

afinidad v =2 de1d =n incubacidn i temperatura ambients (IZSal) por



2 horas vy

Pyl

4gl por 2 horas mas, Estas variaciones en . la tam—
peratura s& debisron a gue a temperatura ambiente rascciona me-
jer el anticusrpao IgG, mientras gu= a 4oC 1o hace mejor el
antiquerpo IgM. Ambos anticuerpos se encudentran en las
gammagleobulinas insolubilizadss y constituyen la faze sstacionaria
de la columna cromatogrdfica de afinidad. Despu#s de la adsorcidn
del antigenc A en la cromatografla de aFinidad, s %avé 2l-
inmunoadsorbente con 300 ml. de amortiguadotr de fosfatos a pH7. 3.
Este lavado se hizg para =liminar todo el material na retenida por

el inmuncadsorbente en base 3 la reaccidn antigeno/anticuerpo.

6.~ ELUCION DREL ANTIGENG A DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA DE

AFINIDAD.

La reaccidn antigsno/anticuerpn se caracteriza por ser
raeversible, dado gue las interaccicnes entre ios sitios activaos
del anticuerpo v &l determinante antigépico son de tipo no-
cavalentas, Far le tante la separacién del antigsno del sitie de
unidn con el anticuerpo pueda llevarse & cabo por distintos mdé-—
todopz. alagunes de mayer atectividad gue otros. LLos gue nosotros

VE10ramas fusron: Aumento gradual de la tempecratura, cambios de

un

£

0

pH ¥ adicidn des iones cactrdpicos.

Zi mdtode de valoracidn de efactividad de cadae amdtodo de

elucidn fud igusi para cada unos Se agregx el eluyente al

17



inmunocadsorbente y s& d=2id en
eliminar g2l sluyente despuds
contra solucidtn salina al C.8S4

1
1

de transcurrido ese tiempo se&

rcubacidn oor 3¢ minutos. Fara

gdializd

T

i3

g pH7.4 y z= tituld capacidad

ge inhibicidn de la hemaglutinacidn de cada una de las musstras.

En base a los resultados, se e2ligid al esluyente con
tipcianato de csodio:

Solucidn reguladors de fosfatos a 0.02 M.: Aforar a:
SELUE T ORI AV AN duadaH PO oH Dicvows@Z7.8 GPaasescssswananansl100 ml
Soluicidn B covvees-bia HPO H 0.0 e.n53.65 QFeureeanancnsananlB ml

Se mezclaron:

Slj}:LlCii13i—: Q -\-.-.--.-.----.--------n----------------------43-85 ml
SCluCiénE‘.l'.l!.lll.ll.llIll.-"lllIl-I---II-l‘Il‘n.!'ll.&lis ml
S0.0¢ ml

Pgua Bidostilads c.isvessseansnancaanwnmanananaransnnessnss@?l.On ml

Total des la Solucidn reguladora de Fostatos....o..ove oo 1,000,050 ml

De idn tiocianato de sodio se pesaran 24.7 gr. y se avoraron s boc

mi. can la sclucidn reguladora de fostatos C.0EZM. vy so alustd a pH

-



En un  intento de mejorar la sfectividad como Sluayenta

0.
i
—

~r

1]

ipcianatc de sodity, se variargn la molaridad y el pis

SOLUCION RERULADORA TIGCINATO DE pH FINAL:
DE FOSFATOS: S0DI0:

f.= 0.02 M 3.0 M 5.0

B,— 2.10 M .0 M * ZW0

Cu— .10 ™ Z.0 M G}

7.— CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CONM ANTIZUERFOS ANTI-ANTIGEND A

DETENIDDS A SU VEZ FOR AFINIDAD:

Fara tener un mejor rendimienio de la columpa cromatogrifica
de afinidad, e decidid Pariquecer los anticuerpos anti-A, al

chtenzrlos por afinidads

Se merclaron gldobulos rojos 8 en  paquete, con 1l =suero-

hiperiamune anti-A, con titulo de bhemeglutinacidn 1:2048, veldmen

=D

s
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ncubd a uma tempsratura inicia de-

jou]
T}

a voldmen; 1z

~=~0

adeorcidn de 4° C opor 30 mindtos y fFinal de I7°% C por 20 minutos -

H]]

con 2efo e fornd un codgulc por la hemagiutimaci®n de los gldhig—
los rojos A al mezclarse con =1 suerc hipsrinmune anti-A.  Después

d= la abzarcidn d= los anticusrpos anti-&, se descartd el susroc ——

‘‘‘‘‘

=1



sohren

T

dante, s& lavaron los gld&bulos roios con selucidn 28

al ¢.85%, pH 7.4.

