


UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CDNTENIDD1 PAGINA 

RESUl'tEN 

INTRODUCCION 2 

11ATERIAL Y 11ETODOS 10 

RESULTADOS 23 

DISCUSION Y CONCLUSION 42 

LITERATURA CITADA 4S 



RESIMEN1 

Se plant•a la posibilidad d• utilizar a c•rdos d•stlnado• al 

consuma humano, como donador•• d• suaro •llP•C\fico •n grandes 

volum•n•• para su utlllzaclbn tanto om ,..dlclna v•t•rinarla como 

hu•ana1 detlClstrando qu• •l c•rdo es un animal con mayor•• 

ventajas qu• otraa e•p•ci•s donador••· Para •studlar la 

p•r••n•ncla y •llmlnaclOn d• la lQG de cerdo, se utilizo al raton 

cama animal 11xp11rt,..ntal. En ••t• an111.i •• Inyectaran 

dlf•r•nt•s cancentraclcn•• d• IQG y su Fab porcina, realizando 

sanQrla• cada t•rc•r dla cuantificando•• los nlv•I•• d• 

lnlllllloQlabullna het•rOIOQa en •I suero ••pleando la tOcnlca d• 

ELISA. Slt observo un fenOnlano semejant• al d• un antlQeno al ser 

administrado a una ••P•CI• het..-Ologa, 111<1strando una p•rman•ncia 

d• 18 y e dla• para la lQG co~l•t• y su Fab r••P•ctlvam•nt•. S• 

determine> una vida media d• q.38 di•• para la IQG y 3.83 di•• 

para •I Fab. DR ••t• eKp•riancta •• pUed• can•lderar la 

po•lbllldad de los cerdo& para servir como donadores de suero 

esp11clf tea, adam•• aunque se observo una permanencia en •l 

or9anis•a receptor ,..yor de la lQG qua de su Fab, la duracl&n d• 

varias di as, parmlt• SUQRrir 9U poslbll ldad d• actuar 

terapOutica .. nte en seroterapia h•tllrOIOQa 11n medicina 



1 NTRODIJCCI DN. 

A partir d•l d•scubrlmlento por B..-hinv y Kltasato, d• 

la capacidad teraptutica del su•ro d• animal•• hip•rln ... nizados 

<221, se inicio la inv••tl9aci~ •obr• •l u•o da lo• anticu•rpos 

contra •nf•rm•dades infacciosas y contra intoxicaciones por 

••ratmr•pia •• encamina al tratamiento, ocasianal...,t• a 1• 

profilaxis, y •n la actualidad se utiliza para •l trata•i•nto de 

sujeto• inmunodaficientas o con anfer,..dadea inmunalOgicas 2, 

9, 14, 2s, 26 0 1. La utilidad d• la ••rot•rapia •n la producciOn 

animal ha •ido reconocida desde hace lllUCho ti•apo, cuando de 

manera empírica •• inicio la admlnistraclbn d•l su•ro o la sanvr• 

de loa animales adultos destinados al sacrificio, a los animal•• 

lactantes da la vranja o hato 1171. Racientemente se realizo un 

••tudlo destinado a valorar asta prtctica1 al analizar los 

resultado• ancantrados en diferenta• vranJa• porcinas donde se 

realizo dicho experlmanto, se obs..-vo una reducciOn da 52 X •n al 

namaro d• ca•adas con diarrea en los lotes •xperimttnt&l••• y una 

disminuctOn de 43 Y. en la frecuencia de diarrea en los l•chones 

tratados en comparaclOn con los lotes tasti9os, observtndos• 

ad•mAs un incremento en el vigor de los lechones <17>. 

En otro estudio r•alizado con c•rdas lactant•• a los que .. 

l•• administro por via oral, suero porcino aspec{fico contra 

51Lmeo@lll bbQl@~lllYLI obtenido de cerdos en etapa de •nvorda de 

la misma granja, los cuales fueron inmunizados ex-praf•so con 
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ant•rioridad1 al r•tar los lechon•• con do&i• infectante& de la 

bact•ria, •• •ncontrt:I una diferencia &i gni fi ca ti va 

ca1111arativa.,.nt• al Qrupa d• l11Chan•• qu• na r•cibi•ron Igs 

••p11e(ficas, 127, 40> una inv••tiQaciOn similar •• realizt:I para 

valarar la capacidad d•I suero d• animales adultos inmunizado• 

con BQtl~l~Y~• ad•iniatrado por via oral • l•chon••• para 

conferir prot11CciOn contra un r•to con •I virus1 los re&ultado• 

eostraran una eliminacidn del virus •n •l IOOY. d• las h•ces de 

los ani••l•• t•stigoa fr•nt• a un 21Y. •n los animal•• 

experi .. ntal••• por lo qu• se concluy• que el suero interfi•re 

con la colonizaciOn d•I epit•lio int•stinal por •I viru& lll, 

:sbl. 

Can raap•cto al usa d• la serot•rapia •n m•dlcina humana, 

d• Qran 11111ortancla r•sulta ...,clonar qu• •1 trata11i•ntc 

e•p•dfico d•I Botulis110 con la antitoxina botulinica homOIOQa o 

h•tert:llcga •quina r••ulta •n la producciOn de r•accion•• adver&aa 

en •I 21 X d• lea casos tratado• con su•ro equino 132>. Otra 

pru9ba d• la utilidad d• la ••rot•rapia, •• la qu• r•porta la 

influencia en la recup•racidn d• nihcs con cuadro cl{nico de 

,..ningitis n•umocOcica al ad11ini&trarlea inmuncglobulinaa 

eap•c(ficaa, frente a aqu•llca nihoa qu• no laa recibi•ron, les 

qu• .a•traron ••veras secuelas o murieron <39>. 

se CQllProbO la Qr•n utilidad d• le• anticu•rpos como •Q•nt•• 

terapluticoa, aprovechando a la vez, la capacidad potencial d• 

lo• cerdos ca•a donador•• d• granda& volumen•• de suaro1 asi coMD 

la •nor•• ventaja aconOmica que representa utilizar el suaro de 

los animales destinados al consumo humano como un importante 

•Q•nt• auxiliar en la prevenciOn y control de alQunas las 
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enfermedades infecciosas (4,~ 1 33>. 

Es de gran importancia d••tacar la inv••tigaciOn 

encaminada a avaluar la posibilidad d• producciOn d• •u•ro 

antitoxina tetanica en cerdos, misma que d•mostrb qu• los cerdos 

raspond•n al 2o o 3•r estimulo antlgtnico, con niv•l•• similar•• 

de anticuerpos a los que praduca al cab•llo, sin qu• •• observe 

disminuciOn an la ganancia de paso al final d• las inaunizacionas 

<42l.D• esta manara quadO demostrado al gran pot•ncial da los 

cardos como productores da biolOQicos y con •llo la posibilidad 

da ampliar la ••roterapia en medicina v•tarinaria y hu .. na (S). 

Es de gran importancia destacar la nac•sidad d• inv•stiQa­

cion•s en ••rot•rapia con la finalidad de r•ducir o •li•inar los 

efectos adversos observados con el uso d• sueros h•t•rblDQDS en 

humanos, buscando ••p•ci•• donadora• distintas a la• ya 

tradicional••• o bien1 nuevas vf as o fer••• de .••roterapia, tal 

coao se demostrO con el uso del suero antit•tlnico equino 

adainistrado por vía intrat•cal, lo cual r•dujo •1 porc•ntaJ• d• 

mortalidad hasta un SY., comparado con al lSY. oba•rvado al 

utilizar la vía intramuscular (44). Esta faltad• inv .. tigaci6n 

&obre la s.rotarapia ha propiciado incluso •l qu• alguno• c•ntroa 

de atenciOn mtdica sugieran no utilizar un suero h•t.rOlogo 

espac{fico como trat•miento contra al •nv•n•n•mtenta causado por 

picaduras de alacrln(19>, puesto que no 

sistematizada y objetiva sobra al uso dal 

reportes d• la dramltica racuperacit>n 

•Ki•ta una valoraciOn 

mi••o, aunque aMist•n 

d• paciant•s al ••r 

tratados con suero antitoKin• producido an cabras cotnparada can 

•l tratamiento conservador con fenobarbital 

recuperaciOn fut; mlt; lenta <34, 41, 43>. 
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La po•ibilldad de atenuar agente• Infecciosos o alterar 

las toxinas bacterianas P.,.•it• •U u•o para la inmunizacibn d• 

huaano• y la obtenclOn d• ••ta manera de sueros homOlogo•. El 

uso de •uero• heterOlogo• queda limitado prácticamente a los 

P•Í••• en las que 1•• condiciones soctoeconO•icas y culturale& 

lapiden la producciOn de •uaro• homOlogo•, y la• condiciones 

ambl•ntale• propician una alta lncld•ncla de enfermedad•• en las 

que la seroterapia ha de•o•trado su valor sin tuoar a dudas, lo 

cual •l•va la demanda de lnmunoglobullna• a cantidad•• laposlbl•• 

d• producciOn •n hu•anos <3, 5 ). De esta manera•• forma un 

circulo vicioso •n~r• las candtciunes que favor•c•n la presencia 

de anf•rmedad•• lnfecclo•as y tOKicas y la nece•idad d• grand•• 

valumenes d• •ueras e•pec{ftcas contra ••tas, par lo que1 ni •• 

erradican las enferaedad•• ni •• logra •atlsfacer la deaanda de 

su•ro. 

