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Se plantea la posibilidad de utilizar a cerdos destinados al
cansumo humano, como donadores de suero especlfico sn grandes
volumenes para su utilizacidn tanto en medicina veterinaria como
humana; demostrandc que ] cerdo es un animal con mayores
ventajas que otras especies donadoras. Para estudiar 1la
parmanencia y eliminacién de la IgB de cerdo, se utilizd al ratdn
coma animal experimantal. En este animal se inyectaron
diferentes concentraciones de IgB v su Fab porcina, realizando
sangrias cada tercer dia cuantificandose los niveles de
inmunoglobulina heterdloga en w]l sueroc espleando la técnica de
ELISA. Se chservd un fendmeno semejante al de un antigeno al ser
adninistrado & una especie heterdloga, mostrando una permanencia
de 18 y 8 dias para 1a 1gG completa y su Fab respectivamente. Se
determin® una vida media de 9.38 dias para 1la IgG y 3I.83 dias
para el Fab. D@ esta experiencia se pusde considerar la
posibilidad de 1o0s cerdos para servir como donadores de suero
espaclfico, ademds aungque se observd una permangncia en el
organi smo receptor mayor de la IgB@ que de su Fab, la duracian de
varios dias, permite sugerir su posibilidad de actuar
terapéuticamente en seroterapia heterdloga en medicina

veterinaria y humana.



INTRODUCCION.

A partir del descubrimiento por Berhing y Kitasato, de
la capacidad terapbutica del suero de animales hiperinmunizados
(22), se inici® la investigaciotn sobre el uso de los anticuerpos
cantra enfermedades infecciosas y contra intoxicaciones por
toxinas bacterianas y vensnos de animales. Basicamente 1la
saroterapia se encamina al tratamiento, ocasionalsente a la
profilaxis, y en 1a actualidad se utiliza para el tratamiento de
sujetos inmunodeficientes o con enfermedades inmunolbgicas (¢ 2,
9, 14, 25, 26,). La utilidad de la seroterapia sn la produccion
animal ha sido reconocida desde hace mucho tiaspo, cuando de
manera empirica se inicid la administracion del suero 6 la sangre
de los animales adultos destinados al sacrificio, a 1os animales
lactantes de la granja o hato (17). Recientemente se realizd un
estudio destinado a valorar esta practica; al analizar los
resul tados encontrados en diferentes granjas porcinas donde se
realizd dicho experimento, se observd una reduccién de 52 % en el
namero de camadas con diarrea en los lotes experimentales, y una
disminucidn de 43 Y% en la frecusncia de diarrea en los lechones
tratados en comparacién con los lotes testigos, observandose
ademds un incremento en el vigor de los lechones (17).

En otro estudin realizado con cerdos lactantes a 108 que se
les administr® por via oral, suero porcino espec(f{:o contra
Salaocnelle cholecassuis obtenido de cerdos en etapa de engorda de

la misma granja, los cuales fueron inmunizados ex-profeso con
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anterioridads al retar los lechones con dosis infectantes de la
bacteria, se encontrd una di ferencia signi ficativa
comparativamente al grupo de lechones que noe recibieron Igs
especificas, (27, 40) una investigacidn similar se realizd para
valorar la capacidad de)l susro de animales adultos inmunizados
con Rotavirus, administrado por via oral a leschones, para
conferir proteccitn contra un reto con el virusg los resultados
mostraron una eliminacidn del virus en el 100% de las heces de
los animales testigos érente a un 21% en ios animales
axpearimentales, por lo que se concluye que ®] suero interfiere
con la coleonizacion del epitelio intestinal por el virus (1%,
38).

Con respecto al uso de 1a seroterapia en medicina humana,
de gran impartancia resulta asencionar que ®l tratamiento
aspeci fico del Botulismo con la antitoxina botulinica homdloga o
heterftloga equina resulta en la produccidn de reacciones adverscas
en a1l 21 X de los casos tratados con suero equino (32), Otra
prusba de la utilidad de la seroterapia, es la que reporta la
tnéluencia en la recuperacidn de nihos con cuadro clinico de
meningitis neumococica al administrarles inmunoglobulinas
aspecifican, frente a aquellos nifos que no las recibieron, los
qQuUe MOstraron severas secuslas o murieron (39), De esta manera
% comprobt la gran utilld-d‘ de los anticusrpos ComO agentes
teraptuticos, aprovechando a la vez, la capacidad potencial de
los cerdos como donadores de drandes volumenss de sueroj asi come
la enorme ventaja econdmica que representa utilizar el suero de
los animales destinados al consumo humano como un importante

agente auxiliar en 1la prevencién y control de algunas las
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enfermedades infecciosas (4,%,33).

Es de gran importancia destacar 1a investigacidn
ancaminada a evaluar 1a posibilidad de produccion de suero
antitoxina tetdnica en cerdos, misma que dermostrd que los cerdos
responden al! 20 o 3er estimulo antigénico, con niveles similares
de anticuerpos a 10s que produce @l caballo, sin que se observe
disminucién en la ganancia de peso al final de las inmunizaciones
(42).De esta manera qued® demostrado el gran potencial de los
cerdos como productores de biolbdgicos y con ello la posibilidad
de ampliar la seroterapia en madicina veterinaria y husana (3.

Es de gran importancia destacar la necesidad de investiga-
ciones en seroterapia con la finalidad de reducir o eliminar los
efectos adversos observados con el uso de sueros haterdlogos en
humanos, buscando especies donadoras distintas a las vya
tradicionales, o bieny nuevas vias o formas de seroterapia, tal
como s8 demostrd con el uso del! suero antitetdnico equino
administrado por via intratecal, 1o cual redujo el porcentaje de
mortalidad hasta un 5%, comparado con el 15% observado al
utilizar la via intramuscular (44). Esta falta de investigacidn
sobre la seroterapia ha propiciado incluso el que algunos centros
de atencién médica sugieran no uwtilizar un sueroc haterdloge
espec{fico como tratamiento contra el envenenamiento causado por
picaduras de alacrdn(19), puesto qgue no existe una valoracidn
sistematizada y objetiva sobre el uso del mismo, aunque existen
reportes de la drambtica recuperacidn de pacientes al ser
tratados con suero antitoxina producido en cabras comparado con
@1 tratamiento conservador con fenobarbital en la que la

recuperacion fué mds lenta (34, 41, 43).
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La posibilidad de atenuar agentes infecciosos o alterar
las toxinas bacterianas permite su uso para la inmunizacidn de
humanos ¥y la cbtenciéon de esta manera de sueros homdlogos. El
uso de sueros heterélogos queda limitado practicamente a los
paiges en 1lpns que las condiciones socioeconbmicas vy culturales
impiden la produccion de sueros homélogos, vy las condiciones
ambisntales propician una alta incidencia de enfermedades en las
que la seroterapia ha demostrado su valor sin lugar a dudas, lo
cual sleva la demanda de inmunoglobulinas a cantidades imposibles
de produccibn en humsnos (3, 5 ). De esta manera se forma un
circulo vicioso entre las condiciones que favorecen la presencia
de enfermedades infecciosas y toxicas y la necesidad de grandes
volumenes de sueros espec{ficos contra sstas, por lo quej ni se
erradican las enfermedades ni se logra satisfacer la demanda de
suero.

Tradicionalmente 108 sueros para uso en  humanos han
sido producidos &an caballos, tal es el caso de México, por lo gue
su usc continuc incrementa las posibilidades de reaccciones de
hiparsensibilidad en los pacientes (22, 47). Es clara puss la
anorae  ventaja que tiens el uso de inmunoglobulinas para el
tratamiento de muchos padecimientos, aunque exista ®1 riesgo de
raacciones de anafilaxia por el uso de sueros heterbtlogos, tanto
en la medicina humana como en veterinaria. El  uso de sueros
homdlogos o heterdlogos en medicina veterinaria serd ben#fico
ecénbnlcnmuntn. aun considerando las reacciones adversas,puesto
que se puede ligar la produccién de sueros y su utilizacién en
medicina preventiva(20), en los diferentes sistemas de produccidn

animal, con la consiguiente ventaja en la disminucién de costes
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de produccien (5, 17,20, 42),

Investigaciones recientes encaminadas a la produccidn de
Qrandes volamenas de suero, llevaron a considerar a los cerdos
como posible fuente,ya que su explotaciédn es intensa, y su sangre
e desechada o subaprovechada en casi todos los rastros del Pais
(3, 23 ). EIl1 siguiente paso consistid en probar la capacidad de
respussta de los cerdos en diferentes esquemas de insunizaciodn
destinados a elevar el tftulo de anticuerpos especificos,
resultando que los cerdos raspondieron adecuadamente a la
estimulacién antigénica de toxoide tetidnico, veneno de alacradn y
veneno de sarpientes, productendo titulos de anticuerpos
neutralizantes similares a los obtenidos en caballos (5, 42 ).Se
hapn utilizado otros antigenas como Galmonells chglsrasguls,
Botavicus e 1nnunoqlobuunn,‘ a los que los cerdos respondieron
adecuadamente (4, 11, 27, 40). La estimulacifin antigénica se
practicé en cerdos en etapa de engorda, de manera que se ajustd
la fecha de la sangrfa para la obtencién del suerc con la fecha
de sacrificio de los mismos . Las estisulaciones antigénicas no
produjeron alteraciones que asrmaran la calidad de 1los animales
en pie o de sus canales, por lc que se puede prevesr una ganancia
adicional del productor por la vanta de susros sspecificos (42).

