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INTRODUCCION.

Es importante det:rainar el origen de
1as especies, en carnes y derivados, porsue hay -
ocasiones en que son adulterados o sustitufdos por
otra especie con el rieszo para el consuidor cuan
do 1a especie sustitufda no ha sido controlada sa-
nitariamente. La identificacién se lleva a cabo -
por diversos métodos inmunolégicos. Sin embarzo -
estos métodos de identificacidn se vin afectados_
por clertos factores que la dificultan o la inhi--
ben, tales como la temperatura o la adicién de sus
tancias con accién enzimdtica como la papafna: ya
que alteran la estructura antizénica de la carne.-
ror este motivo, es importante conocer cdmo afec--
tan los procesos de cocelén y el tratamiento con -

ala de las B

de identificacidn.



CaP1TULO 1.

ANTECEDENTES v

GENERALIDADES .



CAPITULO I.

ANTECEDENTES.

ANTIGENOS DE ESPECIE:

&) Desarrollo del mecanismo de reconocimierto
de o propio y lo extrafio.

e mayoric de las eubstercias antigé-
nices son exégenas al individuo que reacciora ante
elles pudiendo proceder de organismos de le misma_
especie o de empecies distintas; in empareo en -
condiciones especisles, el organisao puede resccig
nar frente a sus ropios constituyentes, oreéndose
asi el estado de sutoinmnided, en el que préctica
mente puede verse involucredo cuslquier tejido. Al
producirse la respuesta inmunolégice frente a los
propios constituyentes del organismo se van e pro-
Gueir dafios tan grandes en é1 que lo lleven & un -
dosenlace fatrl. Bste estado de eutoinmunidad se
debe & una fella del organicmo pars reconocer —-

"lo propio® de lo "no propio”

e capacidad del orgemismo para reco-
nocer & sus propios componentes de los extrafios se
trate de explicer en le siguiente forme: michoe da

tos sugieren que esta capacided se adquiere dursn-



te el desarrollo emprionario, ain cuendo sigue -
siendo enigamético el mecerismo por medio del cual
ocurre esto. Desde luego, se reconoce la importan
te intervencién de las células B y T que integran_
al sistesn linfoide ya que éstas intervienen en la
produceién de enticuerpo

purnet sugirié hace sl
gunos afios que 1os antigenos sutélogos se

roan -
como propios "in utero" durante el periodo de la -
emriogénesis. Postuls que cuslquier antigeno que

esté en contacto con el emprién en desarrollo, yue
de clesificerse erréneamente como propio. En  —-
otres palapras, mrnet predijo que la exposicién_
s cualquier entigeno, durente un periodo detersina
do ds inmsdures del sistems linfoide, puede provo-
car un estado e tolerancis inmnitaria exponiendo
algunos enimales a sntigenos extrafios durante la -
vids fetal, por ejemplo los experimentos cus lleva

ron a cabo Medawar y sus colaboradores con injertos
de piel entre ratones de cepas CBA y A. La cepa de
ratones CBA es de pelo pardo y la cepa A es ylanco.
Bl experizento consistié en inyectar por via intra-
venosa tejido de ratones de la lin

A a emyriones
de ratén CpA entre el décimo y décimo cuarto dfa de

vida fetel, la mayor perte de los animales resistie

ron la manipulacién y nacieron normslmente. Poste-



rioruente se hicieron a estos animales, ya adultos,
injertos de yiel de ratén de la linea 4 y el injer-
to persistié. Norualmente los injertos de piel en--
tre aninales adultos de estas ceyas persisten de 10
a 11 dfas y lueso esfacelan. La prueda concluyente
de este fendueno es observar ylacas de pelo blanco
sano en el ratén CBA. Se han realizado experimentos
semejantes en rata, conejo, pollo, y otras especies,
con resultados semejantes. La exposicidn a los ant{-
genos durante la vida fotal siempre losré tolerancia
ulterior al ant{geno. Vo obstante, algunos ant{ge--
nos provocan una tolerancla mayor que otros, y tam--
bién varfa la duracién de la tolsrancia con los di--

ferentes antfgenos.

La madurez del sistema linfoide, en -

el naciuiento, difiere mucho en las diversas espe:

cles animales. Los recién nacldos yoseen un grado va

riable de eficienct s aue se
na hasta clerto punto con la edad gestacional y con
la madurez de otros sistemas. La mayorfa de los lag
tantes a téruino son capaces de produclr cantidades
apreciables de anticueryos IgM en el periodo neona-
tal. Los anticueryos gk emplezan a aparscer alre-
del naciulento. Los

dedor de tres semanas despu

anticueryos 1g¢ se producen en cantidades {mportan-



tes slo Liasta desyuds de la cuarta semana de vida.
Las ressuestas inmnitarias de 10s nifios o aninales
prematuros son generaluente ads lentas que los de -

a téruino.

En el husano se observa respuesta -
imnunolézica a las infecciones, cuando éstas ocurren

cuando el sistema linfoide ha madurado; ésto se de

muestra por los niveles elevados de Iga y/o Igi en el
momento del naciniento y porque se encuentran en es--

tas 1 ificos para el

wicroorzanisuo infectante, siendo los casos mds fr

cuentes: citomegalia, rubéola, herpes, s{filis y to-

xoplaswosis.

b) Respuesta a protefnas de especies alejadas -

taxonduicanente.

El empleo de la prueba de immunopreci-
pitacién para estudlar relaciones entre animales se -
inicid poco después de descuorirse esta reaccidn.Bor-
det, en 1699, se™alé que el suero de un conejo inyec-
tado con suero de gallina precipitaba sueros de galli
na y de pichén. Al a%o sigulente, Myers comyrobd que
el suero inmune contra albimina de huevo de gallina
reaccicnaba con albimina de huevo de yato lgual que

con ¢l ant{geno howéluzo. Comyrobé taubién que los




anticucrypos contra globulina de carncro precipita-
ban la globulina de carne de buey menos intensazen
te que la de carnero; inversamente, la globulina -
antibuey reaccionaba menos fuertemente con globuli
na de carnero que con ant{geno howdlogo. Varios ip
vestigadores yronto seralaron que los sueros anti-
hunanos obtenidos en conejo ademds de reaccionar -
con el ant{geno homdlogo reaccionaban con suero de
prizates. Estas observaciones proporcionarcn la -
base para la prueca forense de inmunoprecipitacidn

para la identificacién de manchas de sangre.

Los prineros investigadores utilizaban
aezclas simples de suero inmune y ant{geno y sefala-
van la aparicidn de turbiedad y/o de un precipitado
neto después de periodos variables de incubacién. &
distintas temperaturas generalmente se mezclaba una
cantidad constante de suero inmune, como 0.1 ml con
0.5 ul de una 0 mds diluciones de ant{geno. Nuttall,
ineluy$ en algunas cbservaciones, un registro del -
tiempo requerido para obtener una reaccidn visible,
¥ desarrolld también un método semicuantitativo, en
el cual se medfa la altura de la coluuna de precipi
tado en el tubo capilar. Mds tarde se utilizd la -
prueba del anillo en estudios de relaciones entre -

animales y plantas.



aunque ya se conocda, en mezelas sia-
sles puede presentarse la inhibicién de la precipi-
tacién por exceso de ant{geno, se efectuaron muchas
pruebas de precipitacidn en las cuales se utilizaba
una sola concentracién de antigenc. Por lo tanto ,
resulta sorprendente que los resultados de 1os pri-
meros estudlos filogénicos corresyondieran tan bien,
como se vié con la posicién sistemdtica de los mate-
riales utilizados cuando se clasificaban segin bases

morfolégicas u otras.

