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Con la aparición de la tecnología para la obtención
de anticuerpos monoclonales homogéneos y específi-
cos para un mismo determinante antigénico,1,2 sur-
gió la idea de la utilización de los mismos para el
diagnóstico y tratamiento de las neoplasias, con el
objetivo de disminuir las reacciones adversas produ-
cidas por los citostáticos actualmente usados.

La idea de utilizar anticuerpos como vía para pro-
vocar la muerte de células neoplásicas de forma espe-
cífica fue formulada por Paul Ehrlich, quien pensó
en la utilización de anticuerpos como portadores de
agentes farmacológicos3 Se han utilizado anticuer-
pos monoclonales como portadores de toxinas, prin-
cipalmente la ricina4,5 para lograr la muerte de célu-
las malignas. Sin embargo, para algunos propósitos,

ABSTRACT

The advent of monoclonal antibodies (MoAbs) has already made
an impact on cancer diagnosis, particularly in the areas of im-
munoscintigraphy in order to detect malignant tumors and its
metastases. Although several clinical trials of MoAbs targeted
drugs, toxins or radionuclides are in course in certain circum-
stances it may be desirable to generate fragments of MoAbs. This
report describes the preparation of Fab and F (ab�)2 fragments of
MoAb against the carcinoembrionic antigen (IOR-CEA) by enzy-
matic digestion using papain and pepsin, respectively. The main
aim was to obtain highly purified fragments with preserved im-
munological activity. Both, papain and pepsin were linked to
AH-Sepharose matrix in order to improve the separation of the
enzyme in the reaction mixture. Papain digestion led to the for-
mation of Fab-IOR-CEA fragment and following Protein-A
Sepharose affinity chromatography, the yield of pure fragment
was 85% with immunological activity preserved tested for both
ELISA and immunohistochemistry. After pepsin digestion, no
formation of F (ab�)2 fragment was observed. The labelling of
Fab-IOR-CEA with 99mTc was effective keeping it biological ac-
tivity. This result indicates that this fragment may be useful for
detection of tumors and metastases using immunoscintigraphy.

Key words: Monoclonal antibodies, fragments, purification, car-
cinoembryonic antigen.

RESUMEN

La idea de utilizar los anticuerpos monoclonales (AcMs) como
portadores de otras moléculas tóxicas a las células neoplásicas,
para provocar la muerte celular de forma específica ha sido utili-
zada por diversos grupos de investigación. Se han utilizado anti-
cuerpos monoclonales para el diagnóstico de neoplasias malignas
y sus metástasis, fundamentalmente en el campo de la medicina
nuclear, mediante técnicas de inmunogammagrafía. Sin embar-
go, en algunos casos resulta más ventajoso la utilización de los
fragmentos de los anticuerpos monoclonales ya que, debido a su
tamaño molecular presentan mayor aclaramiento del torrente
sanguíneo con mayor acumulación en el tejido blanco y menor
probabilidad de formación de inmunocomplejos. El objetivo del
presente artículo consiste en la obtención de fragmentos Fab y F
(ab�)2 a partir del anticuerpo monoclonal IOR-CEA, generado
contra el antígeno carcinoembrionario. La obtención de los frag-
mentos Fab y F (ab�)2 se realizó mediante digestión enzimática
con papaína y pepsina, respectivamente. Se utilizaron las enzi-
mas acopladas a una matriz de AH-Serapharosa para facilitar la
separación de las mismas de la mezcla al concluir la reacción.
Los resultados fueron satisfactorios con respecto a la obtención
del fragmento Fab, no siendo así para los fragmentos F (ab�)2,
debido a que la pepsina, una vez acoplada a la matriz, perdió su
actividad enzimática. Una vez establecidas las condiciones de re-
acción se obtuvieron los fragmentos Fab y se purificaron me-
diante una cromatografía de afinidad utilizando una matriz de
proteínas A-Sepharosa, con un rendimiento de un 85% y mante-
niéndose su actividad biológica, lo cual fue ensayado utilizando
técnicas de ELISA e inmunohistoquímica en cortes de tejido. El
marcaje con 99mTc fue efectivo manteniéndose la actividad bioló-
gica de los fragmentos Fab, lo que los hace ser buenos candidatos
para su utilización en la detección de tumores colorrectales y sus
metástasis mediante inmunogammagrafía.

