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Introduccién. La peroxidasa es una hemoproteina que
cataliza reacciones de Oxido-reduccion; esta ampliamente
distribuida en hongos, plantas y animales. Es muy usada en
kits para andlisis clinicos, y Util en la preparacion de
anticuerpos conjugados con enzimas. Por sus considerables
aplicaciones es preciso encontrar fuentes alternativas y
métodos que proporcionen un buen rendimiento, de manera
répida y eficaz. Se ha reportado que anticuerpos policlonales
contra una peroxidasa presentan reaccion cruzada con otras
isoenzimas de la misma fuente (1). Se observé una ata
ineficiencia en la purificacion usando una lectina
inmovilizada (concanavalina-A). Entonces, una alternativa de
purificacion seria mediante anticuerpos mliclonales contra
una peroxidasa ya existente, purificada y caracterizada. Los
anticuerpos purificados, unidos a una resina activada, se
utilizarian en una cromatografia de inmunoafinidad para éste
propésito.

El objetivo del presente trabajo fue la produccion de
anticuerpos policlonales contra dos isoenzimas de peroxidasa
de nabo y determinar la existencia de reaccién cruzada con
estas isoenzimas y con una peroxidasa de brdcoli.
Metodologia. Se purificaron dos isoenzimas de peroxidasas
(P1y P2) de nabo (2) y de brocoli (3). Cuatro dosis de 510
ng de cada una de las isoperoxidasas de nabo fueron
inoculadas quincenalmente en conegjos New Zealand (4). El
suero obtenido se purifico por precipitacion con (NH4),SO, a
33% de saturacion (4). Se hizo una transferencia semiseca de
1 ng de las peroxidasas purificadas de nabo y de brécoli de un
gel de electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) a
membrana PVDF. Se realizd un Western blot con diluciones
apropiadas del anticuerpo producido. La deteccion de
proteina se realizd mediante un kit de quimioluminiscencia
Resultados y Discusion. Todas las muestras desarrollaron
sefiall a una dilucion de anticuerpos de 1:16000;
mostrandose en comin la banda que corresponde al peso
molecular (PM) de las peroxidasas contra las que se
desarroll6 e anticuerpo: 39 kDa para P1 y 36 kDa para P2.
Para la peroxidasa de brécoli (PB) se observé una débil sefial
aunvalor similar de PM, pero la sefial més intensa se observo
a un PM de 49 kDa Después de SDS-PAGE no
desnaturalizante, un zimograma mostré que solamente ésta
banda tenia actividad apreciable de peroxidasa. Por lo tanto,
la banda con menor intensidad para PB podria tratarse de
alguna proteina contaminante 6 con menor homologia.
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Fig 1. Western blot. ay d: peroxidasas de brdcoli. by f:
isoperoxidasa de nabo P2. cy e: isoperoxidasa denabo P1.
ay c: reaccién cruzada con anticuerposparaP2. dy f:
reaccion cruzada con anticuerpos para P1. b: reaccion
directa con anticuerpo para P2. e: reaccion directa con

anticuerpo para P1

Conclusiones. Las isoperoxidasas, P1, P2 y PB, comparten
determinantes antigénicos estructuralmente relacionados,
debido a que la respuesta a la reaccion cruzada con los dos
anticuerpos se presentd para las tres. Por lo que la posterior
construccion de una columna de inmunoafinidad utilizando
los anticuerpos producidos, es factible. La relacion de mg de
proteina obtenida por precipitacion del suero por ng de
proteina inyectada fue de 6.9 para P1 y 125 para P2,
indicando un buen rendimiento en la produccion de
anticuerpos.
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