En 1901 Uhlenhuth sefiald que los sue-
ros inmunes antihumanos obtenidos en conejo sélo -
reaccionaban cuando se wezclaban con suero husano y
no con los sueros de 1& especies de animales inferlg
res. Wassermann y Schitze llevaron a cabo experien-
clas siuilares comprobando que el suero antihumano -
precipitaba con el suero de maniril, aunjue esta -
reaccién era mds lenta y menos intensa que con el -
suero husano. E1 miswo a%o Nuttall comprobé que los
sueros de algunos monos europeos reacclonaban fuerte

mente con suero de conejo antihumanc, mientras que -

los monos sélo

Nuttall publicd en 1904 una monograffa
en 1a cual tabulaba y resunfa los resultados de --

16,000 yruebas de preciyitacién. Ewyled couo ant{ge-



nos sueros sanguinecs de homtre y varios animales,
y preté 30 suzros inmunes obtenidos en conejos cop
tra protefnas séricas de los diversos ;rupos de -
antmales. Los resultados ottenidos en mezclas de -
suerss de primates y suers antihumano se presentan
en el cuadro 1. Los sueros de orangutdn, chiz.ancé
sorila y otros monos de Turo.a, desde el punto de -
vista seroldgico estaban mis estrechasente relacio-

nados con el suero huzano gue los de monos y titfes

de américa. Los lemirldos resultaron no tener rely

cién ninsuna con el hombre. EBstos resultados co---
als

£ a las
das con datos

obteni
orfoldgicos.

las pruetas de precipi
tactén por el nétodo semicuantitativo de Nuttall —-

aleron resultados similares (ver cuadro 2).

Las relaciones se confiraaron por prug
tas con sueros antichiupancé, antiorangutdn y anti-

uono espec{ficos para varias especles.



Cuadro 1. Precipitacién de

suero antihumano obtenido en conejo.

sueros de primates por

Sueros de primate

No. de estudios

Porcentaje
de

positiv:

pruebas

Antropoldes
Houbre
s{uidos

(orangutin

chia-
pance, gorila)

Geraopttecos
(Honos de Euro-
a2 tapeoien)

cévidos
(monos de amér;
cay'3 eapecie

Hapdlidos
(titfes,
pecies)

d0s
(éuures, 2 espe

100

100




Cuadro 2. Cantidades relativas de precipitado obte-
nidas con suero de conejo antihumano y cantidades -

1suales de suero de diversos antropoides y monos.

Suero frecipitado
Hunano 1008
Chinpancé 1304
Gortla o
Orangutdn b2
Cinocéfalo mormén 42;
Cinocéfalo sphinx 29
Ateles (mono arata) 295

* Precipitado suelto.

Muttall tanoién estudid sueros de mami-
feros, aves y réptiles (cuadro 3). Los anticusrpos
contra las diferentes especies de mam{feros daban
el mayor porcentaje de reacciones de precipitina -
positivas cuando se estudiaban con ant{genos prove
nientes de la misma o de otras especies del miswo_
orden. asf, el suero antibovino daba resultados pg
sitivos con el 72/ de los ant{genos procedentes de

sulados, el suero reaccicnaba positi

vanente con el €¢f de los ant{gencs .rocedentes de



antfgenos  Nimero 4

Suergs tnmunos de coneo fronte ai
ant{zer ect{voro n{voro gulado Karsupial
(sucros)  prchados. (howsre) (orise) (Ferros” Cbuey) (cangure) (saito

Porcentaje Positivo

Privates €4-97 90 2 2 1 1n 3
Insectivoro  6-15 13 u7 n o 3 °
carnivoro 76-97 27 5 46 b 5 1
Ungulados 57-70 u3 7 3 722 5 3
varsuplales 21-26 B o 4 o 66 o
Aves 262-322 0.3 0.3 0.6 © €8
Reptiles 351 o o o o 2
Cuadro 3.

Precipitacin de sueros de animales con sueros Limunes obteridos en
conejos.



1arsuplales. Las aves constitufan un grupo distinto,
srdcticanente sin signo ninzuno de relacidn con los
dends animales probados. Los reptiles eran hetero--
34neos entre s{, y reaccionaban en forma cruzada. -
Puede tener importancia el hecho de que la reaccién
cruzada ocurrfa en el jrupo de las aves, de las cug
les 1os reptiles probatlemente sean 10s antecesores

en la evolucidn.



Se han comprobado gran nimero de rela:
clones interesantes mediante las pruebas de precipi
tacién. Ya en 1905, Friedenthal demostrd reacciones
débiles entre el suero sanguineo del mamut siberia-
no congelado y el suero inmune contra elefantes de
la India. Eoyden y Noble en 1933, ayudaron a acla--
rar las relaciones entre algunos anfibios. Compro--
baron que Siren, Necturus y Amplhiuma estatan estre
chamente relacionados entre si, pero sélc a gran -
distancia con la forma yrimitiva Cryptobranchus. Es
tas relaciones las representaban grificamente en un

modelo tridimensional. Mds tarce, Boyden empled un

método fotoeléctrico para medir los precipitados, -
demostrando seroldgicamente que la mula, hibrido -
del caballo y asno, posee protefnas séricas que s

encuentran en los animales progenitores.

Boyden durante anos estudid sangre y -
otrss muestras de proteinas de toda clase de fuen--
tes. las utilizé para estudios seroldgicos compara-
tivos con aplicacién a problemas de filologfa, sis-

temdtica y evolueidn.

De Falco comprobé que las aves constitu
yen un srupo seroldgicauente separado por lo que se
reflere a proteinas de su sanire, huevo y cristali-
no. Cumley, Irwin y Cole estudiaron ant{genos séri-



cos de Streptopelia risoria (tértola anillada) y St.
senejalensis y sus hibridos directos y retrdgrados .

Las palomas senegal y anillada compartfan componen--

tes antigénicos mayores en el suero; adeuds la Sene-
gal posela un pequero residuo "especi{fico de especie"
probablemente formado cuando menos por cuatro ant{ge
nos ¢istintos. Estos cuatro antfgenos especificos -
de especle pueden aparecer en los hibridos, pero --
cuando los hfbridos, se cruzan en forma retrdgrada -
con tértola anillada, que carece de tales factores ,
uno o mis de los ant{zenos Senegal yueden perderse.-
Las pruebas hechas con sueros inmunes absorbidos adg
cuadauente indicaron el control genético de éstos ap
t{zenos séricos. lrwin y colavoradores también demog
traron el control genético de ant{genos séricos en

otras aves.

Koody y colaboradores estudiando la condug

ta Sgica de protefnas i a

tos que apoyaban la clasificacidn morfoldyica de es--
tos animales. También comyrobaron que las protefnas
séricas de conejo difieren netamente de las de los -
roedores, confiraéndose la posicién sistendtica de -

1os conejos en una orden sejarada, Lagomorpha.