Palabras clave: Anticuerpos monoclonales, antígeno carcinoe-
mbriónico, fragmentos, purificación, anticuerpos monoclonales
contra el CEA.
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resulta más ventajoso utilizar fragmentos de los an-
ticuerpos6,7 por las siguientes razones: I) pérdida del
fragmento Fc para el cual hay receptores en muchas
células; II) mayor aclaramiento del torrente sanguí-
neo que es muy importante cuando se usan unidos a
radioisótopos y drogas;8 III) disminución de la posi-
bilidad de formación de inmunocomplejos.

Así, se han utilizado los fragmentos de anticuer-
pos monoclonales en la construcción de inmunotoxi-
nas9 y en la detección de tumores primarios y sus
metástasis, mediante inmunogammagrafía.10-12 Se
han generado fragmentos de anticuerpos por inge-
niería genética con retención de las propiedades de
enlace al antígeno similar a la inmunoglobulina ori-
ginal, pero con la ventaja de su rápida penetración
en el tumor y rápido aclaramiento del torrente san-
guíneo. Estos estudios se han realizado en pacientes
con carcinomas colorrectales metastásicos y con in-
vasión del hígado.13

Se han realizado comparaciones entre anticuerpos
monoclonales y sus diversos fragmentos marcados
con125I en cuanto a la penetración en los tumores y
sus aclaramientos del torrente sanguíneo.14

Los análisis autorradiográficos cuantitativos de
los tumores, extraídos por cirugía, demuestran que
el sFv se destruye rápidamente en la masa tumoral
a los 30 minutos, después de la inyección, mientras
que la IgG intacta alcanzó un grado equivalente de
penetración a las 48-96 horas después de la inyec-
ción. La distribución de los F (ab�) mostraron una
penetración intermedia. Estos resultados demues-
tran la ventaja de los diferentes fragmentos con
respecto a las inmunoglobulinas que les dan ori-
gen.15,16

Por otra parte, se han producido AcMs que reco-
nocen antígenos en tumores malignos de cabeza y
cuello con un nivel de acumulación de estos AcMs en
los tumores que oscila entre 20-31% de incorpora-
ción/kg de peso del tumor.17

Para la preparación de fragmentos bivalentes F
(ab�)2 se ha utilizado el método de digestión con la
enzima pepsina a diferentes subclases de inmunoglo-
bulinas de ratón.18-22 La ruptura de las inmunoglo-
bulinas para obtener fragmentos monovalentes Fab,
es usualmente llevado a cabo por digestión con la en-
zima papaína.23-25

El objetivo del presente trabajo consistió en la ob-
tención y purificación de fragmentos del anticuerpo
monoclonal IOR-CEA, utilizando las enzimas pepsi-
na y papaínas inmovilizadas a una matriz de AH-Se-
pharosa. Se establecieron las condiciones óptimas
para la fragmentación, así como un sistema de eva-
luación de la actividad biológica de los fragmentos

Fab obtenidos por un sistema inmunoenzimático de
ELISA directo, utilizando un sistema ultramicroana-
lítico (SUMA).

MATERIAL Y MÉTODOS

Anticuerpo monoclonal (AMC): El IOR-CEA es un
anticuerpo monoclonal (AcM) del tipo IgG1, secretado
por un hibridoma derivado de la fusión del mieloma
de ratón P3/X63-Ag8-653 con esplenocitos de ratones
Balb/c inmunizados con el antígeno carcinoembriona-
rio (CEA) purificado a partir de metástasis hepáticas
de pacientes con carcinoma de colon. Este anticuerpo
monoclonal identifica el CEA por RIA y ELISA.

Reconoce 7/7, 12/12, 3/3 adenocarcinomas de co-
lon de alto, medio y bajo grado de diferenciación por
técnicas de inmunohistoquímica (IHQ). También
identifica carcinomas de pulmón y adenocarcinoma
de mama, estómago y vejiga entre otros. Su reactivi-
dad en tejidos normales es negativa para pulmón,
testículo, vaso y tejido linfoide.26

Purificación del AMC IOR-CEA-1: El AcM IOR-
CEA-1 fue purificado a partir del fluido ascítico obte-
nido por la inmunización de ratones Balb/c con célu-
las del hibridoma productor del AcM, utilizando cro-
matografía de afinidad con Proteína A-Sepharosa
(Pharmacia) equilibrada en Glicina 1.5M, NaCl 3M,
pH=8.9. Se utilizó como tampón de elución citrato
de sodio 100 mM a pH=6.0.