Fara la eluzifn de los anticuerpos de la superfic:ie de 1o

m
|

gldbulos rojos A se wutilizéd dnicamente el aumsnto de tzeperaiura —

en baMo ssroldgico del matraz gue contenfa el coigulo y la.solu--——
ci¥fn salina. La tomperatura se aumentd gradualmente, de 37°C -—-

o}

i

]

asta 56 por tiempos variables, desde 10 minutgs hasta 30 mi——

nutos.

Con =21 aumento de la temperatura se separaron los anticuerpas
especificamente anti~-A de los gldbulos rojos y guedaron en la —
solucidn salina, de la gue se precipitaron con seolucidn saturada-
de sulfato de amonio (mat. y met. apartado No. 3}, A& los anti-——
cuerpos obtenidos se les tituld 1a capacidad de hemaglutinacidn -~

y s@ insolubilizaran con €1 glutaraldeh¥ds.

8.— COLUMNAE CROMATOGRAFICAS DE AFIMIDAD HECHAS CON ANTICUERFOS DE

CONEJO:

Pe un grupo de conejos no inmunizados se seleccionararn los 3

mis alto tiltulo d= anticuerpos na

d

+
<

uraleszs anti—A. El t¥tulc de

]

anticusrpds naturalss fue de 1:3732 2n 1los tres.

pos de 2llos (Mo. Z0 y MNo. 61) se inmunizaron con 21 antigeno

A& purificadoc por  la cromatocovraffa de arinidaog v de fitulo de
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El esguema de inmunizacicones fue igual

in

1

a
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it

fua gue los conejos

s

=

{

fnizaron purificad

e

i

i3

COon

L

{l

niz& soluble (no purificadol:

-FPrimoinmunizacidn de los conejos, cada cual con el-

antlgeno correspondients coma ya se menciond,se  ——

utilizd adyuvants completo de Frzund v la via de —

administracidn fue subcutinea.

~Reinmunizacidn via subcutdnea, se utilizd el adyu—

vante incompleto de Freund.

b}
H
F

Se sangraron los conejos v al suero de ellos sg le—

tituild la actividad anti-antgeno & por bhamagluti——

nacidn, cada coneic se valord por ssparado.

A0,

————— -

Reinmunizac:dn de cada conejo con =21 antigeno A guse

le correspondid: scluble para el No. QQ7 y purifi--

ada por cromatografia de arinidad para 1os coneljos

o

Mo. S0 y No. &1; la via de administracidn fue in——

tramuscular.

=
o
LaR T

— e e e

inmuanizacidn por vY¥a intramuscular con el antige-

Al

e & correspondiante.
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ngraran las con2jos v &l susro se ls tituld la

actividad anti-A, por hemaglutinacidn.

Dia 3q ~Feinmunizacidn con 1 antIgeno & correspondiente.

gsta vez por via intraperitonsal.

155 U i — ~Reinmunizacidn con el antigeng A corrsspondientes, -~
por via intraperitonsal.

o} ¥ Y4 A —— -feinmunizacidn con =! antlgeno A correspondiente, -
por via intraperitonsal.

Bia |39 =l sa Se sangraron a los corejos y al suero de cada uno —

de 2lles se le tituld la actividad anti—-A por hema-

glutinacidn.

?.—- CUANTIFICACIOM DE ANTICUERPD Y/0 ANTIGENGC FOR INMUNCDIFLUSION

Ss  separatron placas con el gel (agarosa o idn  agar en—

concentraciognes de ©£.34 vy 1.0%) a las que se2 les incorpararon

anticuerpos o antigeno A (soluble o purificado). En cada gel se
hicieron 12 perforaciones parsa depositar alll la muestra a inmuno
difundir radialmente. En los geles con anticusrpos humanos o ds

conejo s®» pusa patra  inmunodifundir el antigero A (soluble o
puiiticadels mientras gus en los geles con antIgeno A incorporado,

inmunodifundieron los sueros humano o de coneja. Vdase fig. III.