Las reacclones de precipitacidn se ian apli



cado taubién al estudio de vegetales. Se uan prepa-
rado sueros inmunizando conejos con soluciones de -
macerados y extractos secos de tejidos vegetales en
solucién salina, agua, soluciones amortiguadas o sg
luciones alcalinas débiles. El trabijo serolégico

con materiales yrocedentes de ylantas se dificulta

por la presencia de substanclas jrecipitantes no --
especi{ficas, como dcidos orgdnicos, taninos, ala--
lotdes y glucésidos. Huchas de estas substancias -
pueden elirinarse con extraceidn previa de los teji
dos vegetales con Ster, alechol, benceno, acetona u
otros solventes. Tal tratauientc, claro estd, mere-
ce 1a objecién de que ‘tacbin extrae materiales ap
tigénicos espec{ficos. Sin embar;o, utilizando ex-
tractos de ylantas se han obtenido informaclones -
muy dtiles.

Una observacidn inicial de la {ndole serg
16gica de las protefnas vegetales fue la de Kowarski.
Comprobd, en 1901, que las precipitinas contra una -
albuosa termoestable de trigo reaccionaban amplia--
mente con extractos homélogos, pero poco o nada con
todas las albumosas de centeno, cebada, avena y chi-
charo. En 1914, Xade empled la prueba de precipita-
cién para construir un esquema genealdgico, mostran-

do las relaciones entre especies y variedades dentro



del género Avena (avena) y Triticum (trigo). Las re
laciones observadas corresponden bien a las ideas --
existentes sobre clasificacién de estas plantas ba--

sdndose en su morfologfa.

ez y Xiegenspeck resusieron en 1526 el -

trabajo de los trece afos yrocedentes de la escuela -

en un drbol & é -

de

(fig. 1). Las relaciones seroldgicas comprobadas co-
rrespondfan bien a los datos anatémicos, morfoldgicos,

citcldgicos y paleontclégicos.

Con la prueba de precipitacidn pueden des-
cuorirse constituyeutes y contauinantes de harinas, -

alimentos diversos, forrajes, medicamentos y otros --

tales. Se ha por ejemplo,
cornezuelo, en la harina de mafz, centeno y cebada o
patata en la harina de trigo. La reaccién de preci-
pitacién también se utiliza en la comparacidn serold
gica de plantas para saber si permiten wds o menos -
aiffcilmente el injerto. Rives ha sefialado que di--
versas variedades cuyos injertos mutuamente no pren-
den, poseen diferencias seroldgicas netas, mientras
que las variedades cuyos injertos prenden bien son -

serold;icamente semejantes. Una situacidn similar -

fué descublerta por Green en estuclos de rosiceas, -



solandceas y otras plantas. Herece sefialarse al res-
pecto, la publicacién de informes similares sobre feg

tilizacién cruzada e hibridacidn en animales.

Se ha comprobado que seroldgicamente los -
hforidos vegetales eran intermedios entre las espe --
cles progenitoras. Zade dewostrd en 191% que Irifolium
pratense y T. repens guardaba relacién seroldgica pero
eran diferentes y que su hfbrido, I, hybridum, reaccig
naba fuertemente con sueros inmunes contra extractos de

ambos progenitores.

Para otros hibridos vegetales, se han descu-
bierto situaclones similares. La composicidn antigéni-
ca de un hfbrido vegetal parece incluir un nimero menor
© mayor de ant{genos de los progenitores, pero sin apa-

ricidn de ant{jenos espec{ficos nuevos.
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Clamidbacferns
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Coplado y modificado yor Gortner, Cutlines

of siochemistry. John Wilgy & Sons, Hueva

Yerk, 19



NOTA:

1. Arbol genealdgico seroldgico, donde

e resumen los trabajos de la escug
1a de Kénigsberg sobre las relacio-
nes filogenéticas de las especies y
géneros de las plantas, tal como -
quedan indicadas por las reacciones

serolégicas.

GENSRALIDADES

1.1 REACCION DE INKUNOPRECIPITACION.

La reaccién de inuunoprecipitacidn fue

descrita por Kraus por primera vez en 1897. Filtra



305 de ¥ibrio cholera v &

ella tyoht, litres de
‘bacterias, mezclados con sueros inmunes homdlogos -
sresentaban enturblaniento despuds de un breve pe--
rfodo de incubacién; a las 2+ horas, se depositaba
en el fondo de 1oc tutos el precipitado. La espe-

~ificidad de la reas2ién se camprol

porque el sug
ro anticdlera no precipitata con filtrados de cul-
tivos de Salmonella, y viceversa. Kraus aplicé el
ncabre de a1

nticuerpo que

en 1a precipitscién y al ant

cue desencadenaba

su formacién lo 1lamé precipitindgeno.

s ad5 taree, Tehistoviteh, estu-
diando la toxicicad del suerc de anmila, inoculd -
con este material conejos, cobayes, perros y cabras.
F1 suero sanzufneo de 1os animales jue sobrevivieron
2 los efectes téxicos del antfgeno, formata un preci.

2itado atundante al

zelazse con suero de anguila.-
~esi al miswo tiempo, Fordet sefald cue la inyeccidn

de leche de vaca al conejo estimulaba la aparicién de

que srecizltacidn al mezclarse

con dicha leches andlozazent

e, Myers, en 1500,55tuvo

p recipitinas para albizia de rwevo inyectdndols a

jos sor via irtrazeritoneals

Enownds

20008 270§ se grodujeron anticuerpes

ran ninero de yrcte




Ge anizales, plantas superiores y bacterias, y se --
emprendleron estudios de interds tedrico, medicole--

gal y filogenético.

actualmente

se ticne un mayor cono-
ciniento del mecanismo de la reaccién de inmunopre--
cipitacidn; a grandes rasgos se poarfa definir a és-
ta como 1a reaccidn que se lleva a cabo entre un an-
t{zeno en solucidn, como 1isados bucterianos, toxi--
nas, extractos de tejidos heterdlogos, extractos ve-
getales, ete. y su anticuerpo y como resultado de -
ésta unién se forma un precipitado. La wanifesta -
cidn visible de la reaccién depende del estado fisi-
co, de la sustancia antigénica y de las condiciones_

del fendueno.

Lol J- HEC AN 1S40,

Aunque existen numerosas teorfas modernas
del mecanismo de reaccidn de inmunoprecipitacién, ge-
neraluente se acepta cono el resultado de dos etapas.
En la primera, hay una coubinacidn del antigeno y el
anticueryo; en la sesunda, se forman agregados de los
complejos ant{geno-anticuerpo, por lo que se le cono-

ce couo fase de asregacién. Ssta dltina requiere ms

tiompo que la prinera, exize la presencia de electr



1itos y supone muy poco casbio de energla lidre. Ha--

rrack eu su hipbtesis de la red jara las reacclones -

sercldgicus, explica de qué wanera 1a agrejacidn hace
visicle la reaccidn: ccasidera que la unidn ant{geno_

anticuerpo que se lleva a cabo a nivel de sus grupos

{f1z0s, es firue pero =
¥ sara que haya una asregacidn entre esas moléculas -
de antdzeno-anticuerpo ya combinadas es necesarlo que
exista afinidad entre ellas; y una disoclacidn y recom
binacién de estas mwoléculas alternas (antfgeno-anti---

cuerpo) dd como 1tado, en el punto de

donde 1a cantidad de ant{geno y anticuerpo es la &pti-
ma, que se forme una red. la unidn de los reactivos en
proporciones variables se exlica considerando que la
inmunoglotulina es divalente, en tanto que los antige

nos pueden ser bivalentes o cultivalentes.