La pureza del AcM fue verificada por electrofore-
sis en un gel de 7% de acrilamida27 utilizando el mé-
todo de tinción con Azul de Comassie.

Inmovilización de enzimas a AH-Sepharosa: Las
enzimas papaína y pepsina se acoplaron a 10 g de
AH-Sepharosa utilizando glutaraldehído como agen-
te acoplante.28

Condiciones óptimas de fragmentación: Para esta-
blecer las condiciones óptimas de fragmentación del
IOR-CEA utilizando las enzimas acopladas a la ma-
triz de AH-Sepharosa se utilizaron, en el caso de la
pepsina, tiempos de reacción de ocho y 24 horas con
1 y 0.5 mg del IOR-CEA para cada uno y 250 µL de la
pepsina inmovilizada (4 mg de la enzima) en todos
los casos, a 37°C con agitación constante y mante-
niendo el pH = 4.5 con tampón de acetato de sodio
20 mM; en el caso de la papaína se utilizaron 80, 50 y
25 µL de la enzima inmovilizada, que corresponden a
400, 250 y 125 µg, respectivamente, con cuatro y
ocho horas de tiempo de reacción y 1 mg del AcM en
todos los casos a 37° C con agitación constante man-
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teniendo el pH = 6.2. El control de la reacción se
realizó por electroforesis en gel de acrilamida (SDS-
PAGE).

Obtención de fragmentos Fab: Los fragmentos Fab
fueron preparados partiendo de una mezcla de reac-
ción que contenía 12 mg de IOR-CEA (1.92 mg/mL)
en buffer NaH2PO4 20 mM/EDTA 10 mM/DTT 1
mM pH = 6.2 y 576 µL de papaína inmovilizada a la
matriz de AH-Sepharosa, equivalente a 14.4 mg de la
enzima. Se incubó a 37° C con agitación constante y
al cabo de 4 horas se centrifugó a 3,000 rpm por 10
minutos; se tomó una alícuota del sobrenadante para
SDS-PAGE y el resto se diluyó 1:1 (v/v) con tampón
Glicina 1.5 M/NaCl 3M pH = 8.9 y se aplicó a una
matriz de 3 mL de Proteína A-Sepharosa a una velo-
cidad de 2 mL/h recogiendo fracciones de 2 mL cada
una. Por último se eluyó con buffer citrato de sodio
100 mM pH = 6.0 para obtener el fragmento Fc que
se produce de forma colateral en la digestión.

Electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE):
Para el análisis de las condiciones de la fragmenta-
ción, del curso de la reacción y del grado de pureza se

utilizó una electroforesis en gel de acrilamida de 12%
mezclando cada una de las muestras (50 mg de pro-
teína) con igual volumen del buffer de muestra [Tris-
HCl 120 mM (pH = 6.8), SDS 4.8% (w/v), glicerol
20% (v/v)] y calentándose en baño de agua a 100°C
por 3 min.19 Como marcadores de peso molecular se
utilizaron Albúmina de Suero Bovino (PM = 68
kDa), Ovoalbúmina (PM = 43 kDa), Inhibidor de
Tripsina (PM = 23 kDa) y una Inmunoglobulina G
(IgG) de ratón purificada (PM = 150 kDa).

Inmunoelectroforesis (IEF): Se realizó una inmu-
noelectroforesis en geles de agar al 2% en buffer bar-
bitónico aplicando las muestras utilizando bromofe-
nol azul como indicador de la corrida. Se aplicó una

Figura 1. Purificación del IOR-CEA.
A: Cromatografía de afinidad en Proteína-A Sepharosa. El fluido ascíti-
co rico en el IOR-CEA fue aplicado en una columna de 50 mL de Proteí-
na-A Sepharosa equilibrada con Glicina 1.5M, NaCl 3M pH=8.9. La elu-
ción del AMC se realizó con citrato de sodio 100 mM, pH=6.0. La absci-
sa muestra las lecturas de densidad óptica a 280 nm y la ordenada el
volumen de cada una de las fracciones.
B: Control de pureza del AMC purificado por SDS-PAGE.
La electroforesis se realizó con un gel de 10% de poliacrilamida y el
método de tinción con azul de Comassie R-250.
(1) IgG patrón; (2) IOR-CEA; (3) BSA.
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Los valores de fluorescencia se midieron en un
equipo SUMA en un rango de longitud de onda de
420-529 nm.