Una vez que se conocid 1a capacidad de los cerdos para la
produccitn de grandes volumenes de antisusros, se procedid a
evaluar qua tan inmunogénico podria resultar el uso de! suero
porcino en bhumanos. Para ello, en 1983 se realiz® un estudio
encaminado a identificar posibles similitudes inmunoloégicas entre
la IgG porcina y la 1gG humana (37), este estudio consistio en el

andlisis de los componentes de cada molécula utilizando la prueba
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de inmunaelectroforesis, demostrandpse Lta gran similitud
inmunniagica que existe entre ambas inmunoglabulipasg ademds se
reportd que la inmunizacion de cerdos con IgG humana resulta en
1a produccidn de anticusrpos solo hasta el 4 y S0 estimulo
antigénico, por 1o que es necesario estudisr el comportasiento de
ia IgG porcina en al husano para psnsar utilizaria en seroterapia
heterdloga. €Estos datos peraiten suponer gque ®1 susro porcine
conatituys la mejor opcidn comp sustituto del suero equino en la
seroterapia por intoxicacionss en humanos. La posibilidad de
utilizar el suero porcino comp segunda opcidn en el tratamiento
de enferssdades infacctiosas o intaoxicaciones, requisrs sstudins
apbre el comportamisnto astabdlico de 1a IgG porcina en 1la
anpecin receptora, con o) €fin de determinar el tiespo de
persansncia en  los resceptores, y poder hacer unpa estimacitn de
las dosis @ intervalos #h 1as cuales sl producto pusde o debs ser
administrado como agente teraplutico, para lograr en un momento
dado el establecimiento vy mantenimienta de un nivel tarapbutico
adecuado en la sangre (2, 14,25 .

Las técnicas actuales para cuantificar la sintesis y
aliminacion inmunoldgica de los anticusrpos en un organismo,
incluyen técnicas tales como wl marcaje de la molécula del
anticusrpo con isttopos radiactivos (1133, I-123, C-~14, 5-335,
H=-3) para su seguimiento en 91. organiamo, esta técnica poses una
gran espacificidad sn cuanto a la cuantificacidn del anticuerpo
marcado, sin embargo; reguiere de up wquipo altamente costoso y
el empleo de personal altamente capacitado para trabajar con
radiactividad., Para e] presente trabajo se selecciontd e} uso de

una técnica con menor riesge en su  implementacidn, sencilla, de
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gran sensibilidad vy econémica. El ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), es una
tlenica cualitativa que sin embargo permite realizar ensayos
cuatitativos cuando se estandariza adecuadamente. La técnica de
ELISA se fundamenta basicamente en 1a espacificidad que tienan
los anticusrpos de reconocer un antigeno y formar complejos
inaunes que pueden ser revalados por unh SegUAYD anticuerpo
marcado con una enzima. La enzima al reaccionar con ®l sustrato
forma un producto colorido; la intensidad del color se relaciona
directamente con la cantidad de complejos inmunes formados. Se
puede dar valor al color obtenido, usando un espectrofotosetro,
el principio en @ que se basa esta téchica es similar a la
utilizada en 1la inmunoflucrescencia (1%, 16, 28, 46, 48).

EsquemAticasante la técnica se describe asis

1) AQ pegado e@n una fase sblida
2) At especifico vs. Ag
3) Anti-inmunoglobulina wmarcada con enzima

4) Sustrato
2

Esta técnica posee una sensibilidad y especificidad muy
®lavada, ademds d® una Qran reproducibilidad v simplicidad para
la deteccién de anticuerpos o antfgenos, 1o que le ha permitido

ser ampleada como una técnica de diagnéstico en wmedicina
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veterinaria (48, 46). €n sedicina husana 1a técnica de ELIGA es
de un gran valor para 1a identificacion de enfermedades en donde
@] diagnbstico oportuno y especifico tiene una fmportancia vital,
coap 10 s e caso del diagnostico de la cisticercosis. El
desarrollo de 1a técnica se describe en la seccidn de material y
mktodos. La investigacidn dasarrol lads en México sobre
produccidn de sueros a partir de cerdos, permitid reconocer gue
estas sspecie presenta grandes ventajas para la produccion de
dstos, que superan incluso a las que brinda el caballo (5 ). Sin
enbargo, es necesario continuar y concluir los sstudios scbre
$arsacodinamia, toxicidad y especificidad en otra especie, sntes
de considerar su posible utilizacidn en tumanos. E) presente
astudio pretende cubrir un aspecto del setabolismo de la 1QG en
unh sistema bioldgico, para 1o cual e planted e) siguiente

ohjetivos

OBJETIVO

Detsrminar la vida media de la inmunoglobulina G

porcina antivaneno de alacrbn en el ratdn mediante 1a utilizacion

de la técnica de ELIBA.



MATERIAL Y METODOS.

Para la titulacion del veneno de alacrdn polivalente
(Centrurotdes sul ffussus Pocok, €. noxius Hoffman, C. limpidusg
limpidus y C. limpidus tecomanus), donados por 1a Gerencia
General de Biolégicos vy Reactivos de la Secretaria de Saludj se
realizarcn otho diluciones con el factor de diluciéon 1:1.2 en
solucian salina fisioldgica a partir de una dilucidn {110 del
veansno puro. Grupaos de cinco ratonas por dilucidn, se inyectaron
con 0.5 ml por la vena caudal. Para realizar el cdlcule de la
LY del veneno, se registrdé el nOmero de anisales vivos vy
muertos dentro de las primeras 24 horas y se calculéd de acuerdo

al sétodo de Reed y Muench (31).

Obtencidn del suero antivensno de alacran.

Para la obtencidn de las inmunoglobulinas espegificas contra
veneno de alacran, s utilizaron diex cerdos hi{bridos
convencionales en la etapa de aengorda de 3 mesas de sdad en
proasdio de 1la Granja Experimental Porcina de Zapotitldn de la
Facultad de Medicina Vetsrinaria y Zootécnia de la Universidad
Nacional Autébnoma de México, estos fueron inyectados cada 15 dias
segdn el protocolo de inmunizacién anteriormente establecido por
Barbosa et al. (4). A los & aeses de edad en promedio, los cerdos
fueron sacrificados en el rastroy 1la sangre se colectd en
recipientes astériles directamnente del cuello. La sangre
colectadta se trasladé al laboratorio de Infectologfa de 1la

{0



Subdivision de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Auténoma de M@xico. Posteriormente se
fragmentd 1 codgulo y se dejd retraer, dejandolo a 4 C para
pasteriaormente centrifugario a 2%00 rpm durante 15 minutos para
eliminar las células. El suero obtenido se almacend a 4 C hasta

SU uso.

Titulacidn de los sueros de cerdo antiveneno de alacrin.

Ls capacidad neutralizante de l1os sueros porcinos se
deteraind® haciendo diluciones 1312y 1:3 de cada suero. Cada
dijlucidbn de suero se msezcld con un volumen igual de vensno
conteniendo 12 PLSO ratdn (35) y se dejd reposar durante una hora
& temperatura ambients para despubs inyectar 0.5 ml 1.V. a cada
raton siendo 5 por ceada dilucidn. Se registrd el namero de
animales vivos y esuertos durante las priseras 24 hrs. vy se
calculd el IN 350X ratén (cantidad minima de suero raguerida para
neutralizar 12 DLSO raton del veneno) de acuerdo al mnétodo de

Reed y Muench (12).

Obtencion de los fragsentos Fab vy Fc de la 198 porcina.

Se tomaron 40 ml de una solucidn de IgE porcina pura
conteniedo 10 mg/ml y se mezclaron con 60 mg de EDTA, 4 mg de
papaina y 0.56 ml de 2-mercaptoetancl O.1 M en un matraz vy se
dejd incubando por I hrs. en bafio maria a 37 C para que ep

realizara la digestion de las moléculas de 1g6. Al finalizar la



digestidn, 1a solucidn se dializd contra un amortiguador de
fosfatos 0.01 M pH 7.4 toda la noche. Para reducir el volumen se
dializ®& contra glicerol toda una noche, al finalizar la
cancentracion se dializ®d contra amortiguador de fosfatos ©O.01 M
pH B durante dos horas (24, 30). Be montd una coluana de
intercambio ib&nico de 2.9 x 4% cm con DEAE-Celulosa en
amortiguador d; fasfatos 0.01 M PH 8 para separar ambas
fracciones. Se colectaron éracciones de 35 ml. La velocidad de
flujo fud de &0 ml/h, cada muestra e layd en un
espectrofotometro Carl Zeiss M4 QII] 38993 a 280 nm para
localizar la protefna. Se reunisron los tubos de cada fraccién en
bolsas para didlisis, una para cada fraccidn y se cubrieron con
glicerol durante toda la nache para reducir su volumen al mbximo.
Para sliminar el glicerol remansnte, us dializd contra
amor tiguador de fosfatos 0.0l M ph 7.4 (24) y ae procedid a
coantificar la canﬁidnd de proteina de cada fraccion por el

mhtodo de Lowry (35).
Freparacidn del susro anti-insunoglobuliina 8 porcina.