La necesidad de electrélitos implica que
la reduccién en el mimero o en la eficacla de los ra-
dicales polares, que :orualuente atraen agua, desem--
pevan un yapel importante en la segunda etapa de la -
reaccién. Podrfa consistir en el blojueo mecdnico -
de radicales polares, una neutralizacién cutua, o la

disuinuclén de cargas por los uissos electrélitos.



L. 1. 2.- ECTORES QUE WFECTAN La REACCION DE
UNOFRECIPITACION.

a) CONCENTRACION DE ANTIGENO Y ANTICULR-
20 (FENOMENO DE 40Ma)

En la prueba de inmunoprecipitacidn que
se realiza en tucos de ensaye o capilares, es decir,
en medlo lfguido, se verifica una reaccién entre un
ant{seno en solucién y su anticuerpo homélogo. EL -
resultado positivo se revela por la formacién de un
precipitado, ésto solo sucede cuando la concentra--
c1én de los reactivos es dptima; pero cuando hay un
exceso de ant{geno o anticuerpo, se inhibe la forma
cién del precipitado, esto es lo que se conoce como

"Fenéueno de Zona".

Se conocen 3 zonas en las reacciones de -

inmuncprecipitacién en medio 1{quido a saber:

lo.- La Prozena.
20.- La ‘ona o Punto de Equivalencia.
30.- La Postzona.

Un estudio hecho con albimina de huevo --
zuestra el fendueno de zona en la precipitacidn. la
albinina de huevo dilufda al 1:2 C00 &d el mdximo de

precipitacidn cuando se mezela con el suero inmune sin




Qiluir. Todo el ant{seno presente se combina con to-

do el anticuerpo contenido en la mezcla, sesin de---
uuestra el estudio del 1{juido sobrenadante, después
de eliminar el precipitado. La precipitacién menor -
con diluciones menores o sea, concontraciones mds al
tas de antfzenos recice el nocbre de fendueno de -
"inhibicién" o prozoma. Dentro de la prozona no hay
anticuerpo suficiente para precipitar todo el ant{ge
no, aunque parte del ant{geno se combina con el anti
cuerpo. Algunos de los comylejos ant{geno-anticuer-
0 evidentesente son tan pequefos que no precipitan.

La mezela también contiene ant{geno no combinade, --

que puede demostrarse yor adicién de suero inmune al
1{quido sobrenadante. Las diluciones de ant{geno de
1:4 000 y mayores también projorcionan precipitados

menos intensos que los obtenidos con alodmina de hug
vo al 1:2 0C0. Todo el ant{geno disponible estaba --
combinado, de canera que las cantidades disuinuidas

de precipitados pueden atribuirse a la presencia de
ant{geno insuficiente para combinarse con el anti --
cuerpo presente. En el 1fquido sobrenadante hay un
exceso de anticusrpo. kuchos sistemas antigeno-an--
ticuerpo no son particularente sensibles a ligeros

excesos de ant{geno; de manera que con frecuencia hay

toda una serie de concentraciones de ant{geno, dentro



de las cuales ni éste, ni el anticuerpo se encuentran

1ibres en el Este rango de
ciones recite el nombre de "zoua de equivalencia'. La

precipitacién mdxima ocurre dentro de esta zona.
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Fizura 1. Ssta figura presenta una curva tipica de

inaunoprecipitacidn.

Los precizitados foraados en la zona
de equivalencis desaparecen cuando se a%iade mds an--

t{zeno.



La reaccién visible a veces no ocurre si
s6lo se prueban usa o uias .ocas diluciones del anti
geno, segin la concentracién en las diluciones en re
lacién con la zona de equivalencia. El estudio ade-
cuado de un sistema precijitante rejuiere pruebas con
varias concentraciones, priuero de uno de los elemen-
tos reactivos, luejo del otro. Aungue generalmente -
en estas reacciones de inmunojrecipitacién suelen llg
varse a cabo con diluciones seriadas de ant{geno y =
una concentracidn constante y elevada de anticuerpo -

(preferentemente sin diluir).
b) TEUPES TIRCO:

En los diferentes sisteas Ant{geno-inti
cuerpo 1a etapa de agregacién de las reacciones de --
tnuunoprecipitacidén requieren de un tiem,o y una tem-
peratura adecuadas. Las temperaturas entre 0°C y -
37°C no afectan la reaccién en cuanto a la cantidad -
de precipitado formado, es decir, la cantidad de éste
serd la misua ya sea que la reaccidn se efectie entre
los 1fuites antes deseritos. la influencia de la tem
yeratura estd en razén indirecta al tiempo en que tar
de en ajarecer el precisitado, de esta wanera, tarda-

rd nds tlempo en ajarecer el preciyitado a menor tem-

Jaratura y uenor tiem)o euando 13 temeratura sea mas



yor. La mayor rapldez de yrecipitacién y temperaty

ras altas (37° C), resulta en parte, de la acelera-

cién del moviuiento brownlano, que puede causar co-

11isiones mds frecuentes entre las moléculas o partf
culas reacclonantes. Sin embarzo para realizar las

de tnmunopreciydtacién a t -

uayores a la asblente, deberd tomarse sieapre en -

consideracidn que la temperatura escozida no desna-

turalice al ant{zeno.

©) CONCSNTR4CION IQHICA.

Los electrélitos en concentracién ade --
cuada son necesarios yara que se lleve a cabo la se-
sunda etapa de la reaccién de inmunoprecipitacidn.El
papel ue desempefian éstos, se cree que puede consis
tir en el bloqueo mecdnico de radicales yolares, una
neutralizacidn mutua o la disminucidn de cargas de -
los wisuos permitiendo de esta manera la agregacidn
de moléeulas de ant{zeno y anticueryo. La ausencia
de los electrélitos impide la precipitacidn; as{ -
nisuo, la cantidad del preciyitado puede variar se-
sin sea la concentracién de electrélitos. La con—-
centracién de HaCl que se considera Sptima, es de--
cir, la concentracidn en la cual se obtiene una cap

tidad major de precl,itado es de 0.15 moles/1itro,-



o1 augento de la concentracidn por enciza de 0.15 ng
les/litro, (8.77 g/1000 ul), valor que corresponde_
a la concentracién salina isoténica produce una lige

ra dissinucién en la cantidad ce precipitado.