Flacaz de gel (agargsa o idn agar}

el antigenoc A, soluble o purificado: en

dieron
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POZOS P3RA LAS
INMGN" DT FUSIONES

CEL CON ANTIGENO

0 ANTICUERPOS
INCLUIDOS -

de los hoyos se pusieron las muestra

lizada.

los susron anti-antfgena A:

ACe GEL_: CONC. DEL

C. bEL.
~~~~~~ ABAROSE —————— 0.5 ——— e
—————— ABAROSE ——em—— O.SY
SRS - (C 101511 o T —— G.5% —=———w
_____ -~ AGAFOSA e DO v A
—————— AGARTESE ————e 1 0% —————

—rs

a4 -d

TITULO DE

i

En cada

m

les

1 didmetro

wno

la inmuncdifusidn radial indica la concentracidn -

anticuerpos o antfgenos que tiene la muestra ana——

incorpord

& inmunodifun——

HEMAGLUTIMNACION DEL

TIGEND & INCORFORADT. AL
GEL: '
1:1024 (SE_UBLE)
iz 54 {(S0LUBLED
3 men (FUFIFICADO)
1: 16 (PFURIFICADO)
122 {(FURIFICADQO)

INHIRBICION

DE
AN~



7 e 10N AGAR ————- Q.5% ——m—m 1164  (SOLUBLE)

g8 e ION ABAR ——-- 0.8% - 1:37  (PURIFICADOD)
- IOl BEAR e § L <o 1:16  (FURIFICADD:
10 ——=——— IDN AGAR —=—— 1.0% ————mm 1.8 (FURIFICADD)

Las doce pertoracicnes de las placas de gsl se llenaron con -

suero higerinmune anti-A.

FOZO NO. . TITULO DE HEMAGLUTINACION DE -
L3S SUERDS HIFERINMUNES AMTI-A
(RUMAND O DE CONEJD) AMADIDO -
Fara INMUNDDIFUNDIR:

1 e CONTROL NEGATIVO

BT TR g e o i:2

S i S e e et 1:4

& \/ RS TEFRT F TN C 1:8

D e e e 1216

f e e 1T 32
A 1: 464

8 e e 11126
G e e e e 15256
10 s e e 1:51%
Tl o e e i s o e 11024
I e e 1: 2048



z& cuarsnta placas

hiperinmunes

la inmunodifusid&n de cada uno—

3]

plicarcon por s=2parado loc que totali-

inmuncol fusiones radi He suesres

para =

precipitacidn {(inmynodifusidn radial) se

midi& a las 24 horas de nabhercse agregado el suerc hiperinmuns.

de {

n

Flacas gel garg
raron anticusrpos bhumanos
Ay

purivicade:

=

ern estas placas inmunodifundieron los

&

o idn agar) 8

o de consjo con nti-antigeno-

antIgenos A&, soluble o

TITULD DE HEMAGLUTINACION
DEL ANTISUERD AGREGADD AL

FLACA GEL: CONC. DEL GEL:
M. BEL =
1] — —  PEAROSA e 0.57% —————— L2248+
I/ e (ABAROSA -8 - oysy -——% = BleS13pM+
Joifed e AGAROSS 0. 52 2 ———=—- 1e 28 +
iy el B e AGAF"DEQ —————— 1) 0% will B § i i: 1024 € =
G e AGARDSHA e 1.0% —————— 1:5312 +
T ION AGAR . 0,5% ~————— 1o pola
VI I _____ - IOi\\l QBAR —————— (.:‘ - 5‘/- e T T 1 H 5 12 +
iy e ION AGRR ——e n.5%  —————- 1:256 + _
e ION AGAR me .  1.QY% —m———— 1ai0z4 *
g e TOM BBER e iy ee———— 1:312 +



Ca

da placa fue horadada en el gel, en doc2 sitiog y los pozos

PGZ0

td

L)

comn antfgene A, soluble o purificaco: -
O, TITULO DE INHIBICIOM DE LA -
HEMAGLUTINACION DEL aNTISEND
A (SOLUBLE 0O PURIFICADD) OUE
GE AGREBD A LOS FPOZNS FARA —
QUE INMUNMODIFUNDIERAN:
——————————————— - 121024 (SOLUBRLE)
—————————————————————————— 1512 (SOLUBLE)
i e ——-— 132564 (SOLUBLE)
=~ ! =3 vy - 1:32 (SOLUBLE)
—————————————————————————— 1: 6% (FURIFICADD)
—————————————————————————— 1:64 (FURIFICADD)
—————————————————————————— T B (FURIFICADD)
—————————————————————————— 1:146 (FURIFICADD)
—————————————————————————— 1:8 (FURIFICALOY
——————————————————————————— 1:4 (PFURIFICADD)
—————————————————————————— CONTRGL NEGATIVO
== e CONTRIOL NEGATINC
o de2 precipitaci®ns (inmunodifusidn radial) se midifd a —