Tradicionalmente lo• •uero• para uso en humanos han 

•Ido producidos en caballos, tal e• el caso de 1'111Mico, por lo que 

su u•o cont(nuo Incrementa la• posibilidad•• de reaccclon•• de 

hiper••n•lbllldad en lo• pacientes (22 1 47>. E• clara pue• la 

enor .. ventaja que tlen• el u•o de lnmunoglobullna• para el 

trataaiento d• muchos padecimiento•, aunque exista •l riesgo de 

raaccton•• d• anafilaMia por •1 usa da sueros heterOlDQos, tanto 

•n la medicina humana como •n v~tertnarta. El uso da •ueras 

hDllOlogo• o heterOlogc• en medicina veterinaria ••rl ben•f lco 

econO•icament•, aun considerando las reaccionas adversas,puesta 

que •• puede ligar la producclOn de suero• y su utlllzaclOn en 

m•dicina prevantiva<20>, en los diferentes sistemas de producción 

animal, con la cansiouiente ventaja en la disminuciOn de costea 



de producciOn <S, 17,20, 42), 

lnvestiQaclon•s recientes encaminadas a la producciOn d• 

Qrandes volOmen•• de suero, llevaron a consid•rar a loa c.rdas 

ccflO posible fuente,ya que au explotactOn •• intensa. y su sangre 

•• desechada a subaprovechada en ca•I toda• la• ra•tras del Pal• 

<I, 23 l. El siQulente paso can•lstiO en probar la capacidad de 

re•pue•ta de la• cerdas en diferente• e•qu ... • d• in111U11lzaclOn 

destinadas a •l•var el titulo de anticuerpo• específicos, 

resultando que loa cerdos respondieron adecuada•.nt• a la 

••timulaclOn antlgtnlca de toxaid• tetlnica, veneno de alacrln v 
veneno de serplent•s, produciendo titulas de anticuerpo• 

n•utralizante• •!~llares a lo• obtenidas en caballos <S, 42 >.Se 

han utilizada otros antígenos como §1Lm2oclll ~bgltc!~IYll~ 

Bgt1~lcu1 • inmunOQlabulinas, a lo• que los cerdos respondieron 

adecuadamente <4, 11, 27, 40!. La e•tl-..laclfln ant!Qtnlca se 

practico en c•rdo• en etapa de •ngorda, de manera qu• •• ajusto 

la fecha de la sangrfa para la obtenciOn del suero con la f•cha 

d• sacrtficlo de los mismos La• e•tl11Ulaclones antiv•nicas no 

produJeron alteraciones que .. rmaran la calidad de los animales 

•n pie o de sus canales, por lo que se puede preve.r una oanancia 

adicional dal productor por la venta d• sueros especificas <42). 

Una v•z que se conoclO la capacidad d• los cerdos para la 

producctOn de grandes volumen•• de anttsumros. .. procedib a 

evaluar qua tan tnmunog•ntco podría resultar el uso del &u•ro 

porcino en humanos. Para ella, •n 1q93 se reA1tz6 un •studio 

•ncamlnado a identificar posibles similitudes lnmunolOQlcas entre 

la IgG porcina y la lgG humana <37>, esta estudia consistiO •n al 

an•lisls de los compon•ntes de cada mol~cula utilizando la prueba 
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de in•unoelectroforesla, demoatrAndosa la gran similitud 

lnaunolOglca que &Klste entra atibas lnmuno9lobullnas1 adem~s se 

reparto qua la ln1111nlzacion d• cerdos con IqG hu•ana resulta en 

la producclbn da anticuerpos solo hasta el 4o y So estí111Ulo 

antiqtnlco, por lo que es necesario estudiar el cDll!)orta•i•nto de 

la 196 porcina en el hu•ano para pensar utilizarla en serot•r•pia 

heterbloga. Est.,. datos par•ltan suponer que el suero porcino 

conatltuye la .. Jor opclOn coao sustituto del suero equino en la 

sarot•rapi• por into•lcaciones •n hu•anos. La poaibilidad de 

utilizar •I suero porcino CDllO sequnda opcl6n en al trata•lento 

de enfar••dadea infecciosas o intowlcaclon••• requiere ••tudi.,. 

sobre el C""'l>Ortaaiento .. tabOlico de la IgS porcina en la 

asp..:ia receptora, con al fin da d•t•r•inar el tlaapo da 

paraanencla en los receptores, y podar hacer una astlaaclbn da 

la• dosis • lnt•rvalo• en lo• cual•• al producto puede o dab• ser 

adainlstrado como agante 

dado el .. tablacialanto v 

teraptutlco, para lo;rar en un 111D111111to 

aantanl•i•nto da un nivel tltr'aptutico 

adecuado en la sangra <2, 14,2S>. 

La• ttcnlcas actual•• 

•li•lnaclbn lnaunolOQica de 

cuantificar la 

anticuerpos en un or9anls•o, 

aarc•J• da la IOOltcula dal 

CJ-13S, 1-1~, C-14, S-3S, 

incluyan ttcnlcas talas cDllO el 

anticuerpo con lsbtopos radiactivos 

H-3) para su ••Qui•iento en al orqanls•o, esta ttcnica poa•• una 

Qran ••peclficidad en cuanto a la cuantificaclOn del anticuerpo 

marcado, •In •lllbarQOI raquler• de un equipo altaasnta costoso y 

el ••plao de psrsonal altaaenta capacitado para trabajar con 

radiactividad. Para el presente trabajo •• salacclono al uso da 

un• ttcnlca con menor rleaqo an su lmplamentaciOn, sencilla, da 
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gr•n sensibilidad y aconOmlca. El ensayo lnmunoabsorbanta ligado 

• anzim•s <enzym•-linked immunosorbent ••••V• ELISA>, es una 

ttcnlca cu•lltatlva qua sin embargo parmlt• raallzar ansayos 

cuatltatlvoa cu•ndo ••estandariza •d•cuadamanta. La ttcnlca de 

ELISA sa funda111anta baslc ... nta an Ja especificidad 

los anticu•rpos d• reconoc1tr un antí;•no y formar 

ln11W1•• qua puedan ••r ravalados por un a99undo 

qua tlanan 

complaJos 

anticuerpo 

Marcado con una enzi••· La •nzima al reaccionar con •1 sustrato 

foraa un producto c0Jortdo1 Ja tntanaldad del color •• relaciona 

direct• ... nt• con Ja c•ntldad de compl•Jo• tnaunaa foraadoa. Se 

puada dar valor al color obtenido, usando un aapactrofoto .. tro, 

al principio an al qua se basa asta ttcntca •• •tallar a la 

utilizada an la lnmunofluora11cancta <IS, u,, 29, 46, 48>. 

EaquaaAttcalMK\ta la ttcnlca se describe a11t1 

11 Ag pegado an una faaa sOllda 

21 Ac aapac(flco va. AQ 

31 Antl-in11Un09lobullna •arcada con enzima 

41 Suatrato 

E•ta ttcnica posea una aen•lbilldad y aspaclficidad muy 

•levada, ad .. Aa d• una gran raproduclbllldad y 11i111>llcidad para 

la detecclOn da anticuerpos o antígenos, Jo que la ha p.,.mltido 

••r empleada como un• ttcnlca da dlaQnOstico en ... dlctna 
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v•t•rin•ri• 148, 4bl. En ••dicina huaana 1• t•cnlca de ELISA ea 

d• un gran valor para la id•ntif lc•ciOn d• anf•r1Wdade• en dond• 

•1 diagnostico oportuno y ••p.cífico tiene una lniportancl• vital, 

ca.o lo•• •1 caso del diagnostico d• la cisticercosis. El 

desarrolla d• 1• tecnlc• •• d••cribe •n 1• ••cciOn de •ateri•I y 

••tocios. La investloacitln d•sarrollada •n "ªKica sabr• 

producclOn de &uera• a partir de cmrdos, peraitlO reconocer qu• 

••t•• ••p•ci• pr••1tnta grand•• ventaJ•• para 1• produccion d• 

estas, qu• superan Incluso• I•• que brinda el caballa <~ l. Sin 

IHlb•roa, •• necesario continu..- y concluir lo• .. tudio• sobre 

far .. codln••ia, taKicldad y esp•clficidad en otra especi•, antas 

d• cansid•rar su posible utilizaciOn .,, huaanos. El pre••nt• 

.. tudia pret911da cubrir un aspmcto del .. tabolismo d• la lQG •n 

un •i•t••• blolOQico, para la cual se plant•O •I sioui•nta 

abJ•Uva1 

08.'IETJVO 

la inaunoalobulina G 

porcina antiv•n•no da alacr•n en el ratOn ••dlant• la utllizaciOn 

d• la t•cnlca d• ELISA. 
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ltATERIAL Y IETODOS, 