Heldelberger coz,robé que la cantidad -
de precipitado fornado con anticuerpos de conejo, en
solucidn, aproxivadamente de C.55 moles/litro de -
NaCl era menor que el formado con C.15 moles/litro .
Por otra parte, Schnidt sefiald cue la floculacién de
wezclas de antitoxina diftérica y su toxina, no ocu-
rren en una solucién desyrovista de electrélitos. La

adicién de éstos permite que se produzca la flocula-

cién. La dismirucidn del precipitado no parece d
berse a un aucento de la solubilidad, sino mas bien,
a una desviacién del equilibric entre los reactivos
gor la presencia de los ioues, de tal manera que la
misma cantidad de ant{geno se combina con menos an-
ticueryo. Aunque se observé un comportaniento ancp
ual en suecos iwnunes de aves, en el que se obtiene
mayor precipitacidn con concentracicnes elevadas de
TaCl, hasta el grado de producir la floculacién de
las protefnas. Fuera de ésto, puede considerarse -
como vdlido para los sueros de las demds especies.-
Ctras sales que también se ewplearn en las reaccio--

nes de inuuno, recizitacién son el brouuro sédico y



el yoduro sddico, la concentrscién éptima de éstos -

s 1a misma del NaCl, 0.15 moles/litro.

& EFECTO DEL 5.

Las protefnas son sisteuas coloidal

cuyas partfculas dispersas tienen la propiedad de --
atraer moléculas de agua formando as{ una capa pro--
tectora, esto permite a las partfculas sostenerse sg

paradas e impide su agregacién y precipitacién. Es--

tas partfculas, de acuerdo al pH, suelcn tener carga
neta positiva o negativa; en estas condicicnes se re
pelen putuamente y sus soluciones son estables. En -
el punto isceléctrico, cuando tienen el ulsmo mizero
de cargas negativas que positivas, la repulsién en--
tre las moléculas estd al minimo, y por lo tanto, fg
cilmente precipitables. Cuando las proteinas en so-
lucién tienen carga eléctrica y se colocan en un sig

teua que tiene dos electrodos, las proteinas emigran

hacla el electrodo de carga opuesta a la que poseen.
as{, las protefnas con carza positiva emigran hacia
el cdtodo (de carga n'gativa) y las proteinas con -
carga negativa emizran hacia el dnodo, (je carga pg
sitiva). El ph de una solucidn por lo tanto, es el

factor deteruinante de la carza neta de la protefna

y deterninard, por la neutralizacién de los zrugos



carboxilo, €00y o amtno, Nig, s1 1a protefna queda

carga

positiva o negativamente. La mayor parte -
de las proteinas tienen su punto isoeléctrico un pg
co abajo de 7.0 . Por esta razén, para que se llg
ven a cabo las reacciones de imunoprecipitacién sg
tisfactoriamente es necesario que la concentracién
del 1én hidrégeno (pH), se encuentre entre ¢.5y -
8.5,

. La desnaturalizacién de las protefnas -
ocurre a il wds deidos o alcalinos, de los antes meg
clonados. La desnaturalizacién implica modificacio-
nes en la estructura de las cadenas de péptidos, que
en gencral, consisten en el desplegamiento de la mo-
1écula, debido al rompiulento de los lones disulfuro

y a la ruptura de los puentes de hidrégeno

sibles
al efecto de pH fuerteuente dcidos o alcalinos, esto

trae entcnces, la inhibicién de la reaccidn.
1. 2.- IMPORTAKCIA DE LAS REACCIONES DF INHUNOPRE-
CIPITACION.

La gran sensibilidad de la reaccidn de

Junto con su ificidad, las_

hace de gran valor para distinguir e identificar di-

terentes protefnas o pollsacdrides, Batre 146 y -



1546, tres estudios sejarados demostrarcn que las -
pruebas de inmunoprecipitacidn podfan efectuarse en
gel, con varias ventajas sobre las pruebas en medio

1{quido. Una de las principales ventajas de estas -
pruebas especialmente con las técnicas de doble difu
s1dn, es que permiten ldentificar si un antfgeno es
suro o estd constitufdo por una mezcla. El artfculo
de Oudin (Francia), publicado en 1946, se referfa a
un sistema de difusién simple. Dos afios mds tarde ,
Elek (Inglaterra) y (Suecia) publi

simulténeamente observaciones sobre una tercera va-

riacién téenica de la prueba de inmunodifusién en gel,
que era un método de doble difusidn, sin mayores ven-
tajas sobre la técnica de Ouchterlony. En la prueba_
de Oudin sélo difunde un reactivo, razén por la cual_
se le conoce también como prueba de difusidn simple ,

tanto la técnica de Elek como la de Ouchterlony se

recurre a la doble difusién. Otra variedad de las -
téen-cas de inmunodifusidn en gel es la llamada difu-
sién radial, muy dtil como téenica cuantitativa. E1 -
primero en emplear este método fue Feinberg en 1957.-
Todas estas técnicas son de sran importancia para di-

ferentes determinaciones, que se podrfan agrupar asi:

a) Diagnéstico Clinico.- En sueros de pa

cientes con ciertas enferuedades pueden detectarse -



anticuerpos empleando pruebas cualitativas de inmu--
noprecipitacidn, y en algunos casos puede ser cuanti

tativas. La reacién de inmunoprecipitacién tambien_

se usa para detectar protefnas espec{ficas. Se pue -

den citar algunos ejemplos como: la eritoblastosis -

fetal, una de la variedades mis grave de la enfernme-

dad hemol{tica del recién nmacido, la cual se debe

con a la llamada 1idad Rh, en

ésta la madre frecuentemente forma anticuerpos con--
tra el antfgeno Bh. La deteccién de Proteina C reag

tiva, Esta protefna se encuentra en el suero de su-

jetos que sufren una enfermedad inflamatoria, bacts
riana o infecciosa de otra {ndole. Los erferwos de
cdncer y las mujeres embarazadas, con frecuencia tag

bién la presentan. Etc.

b) Control de ilimentos.- rara distin--
guir o identificar diferentes proteinas en alimentos
vegetales, animales, embutidos, etc. O bien polisa-
cdridos en harinas. Fara detectar adulterantes pro

tednicos o de naturaleza polisacirida, etc.

) quinica Forense.- Una de las aplic:

clones mds espectaculares es la identificacién foreg

se de manchas de sangre. Muchas veces, como en c

s0s de crimenes es necesario determinar a que espe -



cie pertenece una mancha de sangre en yapel, ropa,
instruuentos u otros materiales y es aqui donde in
tervienen las pruebas de imuunoprecipitacidn.
) Investigacidn.- Para estudiar la
é é de

y las re
laciones filogenéticas de plantas y animales.

- 3. EACTORES QUE PRODUCEN DESHATURSLIZACION DE. =~

LaS PROTEINS.

Las protefnas constituyen el voldmen --
principal de todos los tejidos animales, como el mis
culo, las visceras, etc. y regresentan el grupo de -
sustancias qufmicas de mayor importancia en la es---
tructura y fisiologfa celulares ya que desempefian

una gran variedad de funciones.

El tejido muscular estd constituido por
protefnas, esto quiere decir, que si se prepara un -
extracto de carne de una especie deteruinada y se ha
ce reaccionar con un suerc insune, preparado en otra
especie, dard una reacéidn de inmunoprecipitacién -
especifica; y este hecho se utiliza amplismente para

la identificacién de especles animales, ya sea en -

Control de aliuentos, o yara fines exclusivos de in-



vestigacidn.