= e habersz2 agregado =21 antigenc & {solubls o purifi--
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2).— ta insa2lubiluizzr-i¥n =5 complista.

5.~ #o == NEcesarig homogenglIar €n mOr-Ero pusEs gu=da en
consistencia de gel.

ci.- Es mz=nor la manipulzacidn de las proteinas.

d).— Con 21 glutaralidehido a concentracidn Final de 1.3% fue
ssior 21 rendimiento de ias CSlUmnNAs :r:mc_:gvi’i;az e
afin.oad.

e — — ——

CONCENTRACION DEL
GLUTARALDEHIDO:

-

TITULO DEL ANTIGENO A
DEL SISTEMA ABO PURIFI
CADO:

245."%

1

2.0 %

1:8

1.5 %

1:64 a 1:256

TABLA 2.-

——

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL GLUTARALDEHIDO
EN EL RENDIMIENTO DE LA COLUMNA CROMATOGRAFI-
CA DE AFINIDAD.

A - T o oy
AT me A Al MG PEORaTOGRAF I LA DE A
S UEe e \DEL AMTIGEMD & DR wA CaLUMMNa TR T OGRA
TR
ivate
: ~zplubilez
2 g 1 FUE iPeo pelanr.osT de 2TS0ed
Lim oy = gnmTormlLiacd =22 MEN DS mas U (= =
Ura
- R
s o) = = iz =1UC1on
i ciym T oA se val-raron mdtedos diferanit@s -
E s D S SIS . . —
- Pl _1 L Aoty
P - e ] Tt A § W
= = e ey 1 Carh I XTIl As. A A
Ty A FE LA ':"'_';thﬂha T ':-‘JLL»gréll...— =
o oA TiE -8

v
¥y
l'\‘\
AR S



B .-

d).—

M3tods de slucidn basada en =21
pH 2.8: El rendimiento mIximo

con t7tule de

“

us

antigenc A

T

amortiguador HCL-glicins-
de esie m&tocdo de elucidn

inhibicidn d2 la hemasgiu-

tinacidn de 1:4.

La disminucidn hasta pH 4.0 y la elevacidn a pH 8.0 dei

]

amortiguador de fosfates utilizado pars lavar " las ——

columnas, no did resultado en la elucidn d=l antIgeno A-

de la columna cromatogridfica de afinidad.

Elucifin del ant¥geno A mediante la elevacidn de la tem——

peratura: "bLas interacciones antlIgeno—-anticuergc son re-—

versibles por aumento de la temperatura dado gue son

interacciones no covalentes"iy este m&todo did resultado~

promedic de elucidn del antIgeno A de la columna-

cromatagridfica de afinidad, de un titulo de inhibicidn-

~
I

de la hemaglutinacidn de 1:

MZtode d= eluci¥n del antigeno A con ticcianato de

sodis: Los componentas de la mezcla original se modifi-

Caron  para buscar melor rendimiento en la elucidSn  del

antigeno A& del sistema ABD, de la columna cromatogrifica

de afinidad.



TIOCTIANATO SOLUCION REGULA pH FINAL TITULO DEL AN-
DE DORA DE FOSFATO TIGENC A ELUI-
SODIO: DO:
3.0 M. 0.02 M. 6.0 - 1:64
3.0 M. ~0.10 M. 3.0 1:16
TABLA 3.- EFECTC DEL pH Y LA MOLARIDAD DEL BUFFER DE ELUCION
SOBRE EL RENDIMIENTO DEL ANTIGENO A PURIFICADO ME-
DIANTE LA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.
_—_—— -

For lo que gse wutili=zd en los experimentos subsecusntes, el ——
tiocianato de sodio 3.2 M., solucidn reguladora de fosfatos 0.10 M

v un pH final da &.0.

4.— DOEBELE FRINCIFIO DE AFINIDAL FARA FURIFICAR EL ANTIGENC Az

G

2 chtuviaeron anticuerpes anti-A por atinidad, adsorbi#ndolos

sobire la guperficie de gldbulcos rojos A& vy luego se eluysron me—

diante zumento de temperaturs. Los experimentos con las variacio—
nes de tamperaturas y tisempos difgrentes para cada una de sllas ——

mostracon gue la adsorcidn Sctima fue con una tzmperatura inicial-

2 ° - - : : -
d= 47 T por IO minutos y una temperatura finzl de ey At

|
0
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-
1