Fara la preparacidn del suero se utilizaron dos consjos que

fueron inmunizados bajo el siguiente ssquemas

Conejo At Inmunizacidbn con Fab.

astimulo dosis adyuvante via

1 %00 ug Coapleto de Freunds$ sc, dorso

2 500 ug Completo de Freund sc. dorso

3 500 ug sin adyuvante sCc. plantar

) 500 ug sin adyuvante intramuscul ar
2 (21)



Conejo B: Inmunizacién con el fragmento Fc.

estimulo dosis adyuvante via
1 900 ug Completo de Freund subcutlnea
00 ug Completo de Freund sc. plantar
200 ug 8Sin adyuvante intramuscular
4 900 ug Sin adyuvante sc. plantar
S %00 ug 8in adyuvante intraperitoneal

Los estimulos fueros aplicados con intervalos de 7 dias. La
titulacion del suero de 1os conejos se realizd mediante una
prueba de doble inmunodifusion 7 dias después de cada estimulo
antigénico (29), Las diferencias entre los esquemas dJde
inmunizacion se deben a las diferentes respuestas de los conejos
a los estimulos, por In qQque se buscé las mejor manera de
estimularlos. Se sacrificd a los conejos cuando presentaron
titulos iguales o mayores a 1:132.

L.a sangre obtenida 5@ dejd coagular a temperatura ambiente
para fragmentar el codgulo dejandolo retraer {2 hrs 2 4 C vy
posteriormente centrifugarlo a 2500 rpm durante 15 min. &n una

centrifuga Beeckman TJ-6 para eliminar las células (24),

Precipitacidn de las anti-IgB6 porcinas del susro de conejo.

Las inmunoglobulinas del suero de los conejos fueron
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precipitadas con una solucién saturada de sulfato de amonio a
volamenes iguales. Se emplearon 40 nl de cada suero y 40 al de
la solucidn saturada de sulfato de amonio. Se agitaron durante 30
minutos a temperatura ambiente y después se centrifugaron a 6000
rpm x 20 minutos. Se desecht el sobrenadante y el precipitado se
resuspendi® al volumen inicial con solucidn salina fisioldgica y
se agregaron 20 m) de la solucidn saturada de sulfato de amonio.
Esto se repitid hasta que el scbrenadante result® claro. Daspuds
de la dltima centrifugacién, 1 precipitado se resuspendid en
s0lucidn amortiguadora de fosfatos y se puso a dializar durante 4
dias a8 4 C con la misma solucion para eliminar el sulfato de
amonio de las suestras haciendo cambios de solucien cada dfa. Al
quinto dia se dializé contra solucién amortiguadora de fosfatos
0.01 MpH 7.8 (24), Finalmente se determin® 1a cantidad de
protefna de cada anti-Ig68 por el método de Lowry realizando

dilucionas 11100, 11200 y 11400 (24, 30, 3I9).

Purificacidn de los anticuerpos.

Para purificar las inmunoglobulinas de conejo y proceder a
marcarlas con peraxidasa, 1) prepart una columna para
cromatografia de intercambio fonico con dimensiones de 2.5 cm de
dimetro x 4% cm de longuitud. Se utilizb DEAE-Celulosa en
buffer de fosfatos 0.01 M pH 8. Se tomaron S ml de cada
anticuerpo y se dializaron contra amortiguador de fosfatos 0.0! M
pH 8. Se corrid la columna con una velocidad de flujo de 60 ml
por hora, Se colectaron fracciones de 5 ml. Se leyd la densidad

Optica a 280 nm. Se colectaron las fracciones donde se detectd



protefna vy se colocaron en bolsas para didlisis,tomando
pravi amente una musstra para hacer la detarminacién de proteina y
colocando el resto a concentrar en glicerol a 4 C para tener una
concentracion final de 10 mg/ml. Al finalizar la purificacidon de
un priser anticuerpo se procedid a lavar 1a columna de
DEAE-celulosa con una solucion de NaCl 0.5 ™M que se hizo pasar a
través de 1la columna para despuds lavarla con 4 volumenes de
agua. Se ajustd el pH de la celumna para purificar el segundo
anticuerpo. Se realizd el mismd procedimisnto que con el
anticuerpo anterior, para tensr al ¢inal una concentracien de 10
mg/ml de cada anticuerpo en solucibdn de carbonatos 0.04 M pH 9.5

<24, 30, 3%,

Con jugacion de los Anticuerpos

Se pesaron 8 mg de peroxidasa ( Sigma No P-8373 ) vy se
disolvieron an 1 ml de agua dasjonizada. Después se prepard una
aolucidn de Pericdato de Sodio 0.1 M para afadir C.2 ml a la
solucidn de la peroxidasa y se dejd en agitacidn suave por 20
ain. Despuls de la agitacidon se puso a dializar contra
amortiguador de acetatp de sodio | oM pH 4.4 a8 4 C durante toda
1a noche. Al dia siguiente se wlevd el pH de 1la solucidn
agregéndole 0.02 ml de amortiguador de carbonatos 0.2 ™M pH 9.5,
inmediatamente despuds se aditionaton 10 mg del anticuerpo en
amortiguador de carbonatos pH 9.3 0.01 M vy se dejd en agitacion
suave a temperatura ambiente por 2 horas. Después de 1la
agitacién se le adiciond 0.1 ml de una solucidn de Porchidruro de

sodio contenjendo 4 mqg/ml en agua vy se dejd reaccionar durante 2
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horas a 4 C. Posteariormente se dializd contra boratos 0.1 M pH
7.4 durante toda la nocha. Para eliminar la peroxidasa libre del
anticuerpo peroxidado se utilizé una columna de Sephadex G-200 de
1.6 cm de didmetro x 35 cm de longitud, Se usd un amortiguador de
boratos 0.1 M ph 7.4y se corrié con un flujo de S ml/h,
colectando fracciones de 3 ml por tubo. Posteriormente se leyd
cada tubo en el espectrofotbmetro a 280 nm para localizar 1la
protefna y proceder a reunir los tubos y reducir el volumen en el
que se encontraban los anticuerpos peroxidados. Finalmente para
conservarlos y almacenarlos se dializaron contra glicerol para
tener una relacién al %0 por ciento de glicerel vy bufiaer de

boratos(19),

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELISA.

Montaje de la técnica y estudio de la sensibilidad.

Para determinar la cantidad de ant{geno que la técnica pusde
detectar, se realizaron diluciones de las preparaciones de Fab y
de 1la IgG de cerdo de manera que las concetraciones utilizadas
fuaeron: IgG porcinas 0.0%45, 0,0058% y 0.00113 mg/ml, Fab de IQG
porcinas 0.130, 0.015 y 0,0015 my/ml. Todas las diluciones se
realizaron con amortiguador de carbonatos 0.0M ph 9.4. Se acopld
0.1 ml de cada dilucibn a 3 pozos y X pozos con O.,1 ml de suero
normal de ratén se usaron como testigos{todos los pozos sempleados
para la realizacidon de la técnica de ELISA son de poliestireno y
se fijan en un soporte para pozos, estos pPozos son desechables).

Se dejaron en incubacitn a 4 C durante toda la nocthe en chmara
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hoseda y a) dfa sjguiente se lavaron todos los pozos con PBS
tween 20 poniendo a cada pozo 0.2 ml dejddolos tres minutos para
despuls vaciarlos vy secarlos golpeandolos invertidos sobre una
gasa limpia. El lavado se repitid tres veces. Posterioramente se
bloquearon los posibles espacios libres adicionando a cada pozo
0.2 al de una solucifn de alblmina sérica boviha al | % y se dejd
incubar a 37 C durante dos horas en cAmara homeda. Se repitib la
técnica del lavado de pozos para continuar con el paso siguiente.
Se incub® el anticuerpo peroxidado de conejo ( anti Fab porcino).
dtluido 1110, 12120 y 1150 en PBS tween 20 adicionando 0.1 ml de
cada dilucion a cada una de las diferentes concetracicnes del
ant{genc psgado a los pozos. Se dejd incubar a 4 C toda la noche
en camara hameda. Al dia siguiente se procedi® a lavar los pozos,
Para revelar los pozos se praparé 10 ml de amortiguador de
citrato de sodio pH 5.6 y se le@ adiciconaron 5 mg del sustrato OPD
(ortofeni lendiamina) y 0.083 ml de unha solucidn de perdxido de
hidrégeno al 30 % inmediatamente después de preparado se aplicd
0.1 ml por pozo y se dejé reaccionar por {0 min. Para detener la
reaccion se usd 0.025 aml/pozo de HC1l 3N contenigndo 0.5 % de
sulfato de sodio (10, 1S, 30, 48). Se procedié a la lectura de
las densidacdes 6Opticas de cada pozo en @l lector de ELISA

Minireader II Dynatech Product a 490 nm.
Valoracidn de la prusba coapleta,
Para conocer la sensibilidad de la prusba para detectar el

ant{geno, se usaron diferentes concentraciones de anticuerpo de

captacitn pegado a los pozos, frente a concentraciones distintas
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del antigeno, revelando con anti-Fab porcina peroxidada diluida
1320, Del anticuerpo de captacion diluido en amortiguador de
carbonatos 0.3 M pH 9.4, se pegaron 0.1 ml por pozo, siendo en
total 4B pozos. Se dejd incubar a 4 C en cAmara hOmeda toda la
noche. Al dfa siguiente se lavaron los pozos y se blogqued con 0,2
ml de albamina s@érica bovina al 1 % inctubando a 37 C durante dos
horas. Se lavaron los pozos vy se pegd ¢l anticuerpo poniendo a
24 pozos 0.1 ml de cada cancentracién. Se dejd en incubacidn en
cémara htmeda a 4 C toda la nocha. Al dia siguiente se lavdb y se
aplicd el sustrato de la misma manera que en la prusba anterior

para despubs leer (10, 30).