Los factores temperatura y el empleo de
ablandadores, entre otros, son capaces de modificar

los de esas pruebas 8 al afeg

tar la estructura quimica de las protefnas del ex --
tracto y por esa razén es importante conocer cdmo ag
tdan estos factores y en qué grado afectan la consty
tucién quimica de las protefnas.

1. 3. 1. ZEECTOSDE

CERATURA 30 CARE.

EL cociuiento de la carne produce muchos
camdios en la estructura de las protefnas. Los cam--
blos quizicos y fisicos que ocurren durante el coci--
niento son numerosos y a pesar de que algunos estu --
4105 se han enfocado sobre este problema, las reaccig
nes o se conocen totalmente, Entre los camblos que

ocurren se pueden mencionar:

1.- Cambio de color.

2.- Formacién de jugo.

3.- Desarrollo de savor especial.

Y.~ Ruptura de células de grasa y dispersidn de ésta.

5= én en vitaminas y disminu--

cién en el valor mutritivo de las protefnas.

6.~ £drdlisis de coldzena a zelatina.

7.~ Desnaturalizacidn de las protefnas.



De todos estos caabios el mis importan-
te desde el punto inmunoldgico es la desnaturaliza-

cidn de 1

protefnas.

las sustancias que le dan a la carne --
cruda el color rosado son la oxihewoglobina, la oxi
nloglosina; ambas de color rojo, y la hemoglobina y

la yla de color i

ra. 3stos colores se deben al fierro, que en forma
reducida se encuentra en los micleos de sus molécu-
las; pero al exponerse la carne a la accin del ca-
lor, el 1dn ferroso es oxidado a 1én férrico, dén--
doles a la carne cocida el caracter{stico color ca-

£é. También puede ocurrir alguna transformacién de

¥ oxt a y-
metahemozlobina, ambas también de color café.

[EQI4ACION DE JUGO.

Durante el cocimiento de la carne, por -
aceidn del calor, se observa una pérdida de agua del
tejido que junto con otras sustancias hidrosolubles
forman el llamaio "juso de la carne". Las sustan-
clas de que estd foruado el jugo son: creatinay creg

tinina, sales, particularsente cloruro de sodio, pe-




que”as cantldades de aminodcidos, derivados de --
aninode1dos como aminas, purinas, pirimidinas, pro
tefnas y grasa, en ocasiones también se encuentran
deidos grasos libres. Griswold encontré que la cag
tidad de compuestos nitrogenados solubles aumentan
en el juzo durante el cocimiento, pero no encontrd

aumento de zrupos aminos libres.

DESARROLL(

Entre 1os cawblos que sufre la carne al
cecerse, la modificacidn del sabor es uno de los mds

evidentes.

La carne cruda, va sea de res, puerco,-
carnero o pollo, tiene poco sabor. Es ligeramente -
salada y ligeramente dulce. Lla carne cocida tiene_
ese ligero sabor dulce y salado pero también posee

un aroma que auzenta el sabor. El aroma de la car--
ne se debe a la presencia de compuestos voldtiles,de
bajo peso molecular, tales como aminas, amonfaco, -
sulfuro de hidrégeno y dcidos orgdnicos. Estos com
puestos probablemente surgen de la ruptura de aming
4ctdos durante el calentamiento. Las Teacclones pue
den ser de descarboxilacidn, desaminacién o desulfy

racién en las cuales los aminodeidos libres o polipép



tidos reaccionan. Los compuestos formados varfan de
acuerdo a las especies, as{, el savor del carnero -

es diferente del sabor de la carne de res y otros.

i D)

Cuando 1a carne se cuece, ocurre un cam-
bio en la permeabilidad de las paredes celulares del
tejido adiposo y la grasa es liverada; adends suele
ocurrir la ruptura de las células y haber una dis--

persién en el medio externo.

5e- DL N EN VITAKINAS Y POSIGLEMENTE DISHINU--

CIOH EN EL VALOR NUTRITIVO DE [i§ FROTELNAS.

La dismuinucién de las vitaninas que ocu-
Tre durante el cocimlento de la carne ha sido estu--
diada extensivamente. las vitasinas del Complejo B,
son todas més © menos sensibles al calentaniento, ¥
la tiamina y el dcido pantoténico son particularmen-
te ldbiles. 51 el cocimiento es prolongado y si la -
temperatura es elevada, la destruccién de las vitagl
nas puede ser apreciable. Siempre hay alguna pérdida.
La niacina y la riboflabina son mis estables al calor
y no desaparecen tan rdpidamente durante el cocimien-
to de la carne. Sin eubarso, el grupo del deido foli-

o es muy sensible al calor y casi el 505 puede desa-



parscer. El dcido ascérbido empieza a disuinuir tan
pronto como el antzal es sacrificado y durante el -
cocimiento, 1o que esté ain presente sufrird mayor
disminucidn. La carne cocida no puede ser conside-
rada en nuestra dieta como una fuente de dcido ascép

bico.

Debido al sodrecalentauiento se produce

un sobrecociniento de la carne, esto causa una pé

dida excesiva de Jugo y un endurecimiento. La carne
llega a ser fibrosa y la cantidad de coldgena disai-

. El sabor también se encuen-

nuye, as{ como la gra
tra disminufdo. Puede también ocurrir una disminu--
cién en el valor nutzitivo. El sobrecocimiento pue-
de ser el resultado de la exposicidn de la carne al
calor durante larzo tiempo o blen, a altas tempera-

turas.

La coldgena debido a la accidn de la teg

peratura se transforma en gelatina.

2= C10N DT AQTEIN

La estructura tridicensional y las pro--
piedades bioldgicas de los antisenos de la carne (de

naturaleza protéica) estdn determinados en gran par-



te por la clase de aminodcidos preseates, el orden
en que estdn dispuestos en una cadena de polipépti
dos y la relacién espacial de un ant{zeno con otro.
Existen diversos factores que pueden alterar su es-
tructura quimica ocurriende su desnaturalizacién,en
tre los cuales se puede citar, la accidn del calor.
El fendueno de la desnaturalizacién consiste en el
despleganiento de la molécula protéica por la ruptu
ra de los puentes disulfuro, rejenerando la cistefna
a partir de cistina; la ruztura de los puentes de --
hicrdgeno, dando lujar a un nusve reacomodamiento de
la molécula y con ésts una nueva forma tridimensio--
nal. Sstos cambios quiuleos Intrazoleculares ocasig
nan modificaciones en sus ;ropledades f{sicas como -
son: la disminucién de su viscosidad ; de la velocl-
dad de difusién, as{ cozo la lisuinucién o pérdida -
de cristalizacién; y como efecto de estos caubios -
fisicos y quinicos se yroduce taubién una alteracién
en sus propledades inmunoldgicas; pudiendo ocurrir -
1a pérdlda de las deterninantes antigéalcas y con -
esto la especificidad. Cuanco la Jesnaturalizacidn
es mds drdstica, plerde taulién su poder immundgeno,
0 sea, la capacidad de estivular la formacién de ay

ticuerpos,

Se sace, que la desnaturalizacidn de los



ant{genos por el calor se produce alrededor de 60 a
70° C. La pérdida de la especificidad y la antigeni
cifad ocurren dentro de las teuperaturas antes se’a

ladas. Se produce la coagulacidn protiica de los_

ant{genos a los 70° €, aproxizadasente, y con ésto
la destruccidn de toda su actividad bioldsica, por
tento de -

10s que se recontenda evitar el calenta
estas tesperaturas para inpedir una

los ant{zeacs a
destruceién de una ¢ de sus dos propledades.
w

“squera de desnaturalizacién ce los ant{jencs. Se -
romen los puertes disulfuro 3-3 y lcs puentes de -
idrégeno, 1o que pernite el estiraziento de las ca
denas. Huy a menudc estas cadenas se fraguentan, -
fendmeno que no se muestra en el esquema.