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I

IR T
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: o4

{2 eluci¥s de los anticuesrpos adsorbidas score 12 superficie-

de lgs gidbulos rajos A, bor aumenta de la fus major-
c

a S&° 3¢ minutos, ya aue a esta

pard una mayor concentracidn de anticuerpos sspecificamente

4
i
'
Tl
1]
3
¢
53]
(=
g

f

!

A, 1o gue se comprobd por el tTtulo de hemaglutipacidn

por estz métocdo gue fue de 1:512 a 1:1024,

Con los anticuerpos cbhtenidos por afinidad se hicieron nuevas

columnas para cromatografia de atinidad y 2stas resultaron de ren—

dimiemto mayor en cuante a tYttulo de la inhibicigdn de  la-

hemaglutinaci®&n en la purificacidn del apntigesno A del sistema

S.— EL ANTIGENO COMO INMUNOGEND EN CONEJCS:

Para comparar gl rendimienteo de las columpas cromatogrificas

de afinidad hechas con anticusrpos humanos, varsus l=s hechas con

de coneijo,

anticuerpos se inmunizaron congjos con 21 antigenc A

del sistema ABR, en sus formas purificadas o sclubles para obhenar
anticuerpos de conejo y utilizarlos para la fase estacionaria de
la columna cromatagr#fica, y los resultados s snlistan en la ta-
bla 4.
DIA DE LAS CONEJOS: T3UNOGENG TITULO DE LOS
INMUNIZACIONES ANTICUERPOS
ANTI-A DEL SUE=
RQ:
50 ANTIGENO A PURO| 1:32 +
: 61 ANTIGENO A PURO| 1:32 ++
007 Ag. A SOLUBLE. 1:32 ++
S0 ANTIGEND A PURO| 1:128 +
20 61 ANTIGEMO A PURO 1:8192 +
007 Ag. A SOLUBLE. 1132 ++
. s il

0
4



50 ANTIGENO A PURO 1:1024 +
3 61 ANTIGENO A PU%OP 1:8192 ++
007 Ag. A SOLUBLE. 1:32 ++
S0 ANTIGENQ A PURO 1:4096& ++
39 61 ANTIGENO A PURO 1:16,3849 »
007 Ag. A SOLUBLE. 1:32. +

TABLA 4.- COMPARACION DE LA CAPACIDAD INMUNOGENICA, EN CONE-
JOS, DE LOS ANTIGENOS A SOLUBLE (NO PURIFICADO} Y
ANTIGENO R PURIFICADO NEDIANTE LA COLUMNA CROMATO-
GRAFICA DE AFINIDAD.

Los anticuerpos de conejo con actividad anti-antigeno A del
sistema ABO se gbtuvieron por afinidad adsorbiéndﬁlas sobrea la
superficie de gldbulos rojos A con los tiempos y temperaturas Qque
fueron dtiles para hacer lo mismo con anticuerpos humanos. De.la
misma mansra fueron insslubilirzados con glutaraldehido al 1.5%X de
concentracidn final. Las columnas cramatogrificas de  afinidad-
hecheas con anticuerpos de conejo fueron mas efectivas gue las
hechas con  los  anticuerpos de  humancs, la efectividad Tues

proporcional al tYtulo de hemaglutinascifn de los sueros obtenidos.

6.~ INMUNGDIFUSION RADIAL:

El difimetrs de precipitac:dn de la inmunodifusidn radial -

P

es un andlisis cwalitativo y visible de la reaccidn antlgenc—anti=

Cuerpa. En las placsas de gel a las gque s

M

les ipcorpord el anti--

geno &~ goluble o purificado se obtuvisron los reswultados siguien——

s

ik
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iacas de gel a las que se les llenaron los pczos con

t ag

1A

suere humano mostraron un halo de precipitaci®n en agaro-—
sa al 0.53% {placas 1 y 2) y en i¥%n agar al Q.9% (placas -
& vy 7. A estas placas se les habfa incgroporado grntTgens

A soluble. Ei resto d= las placas fue negativo para las

inmunadifusiones radiales.

En las placas de gel a las gque se les ll=2naron los pozas—
con el suero de coneja No. 007 se encontraron resultagos-