IC11ntruroid•• sulffu•su• Pocak, c. naxtu• Hoffman 1 

poli v•l •nt• 

C, ltmptdus 

ll•pldus y c. ll~ldus t•ca.anu•I, donados por l• G9r11ncla 

0.n•ral d• BlolOglcos y R•actlvo• d• la S.cr•t•rla d• Salud1 •• 

r•alizarcn echo dtluclon•• con •I f•ctor d• dlluclOn 111.2 en 

soluctOn ••llna fi•lolOgica • partir d• una dlluclon 1110 d•l 

v•n•na puro. Grupo• d• cinco ratan•• por diluctOn, •• lnv•ctaron 

con o.s •l por la v•n• caudal. P•r• r••liz•r •l calculo de la 

DI.SO d•l v•n•no, •• r•gi•trO •l nO•ero d• •ni••l•• vive• y 

mu9rtos dlll'ltrc d• l•• prim•r•• 24 hor•• v •• calculo d• acuerdo 

•l .. todo d• R•ed y l1u1tnch 1311 • 

Para I• obt9flci0n d• l•• inlftUnOQlcbullnas ••P•ciflca• contra 

V9'19f!O d• •lacran, •• utilizaren di•z C9rda• h(brldaa 

convencional•• •n la •t•P• d• •ngorda d• 3 ••••• d• •d•d •n 

pra.•dia d• la GranJ• EKp•rlm•ntal Porcina de Zapotltlan d• la 

Facultad d• M•dicln• Vet9rln•~I• v Zoot•cnl• de I• Universidad 

N•clon•l AutfJnoma d• ,.Mica, ••tos fueron iny•ctadcs cada IS diaa 

••gOn el protocole d• inmunl••clOn anteriormente ••t•bl•cidc por 

Barbe•• •tal. 161. A lea 6 m•••• de •d•d en prom•dlc, los c•rdoa 

fueron sacrificados en el rastro y la sangre aa col•ct6 en 

r•cipiant•• ••térll•• directamente del cu•llo. La sangre 

colectada •• tr•aladO al laboratorio de lnfectclcgl• da la 
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SUbdivisiOn d• Plttdicina EMp..-i,..ntal de la Facultad d• Plttdicina 

d• la Liniv11rsidad Nacional AutOnoma d• ,..xico. Post•riorment• •• 

fragm11rttO •1 co&gulo y •• d•jO r•tra•r, d•jandolo a 4 C para 

posterlor...,te centrifugarlo a 2!500 rpm durante 1!5 minuto• para 

eliminar las ctlula•. El su•ro obt•nido se almaceno a 4 e hasta 

su usa. 

Tltulacion de los su•ro• de Clll'"dO antlveneno de alacr&n. 

La capacidad n•utralizante d• las •u•ra• porcinas •• 

d•t•r•ino haciendo diluciones 112 y 113 d• cada su•ro. Cada 

diluciOn de su•ro se .. zclO con un volulHn igual de veneno 

conteniendo 12 DLSO raton <31> y s• dejo reposar durant• una hora 

a tellfleratura ambiente para despues inyectar o.s •1 1.v. a cada 

ratOn siendo s por cada dilucion. se r•Qistro el namero de 

anl•ale• vivos y euertos durante la• prleera• 24 hrs. y .. 

calculo el rN SO~ raton <cantidad •lnima de suero requ•rida para 

neutralizar 12 DLSO raton del v•neno> de acuerdo al mttodo de 

R-d y 11uench <12>. 

Obtencion de lo• frag..,,tos F~ y Fe de la lQB porcina. 

Se tomaron 40 •1 de una soluciOn de lo;¡G porcina pura 

contentada 10 mQ/ml y •e mazcl•ran con 60 OIQ de EDTA, 4 mg de 

papalna y O.Sb mi de 2-.. rcaptoetanol 0.1 11 en un matraz y •• 
dejo incubando por 3 hrs. •n bill'IO maria a 37 e para qua ... 
realizara la digestiOn de las moléculas de lgG. Al finalizar la 
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dige&tien, la aolucien ae dialize contra un AMDrtiguadcr de 

fosfatos 0.01 11 pH 7.4 toda la noche. Para reducir al volumen •• 

d!alize contra glicerol toda una noche. al finalizar la 

cancentraciOn se dial he contra amortiguador de fosfatos 0.01 11 

pH B durante dos har~• (24, 301. Se monte una colu..,a da 

intercambio ienico de 2.s M 4S cm con DEAE-Calulosa en 

AllOrti gua dar de fosfatos 0.01 11 pH B para separar ambas 

fracciones. Se colectaron fraccionas de s .1. La velocidad da 

flujo 60 mllh, cada lftU9Str"a se laye en un 

aapactrofotematro Carl Za!aa 114 Qlll 38993 a 200 n• para 

localizar la prota(na. Se raun!eron loa tubos da cada fraccien en 

bol••• para di,lisia, una para cada fraccien y se cubrieron con 

glicerol durante toda la nacha para reducir au vclu...., al m&ximo. 

Para •liminar al glicerol remanente, n d!al!ze contra 

amortiguador de fosfatos 0.01 11 ph 7.4 (241 y •• procadle a 

cuantificar la cantidad de proteína de cada fracclen par al 

matada de Lowry C3SI. 

Preparacien del suero antl-in8UnOQlobulina 6 porcina. 

Para la praparac!en dal suero se utilizaren des conejos qua 

fueron ln-..nizadoa bajo al siguiente eaqu•••• 

Conejo Aa lnmuniiacitln con Fab. 
estimulo dosis adyuvante 

1 
2 
3 
4 

* (21> 

SOO ug 
500 ug 
soo ug 
1500 Ull 

Caaplatc de Fraund• 
Completo de Freund 
ain adyuvante 
ai n adyuvante 
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se. d01"'90 
se. dorso 
se. plantar 
!ntra..uacular 



Conejo B1 lnmunizaciOn con el frag .. nto Fe, 

estímulo do•i• adyuvante vla 

900 UQ Completo da Freund •ubcutanea 

2 900 UQ COlllPl&tc de Freund se. plantar 

:s 900 ug Sin adyuvante intra111uacular 

4 900 UQ Sin adyuvant• •c. plantar 

:5 900 UQ Sin adyuvante i ntraperttoneal 

Les estimules fueres aplicados con Intervalos de 7 dlaa. La 

tttulaciOn del suero de lo• conejos se realizo .. diante una 

prueba de doble lnmunodlfuslon 7 dia• deapuaa de cada estímulo 

antiQ&ni co 124>. Las diferencia• entre los 

tnaunlzaciDn se daben a las diferentes respuestas de lo• conejos 

a los estimulas, por la qua •• buscc l•• mejor ~•n.ra de 

••ti mular 1 os. Se •~crific6 a lo• conejos cuando pr•••ntaron 

titules igual•• e ~ayores a 1132, 

La sangra obtenida se deJO coagular a temperatura ambiente 

para fragmentar el coagulo deJandolo retraer 12 hra a 4 C y 

posteriormente centrifugarlo a 2:500 rpm durante 1:5 aln. en una 

centrifuga Beeckman TJ-6 para eliminar las celulas <2<1>. 

Preclpltaclon de las anti-IQG porcinas del suero de conejo. 

Las tnmuno9lcbulinas del su•ro d• los con•Jos fueron 
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precipitadas con una scluciOn saturada de sulfate de amonio a 

vclOmenes iguales. Se emplearen 40 mi de cada suero y 40 mi de 

1• soluciOn s•turada de sulfato de amonio. S• agitaran durante 30 

minutes a temperatura alllbiente y despu•s se centrifuQarcn a bOOO 

rpm x 20 minutes. Se desecho el sobrenadante y el precipitado se 

resuspendiO al volumen inicial con sclucion salina fisiclOQlca y 

se agregaren 20 mi de la soluciOn saturada de sulfato de amonio. 

E•to se repitiO hasta que el scbrenadante resulto claro. De•pu•• 

de la Oltima centrifugaciOn, el precipitado se resuspendlO en 

soluciOn amortiguadora de fosfatos y •e puse a dializar durante 4 

di•• a 4 e con la misma •oluclon para eliminar el •ulfato de 

a11011io de las mue•tra• haciende caftlblos de •cluclon cada d(a. Al 

quinto dia se dializo contra soluciOn amortl;uadora de fosfatos 

0.01 "pH 7.4 <241. Finalmente •e determino la cantidad de 

proteína d• cada antl-IgG por el .. todo de ~cwry realizando 

dlluclon•• 11100, 11200 y 11400 <24, 30, 3Sl. 

Purlflcaclon de los anticuerpo•. 