Daterminacidn de 1a vida sedia de la inmunoglobulina 6 del cerdo.

Disefo experimsental.

Se utijizaron dos preparacionest 1a molécula completa de i
y &1 Fab de la IgG porcina,las cuales se concentraron a 200 mQ
en una celdilla AMICON utilizando una mambrana XM-50 para el Fat
Yy una Xm~100 para la IgB . Se utilizaron 90 ratones de un oes
entre 18 y 20 g con  una edad de & semanas de la linea Taco

formando & lotes conforme al cuadro siguientet



Grupo No. ratones mg/ratdn vol. inyectado via

A 1g6 s 100, S0, 20 0.5 ml v

B Fab as 100, %0, 20 0.5 ml v

En cada grupo se formaron subgrupos de 1% ratones, uno para
cada concentracidn. Los ratones fusron inyectados en la vena
caudal., Cada tercsrr dfa durante un mes, se obtuvieron dos
muestras de suero de cada subgrupo, se realizd la primera sangria
1% sin. despubs de haber inyectado las inmunoglobulinas. Las
sangr{as se practicaron en el seno ocular obteniendose 0.8 ml de
sangre por ratén., €1 suero se obtuvo mediante centrifugacidn a
2%00 rpm/1S min y se almaceant en frascos identificandolos con e}
nomero de sangria y lote de ratén hasta su utilizacion en el
ELISA. Se precticaron 15 sangrias por subgrupo cubriendo un total
de 29 dias. Cuando se tuvieron todas las susstras de suerc se

procedi® a la cuantificacién de 1a 198 porcina y su Fab.

Determinacidn de las diluciones de los suercs a utilizar,

Se realizaron mezclas de ciertas cantidaes de la 198 porcina
@n sueroc normal de raton, asf{ comc diluciones de una muestra de
susro de los ratones experisentaies para determinar as{ la
dilucitn necesaria para tener lecturas dentro de la curva

estandar, bajo el siguiente esquema:



Anticuerpo de captacion: 0.1350 mg/ml

Suero de ratén inyectado con 100 mg de 1gG: dilucion 1110,
1:100 y 131000,

Ig6 porcina diluida en suerc normal de ratény 1, 10 y 50
ug/ml.

Anticuerpo peroxidados diluido 1120

Se emplearon & pozos correspondiendo un pozo para cada
dilucién empleada del suero de ratbn y de las distintas
concentraciones de igG porcina, ademds de dos pozos control. La
téacnica fu® 1a misma que se describid anteriormente en el sistema

de emparedado.

Obtencion de l1a curva sstandar,

Para la cuantificacién de la 19G y su Fab se hizo una curva

patran con las densidades Opticas obtenidas al aplicar

concentraciones conocidas de IgG porcina pura y Fab con el

siguiente esquema:

concentracion mg/ml

Anticuerpo de captacion: (1) 0.1350

196G porcina y su Fabs (2) 0.050, 0.040, 0.030, 0,020,
0.010, 0.008, 0.008, ©.004,
0.002, 0,00t, 0.0005 y 0,000023

Anticuerpo peroxidado: dilucién 1320

'(l) se aplicaron 0.1 ml de esta concentracién/pozo.

(2) se aplicaron 0.1 ml de cada concentracién/pozo.
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ELIBA para determsinar el tiespo de e¢liminacidn del antigeno.

El esquemd utilizado para la valoraciéon de las
concentraciones de 1a IgG y su Fab en &l susro de los ratones se
realizd como sigum: El anticuerpo de captacidn se utilizd con
una concetracion de 0.150 sg/ml. Esquema de diluciones del suero
de raton aplicada a cada pozo de acuerdo al nomero de sangria y
Qrupo experisental:

Diluciones de los sueros de ratdon con 1gG y con Fabs.

Dia No. sangrfa 100 mg 50 mg 20 mg
1 1 111000 11100 1710
3 2 111000 11100 1710
3 3 111000 11100 1710
7 4 111000 131100 1710
9 3 1210 a/d u/d
11 6 1310 s/d s/d
13 7 1110 a/d s/d
15 a 1110 s/d s/d
17 9 a/d s/d s/d
19 10 s/d s/d s/d
21 11 s/d s/d s/d
23 12 s/d s/d s/d
23 13 s/d a/d s/d
27 14 s/d s/d s/d
29 13 s/d s/d s/d

8% las diluciones realizados con los sueras fueron iguales
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Para ambos grupos.

El anticuerpo peroxidado se utilizé diluido 1120. El
procedimiento para realizar el ELISA es igual al descrito
anteriormente. Los volumenes utilizados para cada reactivo
fueron: 0.1 ml/poza de! anticuerpo de captacien, 0.2 ml/pozo de
albdmina sérica bovina, O.t1 ml/pozo de suero de ratén diluido y
0.1 ml/pozo de anticueérpo peroxidado. Se revela con 0.1iml/pozo de

sustrato y se detiene la reacibn con 0,025 ml/pozo de HCl.
Andlisis estadistico.

A partir de las densidades &pticas obtenidas se calculd la
curva patron de concentracién de IgBG y su Fabh. Al trampolar las
densidades Gpticas obtenidas en el ELISA con los sueros de los
ratones experimentales,se obtuvo la cantidad de 1gG y su Fab
:i}:ulant- en mg y su equivalente en porcentaje para cada uno de
los subgrupos. fon estos datos se obtuvieron ademds las graficas
de 1a curva de eliminacion de IgG y su Fab para cada subgrupo de
ratones.

Finalmente se realizd un ajuste por regresitn lineal (13
de los porcentajes obtenidos pra determinar al dia en el que se
®limin® la totalidad de 1a Ig6 © su Fab del suero de los ratones
considerando todos los valores de cada grupo v de cada subgrupo
de manera independiente para despuds determinar l1a vida media de

la 1qG.
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RESULTADOS:

Produccién de los reactivos necesarios para el desarrollo de la

prusba.

Los sueros cbtenidos de los cerdos insunizados con vensho de
alacran fueron procesados para la obtencién de 196 pura, Fab y Fc
los cuales mostraron estar puros de acuerdo a los resultados de
las pruebas de Inmunoelectroforesis, Cromatografia de filtracidn
y Electroforesis en geles de acrilamida; al finalizar 1la
digestion, separacion, concentracion y determinacién de protefna
de los fragmentos de la IgG porcina se obtuvieron 45 ml de
solucidn de! Fab con una concentraciétn de 1 mg/ml y S0 a»l de
solucién del Fc con upa concentracion de 1.8 mg/ml, con los que
s8 inmunizaron dos conejos, €] conejo inmunizado con Fab
respondid con un titulo de 1132 al cuarto estimulo antigénico,
mientras que el conejo inmunizado con el fragmento Fc, respondid
con #]1 wmismo titulo hasta la quinta inmunizacién,. Los conejos
fueron sangrados a blanco y de la precipitacidn del suero se
obtuvieron 35 ml de cada anti-1g8 especifica con una
concentraciédn de 56 mg/ml para la anti Fab porcina y de 34 mg/ml
para la anti Fc porcina. 'El resultado de 1a columna de
cromatografia de intercambio i6nico fué la obtencién de 10.6 mQ
de anticuerpos anti Fab y 11.4 del anti Fc. Dichos anticuerpcos se
marcaron con peroxidasa y al final del marcaje de cada
anticuerpo, se obtuvo un voldmen de 4 ml de anticuerpo peroxidado

al 50 % con glicerol, con una ralacion enzima anticuerpo 1:3.
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Estandarizacidn de la técnica de ELIGA.

Se hicieron . los ensayos necesarios para determinar las
condiciones Optimas de trabajo vy conccer la dilucidn del
anticuerpo peroxidado a utilizar y 1la concentracion del
anticuerpn de captaciédn (cuadros {1 y 2), la sensibilidad vy
aspeci ficidad de la prueba (cuadro 3) y las diluciones de
los sueros de los ratones (cuadro 4).

Cuadro {: Dansidadas épticas obtenidas al utilizar diferentes
concéntraciones de antigeno de captacién y revelado con
diferentes diluciones de antjicuerpo peroxidado.