similares a los de las placas en las gue inmunoadifundid -
el suero humano. Hubo difusidn radiél en ias placas de -
agarosa al 0.5% (placas 1 y 2) y en las d= i&%n agar al -——
0.5%4 (placas & v 7). A este ju=sgo de placas se= les habla
incarporado antigeno A soluble. .En el resto de las pla—

cas no hube precipitacidn radial.

Las inmunodifusiones de las placas de gel a las gue s —
les lienaron los 12 pozos con sueros de los coneios No. -
SO y No. 61 Fueron similares: BSe gbserv® halo de preci-——

pitacidin en las placas de agarosa al 0.3%4 y 1.0%4 (placas-

3, 4 v Gy y en las deg 1da agar al Q.24 vy =21 1.0%4
(placas 8, 9 y i), A estas placas s=2 les habfia incor——

porado antigenc A purificado por cromatoorasia de afFini—

Josd

dad. El resto de las rplacas no mostrd halo de

precipitaci1dn en la inmunedifusidn radial.
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Flacas de gel con anticusipgos Auman

dos: Los pozos s= llenaron cen antigsno & scluble v puro,
los halos de precipiitacidn se.Fﬁrmaron sole en la psrife—
ria d=2 los pozos que habian sido llenados con el antiganc
A colubls: los pozos gue s2 llgnaron con el antigeno &
puriticado par cromatograffa de afinidad ne mostraron
halo de precipitacidn.

Flacas de gel con anticuerpos del conejo hNe. 0G7: Los
pozos se illenaron con antigeno A solubls v purificados e;
rasultado a las 24 horas de incubaci#n mostrd resgiones

ci cidn solo =~ los prEos gue e
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nar1Fdricas a2
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llenarcn con 21 antigene A sclubles,  los demds pozes no

mostrarcn evidenc:a dz reaccidn antigenc-anticuzrpo.

En las placas de gzl con anticuscgos del conedo dMoe. 59, —
lgs coce o2ros se llonaran con @
curicicada v los resultados de nmunoditusicenss radialisg-—
fusron positivos fnicamente en loz pofos que se hablan *;

srado c=n el antfgeng A purificads sor la columna cro——

natsz 4rics de afinidad. Los rosultados vTusron los miz—-—
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El ant¥genc A del sistama ABD., =n forma sclubls es un proteo—
glucaro de un range de paso molecular bastante amplic  (desde
Z0,033 nasta varios millenes de daltones). Los métodos de +il-
tracidn convencionales para esterilizar 21 antigeng &  (membranas
diz O.2% micras) dan como resulitzado:

1.~ Mas nhcmogeneidad.

2Y.- Disaminucidn sn 10 drdenses o mas de la capacidad del an—-

tigerno A de inhibir la hemaglutinacién.

Z).- Disminucidn carsiderable o desaparicidn de la inmunocgs——

nicidad d=21 antiIgeno A soluble filtrade.

Dehido a lo anterior existe la necesidad de contar con un mE-
todo g-Ecuivo para la aobtencidn de un antIgenc A "estandarizade" -
por Su actividad inhibitor:ia ce la hemaglutinacidn.

La cromatograff¥a de afinidad es un m&tcdo  ampliamentez

whiliicado

ROy monas,

para purificar anticuarpos, ENzimas,

BT



En =sts, traba’c nosotsos ubllizamos la cromataogradia de -
arinidad con un soporte ge artilcusrpos  arti-antTgsne AL dels
sistema ABD, para purificar «1 antigonz & solubls a partir de ufn
extracto ‘cruact. Encontramos gue 'las gamaglcbulinas ut:lizadas
romd  saoorie, dieron mejor  resultsdo en cuantg al  tftulo  de-