Para purificar la• lnt11.1n0Qlobullnas de conejo y proceder a 

marcarlas con peroMid•s•, preparo una columna para 

cromatografla de intercambio lcnlco con dimensione• de 2.S cm de 

dta .. tro x 4S cm de lon;uitud. Se utilizo DEAE-Celulc•• en 

buffer de fc•fatos 0.01 " pH B. Se tOllaron S mi de cada 

anticuerpo y se dializaron centra amortiguador de fosfatos O.O! " 

pH B. Se corrlO la columna con una velocidad de flujo de 60 mi 

por hora. Se colectaron fracciones de S ml. Se leyO la densidad 

Optlca a 280 nm. Se colectaron las fraccione& donde se detecto 
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proteína y •• colocaron en bol••• para dl&lisis,tomando 

previa .. nte una n1U•stra para hacer la determlnactOn de proteína y 

colocando •1 resto a concentrar an Qlicerol a 4 C para tener una 

concentraci6n final de 10 1191•1· Al finalizar la purificaci6n de 

un pri .. r anticuerpo se procedlO a lavar la columna de 

DEAE-celulo•a con una soluclOn de NaCI o.s M que se hizo pasar a 

trav•• de la columna para despu•• lavarla con 4 volu .. nes de 

a9ua. Se ajusto el pH de la coluena para purificar el sevundo 

anticuerpo. Se r••lizO el •i•llO procedimiento qua con el 

anticuerpo anterior, para tener al final una concentraclOn de 10 

11191•1 de cada anticuerpo en •oluclOn de carbonatos 0.01 M pH 9.5 

<24, 30, 35). 

CorlJuQact6n de los Anticuerpos 

Se pesaron B mQ de perowlda•a ( SIQMA No P-8375 y se 

dt•olvleran en 1 •l de a9ua d .. lonlzada. Despu•• •e preparo una 

soluclOn de Periadato de Sodio 0.1 M para aftadlr 0.2 •1 a la 

soluclOn de la peroKldasa y se deJO en aQttaciOn suave por 20 

•In. Despu•s de la •QitaclOn •e pu•o a dializar contra 

allOrtlQuador de acetato de •odio 1 "'"pH 4.4 a 4 C durante toda 

la noche. Al día siQuiente se elevo el pH de la soluciOn 

aQrllQ&ndole 0.02 ml de a11<1rtiQuador de carbonatos 0.2 M pH 9.s, 

inlllediata .. nte de•pu•• se adicionaron 10 mQ del anticuerpo en 

a•ortlQuador de carbonato• pH 9.5 0.01 M y se deJO en aQltaciOn 

•uave a teeperatura a.Olente por 2 horas. De•pu•• de la 

aQltaclOn se le adiciono 0.1 ml de una soluclOn de Borohidruro de 

sodio conteniendo 4 ag/ml en agua y 11• dejO reaccionar durante 2 

15 



horas a 4 e, Post•riorm•nta sa dializo contra boratos O.! H pH 

7.4 durante teda la noch•· Para eliminar la percKidasa libre del 

anticuarpc p•rcKidado se utilizo una columna de Saphad•K G-200 de 

l,b cm de di&metro x 35 cm da lcn11itud. Se uso un amcrti11uadcr de 

boratos 0.1 H ph 7.4 y sa ccrriO ccn un flujo de 5 ml/h, 

colectando fraccion•• de 3 ml por tubo. Posteriormente •• leyO 

cada tubo en el •spectrcfctOm•trc a 280 nm para localizar la 

prct•lna y proc•der a reunir les tubos y reducir •I volu••n •n el 

qu• se •ncontraban lo• anticuerpos parcKidados, Finalm•nte para 

11llcerol para cansarv•rlos v almac•narlcs •• dializ•ran contra 

tener una ralaciOn al 50 pcr ciente de 11licerol y buffer de 

boratos (101, 

ESTANDARJZACION DE L.A TECNICA DE EL.ISA. 

11ontaje de la ttcnica y ••tudio da la sensibilidad. 

Para datarminar la cantidad da antl11enc qua la ttcnica pueda 

detactar, sa realizaron dilucion•• de las preparaciones da Fab y 

de la lgG de carde de manera qua la• ccncetracicnes utilizadas 

fueren• IgG porcina• 0.0565, 0,00SbS y 0.00113 ml)/•1, Fab d• JgG 

porcina1 O.ISO, 0.015 y 0,0015 mg/ml. Todas las diluciones se 

realizaron ccn amortiguador d• carbonates O.OH ph 9,b, Se acoplo 

O.l mi da cada diluciOn a 3 pozos y 3 pozos con 0.1 mi da suero 

normal de ratOn sa usaren come t•sti11cs(todos los pozos aapleado• 

para la realizaciOn da la ttcnica de EL.ISA sen d• poliestir•no y 

••fijan en un soporte para pozos, esto• pozos son d•sech•bles>. 

Se dejaron en incubaciOn a 4 C durante toda la noche en c&miara 

16 



hO .. da y al día siQUl•nte •• lavaron todos lo• pozos con PBS 

t...,.n 20 poniendo • cada pozo 0.2 ml deJidolos tres minutos para 

desputs vaciarlos 

gasa limpia. El 

y secarlos oolp•andolcs inv•rttdos sobre una 

lavado •• repltiO tres V•c••· Posteriormente se 

bloqu•aron los poslbl•• •spaclos Jibr•• adicionando a cada pozo 

0.2 •1 d• una soJuciOn d• albOmlna strlca bovina al 1 Y. y .. d•JO 

incubar a 37 e durante da• horas en cimar• hO,,..da. S• r•pitiO la 

ttcnica d•I lavado d• pozos para continuar con •I paso •luul•nt•. 

S• Incubo •I anticu•rpo p•roKldado d• conejo e anti Fab porcino>. 

diluido 1110, 1120 y l1SO an PBS tween 20 adicionando 0.1 mi de 

cada diluciOn a cada una de las dlf•rente• concetraclones del 

antígeno pe9ado a lo• pazos. Se deJO Incubar a 4 e toda la noche 

en cimar• hOaeda. Al día siguiente se procediO • lavar Jos pozos. 

Para revelar los poros se preparo 10 mi de allOr'tlguador de 

citrato de sodio pH S.b y •• I• adicionaron S •Q del sustrato OPD 

<ortof•nllendlamlna> y o.oe3 al de una soJuciOn d• perOKldo de 

hldrOQ•no al JO X inm•dlatam•nt• d•sputs d• pr•parado ••aplico 

0.1 ml por poro y se d•JO reaccionar por 10 mln. Para det•ner la 

reacclOn se uso 0.02S •1/pozo de HCI 3N conteniendo o.s Y. de 

sulfato de sodio CIO, IS, 30, 481. S• procedlO a Ja l•ctura de 

las d•nsldad•s Optlcas d• cada pozo en el l•ctor d• ELISA 

Minireader II Dynatach Praduct a 490 nm. 

Para conocer la s•nsibllldad de la prueba para d•t•ctar •l 

antíoena, au ua•rcn difur•nt•• ccncantraciones de anticuerpo de 

captacien pegado a tos po:os, frente a concentraciones distintas 
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del antígeno, revelando con antl-Fab porcina p..-oKldada diluida 

1120. Del anticuerpo de captacion diluido en amortiguador de 

carbonato• o.~ M pH 9.b, •• P•Qaron 0.1 ml por pozo, •lende en 

total 4B pozo•. Se deJb.incubar a 4 e encamara hO.,.da toda la 

nochs. Al d{a aigulenta se lavaron loa pozo• y se bloqueo con 0.2 

mi de albOmina s•rlca bovina al ~ Incubando a 37 C durante doa 

horas. Se lavaron loa pozos y se pegb •l anticuerpo ponl•ndo a 

24 pazca 0.1 mi de cada concentracibn. Se dejb •n incubaclon en 

camara hO••da a 4 e toda la noche. Al día algulent• •• lavb y •• 

aplicb el sustrato de la misma man•ra que en la pruaba antarior 

para deapu•• l•er <lo, 30>. 

Detllr•lnacion d• la vida eadia d• la ineunoglobulina a d•l cardo. 

Diseno •xp..-1..ntal. 

Se utilizaron dos pr•paracion••• la 11<>!6cula co,..,leta de l;i 

y al Fab de la IQG porcina,las cual•• se conc•ntraron a 200 eg " 

en una c•ldilla A"ICON utilizando una m•mbrana XM-~O para al F•~ 

y una Xm-100 para la IQG S• utilizaron 90 raton•• d• un pa~. 

entre IB y 20 g con una edad da b samanas d• la linea Taco 

formando 6 lotes conforme al cuadro s1guiant•1 

IS 



Grupo 

A lgG 

B Fab 

No. rAtones 11g/ratOn 

100, so, 20 

100, so, 20 

vol • i ny•ctado 

0.5 111 

o.s 111 

via 

IV 

IV 

En cada grupo •• for11aron •ubgrupos de lS raton••, uno para 

cada concentraciOn. Los ratones fueron inyectados en la vena 

caudal. Cada terca·r d{ a durante un 11••• •• obtuvi•ron do• 

.,estras de •uero de cada subgrupo, se rHlizt> la pri '""r• sangda 

IS •in. de•pu•• de hab11r inyectado las ln.,noglobullnas. L•• 

sangría• •e practicaron en el ••no ocular obteni•ndose o.a mi de 

sangre por raton. El suero •e obtuvo mediante centrlfugaciOn a 

2:500 rp1111s min y se almacene. en frasco• ldentificandolos con el 

n011ero de sangría y lote de rat6n hasta su utilizacltln en •I 

ELISA. Se practicaron IS •angrl•• por subqrupo cubriendo un total 

de 2~ di••· Cuando se tuvieron toda• las 11t1eatras de suero se 

procediO a la cuantificac!On de la IQG porcina y su Fab. 