Inmunohistoquímica (IHQ): Se evaluó la actividad
biológica del IOR-CEA y sus fragmentos Fab por in-
munohistoquímica en cortes de tejidos de adenocar-
cinomas de colon utilizando como sistema de detec-
ción el complejo avidina/biotina peroxidasa (DAKO-
PATS).26,31

Marcaje con 99mTc: Una solución del fragmento
Fab-IOR-CEA (1 mg/mL, 400 µL), previamente ajus-
tada a pH 4.5-5.0 con HCl 0.1M, fue marcado con
99mTc, utilizando SnCl2.H2O (100 mL, 0.06 mg/mL
en HCl 0.01 M) y 10 mCi de 99mTc en solución salina.

Figura 2. Fragmentación del IOR-CEA con pepsina inmovilizada. El es-
tudio de las condiciones de la fragmentación con pepsina se realizó con
0.5 mg (7,8) y con 1 mg (9,10) de IOR-CEA a 8 y 24 horas. Se aplicaron
50 mg de proteína en un gel de 7% de poliacrilamida y se reveló con
Azul de Comassie R250.
(1) BSA (PM =6 3 kDa).
(2,5 y 6) IOR-CEA-1 intacto(PM = 150 kDa).
(3 y 4) Mezcla de reacción de IOR-CEA y pepsina libre con 8 y 24 horas
de tiempo de reacción, respectivamente.
(7 y 8) Mezcla de reacción con 0.5 mg del IOR-CEA y 250 mL de pepsi-
na inmovilizada con 8 y 24 horas, respectivamente.
(9 y 10) Mezcla de reacción con 1 mg del IOR-CEA y 250 mL de pepsi-
na inmovilizada con 8 y 24 horas, respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 3. Fragmentación del IOR-CEA con papaína inmovilizada. El es-
tudio de las condiciones de reacción con la enzima papaína se realizó
utilizando 1 mg del IOR-CEA y 25, 50 y 80 mL de la matriz con la enzi-
ma acoplada y tiempos de reacción de 4 y 8 horas para cada uno. Se
aplicaron 50 mg de proteína y se utilizó el método de tinción con Azul de
Comassie-R250.
(1) IOR-CEA intacto (PM = 150 kDa).
(2) Ovoalbúmina (PM = 43 kDa).
(3) Inhibidor de tripsina (PM = 13 kDa).
(4) Albúmina de suero bovino, BSA (PM = 63 kDa).
(5 y 6) 25 mL de AH-Sepharosa con papaína acoplada a 4 y 8 horas,
respectivamente.
(7 y 8) 50 mL de AH-Sepharosa con papaína acoplada a 4 y 8 horas,
respectivamente.
(9 y 10) 80 mL de AH-Sepharosa con papaína acoplada a 4 y 8 horas,
respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

corriente de 8 mAmp y 5-7 volt/cm al cabo de una
hora se aplicó en el propio gel 50 mL de anti-IgG pu-
rificada (1.7 mg/mL) dejándose en reposo durante
toda la noche a 4° C. Se realizaron varios lavados con
una solución de NaCl 9 g/L, se secaron los geles con
papel de filtro y se tiñeron con Azul de Comassie.29

Sistema ultramicroelisa (ELISA): Para evaluar la
actividad biológica de los fragmentos Fab obtenidos
se estableció un sistema de Ultramicroelisa.30

Se recubrieron placas de PVC de ultramicroelisa de
96 pozo con 7 mg/mL de una solución del antígeno
carcinoembrionario (CEA) en buffer bicarbonato 0.1
M pH = 9.6 durante toda la noche a 4° C en cámara
húmeda, al cabo de este tiempo se hicieron lavados
con PBS/Tween 20 y se bloqueó por 1 hora a 37° C con
leche descremada al 1%; se colocaron las muestras del
Fab a diferentes concentraciones y como control posi-
tivo el IOR-CEA sin fragmentar; después de 1.5 horas
de incubación a 37° C en cámara húmeda se reveló
utilizando un conjugado anti-IgG de ratón en carnero
con la enzima fosfatasa alcalina (aIgG-PA).
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El tiempo de incubación para el marcaje fue de 15
minutos. El control de pureza se realizó mediante
cromatografía de papel (FN-4) en un sistema etilen-
glicol-H2O (1:10) y la inmunorreactividad mediante
inmunohistoquímica en cortes de tejidos.32-34

RESULTADOS

Purificación del AMC IOR-CEA-1: La purificación
de 37 mL de fluido ascítico enriquecido con el IOR-
CEA dio como resultado la obtención de 48 mg totales
de dicho anticuerpo monoclonal purificado con una
actividad biológica de 19 mg/mL por IHQ. Se muestra
el perfil obtenido de la cromatografía (Figura 1a) así
como el control de pureza por SDS-PAGE (Figura 1b).