1 2 3 4 S [} 7 8 ? 10 11 128

1.99 1.61 1.36 0.04 0.95 0.59 0.46 0.01 0.18 0.17 0,00 0.01
aover ovar over 0.04 ovar 1.8% 1,27 0.00 1.15 0.86 0.51 0.00

oD

= namero de pozo
al 4 son los pozos que se revelaron con una dilucidn del
anticuerpo peroxidado de 1110,

-

S al 8 son los pozos que se revelaron con una dilucibn
del anticuerpo peroxidado de 1120.

9 al 12 son los pozos que se revelaron con una dilucion del
anticuerpo peroxidado de 13130,

A= ta concentracisdn de Fab utilizada fud de 56 ug/ml (pozos
1,5,9), 8.65 ug/ml (pozos 2,6,10)y 1.13 ug/ml (pozos 3,7,
11},

B= La concentracitn de IgG utilizada fue de 150 ug/ml (pozos

1,5,9), 15ug/ml (pozos 2,6,10) y 1.5 ug/ml (pozos 3,7, y
11).
tos pozos 4,8 y 12 tienen suero de raton normal.

Cuadro 21 Densidades Opticas obtenidas al hacer reaccionar
di ferentes concentraciones de anticuerpo de captacion
con dos diferentes concentraciones de antigeno revelados
con anticuerpo peroxjidado diluido 13120

1500 150 3 1.5 150 13 ¢
2 3 4 S5 & 7 8 ? 10 11 12 &2

A 0.47 0.30 0.89 0.61 0.54 0.20 0,12 0.13 0.05 0.05 0.02 0.02
B 0.35 0.29 0.61 0.463 0.48 0.49 0.11 0.12 0.05 0.05 0.02 0.02
€ 0.37 0.31 0,73 0,76 0.55%5 0.58 0.14 0.15 0.04 0.04 0,01 0.02
D 0.31 0.24 0.70 0,66 0.57 0.53 0.14 0.14 0.04 0.04 0,02 0.02
= concentracif®nes usadas en ug/ml del anticuerpo de captacitn.
& = namero de pozo
= 0.010 mg/ml de Fab
= 0.002 mg/ml de Fab
= 0.010 mg/ml de IgG
= 0.002 mg/ml de IgG

Densidades opticas obtenidas al acopl ar di ferentes
concentraciones de anticuerpo de captacidn a los pozos, usando
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dos diferentes concentraciones de I9G y Fab de [gG porcina vy
reveladeo con el anticuerpo peroxidado a dilucién de §120. Los
pozos 9,10,11 y 12 son testigos negativos en los que se utilizod
suaero de ratén normal como antfgeno, Se selecciond una
concentracion de anticuerpo de captacion de 150 ug/ml (pozos 3 y
4).

Cuadro 31 Sensibjlidad obtenida en @l sistema de ELISA

desarrollado.
IgG porcina Fab de 1QG
(mg/ml) A B X [~ D X
0.0350 0.39 0.47 0.43 0.32 0.41 0.36
0,040 0.47 0.51 0.49 0.33 0.40 0.34
0,030 O0.44 0.52 0.48 0.36 0.40 0.38
0.020 0.47 0.92 0.49 0.41 0.50 0.45
0.010 0.52 0.54 0.53 0.41 0.56 0.48
0.008 0.33 0.46 0.49 0.40 O.46 0.43
0.00& 0.38 0.43 0.40 0.34 0.38 0.36
0,004 0.28 0.42 0.35 0.31 0.40 0.33
0,002 0.33 0.40 0.346 0.34 0,36 0.35
0.001 0.33 0.38 0.35 0.335 0,38 0.3&
0.0005 0.35 0.41 0.38 0.30 0.34 0,32
0.00023 0.32 0.24 0.28 0.22 0.22 0.22
0. 00000 0,00 0.03 0,01 0.00 0,03 0.0%

Densicdades Opticas obtenidas con el sistema completo, se pegaron
190 ug/ml en los pozow, se colocaron diferantes concentracionss
de antigeno {columna 1) ¥y s rvevelaron con anticuerpos
paroxidados an dilucion 1:20. El ensayo se hizo por duplicado
(lecturas sefialadas como Ay B) el promedio se sehala como X.
Los promedios obtenidos con wstas lecturas fueron usados para la
®laboracion de la curva estandard (Figura 1 y 2). Se puede
ohservar que la sensibilidad alcanzada en este sistesa puede
detectar 25 ng de antigeno (IgG o Fab).

Cuadro 4 Valoracién de las diluciones de los
suaros de los ratones expsrimentales a smplear
en @l sistema.

1110 3 1.339 S s 0.15

11100 1.08 10 0.76
111000 0.90 30 0.83

$ = diluciones del susro de rattin experimental del grupo
inyectado con 100 o9 de IQG porcina.

$8= ug/ml de 196 porcina diluida en suero de ratén normal.

Para conocer las diluciones que se deberian de hacer de laos

sueros de los ratones experisentales, se hicieron las diluciones

sefialadas, ae incluyeron testigos negativos (suaro de raton

normal) cuyos valores fueron de cero.
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Figura 1

Cupva estandard para la cuantificacidn de IgG porcina.

(e @) valores experimentales, {0 o) valores teori-

cos en una regresion lineal. El valor minimo detectado

con el sistema es de 250 ng/ml correspondiente al primer
valor representado ep la gr&fica.
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Curva estandard para la cuantificacign del Fab porcine
(e o) valores experimentales, (0 o) valores teéri-
cos en una regresion lineal. El valor minimo detecta-
co con el sistema es de 250 ng/ml correspondiente al
primer valor representado en la gréfica.
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Determinacién de 1a vida media de la Ig6 porcina.

Cuadrao Si Densidades opticas obtenidas en el ELIGA de la
totalidad de sueros de raten experimentales, msostrando
el grupo experimental vy dia de sangria.

Grupos con I1g6 porcina Grupos con Fab porcina

Dia 100 S0 20% 100 S0 20%

1 0.56 0.57 0,61 0.6% 0.71 0,79 Q.49 0.44 0.456 0.47 0,44 0.44
3 0.47 0.49 0.53% 0.%0 0.57 0,56 0.39 0.35 0.50 0.44 0,39 O. 44
5 0.44 0,44 0.%2 0.58 0.57 0, 41 0.24 0.18 0.28 0.37 0.346 0.3t
7
9

0.33 0.40 0.50 0.53 0.41 0,58 0.06 0.06 0.34 0.26 0.34 0.38

0.47 0.61 0.58 0.b1 0.56 ©.58 0.30 0.28 0,43 0.43 0.33 0.37
11 0.4% 0,52 0.70 0.%% 0,52 0,08 0.14 0,08 0.29 0.17 0,23 0.30
13 0.50 0.%1 0.33% 0.46 0.44 0,08 0.14 0.10 0.19 0.19 0.11 0.5
18 0.42 0,36 0.43 0.39 0.42 0,48 0.08 0.04 0.10 0.12 0.08 0.10
17 0.53 0.44 0.52 0.59 0.56 0,63 0.19 0.18 0.12 0.03 0.02 0,08
19 0.94 0,41 0,47 0,95 0,78 0.57 0.190 0,12 0,07 0,02 0.09 0,02
21 06.21 0.58 0.22 0.06 0,056 0,59 0.47 0,05 0.47 0.06 0,04 0.06
2T 0.3% 0,14 0.80 Q.41 0.49 0,54 0.49 0,05 0.04 0.00 9,13 0,05
25 0.3% 0.29 0,71 0.3% 0.44 0.21 0.12 0.07 0.02 0.02 0.00 0.00
27 0.24 0.21 0.61 0.47 0.09 0,43 0,03 0.03 0.05 0.03 0.01 0.02
29 6.19 0.1% 0.33 0,35 0.07 0.08 0.02 0.04 0.00 0.00 0,01 O.00
% = concentraciones en mg/raton inyectadas a los animales

eiperimental es.

Cada lectura corresponde a un suero de ratdbn distinto, siendo
dos ratones de cada subgrupa sangrados en el dia correspondiente.
Los valores cbtenidos eon este ensayo, se interpolaron en la curva
estandard, se calcularon las concentraciones de antigeno de
acugrdo a la dilucidn realizada de cada suero y S® eXpresan como
porcentajes en 1los cuadros 6,7,8,%,10 v 1. Gridficamente los
valores gestan representados en las figuras 9 y 10.