Deter•inacifln de las diluciones de los sueros a utilizar, 

se realizaron .. zclas de.ciertas cantidae• de Ja lgG porcina 

en •uero normal de raton, ••Í ca.o diluciones d• una •uestra de 

suero de 

dllucien 

los ratone• experill9ftlales para deter•tnar as{ la 

nac•••ria pAra t•n•r lecturas d•ntro d• la curva 

••tandar, bajo el siguiente esquema1 
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Anticu•rpo de captaciOn1 0.150 mgl•l 

Suero de ratOn inyectado con 100 mg de IgG1 dilucion 1110, 

11100 y h 1000. 

IgG porcina diluida en suero normal d• ratOn1 1, 10 y ~O 

UQ/ml. 

Anticuerpo peroxidado1 diluido 1120 

5• e111pl•aron b pozos correspondi•ndo un poza p..-a cada 

diluciOn empleada del suero de r atOn v de 1 a• dist! nt as 

cancentr•ciones de lgG porcina, •damas d• das pozos control. La 

tecnica fu• la misma que •• d•scribiO anterior .. nte en •I •i•t .. a 

d• emparedado. 

ObtenciOn d• la curva -tandar. 

Para la cuantificaciOn de la IQG y su Fab •• hizo una curva 

patrOn con las densidades Opti cas obtenidas al aplicar 

conc•ntracion•• conocidas d• lgG porcina pura v Fab con •I 

si11uiente ••quema1 

Anti cuerpo d• captaci On 1 1 ll 

llJG porcina y su Fab1 121 

Anticuerpo p•roxidado1 

concentraciOn llCJ/•l 

O.ISO 

o.oso, 0.040. o.o:so, 0.020, 

0.010, o.ooe, 0.006, o.004, 

0.002, 0.001, O.OOOS .Y O.oooo:zs 

dil uc!On 1120 

111 se aplicaron 0.1 mi de esta concentraciOn/pozo. 

121 se aplicaron 0.1 mi de cada concentraciOn/pozo. 
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ELIBA para dat.ralnar al tlaapa da alialnacl6n dal antiQana. 

El ••queu uti 1 izada para la valaraclOn da las 

cancantraclanas da la lQG y •u Fab an al suara da la• ratona• •a 

raallzo caaa •laua1 El antlcuarpa da captaciOn •• utilizo can 

una cancatraclOn da O.ISO llQl•l. E•quaaa da dlluclana• dal •uara 

da raton aplicada a cada paza da acuarda al no.,.ra da ••noria y 

Qrupo aMparlaantall 

Dlluciana• da las •u•ra• da raton can IQG y can Fab•. 

Dla No. ••nQrf a 100 •11 so '"11 20 1111 

111000 11100 1110 

3 2 111000 11100 1110 

s J 111000 11100 1110 

7 4 111000 11100 1110 

9 s 1110 •Id sld 

11 b 1110 •Id •Id 

13 7 1110 •Id •Id 

IS a 1110 •Id •Id 

17 9 •Id •Id ald 

19 10 sld ald •Id 

21 11 sld •Id •Id 

23 12 •Id •Id •Id 

2S 13 sld Sld •Id 

27 14 Sld Sld sld 

29 IS •Id sld sld 

----------------------------------------------------
* la• diluciones realizadas con lo• sueros fueron IQuales: 
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para ambos grupos. 

El anticuerpo 

procedimiento para 

perollidado 

realizar e1 
se utl li20 

ELlSA es 

anteriormente. Lo5 volu~enes utilizados 

diluido 

lgu.1! al 

1120. El 

de11cri to 

para cada reactivo 

fuaron1 0.1 mi/pozo del anticuerpo de captaclOn, 0.2 mi/pozo de 

albOmlna serica bovina, o. 1 mi/pozo de suero de ratOn diluido y 

0.1 mi/pozo de anticuerpo paroxidado. S. revala con 0.1•1/pozo da 

sustrato y se detiene la raaciOn con o.o~ mi/pozo da HCI. 

Analisis estadístico. 

A partir de las densidades Opticas obtenidas •• calculO la 

curva patrOn da concentraciOn de lgG y su Fab. Al traspalar las 

densidades Optlcaa obtenidas en el ELISA con los suaros da los 

ratones aKparimantales,sa obtuvo la cantidad da lgG y su Fab 

circulant• en mg y su equival•nt• en porc•ntaje para cada uno d• 

los 11ubgrupos, Con estos datos ea obtuvieron adat1as las graficas 

da la curva da allminaclon da lgG y 11u Fab para cada subgrupo da 

ratones. 

Flnal•ante ••realizo un ajuste por regrasien lineal (13> 

da 1011 porcantajas obtenido11 pra determinar al dia en al que se 

alimlnO la totalidad de la lgG o su Fab del suaro da 1011 ratonas 

considerando todos lo• valoras da cada grupo y da cada subgrupo 

da manera independiente para despues detar•inar la vida lladla de 

la lgG. 
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RElll.l. TADOS 1 

ProducciOn d• lo• r•activoa n•c•aarioa para •l d•aarrollo d• la 

prullba. 

Loa au.ros obt•nidos d• loa c•rdoa lnMUnlzado• con v.n•no de 

alacrln fu•ron procesados para la obtenciOn d• 196 pura, Fab y Fe 

las cual•• 110atraron est•r puros de •cu•rdo a las resultados d• 

laa pru•bas d• Inmuno•l•ctrofora•I•, Cr<>11ato9rafia d• filtraciOn 

y El•ctroforesl• en 9•les de acrilamida¡ al finalizar la 

di9•stiOn, ••paraciOn, conc•ntraciOn y d•terminaciOn de prot•ína 

de los fragmentos de la IQG porcina •• obtuvieron 45 mi da 

soluciOn del Fab con una conc•ntraciOn da 1 mg/ml y 50 al d• 

aoluciOn dal Fe con una conc•ntraclOn da l.B mg/al, con lo• qu• 

•• inmunizaron dos con•Jos. El con•Jo in.unizado con Fab 

raspondlO con un titulo d• 1132 al cuarto estímulo antig6nlco, 

mientr•• que el conejo inmunizado con el fragmento Fc 1 respandiO 

con •l aismo titulo hasta la quinta inmunizaclOn. Los con•Jo• 

fu•ron sangrados a blanco y de la preclpltaciOn d•l suero •• 

obtuvl•ron 35 mi d• cada antl-IgG a•p•clf ica con una 

conc•ntraclOn da 56 mg/ml para la anti Fab porcina y da 34 mg/ml 

para la anti Fe porcina. El resultado de la columna de 

crcmatografia de intercambio iOnico fut l~ obtenclOn de 10.6 mg 

d• anticuarpoa anti Fab y 11.4 d•l anti Fe. Dichos antlcu•rpos •• 

marcaron con p•roKidasa y al final del marcaje da cada 

anticuerpo, se obtuvo un volOmen de 4 ml de anticuerpo peroKidado 

al ~O Y. con glicerol, con una relacian enzima anticuerpo 113. 
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EstandarizaciOn d• la tecnica d• ELISA. 

Se hicieron loa ensayos necesarios p•r• datarmin•r las 
condicione& Optimas de trabajo y conocer la dlluci6n del 
anticuerpo peroxidado a utilizar y la concentraciOn del 
anticuerpo de captaclOn <cuadros t y 21, la sensibilidad y 
especificidad de la prueba <cuadro 31 y las diluciones da 
los sueros d• los ratone• (cuadro 4>. 

Cuadro 11 D•n•ld•d•• Optlcas obtenidas al utilizar dlf•rent•• 
concentraciones da antlgeno de captaclOn y rev•lado con 
dlf•rentas diluciones d• anticuerpo pmroxldado. 
2 3 4 5 6 7 B 'I to 1 t 121 

A 1.'l'I 1.61 1.36 o.o4 o.'13 o.s'I o.46 0.01 o.te o.t7 o.oo 0.01 
B over ov•r ov•r 0.04 ov•r 1.83 t.27 0.00 1.13 o.86 0.3t o.oo 

• • nomero de pozo 
1 al 4 son los pozos que se r•v•laron con una dlluclon d•l 

anticuerpo p•roxidado de tilo. 
Sal B son los pozos que se revel•ron con una diluci6n 

del anticuerpo paroxldado da 1120. 
'I al t2 son lo& pozos qua se rev•l•ron con una dlluclOn d•l 

anticuerpo paroxldado de t130. 
A,. La conc•ntraclOn d• Fab utilizada fue d• 36 ug/ml <pozos 

1,3,'ll, 3.63 ug/ml (pozos 2,6,IOly 1.13 ug/•l (pozos 3,7, 
11>. 

B • La concentraclOn de IgG utilizada fue d• 130 ugl•l Cpozos 
1,3,'ll, 13ug/10l !pozos 2,6,101 y 1.3 ug/ml (pozos l,7, y 
11>. 
Los pozos 4,B y 12 tienen suero de raton normal. 