Wang y colaboradores investigaron los -
efectos de las enziuas proteoliticas contenidas en
1os ablandadores. Un factor implicado en estudios -
de este tiyo es que la penetracidn de las enzimas -
en la carne estd limitada, particularmente cuando -
1o ablandadores son a%adidos en forma de polvo. En
estos estudios, sl problema se minimiz debido a -
que la carne se liofilizé y se renidratd con solu--
clones acuosas conteniendo varios agentes ablandadg
de enzimas pro-

res. La accidn de las preparacione

teoliticas fue seguida por evaluacicnes histoldgi-

cas de 103 cambios que ocurren en varios ccmponen-
tes del misculo y tejido conectivo, y por una evalug
cién sucesiva de la blandura inicial'y final para -
earnes control y tratada. Se encontrd una relacién -

nuy estrecha entre ambas cvaluaciones.
También se midieron las potencias relativas

de preparaciones enzimiticas por ensayos en hemoglobi

na y gelatina, Sin embargoj no coincidieron en todos



1os casos con los hallazgos histoldgicos y organo--

1épticos (TAELA A).

Actividad de

como

TABLA A

dida en ensayos de hemoglobina y gelatina.

Enzima Hemoglobl Potencia Gelatina Potencia
Tn. relativa Unidades relati
des de he para re- de gela- para re-
moglobina feren -- tina fer:
cias cias stan
Papaina 5 300 Le 1 300 1.0
stindara
Shozyme
P-11 2 900 0.6 6 700 54
romelina 14 600 2.6 16200 1.5
Ficina 26 500 5 12 700 10.1
rapaina 9 800 1.9 7 200 5.8

Clertas enzizas actdan primariamente sg

bre las fibras del misculo, mientras otras actian so-

bre las fibras musculares y fibras de tejido conecti-

Vo como se muestra en la tabla E. Farece que sélo uma

pequera porcién de las proteinas del tejido total nege

sitan ser alteradas por la accién de las enzlzas pro-



teolfticas, para producir un cambic significante en
la blandura. Por otro lado, son requeridas altera-
ciones relativamente grandes para observar canbios -

les o para producir suficiente cantidad de

aminodcidos libres para medir los cambios quimicos.

Zender y asociados (1958) han mostra

do que el mayor efecto de la papaina

1iverar pro
tefnas solubles del misculo, mientras que la tripsi

na la de d

1ibera-
dos.



Potencia relativa de 20 preparaciones enzimitic
bre tejido muscular basada en manifestacidn estruc

g

tural.

Preparacién Fibras de Fibras de tejido conectivo
enzindtica pH misculo  Coldgena Elastina
actomiosi
na
Proteasa 6.4 Ead - -
Rhozine
P11 6.6+ - -
Rnozime
Ak 73 - - -

FProteg
1ltica 6.9 e -
Anilasa -
fungal 70 e traz -
Hidrala-

salD 7 bl trazas -
Hidrala--

a TP 6.9 e trazas -
Ficina 5.2 ! biad haiud
Papaina 51 . . -
Bromelina 6.3 trazas Raad +
Tripsina 5.7 e . B

Viockasa 5.8 Raad + »




Composicidn de dos ablandadores de carne -
comercialest

ablandador "ROSa BLANCA"

Sal yodatada

Glutamato monosddico
(sazonador)

Papaina

Protedn

hidrolizadas veg.
Azdcar

Ado.

Ablandador "NC CORMICK"
Sal yodatada
Dextrosa
fapadna

Estearato de calcio

La papaina

muy importante, ya que

usa extensamente en forma comercial como ablandador_
de carne.

La papaina fue el primer miembro reconoci
do de la clase de las enzimas proteoliticas que necg

sita un srugo sulfhidrilo libre para su actividad. -



Otras enzimas pertenccientes a este grupo sont quimi-
papaina, la cual puede ser aislada del litex de la pa
paya; la ficina, del drbol de higo; y bromelina, de -
1a pifa.

La papaina tiene una cadena polipeptidica
comjuesta por 212 residuos de aminodcidos; y de su -
composicién se puede calcular un peso molecular de -
23 350.

A PR ISICAS.

a).- PROPIFDADES HIDRODINAMICAS.

s 2.425
20,u
-7 2
D (10 cm seg 10.23
20,0
v(al/g) 0.723
Relacién Friccional (£/f ) 116
o
Punto Isoeléctrico pl 8.75
Adsorvancia A & 276 nm 25.0
leo
Peso Molecular (3, D) 21 000
Peso Molecular (sedimento) 23 700

Peso Molecular (secuencla iminodeldos) 23 406




b).- EROPIEDADES ESPECTROFOTQMETRICAS ¥ FLUQ-

SCENTE;

La papalna no contiene mds grupos cromd

08 que sus azinodcidos constituyentes. Es rica en

sina (19 residucs) y triptofano (5 residuos). La

t

lonizacidn de los srupos fenélicos de la papaina es -
compleja. la curva de la titulacidn para la loniza--
cién de los jrupos fenélicos arriba de pH 12 es irre-
versible. ademds, la papaina muestra a pH mayor de
12 agregados y precipita a pH menor de 9.5, indicando

cambios totales en la conformacin de la molécula.

Las propiedades fluorescentes de la pa-

encidn. E1 espectro

paina han recibido considerable
de smisién de la papaina se obtiene por excitacién --

a 295 ne, originado por los residuos de triptofano.

©)u- ESTABILIDAD.
Lla papaina muestra una no usual alta es-

adas a pH cercanc al ney

tabilidad a temperaturas e
de pH deido (menor que %), la papai-

tro. En valors
na es rdpida e irreversiblemente inactivada a altas -
temperaturas. En pH fuertemente deidos (menor de 2) -
ésta es répi

da ain a 25°.




Bo- PAQRIEDADES ENZIMATICAS
a).- ESYPECIFICIDAD.
Los estudios de la especificidad de la pa--
pafna sobre una variedad de sustratos sintéticos,as{
como polipéptidos naturales, han sido ampliamente rg

visados por Kimmel y Smith. Se le incluye dentro del
) por la prg

5Tupo de las proteinasas (endopeptid

ar las uniones peptidicas ig

pledad que posee de a
teriores de proteinas y péptidos convirtiéndolos en
aninodcidos, fragmentos mds pequefios, de fdcil absox
cién. Espec{ficamente hidroliza los grupos amido de
10s /amido-sustituidos en arginina, lisina, glutami-
na, histidina, glicina y tirosina. Las amidas de -
A-N-benzoll-L-arginina y lisina son los mds suscepti
bles.