Cuadro &1 Interpolacién de la Densidad optica a mg/ml y % de
1g6G en el susro de los ratones experimentales del subgrupo
100 mg 1gB8. Indicandose por dia de sangrfa.

concentracion correspondiente

D.o, en mg/ml %38

Dia a b a b a b

1 0.56 0.57 12,42 12.92 12.42 12.92
3 0.47 0.4%9 7.88 9.89 7.88 8. 89
S 0.44 0.44 6.36 6.36 6.36 &6.36
? 0.33 0.40 0.814 3,34 0.814 4.34
9 0.47 0.861 0.078 0.14a% 0.078 0,149
11 0.43 0.32 0.068 0.104 0.068 0,104
13 0.5 0.51 0.093 0.098 0,093 0.098
15 0.42 O.3% 0,053 0.023 0.083 0,023
17 Q.53 0.44 0.010 0,006 0.010 0,006
19 0.4 0,41 0.031 0.004 0.03} 0. 004
21 0.21 0.958 0.0 0. 013 0.0 0.03
2 0.35 0.14 0.0 0.0 0.0 0.0
25 0.35 0.29 0.0 0.0 0.0 0.0
27 0.24 0.21 0.9 0.0 0.0 0,0
29 Q.19 C.15 0,0 0.0 0.0 0,0




&4 b = columnas correspondientes a las dos nuestras de suero
obtenidas por sangria, 8 = Los sueros del dia 1 al 7 fueron
diluidos 231000. Los sueros del dfa 8 al 15 fueron diluidos
i110. Los sueros del dfa 16 al 29 ce leyeron directamente sin
diluir, %8 = El porcentaje se calculd considerando los 100 mg de
196G inysctados como el 100 %, Figura 3,

Cuadro 7t  Interpolacion de la densidad optica a mg/ml y % de
196G en el suero de los ratonss experimentales del
subgrupo S0 mg de 196G, indicandose por dia de sangria.

D.O. concentracion correspondiente
en mg/ml %

Dia a b a b a b

18 0.61 0.63 1.49 1.69 2.%8 3.38
3 0.53 0.30 1.09 0.939 2.18 1.86
S 0.52 0.38 1.04 i.34 2.08 2.68
7 0.50 0,53 0,939 1.09 1.86 2.18
9 0.%8 0.61 0.013  0.014 0.026 0.028
11 0.70 0,93 0,019 0.010 0.07%8 0.02
13 0.53 0. 46 0.010 0 .007 0.02 0.014
18 0.43 0.39 0,003 0.003 0.01 0.006
17 0.52 0.59 0.010 0.013 0.02 0.026
19 0.47 0.8% 0.007 0,011 0.044 0.022
2 0,22 0, 06 0.0 0.0 0.0 0.0

23 0.80 0. 44 0.024 0.004 0.048 0.008
23 0.74 0. 39 0.019 0,003 0,038 0.006
27 0.61 0. 47 0,014 0.007 0.028 0.014
29 0.33 Q.35 0.0 0.001 0.0 0.002

a b= columnas corrsspondientes a las dos muestras de susero
obtenidas por sangrfa $ = Los sueros del dfa i al 7 fueron
diluidos 11100. Los sueros del B8 al 29 se leyeron directamente
sin diluir. %3 = El porcentaje se calcul® considerando los 50 mg
de 196 inysctados como e} 100 % . Figura A4,
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Cuadro 81 Interpolacion de la densidad optica a mg/ml y % de
IgG #n @l suero de el suarn de los ratonss
experimentales del subgrupo 20 mg de IgG.

concentracitn correspondiente

D.0. en mg/ml %ss
Dia a b & b a
1s 0.71 0,79 0.1%9 0.24 0.99 1.2
3 0.37 0.8¢& 0.129 0.124 . 0.64 0.62
5 0.57 0.41 0.129 0.048 0,64 0.24
? 0.61 0.38 0.149 0.134 0.74 0.47
9 0.5 0.58 0,012 0.13 0.06 0,06
11 0.352 o0.08 0.010 0.0 0.05 0.0
13 0.4% 0.08 0.006 0.0 0.03 0.0
13 0.42 0.48 0.005 0.008 0.02 0.04
17 0.5 0.63 0.012 0.015 0,06 0.07
19 0.38 0.57 0.003 0.012 0.01% 0.06
21 0.06 0.38 0.0 0.013 0.0 0.06
23 0.49 0.54 0.0n8 0.011 0.04 0.03
25 0.44 0.2 0.006 0.0 0.03 0.0
27 0.09 0,45 0.0 0.0 0,0 0.0
29 0,07 0.08 0.0 0.0 0.0 0.0

a4 b = colushas correspondientes a las dos muestras de susro
obtenidas por sangrfa, & = Los sueros del dfa il a 7 fusron
diluidos 1310, Los sueros del dia B8 al 29 se leysron
directamsnte sin diluir. 8% = FE1 porcentaje se calculd
considerando los 20 mg de 1g6 inyectados como &1 100 %, Figura S,

Cuadro 9 : Interpolacidn de 1a densidad dptica a mg/m} y % de
Fab en el suero de los ratones experimentales. Se
indica por dia dm sangria

concentracién correspondiente

B.0. en mg/ml % 58

Dia a b a b a b
it 0. A9 0. 46 11,39 9.6%9 11.39 2,469
3 0.39 0.3% 5.73 3.47 B5.73 3.47
5 0.24 0. 18 0.0 0.0 0.0 0.0
7 0,06 0.046 c.0 0.0 0.0 0.0
L4 0.30 0,28 0.006 0.0 0.006 0.0
11 0.14 0.08 0.0 0.0 0.0 0.0
i3 O.14 0. 10 0.0 0.0 0.0 0.0
15 0.08 0.08 0.0 0.0 0.0 0.0
17 0.19 0.18 0.0 0.0 0.0 0.0
19 0.10 0.12 0.0 0.0 0.0 0.0
21 0.47 0.05 0.0 0.0 0,0 0.0
23 0.19 0,058 0.0 0.0 0.0 0.0
23 0.12 0.07 0.0 0.0 0.0 0.0
27 0.03 0.03 0.0 0.0 0.0 0.0
29 0,0.,2 0.04 Q.0 0.0 0.0 0.0

a b = columhas correspondientes a las dos muestras de suero
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Cinética de la eliminacién de IgG porcina en el ratén,

(e o) valores experimentales, (0 o) valores tedri-

cos. E1 valor calculado ge la eliminacién total de IgG
es de 18.7.
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CinStica de Ta eliminacin del Fab de 1g6 porcina en

el ra.on, {s @) valores experimentates, {0 o} valo

res tefricos. El valor calculado para 1a eliminacién
total del Fab es de 7.3 dfas.
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cbtenidas por sangrfa,8 = Log sueros del dfa 1 al 7 fusron
diluidos 111000.Los sueros sueros del dia 9 al 15 fueron diluidos

1110.Los sueros del dia 1é& al 29 sa leymsron directamente sin
diluir. s = E] porcentaje se calculd considerando los 100 mg de
Fab coma el 100 %. Figura 6.

Cuadro 103 Interpolacion de la densidad Optica obtenida a mg/ml
¥y % de Fab en el suero de los ratones experimentales,
indicandose por dfa de sangria,

concantracibn correspondiente

D.O. an ag/ml % 8
Dia a b a b a
1 s 0. 86 0.47 0. 969 1.026 1.93 2.05
3 0.50 0.44 1.193 0.8%6 2.39 1.31
S 0.28 0.37 0.0 0.46 0.0 0.92
7 0,34 Q.26 0.29 0.0 0.38 0.0
? 0.43 0.43 0.007 0,007 0.018 0.015
11 0.29 0.17 0.0 0.0 0.0 0.0
13 0.19 0. 19 0.0 0. Q0 0.0 0.0
15 0.12 0.10 0.0 0.0 0.0 0.0
17 0.12 0.05 0.0 0.0 0.0 0.0
19 0.07 0.02 0.0 0.0 0.0 0.0
21 0. 47 0.086 0.0 0.0 0.0 .0
23 0.04 0.0 0.0 0.0 0.0 0,0
25 0.02 0.038 0.0 0.0 0.0 9.0
27 0.0% 0,903 0.0 0.0 0.0 a.0
29 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
& b = columnas correspondientes a las dos muestras de suero
chtenidas ror sangria, 8 = Los susros dml ‘a1l al 7 fueron
diluidos 12100, Los sueros del dia B8 al 29 se leyeron
directamente sin diluir. 3§ = E1 porcentaje se calculé

considarando los 30 ag de Fab inyectados como el 100 %, Figura 7.
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Cuadro 11 @ Interpolacion de la densidad Optica & mg/ml y %
de Fab an &l susro de 108 ratones sxperimsentales,
indicandose por dia de sangria.

concentracion correspondiente

D.0. an mng/ml % 83
Dia a b a b a b
18 0.484 Q.44 0.083 0.083 Q.420 0.428
3 0. 39 0.44 0.037 0.085 0.286 ©0.428
S 0.36 0.31 Q.040 0.02 0,201 0.060
7 0.34 0.38 0.029 0.031 O.14 0.23
9 0.33 0.37 0,002 0.004 0.011 0,023
11 0.23 0.30 0.0 0.0006&6 0.0 0,003
13 0. 11 0.13 0.0 0.0 0.0 0.0
15 0.08 0. 10 0.0 6.0 0.0 0.0
17 0,02 0.03 0.0 0.0 0.0 0.0
19 0.09 0.02 0.0 0.0 0,0 0.0
21 0.04 0.06 0.0 0.0 0,0 0.0
23 0.13 0.05 0.0 0.0 0.0 0.0
3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
27 0.01 0.02 0.0 0.0 0.0 0.0
a4 0.01 0.9 0.0 0.0 0.0 0.0

a b = columnas correspontdientes a las dos muwstras de suero
obtenidas por sangria, § = Los susros del dia al 7 fueron
diluidos 1:10. Los sueros del d{a 8 al 29 se layeron
directasente sin diluir. & = El1 porcentaje se calculd
considerando 1os 20 mg de Fab inysctados como el 100 X%, Figura 8.
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Cinética de 1a eliminaci6n del Fab de 1a lgG porcina

en el ratén, (e o) vajores experimentales, {o o)

valores tedricos. E1 valor calcuiado para 1a elimina
cisn total del Fab es de 9.6 dias
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Cinetica de eliminaciép del fab de a 196 parcina vale-
res de 45 ratones (e * o) vaiores experimentales, (0 o)
valores tefricos. El yalor calculado para la eliminacifn

total del Fab es de 7.6 dfas.
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o) valores experimentales, (o o) valores

El valor calculado para la eliminacign total

de la IgG es de 18.7 dfas.
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¢ Curvas de eliminacién de antfgenos.