Cuadro 21 D•n•ldad•s Optlcas obt•nldas al hacer 
dif•rent•• ccnc•ntracton•• d• •nttcu•rpo d• 
con dos dlfer•nt•s concentraclon•• d• antiQ•no 
con anticuerpo peroxidado diluido 1120 

1300 1.3 130 

r•accionar 
captactOn 
rev•ladow 

13 • 
1 2 

130 
l 4 7 B 'I 10 11 12 .. 

A o.47 o.:so o.3'1 o.61 o.34 0.20 0.12 o.t3 o.o5 o.o5 0.02 0.02 
e o.:s3 0.29 0.61 o.63 o.4s o.49 o.ti 0.12 o.o5 o.o5 0.02 0.02 
c o.37 o.3t o.1:s 0.16 o.33 o.se 0,14 o.t3 o.o4 0,04 0.01 0.02 
o o.31 o.24 0.10 o.66 o.37 o.33 0,14 o.t4 o.o4 0.04 0.02 0.02 

a = concentraciones usadas en ug/ml d•l anticuerpo de captaclOn • 
•• a namero de pozo 
A = o.oto mg/ml d• Fab 
B 0.002 mg/ml da Fab 
c o.oto mg/ml de IgG 
D = 0.002 mg/ml de lgG 

Densidad•• Optlcas obtenidas al acoplar dlfmrentes 
concentraciones de anticuerpo de captaciOn & los pozos. usando 
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Fab de lgG porcina y 
diluciOn de 1120. Los 
en loa que se utilizo 

dos dif•rent•• concentracion•• de IQG y 
r•v•lada con •l anticuerpo p•roxidado a 
pozos 9 0 10,11 y 12 son testigos n11gativos 
suaro de rat6n normal co•o antloeno. 
concentraciOn d• anticuerpo de captaciOn de 
41. 

S• ••l•ccionb una 
ISO ui;¡/ml (pozos 3 y 

Cuadro 31 Sensibilidad obt•nida en el siste•• de ELISA 
desarrollado. 

o.oso 
0.040 
0.030 
0.020 
0.010 
o.ooa 
0.006 
0.004 
0.002 
0.001 
o.ooos 
0.00025 
0.00000 

li;¡G porcina 
A 8 X 

0.39 0.47 0.43 
0.47 O.SI 0.49 
o.44 o.s2 0.49 
0.47 O.S2 0.49 
o.s2 o.s4 o.s3 
0.53 0.46 0.49 
o.39 o.43 0,40 
0.28 0.42 0.3S 
0.33 0.40 0.36 
0.33 0.39 0.35 
o.3S 0.41 0.39 
0.32 0.24 0.28 
o.oo 0.03 0.01 

0.32 0.41 0.36 
0.33 0.40 0.36 
0.36 0.40 o.39 
0.41 O.SO 0.4S 
o. 41 O.SE. O. 49 
0.40 0.46 0.43 
0.34 o.39 o.36 
0.31 0.40 0.35 
0.34 o.31> o.3s 
0.3S 0.38 0.36 
0.30 0,34 0.32 
0.22 0.22 0.22 
o.oo 0,03 0.01 

Densl~ad•• Opticas obtenidas con el •i•t••a completo, •• pei;iaron 
l~ ug/ml en lo• pozos, •• caloc•ron dif•r•nt•s cancmntracian•• 
de antÍQ•no <colu111na 11 y •• revelaron con anticuerpos 
P•ro•ldados en dlluclOn 1120. El ensayo•• hizo por duplicado 
<lecturas ••"•ladas como A y 81 el prom•dio se seftala como X. 
Los prDnl•dios obtenidos con ••tas l•cturaa fueron usados para la 
•laboraciOn d• la curva &standard <Fii;¡ura 1 y 21. 5• puede 
obs•rvar que la sensibilidad alcanzada en ••t• slste•a pued• 
detectar 2S ni;¡ de anti11eno <IQG O Fabl. 

Cuadro 41 ValoraciOn de las diluciones de los 
sueros d• los ratonas ewp•rim•ntal•• a w11pl•ar 
en •l sistema. 

11 IO • 
11100 
111000 

l.3S 
1.00 
0.90 

s •• 
10 
so 

O. IS 
0.76 
0.83 

• z diluciones del au .... o d• ratOn eKp..-lmental d•l i;irupo 
iny•ctado con 100 "'11 de IQG porcina. 

tt• UQ/ml d• IQG porcina diluida en suero de ratOn normal. 
Para conocer las dilucian•• qu• se deberían da hacer da loa 
sueros de los ratone& experi .. ntale&, se hicieron las diluciones 
senatadaw, se incluyeren t•stigos negativos <suero de ratan 
normal> cuyos valore6 fueron de cero. 
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figura 1 

Curva estandard. para la cuanti.ficac.i~n de lgG porcina, 
(• •l valores e~perimentales, (o o) valores teori­
cos en una regresión lineal. El valor mfnimo detectado 
con el sistema es de 250 ng/1111 correspoodiente al prillll!r 

valor representado ei:i la gr4f1ca, 
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Cuna estandard para la cuantificación del Fab porcino 
(• 1) valores experimentales, (o o) valores te6ri­
cos en una regresión lineal. El valor mfnimo detecta­
co con el sistema es de 251 ng/ml correspondiente al 

primer valor representado en la gr4fica, 
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D•t•r11inaci6n di! la Vid;a 1Udia de la lQG porcina. 

Cuadro SI Densidades Opticas obt11nidn en el ELISA de la 
total ldad de sueros de raten ew.perimentales, .o•trando 
el grupo experimental y d{a d• sangrla. 

-----------------------------------------------------------------
Grupos can li;¡G porcina Grupos con Fab porcina 
Dia 100 so 20$ 100 :50 20• 
-----------------------------------------------------------------
1 o.S6 0.57 0.61 0.6S 0.71 o.1q 0.49 0.46 0.46 0.47 o.44 0.44 
3 0.47 0.49 0.53 o.so 0.57 o.sb o.3q o.3s 0.50 0.44 0.39 0.44 
s o. 44 0.44 0.52 o.s0 O.S7 0.41 0.24 o.le 0.20 o.37 o.36 o.31 
7 o.33 0.40 o.so 0.53 O.ál o.se 0.06 0.06 0.34 0.26 0.34 0.3e 
9 o.47 0.61 o.se O.bl 0.56 o.se 0.30 o.2e o.43 o.43 0,33 o.37 
11 o.4s o.s2 0.70 O.S3 o.s2 o.oe 0.14 o.oe 0.29 0.17 0.23 0.30 
13 o.so o.si O,S3 0.46 o.44 o.oe 0.14 0.10 o. 19 0.19 O. ll O. IS 
IS o. 42 0,36 0.43 0.39 0.42 0.4e o.oe 0.06 0.10 0.12 o.oe 0.10 
17 o.s3 0,44 o.~2 0.59 o.~6 0,63 0.19 O.le 0.12 O.OS 0,02 o.os 
19 0.94 0,41 0,47 o.ss 0,38 O.S7 O.lo 0.12 0.01 0.02 0.09 0.02 
21 0.21 o.se 0.22 0,06 Q,06 o.se 0.47 o.os 0.47 O.Ob 0,04 0.06 
23 0.3S 0,14 o.so 0.41 0.49 0,54 0.19 o.os o.o4 o.oo 0.13 o.os 
2S 0.3'5 0.29 0.71 0.39 0.44 0.21 0.12 0.01 0.02 0.02 o.oo o.oo 
27 0.24 0.21 0,61 0.47 0.09 0.4S 0,03 0.03 o.os 0.03 0.01 0.02 
29 0.19 O. IS 0.33 0.35 0.01 o.os 0.02 0.04 o.oo o.oo 0.01 o.oo 

* = concentraciones en m;/raton inyectadas a los animales 
exp.,.imantal••· 
Cada lectura corresponde a un suero de ratbn distinto, siendo 

dos ratones de cada subgrupo sangrados en el dia corraspondiente. 
Loa valores obtenidos en este ensayo, se interpolaron en la curva 
eetandard, •• CAlcularon las concantraciones d• antígeno de 
acuerdo a la diluciOn realizada de cada suero y s• ewpresan co~o 
porcentajes en los cuadros 6,7,B,9,10 y 11. Gráficamfilt• los 
valores estan representados en las figuras q y to. 