Inmovilización de enzimas a AH-Sepharosa: Con
el acoplamiento de las enzimas pepsina y papaína a
la matriz de AH-Sepharosa se obtuvieron matrices
con 16 mg de pepsina/mL de gel para un 94% de aco-
plamiento y 5 mg de papaína/mL de gel para un 85%
de acoplamiento.

Condiciones de fragmentación: Los resultados ob-
tenidos demuestran que en el caso de la matriz con
pepsina inmovilizada no se logró obtener los frag-
mentos F (ab)2 del IOR-CEA (Figura 2) aun a las 24
horas de incubación, pues en SDS-PAGE sólo se ob-
serva la banda correspondiente al AMC sin fragmen-
tar. Sin embargo, se demuestra que la pepsina sin
unir a la matriz logró la ruptura del anticuerpo mo-
noclonal a 8 y 24 horas de tiempo de reacción.

Figura 4. Purificación del fragmento Fab.
A: Cromatografía de afinidad con Proteína-A Sepharosa. La mezcla de
reacción se aplicó a una columna de 3 mL de Proteína-A Sepharosa utili-
zando buffer Glicina 1.5 M/NaCL 3M pH = 8.9. Y la elución se realizó con
buffer citrato 100 mM a pH = 6.0. La abscisa indica las lecturas a densi-
dad óptica a 280 nm y la ordenada corresponde al número de fracciones.
B: Control de pureza por SDS-PAGE:
La electroforesis se realizó en un gel de acrilamida de 12% utilizando el
método de tinción con Azul de Comassie R-250.
(1) Fragmento Fab purificado sin condiciones de reducción (PM = 50 kDa).
(2) Fragmento Fc en condiciones de reducción (PM = 25 kDa).
(3) IOR-CEA intacto (PM = 150 kDa).
(4) Albúmina de suero bovino, BSA (PM = 63 kDa).
(5) Ovoalbúmina (PM = 43 kDa).
(6) Inhibidor de tripsina (PM = 13 kDa).
(7) Fragmento Fab purificado en condiciones de reducción (PM = 25 kDa).
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Figura 5. Control de pureza de los fragmentos por inmunoelectroforesis.
A: La inmunoelectroforesis se realizó en geles de agar al 2%, con una co-
rriente de 8 mAmp y 5-7 volt/cm. Al transcurrir 1 hora se aplicaron 50 mL de
la aIgG de 1.7 mg/mL. Los geles se secaron y se tiñeron utilizando azul de
Comassie.
(1) IOR-CEA intacto.
(2) Fragmento Fc obtenido en la digestión.
(3) Fragmento Fab.
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Con la matriz de papaína inmovilizada se obtuvie-
ron los fragmentos Fab (Figura 3) en todas las condi-
ciones probadas, por lo que se escogió como tiempo
de reacción cuatro horas, así como 25 mL de matriz
(125 mg de la enzima) por cada mg de anticuerpo
monoclonal. En la figura 3 se observan las bandas
correspondientes a los fragmentos Fab (PM = 50
kDa) en una electroforesis en un gel de acrilamida de
12% en condiciones de reducción.

Purificación de los fragmentos Fab: La mezcla de
reacción fue aplicada en una columna de Proteína A-
Sepharosa, para separar los fragmentos Fab que no se
unen a la matriz y eluyen en el volumen de aplicación
de la mezcla. Una vez efectuados los lavados se eluye
el fragmento Fc que quedó retenido en la matriz (Fi-
gura 4). El perfil cromatográfico muestra un pico en
el volumen de aplicación correspondiente a los frag-
mentos Fab del IOR-CEA y un segundo pico que eluye
con citrato de sodio pH = 6.0 correspondiente al frag-
mento Fc. De esta forma se obtienen 8.7 mg de Fab-
IOR-CEA para un rendimiento de 87.1%.