Eliminacién de gamaglobulina equina en el hombre(8).
Curva tfpica de eliminacién de un antfgeno(7).

Curva de eliminacién de la IgG porcina en el ratén.
Curva de eliminacién del Fab de la 1gG porcina en
el ratén. : }



DISCUSION 1

La produccién de sueros antivenenos de alacranes o serpientes
reviste algunas caracter{sticas especiales) una de ellas es que
®1 protocolo de inmunizacien debe iniciarse con dosis bajas del
antigeno para eliminar el riesgo de accidentes por intoxicaciones
en los animales donadores de anticuerpos. En este caso los
animales no presentaron datos de envenenamientn. Los sucros
colectadogs fueron procesados en el Instituto Nacional de Higienms
para la eliminacidn del Fc con @] uso de pepsina. Por otra parte,
@an el sistema de produccion, se trata de alcanzar capacidades de
neutralizacidon mayores a 12 DLS0O ratén con la finalidad de que la
presentacitn final del preoducto contanga las dosis neutralizantes
necesarias en la menor concentracidn de protefna.

Tiene gran importancia 1a separacidn del fragmento Fc de la
IgG en la presentacién final del producto en el sentido de que se
ha comprobado que la frecuencia de enfermedad por suero que se
ragistra en las personas tratadas con inmunecglobulinas de
caballo, disminuya de manera significativa cuando se compara con
grupos de personas que reciben la inmunoglobulina completa.

El usc ®n humanos de inmunoglobulinas heterdlogas, debe de
satisfacer los requisitos de productos bioldgicos exigidos por la
Organizacién Mundial de 1la Salud. Inicialsente se debe compro-
bar su capacidad terapéutica y en ese sentido, la utilizacion de
inaunoglicbulinas heterdlogas deben mostrar ademds de su capacidad
de neutralizacion, capacidad de permanecer en el sistema
hetertdlogo el tiempo adecuado para llevar a cabo su funcion

t}rapbuti:a. En el caso especifico del envenenamiento por
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picadura de alacran, el cuadro clfnico con el uso dal suero se
rasuelve en 24 h.

Los resultados encontrados en el presente trabajo, muestran
que la [gG de cerdo se comporta cuando es inyectada en un sistema
heterdlogo como cualquier otra inmunoglobulina administrada en
una especie distinta(16, 49)Se ochservd un comportamiento similar
a la curva de eliminacidn de antigenos, que reporta tres fases,
vear Figura 11 (7, 8, 30), la primera corraesponde a una fase de
distribucién y elisinacibn rapida debida a la difusiién {intra y
axtra-vascular teniendo una duracitn aproximada de 20 minutos a
un dfa, an ambos Qrupos s® ohservd un disminucidbn muy acentuda ya
que deade el primer dia se registrd un porcentaje de 12% para el
grupo de IgG v de 11.39 para el grupo inyectado can Fab. Con
respecto a la segunda fase 0o de eliminacidn metabdlica cuya
duracién va del dfa 1 al dfa 7 se observd que correspondid del
dia 1 al 7 para la 1g68 v del dfa 1 al S para el fragmento Fab de
la I1g6 de cerdo. Ge observd la tercera fase correspondiente a la
sliminaciédn inmunolégica y que tuvo una duraciédn hasta el dia 21
y 7-8 dias para la I1gG y Fab respectivamente.

Con respecto a la eliminacion total de 1a IgG tomando en
conjunto los valores obtenidos sn los tres gQrupos axperimentales,
s obtuvo un valor tebrico de 18.76 dias (v;r figura 10),
calculado por una regresion lineal. Considerandeo el valor inicial
axparimental encontrado en los ratones, la vida media considerada
como el tiempo en @l que la proteina disminuye a la mitad de su
valor inicial es de 5 dias. Al integrar los datas de 1las tres

| grupos experimentales ®n una regresién lineal, para el Fab, se

obtiene un valar de 7.56 dias. para l!a eliminacién total (ver
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Figura 9). De esta sanera ss puede considerar que los valores
encontrados en los gqrupos de manera independiente, son muy
similares a los encontrados cuando se tosan las cifras en
conjunto. ENn este caso la vida media de acusrdo a los
valores axperisentales es de 3 dias.

Los valores tedricos no corrasponden pues con los
exparimentales dado que por regresidn linesl, la madia de 1la
molécula completa serf{a de 9.38 dias y de 3.83 para el Fab. Las
diferencias pueden deberss a que wn el caso de la reagresién
lineal se realiza de hecho un proasdio de los valores de los tres
Qrupos experimentales por 10 que la variabilidad se incrementd al
introducir 3 concentraciones distintas y en el cdlculo se
aliminan los valores extramos.

Las diferencias en los tiempos de eliminacion de la molécula
complata v el fragmento Fab pueden tenaer algunas explicaciones
como @ @} hecho de que ! - tamaho de 1a molécula influya en su
distribucion vy asimismo la ausencia del fc facilita wu

matabol ismo (29, 38, 49).

CONCLUS 10N

Mediante la utilizacién de 1a técnica de ELIBA, se determin®d
una peraanencia de la IgG porcina en el modelo biolégico del
ratén, de 18.76 dias bajo las condiciones establacidas en sste
estudio. Con esto se concluye que la vida media de 1a IgG porcina

en el raton ®#% de 9.38 dias.

44



LITERATURA CITADA

1.~ Aluja de, Aline 8.1 Aspectos econdaicos y de salud pOblica
en relacién al sacrificio de los cerdos. Memorias del curso
“Inspeccion sanitaria de 1a carne de cerdo”, Maxico, D.F. 1982.
2-17. Eag. de Bed.VYet, Y 2p0t. Universidad Nacional Autonoma de
Manico.Mxico, D.F. (1982

2.- Antnisor Usos apropiados de la inmunogiobulina humana en la

prictica clinica. Bo)l,pf Sanit.Panas., 93(1):74-80 (1983).

3.~ Bach,J.F.1 Inmsunologia. Ligsusa, México,D.F., 1984,

4.- Barbosa,N.H., Ravines,J., Garza,R.J. b'4 Larralde,C.1
Produccidn masiva de anticuerpos comarciales on

cordos.Tec, Pec,Med., 41t45-32 (1981).

5.~ Barbosa;N.H.» El cerdo en la investigacidn biombdica:
inmunidad pasiva v produccién de antisuerpos. En avances del
cerdo. Editado por 3 Morilla,A., Caorrmea,P. y Stephano,A.,39-61,

QMY EuGey Mdxico,D.F., 1705,

&.~ Barhosa,N.H. et al.-3 BSpecitic antibodies produced in

convantional animals. J,0,Y:H:08., (en prensa)

7.~ Barret, I.7.: Isunologfa. 4a ad. Intecasericana.

Maxico,D.F., 1985,

45



8.~ Bellanti, J.A. and Robbins,J.B.: Insunologia. 2a ed.
Interamgricans. Maxico, D.F., 1981,

9.~ Bussel, J.B. and Hilgartne, M.W.t The uso and sechanism of
action of intravenos immunoglobulin in the treatmant of inmune

haematology disease. Bri.Jd.Haseat., S5611-17 (1984).

10. - Catty,D., Rcykundalii,c. and Houba,V.: Bench manual of

techniques for the preparation of immv ological and

issunodiagnostic reagents.Part 1. World Health OQOraanization.
Swittzerland, 1983.

i1.~ Cruz,S8.J.1 Tiempo de proteccidn contra Rotavirus conferido
por inmunoglobulinas séricas especificas administradas por via
oral en lechones. Tesis da licenciatura. Fag, dg Med.Vet,¥Y Zopt.

Universidad Nacional Autbnoma de Mmico. Mxico,D.F., 1983.

12.~- Chuc,€.3 Aplicacién del adtodo de Reed y Huench a 1la
titulacidn de sueros antiponzohosos. Tesis de licenciatura.

EeN.C:B., Instituto Politécnico Nacional. México, D.F., 1939,
13.- Daniel, W.W.: Bicestadistica. Ljigusa. México, D.F., 1982,

14. -~ Eddington,Jd.A. and Wingert,A.W.1 Timing of the

administration of antivenom. Joxicon,, 24(5):241-243 (1986).

1%.- Engvall,E. and Carlsson,H.H.: Enzyme—-1inked issunosorbent

sssay, ELISA, En First International Bymposium oh  Imsuno

46



Enzysatic Techniques. INSERM Syaposiuam No. 2 . Editors. Feldeann
L al. North Holland Publishing Company, Amsterdam, 1976.