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atinidad con eritrocitos humancs &, 2l resultado 2=n la

38
o
inhibicidn de 13 hemaglutinacidn hasta 1:1024-2Z048 (por +iltracidn

fue d= 12254-S12).
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o de la inaunegenicidad entre: lLos antlge—
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5 v los antlgengs A purificados gir craomatogratia de
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se  encontrd gue =stos dltimos son gas  AnmunogEnicos.—
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Fzios e Esto probablements se2  debe a un incramanto en 1z

o= anticuerpos sintetirados por ios corzZios 21 respuesta @

laz immonizacicnes con el antlgene & cel sistema #ED "racangcen’ -
w2 0r A antIgenc gue los ipad:e  vooen las  dnmunodirusiongs-
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olublie {no purifticado; poses €1 detarminats antigénico -
"reconocido" por el suero hiperinpuns anti-antigeno & pure, ¥
otrgs elemzntos sin relacidn con el antiszno A vy cabs la posibi-
lidad de gusx tales slemsntos pudigran intsrrsrir con la  reaccilén

antIgeno-arnticuerpo.

Fetos resultadeos son similares a lgs ohtenidos en las inmuno-

difusione

il
L]

de las anticuerpos humanos (inducidos por el antigeno A

soluble), estos sueros humarcos migraron mejor &n las placas de gel

con antfgeno A soluble incluido gque en las pglacas de gel con anti-
gend A purp inclufdo, &sto se debif a gus solamente una Fraccidn -
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de les anticu=2rpss humanos nt¥geno A fure, el res-

to fe iog anticuerpcs i1ba dirigidcds contra otros elementos de la ——

vy permits tensr antigeno A puro gus estf disponible paras andlisis-—

i vitro = 10 vive de le influsncia gue tizne lz estructura guliaics
soore 1& Pamunangenioidad.
2 szoz gue la inmunogenicidad de los golizacXrides, com: 2l-

4 3 A — ;- - 3 lam a
gt igens H. decengs esteechamentie del o=2ee molacTeliqgr (Bef. BEli—--



delbergsr con peliszac#Zridos de prnzumocscos v Kabat con decstrZn os
difmrentss pesos meleculares). En 2. prasente trabajc no se
estudid la Influencia del peso molecular en la ;nmuﬁcgeniczécﬁ cel
antigend A purificado por cromatografia de afinidad; asto necssita
s@r estudiade purificando ant¥geno A y secardndoclo =n un gradisnte
de sscarcea para diferenciar 21 antlgenc 2 =n pesos moleculares ——
con una ultracentrifuge, con 8sto =2 mejzr-ard 21 conocimiento de —

la estructura guimica y la inmunocge~-
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tas gcondiciones gptimes gara insolubilizar anticuerpos
para cromatografia de afinidad es da giutaraldenido al

1.5% para protefnas en concantracidn de 25 mg/ml.

Los anticusrpes anti—-A para 1a cromatagrafia de= afinidad

dan un mEior rendimisntc si a su vez son abtenidos poy -

afinidad {adsorcidn sobr= gldoulos rFojos A slucidnl.
Y

El antigeno A del sistema ABLD purificado por cromatogra-

fia de afinidad pusade ssr sstancarizago por su actividad
inhibitoria de ia hemaglutinacidn vy por su capscidad in—

munoafnica.

La cromatoqgiat
ra la purivicacidn de ant

= ol - . =1
1 de repetir.
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