Cuadro 61 lnterpolac!6n de la Densidad Optica a OIQ/ml y X da 

Di& 

1 
3 
s 
7 
9 

ll 
13 
IS 
17 
19 
21 
23 
2S 
27 
29 

lgG en el suero de los ratonas experimental•• del subqrupo 
100 m11 lgG. Indicando&• por d{a de sanQr{a. 

concentracion corr••pondiente 
o.o. en mQ/ml 

a b a b a b 

0.56 0.57 12,42 12.92 12.42 12.92 
1),47 0.49 7.BB B.89 7.88 8,89 
0.44 0.44 6.36 6.36 6.3& 6.36 
0.33 0.40 0.814 4.34 0.814 4.34 
0.47 0.61 0.078 0.149 o.01e 0.149 
0.4S o.s2 o.o6e 0.104 o.o&& 0.104 
o.so 0.51 0.093 o.oqe 0.093 0.098 
0.42 0.3& o.os3 0.023 O.OS3 0.02'3 
0.53 0.44 0.010 0.006 0.010 0,006 
0.94 0.41 0.031 0.004 0.031 0.004 
0.21 o.se o.o C•.013 o.o 0.03 
0.3S 0.14 o.o o.o o.o o.o 
o.:ss 0.29 o.o o.o o.o o.o 
0.24 0.21 o.o o.o o.o o.o 
0.19 C.IS o.o o.o o.o o.o 

-----------------------------------------------------------------
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a b e columna• correspondientes a las do• 11ue•trasa de suero 
abtllflidas par san9ría, • • Las sueros del dla l al 7 fueron 
diluido• 111000. Los sueros del dCa 9 al 15 fueron diluidos 
1110. Las sueros del dCa lb al 29 &a leyeran directamente sin 
di luir. •• e El porcentaje se calculo conaiderando lo& 100 mg de 
IgG Inyectado• cama al 100 X. Figura 3. 

Cuadro 71 Jntarpolaciewt da la danaidad Optica a MQ/ml y X da 
JgG en al llllara d• las ratonas aKperimantalas del 
subgrupa 50 ag de lgG,indlcandaaa par dfa da sangr(a. 

D.O. concantraclan correspondiente 
en mg/ml X ** 

Dia a b a b a b 

----------------------------------------------------------------u O.bl O.b5 l. 49 l.b9 2.'l9 3.39 
3 0.53 o.so l.09 0.939 2.19 l.9b 
5 o.52 0.!18 1.04 t.34 2.00 2.68 
7 0.50 0,153 0.939 l.09 l.9b 2.18 ., o.59 O.bl 0.013 0.014 o.02b 0.028 

11 0.70 0.53 0.019 0.010 0.039 0.02 
13 0.53 0.4b 0.010 o .007 0.02 0.014 
IS 0.43 0.39 o.005 0.003 0.01 O.OOb 
17 0.52 0.59 0.010 0.013 0.02 0.021> 
19 0.47 O.S5 0.007 0.011 0.014 0.022 
21 0.22 O.Ob o.o o.o o.o o.o 
23 0.80 0.41 0.024 0.004 0.049 o.ooa 
2S 0.71 0.39 0.019 0.003 0.039 O.OOb 
27 O.bl 0.47 0.014 0.007 0.020 0.014 
29 0.33 0.35 o.o 0.001 o.o 0.002 

a b p calulll'laa correapondlentea a la• daa muaatraa de suero 
obtenida• por sangría • • Loa sueros del día l al 7 fueran 
diluida• 11100. Loa aueras del 9 al 29 se leyeran directamente 
sin diluir. •• •El porcentaje se calculo considerando las 50 1119 
da lQG Inyectada• caao al 100 X • Fl9ura 4, 
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Cln~tfca de la e11mln1cf6n de la lgG porcina por el r1-
t6n. (• •l vi lores e~perlnientales, (o o) valores te~ 
ricos. El valor calculado para la elfmlnac16n total de 

la lgG es de 16.04 dfas. · 
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Cinética de la elim!naci6n de la lgG porcina por el ra­
tón. (1 •) valores experimentales, (o o) valores teó 
ricos. El valor calculado para la eliminación total de 

la IgG es de 20.4 días. 
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Cuadro S1 lnterpolaclOn de la densidad Optlca a mg/ml y Y. de 
lgG en •I suero d• al suero d• los raton•s 
•Mp•rlmental•s del &ubgrupo 20 mg de lgG. 

conc•ntraciOn corr•spondient• 
O.O. an mql•I 

Dla a b a b b 

u 0.11 0.7'f O. l'f 0.24 º·"" 1.2 
3 0.'57 0.'56 0.12'# 0.124 0.64 0.62 
5 0.57 0.41 0.129 0.04S 0.64 0.24 
7 0.61 0.'58 0.14'# 0.134 0.74 0.67 ., 0.56 o.5s 0.012 0.13 0.06 0.06 
11 0.'52 o.os 0.010 o.o 0.05 o.o 
13 0.44 o.os 0.006 o.o 0.03 o.o 
1'5 0.42 0.4S 0.005 o.oos 0.02 0.04 
17 o.56 0.63 0.012 0.01'5 0.06 0.01 
l'f 0.38 0.57 0.003 0.012 0.01 0.06 
21 0.06 o.58 o.o 0.013 o.o 0.06 
23 0.49 0.54 o.oos 0.011 0.04 0.05 
25 0.44 0.21 0.006 o.o 0.03 o.o 
27 0.09 0.45 o.o o.o o.o o.o 
29 0.07 0.08 o.o o.o o.o o.o 

a b = colu..,as correspondientes a las dos muestras de suero 
obtenidas por sangría, * • Los sueros d•I d(a 1 a 7 fueron 
diluidos 1110. Los su•ros dal d(a S al 2'# •• leyeron 
dlrecta .... te aln diluir. ** El porcentaje se calculo 
considerando los 20 mq de lgG Inyectados co•o el 100 X. Figura 5, 

Cuadro 9 1 Interpolaci6n d•. la densidad Optlca a mg/ml y Y. de 

Dla 

u 
3 
5 
7 ., 
11 
13 
15 
17 
19 
21 
23 
25 
27 
29 

Fab en el suero d• la• ratonas •MP•rimentalas. Se 
indica por d{a de sangría 

concentr&ciOn correspondiente 
o.o. en mq/ml Y. U 

a b • b • b 

0.49 0.46 11.39 'l.6'f 11.3'# 9.6'f 
o.:s9 0.35 '5.73 3.47 5.73 3.47 
0.24 O.IS o.o o.o o.o o.o 
0.06 0.06 o.o o.o o.o o.o 
o.:so o.2e 0.006 o.o 0.006 o.o 
0.14 o.os .o.o o.o o.o o.o 
0.14 0.10 o.o o.o o.o o.o 
o.os 0.06 o.o o.o o.o o.o 
0.1'1 o.te o.o o.o o.o o.o 
o. to 0.12 o.o o.o o.o o.o 
0.47 0.05 o.o o.o o.o o.o 
o. t9 0.05 o.o o.o o.o o.o 
0.12 0.07 o.o o.o o.o o.o 
o.o:s 0.03 o.o o.o o.o o.o 
0.0.2 0.04 o.o o.o o.o o.o 

----------------------------------------------------------------
a b = column&ti correspondientes a las dos muestraa de suero 
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Cln~tica de la elim1naci6n de IgG porcina en el rat6n, 
{t •)valores e~perimentales, (o o) valores teóri­
cos. El valor calculado de la eliminación total de IgG 

es de 18. 7. 

33 



'12 

• 

9 • 

~ o 
2 
w 

·O 
o: o 
Q. 

6 

• 3 o 

100 mg/ratón 

o 

zo 

D 1 AS 

figura 6 

ClnAtica de la ellmlnat:16n del fab de lgG porcina en 
el ra.6n, (• •) valores experimentales, (o o) val.!!. 
res teóricos. El valor calculado para la eliminación 

total del fab es de 7.3 dfas. 
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abtenlda• par sanQr(a,• m Los sueros del d(a al 7 fueron 
dlluldos 111000.Los sueros sueros del d{a 9 al 15 fueran dlluldos 
1110,Los suero• del d(a 16 al 29 se leyeron dlrec:tamente sln 
dllulr. ** • El porc•ntaje •• calculb con•iderando lo• 100 •Q de 
Fab como el 100 Y.. FlQura 6. 

Cuadro 101 JnterpolaciOn de la den•idad Optica obtenida a lllQ/ml 
y Y. de Fab en el suero de lo• ratone• eKperimantales, 
indlcandose par día de &anQría. 

concentracibn carr .. pondiente 
o.o. en ql•l i: U 

Dia • b • b • b 

l • 0.4b 0.47 0.969 1.02& 1.93 2.05 
3 0.50 0.44 l.19S o.SSb 2.39 1.31 . 
s 0.28 0.37 o.o 0.4b o.o 0.92 
7 0.34 0.211 0.29 o.o o.!5a o.o 
9 0.43 0.43 0.001 0.001 O.OlS 0.015 

11 0.29 0.17 o.o o.o o.o o.o 
13 0.19 0.19 o.o o.o o.o o.o 
IS 0.12 0.10 o.o o.o o.o o.o 
17 0.12 o.os o.o o.o o.o o.o 
19 0.01 0.02 o.o o.o o.o o.o 
21 o. 47 O.Ob o.o o.o o.o o.o 
23 0.04 o.o o.o o.o o.o o.o 
2S 0.02 0.0!5 o.o o.o o.o o.o 
27 o.os 0.03 o.o o.o o.o o.o 
29 o.o o.o o.o o.o o.o o.o 

a b = colwanas correspondientes a las dos muestras de suero 
obtenida• ~ar sanQría, * •Los sueros del "a l al 7 fueron 
diluidos 11100. Lo• •u.roa del día e al 29 se leyaron 
directa...,te sln dilulr. ** El porcentaJ• se calculb 
conslderando los so 11Q de Fab lnyactado• c090 el 100 Y., Fiqura 7. 
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Cin~tica de la eliminación de' fob ae 191' ~Ort:ina en 
el ratón. (• •) valores experimentales, (o o) va 
lores teóricos, El valor calculado para la elimina': 

ción total del fab es de B,3 dfas 



Cuadr-o ll 1 lnt.,.polaci6n d• la d11r1•ldad flptlca a 119/al y 1' 
de Fab en •l su.,.o d• lo• r-aton•• ••p.,.t .. ntal••• 
indicando.• por- d(a d• ••ngr-{a. 