16.~ Engvall,E. and Parlsann,P.) Enzyma-linked isaunosorbsnt
assay,ELISA 111. Guantitation of wpecific antibodies by
enzyse-labeled anti-imssunoglobulin in antigen coated tubes.
doeSGUnNe,s 109(1)3129-133 (1972).

17.~- Estrada,C.A., Rios,P.J., Martinez,D.H., Rosales,0.C. Y
Morilla, 6.A.1 Efecto de la adainistracién oral de suero

sangufneo sobre las diarrsas de laos  lechones. Vei.Wex,,
163191-199 (1983).

18.~ Fahey, J.L. and Robinson,A.G.: Factors controlling serum

globulin concentration. J,Exp,Med., 1181845-868 (1963,

19.- Findlay,E.R. and Minoo,B.M.: Introduction of the scorpion
Centruroides exilicsuda into California its public heslth
significance. JoxiGon.., 221658664 (1984).

20.- Frank,;8S. and Robert,C.: Use of hyperissune Serum,
vaccination and certain management procedure for control of

pssudorabies in swine. J.AR,Vet.088,, 104(12)31463-14656 (1984).

21.- Freund, J.1 Some aspects of active issunization.

Ann.Bay.Microbiol. 11291-298 (1947).

22.~ Fundemberg,H., Stites,D., Cadwell,J. y Well,J.1 Inmunclegfia

47



Cifnica. tanual Hoderop, Mexico,D.F, 1978.

23.- Garcf{a,6.T.) Cosercializacidn dce la carne de cerdo en
Mhxico. Tesis de licenciatura. Fac.de Mad,Vat,yZopt, Universidad

Nacional Aautdnoma de Mxico. Mexico,D.F., 1984,

24.- Garvay,J.8., Cremser,N.E. and Sussdorf,D.H.: Mathods in

Imaunology. 3Ith edited by W.A.Benjamin Inc, Massachusetts,
U.8.A., 1977.

25.- Bomez,B.J., Villarreal ,V.R. y Gbmez,B8.D.1t Inaunizacicnes.

Bay.Fac.Med.tlen.a 19(7)125-33 (1976).

2&4.~ Gordon, D.S.: Intravenous iamunoglobulin therapy. Aa,d,.0ed..
83152-56 (1987).

27.- Guavara,M.R. Insunidad a Galmonella choleraesuis en
lechonas protegidas con insinoglobulinas s#ricas administradas
por via oral. Tesis de licenciatura. Fag, de Med.Vet, y Ipot.

Universidad Nacional Auténoma de Mbxico. Mdxico,D.F., 1983.

28.~ Herbert,W.J., Wilkinson,P.C. and Stott,D.I.: Dictionary of

Immunology. 3 ed. edited by Hprhert,W,J,, Wilkingoo,P.C, and
Gtott,.D.-1. Osney Mead, Oxford, 198%5.

29.~ Holton, D.d.. 8t al.: Piodistribution of moncclonal 1gG1,
F(ab’)2, and Fab°in mice after intravenous injection. J,Inmun.,
139(9)13041-30%9 (1987).

48



Cifnica. Hanual Bodernp, México,D.F, 1978.

23.- Garcia,q8.7.1 Comercializacidn de la carne de cerdo en
Minico. Tesis de licenciatura. Fac.de Med,Vet.vZoet, Universidad
Nacional Autdhosa de Mdxico. México,D.F., 1904,

24.~ Garvay,J.B., Creeser,N.E. and Sussdorf,D.H.: Maethods in

Ismunology. 3th edited by W,4,Bgndanin Jng, Hassachusetts,
U.8.A., 1977, ‘

25.- Bomez,b.J., Villarreal,V.R. y Gbmez,B.D.: inaunizaciones.
Bey.Fac.tiad.Mex,, 19(7)125-38 (1976).

26.- Bordon, D.S.: Intravenous issunoglobulin therapy. Ag,J.ted.,
93:132-56 (1987).

27.- Guavara,N.R.: Inmunidad a Galmonella choleragsuig en
lechones protegidos con insunoglobulinas séricas administradam
por via oral. Tesis de licenciatura. Fac, de Med.Vet, y Zoot.

Universidad Nacional Autonoma de México. México,D.F., 1983.

28.~- Herbert,W.J., Wilkinson,P.C. and Stott,D.l.1 Dictionary of

Imsunclogy. 3 ed. edited by Herbert.W.J).. Wilkiogen.P.C. and
gtott,D.1. Osney Mead, Oxford, 1907,

29.- Holton, D.O., @t al.s Biodistribution of monoclonal 1gGt,
’ Fl(ab")2, and Fab’'in mice after intravenous {injection. Jylmmun.,
139(9)13041-3059 (1967).

48



ESTA TESIS W2 DEgE
SALR DE LA BruioTECA

30.- Hudsond,l.. and Hay,F.C.t FPractical Immunology. 2th wd.

Blackwell Scientific Publications. Oxford., 1980.

3i.- Instituto Politécnico Nacional: Manual de Laboratorio vy

Control de Bioldgicos. [Dmoartasento de Microbigloaia, Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas, Mmico, D.F., 19864,

32.~ Lewis,8.E. and HMetzger,J.F.: Botulism imeuns plasma

{human). The Lancet., Sept.16 t &634-635 (1978).

33.~ Larralds,C., Barbosa,;H., Molinari,J.L. vy Arce del,R.:
Aspectos inaunol 8gicos -n la produccibn industrial de

antitoxinas. Cien,Vet.Mex,, 1141-43 (1976).

34.- Likes,K., Banner,W. and Chavez,M.: Ceptrurcoides exilicavda
anvenofation in Arizona. West Jd.Med., 1411643-637 (1984).

33.- Lowry,H.0., Rosebrough,d.N., Farr,L.A. and Randall,R.J.:
Protein ssasurament with the folin phenol reagent. J,Bipl.Chem,,
1931 2465-275 (1931).

36.~ Miranda,R.A.8 Proteccidn contra rotavirus conferida por
inmunoglobulinas séricas especificas por via oral en lechones.
Tesis de licenciatura. Epag. de Med.Vet.y Zopt, Universidad

Nacional Auténoma de Meéxico. México D.F,, 1987.

37.- Montero Montoya Ragina: Reactividad inmunologica entre la

49



Ig6 humana ¢ IgO de cerdo. Tesis de licenciatura. Epg, de Cign.
Univaersidad Nacional Autéonoma de México. México,D.F,, 1983.
38.- Morell, A., et aliy In vivo behaviour of gammaglobulin

preparations Vox Sang,, 381272-283 (1980),

39.- Moack,R.C., Szugs,C. and Shaolz,H.: Issunoglobulins in the
treatment of bacterial uﬁinqitis in child hood. Infection.,

15(1)311-13 (1987). En lmsun,Pbet., 12(9)167 (1987).

40.- Parra,S.M.t Tratamiento de la salmonelosis en lechonas con
inmunoglobulinas séricas administradas por via oral y sistémica.
Tesis de licenciatura. FEpc.de Hed., Vet, ¥ Zgpt. Universidad
Nacional Aauténoma de Mexico. México.D.F., 1985,

41.- Rachasky,l.Jd., Banner,W., Dansky,J. and Tong,T.: Treatments

for Centrurgides esilicaugda envenomation. A,d,D,C., 138:11136-1139
(1984) .

42.~ Ravines, Z.J.E. Produccion de antitoxina tetanica en cerdos.
Tesis de licenciatura. Fac.de Med.Vet, ¥ Igot. Universidad

Nacional Autonoma de México. Mexico,b.F., 1979,

43,- Rimsza,M.E., Zimmerman,D.R. and DBergeson,P.S.: Scorpion

envenenation. Padiatrics., 66{(2)1298-302 (1980).

44,- Sanders,R.K., Reginald,J., Palraj,H. and Peacock, M.l .1

intratecnl antitetanus serum (horse) in the tretment of tetanus,

50



Lapcetss 71974-977 (1977).

45.- Spiegelberg, H.L. and Eigle, W.0.sThe catabolism of
hosogenous and heterologous 7S Qanma globulin fragments.

J:Eupatind, 1211323 (1965).

46.~ Theakston, R.D.6.3 The application of the issuncassasay
techniques, including enzyme linked immunoassay (ELISA), to snake

venom research. Toxiggn,, 21(3): 341-352 (1983).

47.~ Tizard,l.R.1Inmunologf{a Vaterinaria. Ioterasericana.
Mxico,D.F., 1983,

48.~ Varley, M.A., Ruckl idge,6.J., Wilkinson,R.J. and
Maitland,A.s Enzyse-]inked issunosorbent assay for the
ssasuresent of immunoglobulin G concentrations in porcine plasma

and calostrua. Rep.Vet.Sci., 381279-781 (1983),

49, - Waldsann, T.A. and Strober,W.1 Metabolism of

issunoglobulins. Prog.flleray.. 1311 (1969,

50.~ Wigle, W.0.1 En Perez, R.,Larralde, C., Kratschheer, R.1

Inmunopatologia. Prensa Madice Mexicpna, México, D.F., 1968.

51



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusión
	Literatura Citada