Al material excluido de Proteína-A Sepharosa
(Fab), así como el obtenido de la elución con buffer
citrato a pH = 6 (Fc) se le hizo una inmunoelectrofo-

Figura 7. Actividad biológica del Fab-IOR-CEA por un sistema ultrami-
croanalítico (SUMA). Se utilizó en placas de 96 pozos el antígeno CEA
a una concentración de 7 mg/mL en buffer Na2CO3/NaHCO3 0.1M pH =
9.6 como antígeno de recubrimiento durante toda la noche a 4 oC. Se
realizaron tres lavados con PBS/Tween-20 y bloqueo con leche descre-
mada al 1% durante 1 hora. Se aplicaron diferentes concentraciones de
IOR-CEA (· -· -· ) y Fab-IOR-CEA
(g-g-g durante 1.5 h a 37 o C en cámara húmeda. El revelado se realizó
con un conjugado anti-IgG de ratón en carnero con fosfatasa alcalina, mi-
diéndose los valores de fluorescencia en un rango de 420-529 nm en un
equipo SUMA. La ordenada expresa los valores de fluorescencia y la abs-
cisa a concentración de las muestras expresada en mg/mL.
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Figura 6. Inmunorreactividad por inmunohistoquímica. Se utilizaron cor-
tes de tejido de un adenocarcinoma de colon. El marcaje del IOR-CEA
(a), Fab-IOR-CEA (b) y 99mTc-Fab-IOR-CEA (c) está localizado predo-
minantemente en el citoplasma de las células malignas.

Figura 6A.

Figura 6B.

Figura 6C.



158
Digna ACA y cols. Obtención y purificación de un anticuerpo monoclonal

edigraphic.com

resis teniendo como control el IOR-CEA sin frag-
mentar (Figura 5a). Con los arcos de precipitación
obtenidos se observa la migración hacia el ánodo del
fragmento Fc, del Fab y el IOR-CEA hacia el cátodo
no obteniéndose impurezas detectables.

Igualmente se realizó electroforesis en gel de acri-
lamida en la cual se observa una banda única para
los fragmentos Fab y Fc obtenidos una vez realizada
la purificación de los mismos (Figura 5b).

La determinación de la actividad biológica del
fragmento Fab por IHQ dio como resultado un mar-
caje específico en los tejidos que expresan el antígeno
CEA, pero con una intensidad menor con respecto a
la del anticuerpo monoclonal intacto. El marcaje del
fragmento Fab con el isótopo radiactivo 99m Tc dio
una actividad de 2 mCi/mg y un rendimiento de 95%
± 3% manteniéndose su capacidad de reconocimien-
to del antígeno en cortes de tejido con respecto al
Fab sin marcar (Figura 6).

En el ensayo de ELISA se observa el mismo fenó-
meno que en IHQ (Figura 7), el Fab presenta menor
reconocimiento por el antígeno que el IOR-CEA sin
fragmentar lo que se demuestra porque a las mismas
concentraciones de ambos, los valores de fluorescen-
cia obtenidos son menores.

DISCUSIÓN

Los resultados demuestran que el acoplamiento de la
enzima pepsina con la matriz de AH-Sepharosa no fue
efectivo, ya que no se logró en ninguna de las condi-
ciones probadas obtener los fragmentos F (ab)2. Se-
gún la electroforesis (Figura 2) se observa que con la
pepsina libre se obtienen fragmentos del IOR-CEA, no
ocurriendo lo mismo cuando se une a la matriz, lo que
indica que en el acoplamiento de la pepsina a la AH-
Sepharosa se compromete el centro activo de la enzi-
ma lo que provoca que ésta se inactive. La unión de la
papaína a la matriz de AH-Sepharosa fue efectiva, ob-
teniéndose el fragmento Fab con un tiempo de reac-
ción de cuatro horas y un rendimiento de 87%. Con la
purificación del Fab, utilizando Proteína-A Sepharosa
se obtiene el fragmento inmunoelectroforéticamente
puro. La actividad biológica del Fab disminuye con
respecto a la del anticuerpo monoclonal intacto, lo
cual es lógico por ser un fragmento monovalente. Esto
hace que sea capaz de reconocer al antígeno en cortes
de tejidos en IHQ, pero su intensidad de marcaje es
menor. Por la misma razón, los valores de fluorescen-
cia obtenidos en el ELISA son menores para el Fab
con respecto al IOR-CEA intacto.

El marcaje con 99m Tc fue efectivo, ya que el Fab-
IOR-CEA no perdió su capacidad de reconocimiento

por el antígeno en cortes de tejidos por IHQ, lo que
lo hace útil para su aplicación en inmunogammagra-
fía en la detección de tumores y metástasis en pa-
cientes con sospechas clínicas de carcinomas o ade-
nocarcinomas de colon.
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