concentr-aclon cor-r-•spondl ant• 
o.o. •n lllJ/"'I ll U 

Dla a b a b a b .. 
3 
!!! 
7 
9 

u 
13 
l!!I 
17 
19 
21 
23 
2!!I 
27 
29 

º·"" O.S9 
0.36 
0.34 
0.33 
0.23 
o.u 
o.oe 
0.02 
0.09 
0.04 
0.13 
o.o 
0.01 
0.01 

0.44 
0.44 
0.31 
o.3& 
0.37 
0.30 
O.IS 
0.10 
o.os 
0.02 
0.06 
o.os 
o.o 
0.02 
o.o 

o.oes 
0.0!17 
0.040 
0.029 
0.002 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 

o. 08!5 
o. 08!5 
0.02 
O.OSI 
o.004 
0.0006 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 

0.429 
0.286 
0.201 
0.14 
0.011 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 

0.428 
0.428 
0.060 
0.2!1 
0.023 
0,003 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 

a b • calu.,aa corr••pandtent•s a las dos 1M.1••traa d• suero 
obtenida• por- •angr-ía, 1 La• su.,.o• d•l dla al 7 fu.,.an 
dlluid09 1110. Loa au.,.oa del día 8 al 29 •• ley•r-on 
dtr-ect...,t• •in diluir-. •• El par-cantaJ• •• calculo 
cew1•ldrando los 20 1111 d• Fab lny•ctado• c°"'° el 100· X. Figur-a S. 
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Cinética de la eliminación del Fab de la lgG porcina 
en' el ratón, (1 1) valores experimentales, (o o) 
valores teóricos. El valor calculado para la el imin! 

ción total del Fab es de 9.6 días 
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Clnetica de eliminacl6~ de1 fab de la 19G porcina valo­
res de 45 ratones (1 · 1) valores experimentales, (o o) 
valores teóricos. El valor calculado para la ellmlnacl6n 

total del Fab es de 7.6 dfas. 
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ratones (• •) valores e~pertmentales, (o o) valores 
teóricos. El valor calculado para la eliminación total 
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DISCUSIDN 1 

La producciOn d• su•ros antivenencs d• •lacranes o serpientes 

reviste al;un•s características especial••• una de ellas es qu• 

•l protocolo d• ln11Unizacien d•b• iniciara• can dosis bajas del 

antígena para eli11inar el rieSQD de accidente• por intoxicaciones 

en los ani•ales donadores d• anticuerpo•. En este caso los 

animal•• no pr•••ntaran datos da envenenamiento. Las sueroa 

colectadas fueron prcc•sados en el Instituto Nacional de Hlgi•ne 

para la ellmlnaclOn del Fe can •l uso de p•psina. Por otra part•• 

en •1 •i•tema de producciOn, •• trata de alcanz•r capacidad•• d• 

n9Utrallzacl0n .ayer•• a 12 DL!50 ratOn con la finalidad de que la 

pre••ntaclOn final del producto cantenQa las dosis neutralizantes 

M9Cesarla• en la .. ncr cancentraclOn de prot•lna. 

Tlen• gran l111portancl• la &9P•rac!On del fraQmento Fe de la 

IQG •n la presentaclOn final del producto en el sentido de que se 

ha comprobado que la frecuencia de enfermedad par suero que se 

registra en 1 as p•rson•s tratadas con 1 nmunOQlobul i na11 de 

caballo, disminuye de manera siQnlflcativa cuando s• cDftlpara can 

grupos de person•& que reciben la i nmuno;l obuli na completa. 

El uao en humanos de lnmunoQlobulinas heterOlogas, debe de 

satisfacer los requisitos de productos bialOQlcos eK1gldos por la 

Organ!zaclOn Mundial de la Salud. lnicial .. nte ae debe compro­

bar su capacidad terap•utlca y en es• sentido, la utlllzaclOn de 

ln•unoQlobulln•• heterOlogas deben 19Dstrar •d••As d• su capacidad 

de neutralizactOn, capacidad de permanecer en el •iste~a 

heterOloQO el tiempo 

terapOuti ca. En el 

adecuado para 11 evar a cabo au funciOn 

caso específico del envenenamiento por 
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picadura de alacrAn, •l cuadro clínico con •l uso d•l su.ro se 

rasualv• •n 24 h. 

Loa raaultados encontradas en •1 pr•••nte trabajo, •u .. tran 

qu• la lgG d• c•rdo s• comporta cuando •S iny•ctada en un sist•aa 

h•t•rOloQD cot110 cualquier otra in11Uno11lobulina administrada •n 

una ••pecl• dlstintallB, 4918• obsmrvo un comportaai•nto slailar 

a la curva de elialnaciOn de antl11enos, qua r•parta tr•s fa•••• 

v•r Fi 11ura 11 

dlstribuciOn y 

<7, e, 50>, l• primer• corraspande •una 

alialnaclbn rlpida debida a la difusien 

fase de 

intra y 

axtr•-vascul•r teni11ndo una duraciOn aproKi~ada de 20 ~tnutas a 

un df•, en •mbas Qrupos •• obsttrvO un dtsminucton muy acentuda ya 

qu• dead• •l prla•r día •• raglstrO un porcantaje de 12% para el 

Qrupo d• lQG ,, d• 11. 39 para el 11rupo Inyectado con Fab. Con 

d• •lialnaciOn metabOlica cuyia r•specto a la segunda fa .. o 

duracibn va d•l día 1 al día 

d(A 1 al 7 para la lQB y del 

7 se observo qu• carraspo;1dib del 

día 1 al ~para el fragmento Fab de 

la IQG de cardo. S. obsarvO la terc•ra fa•• corr•spondient• a la 

•liainaciOn inmunolOgica y qu• tuvo una duraciOn hasta el día 21 

y 7-8 dias para la IQG y Fab r•spectivam•nt•. 

Con resp•cto a la eliminaciOn total de la 196 toaando en 

conjunto las valoras obtenidos en las tras grupos •xperim•ntales, 

s• obtuvo un valar t~Orico d• IB.76 dias lvar fiQura 101, 

calculada par una raorasiOn l ineat. Considerando el valor i ni ci al 

experimental encontrado en loa rAtonea, la vida media considerad~ 

CO«IO •l tiempo en •l qua la proteína dis•lnuye a la mitad d• su 

valor lnlctal es de S di~a. Al Integrar les datos de los tre& 

orupcs experimentales •n una regresiOn lineal, para el Fab. se 

Obtiene un valor da 7.b6 dlas. para la eliminaciOn total <ver 
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Fl11ura 91, Dll ••ta ... n..-a .. pu•d• can•ld..-ar que las valares 

encantrada• •n los 9rupoa de ••n•ra lnd•P•ndl•nt•, son IOUY 

•l•llar•• 
conjunta. 

a la• encontrada• cuanda .. 

En e•t• caao la vida ,..dla 

valar .. experl .... tal•• •• de 3 di••· 

taean la• cifra• 

de acu.,.da a lo• 

an 

Los valar•• tetirlcas na carrespond•n pu•• con los 

••1111'"1..ntal .. dada que par re11reston lineal, la .. dta d• la 

..,ltcula cD11Pleta ••rfa de 9.38 di•• y d• 3.83 para el Fab. Las 

dlfer9ncl•• pueden deberse a que •n el ca•a de la r•11r••IOn 

lineal .. realiza de hecha un pra..dta de la• valares de la• tras 

11rupo• exp.,.i••ntal•• par lo que la variabilidad •• lncr•eentO al 

tntraduclr 3 canc9ntractan.. dl•tlnt•• y en el calculo •• 

eltelnan los valares aKtr..a.. 

Las dtf..-9ncia• •n las ti•mpo• da allelnaclOn da la ealtcula 

CDllPl•ta y el fr•11....,to Fab pued•n ten•r al11una• axpllcaclonas 

caea as al h•cha da quR el 

dtstrtbuclOn y ••lelsma 

... taball....,129 1 381 4~>. 

CllNCLU61 ON1 

ta..ila d• I• ooalkula 

1 a •u••nci a del Fe 

Influya •n •u 

facl lita su 

Medlanl• la utlllzaclOn de la ttcnlc• de ELISA, •• determino 

una p.,.aan9ncla de 1• IQG parctn• •n al 110dela blalOQlco del 

raton, de 18.76 di•• baja las condlclon•• establecidas an ••t• 

.. tudla. Can esto •• concluya qua la vida ,,..dla de la IQG parctna 

en el raton •• de 9, 38 di as. 
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