Los enlaces pept{dicos implicando el gru-
20 ¥-carboxilo del deido glutdmico son separados mu=

ente por papafna a pi % que a pi 7y -

cho nds rdpidas
uye el estado de lonlzacidn del -

indicando que

¥-carboxilo de la catdlisis.

la 1ia variedad de enlaces peptidicos

7 ser superficlaluen-

sapalna pued
00 11 D0 grado de especifici--

5tu ewbargo, los estudios de ==

Lidrolizados o
te intorpretados o

dad de la enzin




Schechter y Berger han demostrado que los factores
que goblernan la especificidad de la papaina mo --
pueden ser detectados del exdmen de su accidn so--

bre pequenos sustratos sintéticos o sobre pequefios
Ppéptidos escogidos al azar. Dstos estudios fueron_
dirigidos al eximen de la premisa de que las endo-
peptidasas tienen un gran sitio activo el cual s

extiende sobre muchos residucs de aminodcidos del

sustrato, es decir, una enzima proteolitica es ca:

pdz de "reconocer" una gran porcidn de una cadena -
de péptido. De un estudio hecho por Schechter y -
Berger se concluyé que la papafna tiene un sitio ag

[
tivo extendiéndose sobre casi 25 4, el cual puede -

ser dividido en 7"subsitios" cada uno acomodado en
los residuos de aminodcidos del sustrato. Los subd-
sitios estdn localizados en ambos ladss del sitio -
catalftico, cuatro sobre un lado y tres sobre el -
otro, como se ilustra, donde C es el sitio cataliti

co y el punto de ruptura del sustrato.



- P P/ -p’ =P - P -cCoOH
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8 3 5 8
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PAPAINA

Por su amplia especificidad, la papaina no
ha sido usada cominmente para la hidrélisis de pro--
tednas y polipéptidos muy grandes en trabajos de se-
cuencia; sin embargo, ha sido de valor excesivo para
1a hidrélisis de péptidos de tamafio moderado, parti-
cularmente cuando éstos no contienen enlaces del tipo
susceptible a tripsina, quimotripsina, etc. tan am --

pliamente usadas.

De todo 1o expuesto anteriormente se puede
concluir que la papaina tiene un gran efecto sobre la
especificidad de los ant{genos. Estos al ser desnatu-
ralizados por la enzima pierden su propiedad de combi

narse con sus respectivos anticuerpos.



1. %,- .ETODOS VAR A CABO L CI
INMUNOPRECIPITACION.

las téenicas de inmunoprecipitacién se bi

san en la propiedad que tiene un ant{zeno en solucién

de formar un preeipitado con su
"in vitro",(desde luego, estas reacciones tambien se
1levan a cabo "in vivo"), 10s métodos para realizar--

los son varios y sont

a) PARCIPITACION EN FASE LIQUIDA: MEZCLA EN TUBO O EN
CAPILAR.

Las pruebas de inmunoprecipitacién cualiti
tivas pueden efectuarse muy fdcilmente mezclando antf
seno con suero inmine. Estas pruebas se realizan ya

sea en tubos o capilares. Con objeto de eliminar el -

fenbaeno de zona, generalmente se utilizan dilucione
suficlentes de antigeno para asegurar resultados posi
tivos, que de lo contrario fracasaria por inhibicidn
en presencia de una concentracién excesiva de antige-
no.

El utilizar capilares en lugar de tubos de
ensaye tiene dos ventajas: gasta pocos reactivos y =
pernite una apreciacién semicuantitativa de la reac-
clén porque el precipitado se separa de la solucién

forzando una columna de precipitado que se puede me-



dir y constituye un {ndice de la cantidad de anti---
cuerpo o antigeno presente en la zona de equivalen--
cia ya que en esta técnica también se puede observar

el fendmeno de zona.

Entre las aplicaciones importantes de esta
téenica estd la deteccién de la Protefna C reactiva,
en Quimica Legal, la identificacidn de la especie de
que proceden las manchas de sangre, en Microbiologfa
para la identificacién de ant{genos bacterianos y la

deterninacién de antropofagia y zoofilia en vectores.

) PRECIPITACION EN FASE LIQUID4. 4NILLO DE INTSRFASE
EN TUBQ.

Fue creada por ascoli en 1902 y constituye
wna de las modificaciones para hacer mds sensible -

1a reaccidn de inmuncprecipitacién. Suelen utilizarse
tubos muy pequeros. Se colocan 1os reactivos de tal -
nanera que no se produzca la mezcla, el suero inmune_
constituye la capa inferior y el antfgeno la capa su-
perior. Se incuban los tubos a temperatura ambiente
© a 37, durante un plazo hasta de 4 horas. Puede ob
servarse la formacidn de un anillo visible o una capa
de precipitado en la interfase de suero y ant{zeno.El

punto final, o sea el t{tulo, est{ representado por -

1a mdxizma dilucién de ant{zeno que d4 resultado posi-

tive. Con este método se reduce bastante la inhibicién



por exceso de antfgmo, porque la difusién a nivel de
la interfase brinda una zona proporciones casi dpti--
mas en la cual se produce: la precipitacidn. Puede -
obtenerse resultado positivo con ant{genos diluidos -
un willén de veces o mds todavia.

La aplicacién de esta técnica es la misma -

que en el caso de mezcla simple.

¢) DIFUSION SINPLE (QUDIN).

En este método intervienen los fendmenos di
fusidn y precipitacién. Comsiste en preparar una mez.
cla de agar (solucién al 1.57 fundida y enfriada a -
50° C) con el anticuerpo purificado, o suero inmune ,
una vez que se logra una buena mezcla de 1os reactivos,
se coloca en un tubo del tama®o deseado y se deja en—-
friar para que solidifique el gel, se coloca después -
una capa de ant{geno 1iquido. Al difundir el antigeno
1fquido en el agar, se va diluyendo hasta alcanzar la
concentracidn adecuada para precipitar con el suero -

nmune.

El fendmeno de difusidn que se observa en --
éste metodo estd expresado por la prizera Ley de Fick
que dice: La cantidad de sustancia que difunde en una

drea (a) en un tiempo (t), es directamente proporclo-



nal a la e tnve 1

a la distancia recorrida, donde el gradiente de --
concentracidn original va decreciendo en funcidn -
del tiempo, aproximdndose a cero. La expresién -
matendtica de la primera ley de Fick es la sigulen

te:

Stendo:
dq: cantidad de sustancia
D: Coeficlente de difusidn
Az drea

de: camblo de concentracidn
ax: carbio de distancia

at: cambio de tiempo

) DIFUSION DOBLE EN TUBO.

Esta téenica consiste en colocar en un ty
bo, una zona de azar entre el ant{geno y el suero -~
inmune, en este método los dos reactivos difunden a
diferencia del de Oudin donde sSlo un reactivo difun-
de. la mayor parte de las ventajas de la prueba de
difusién simple se aplican también a este método. Eg
tas dos dltimas téenicas tienen en la actualidad po-



cas aplicaciones.

©) DOuLE DIFUSION EN PLACA (QUCHTERLONY)

Consiste en colocar en el seno de un gel de
agar purificado, que se encuentra en una placa, o ti
ra de acetato de celulosa, el ant{geno y el anticuer
PO, ambos elementos difunden en la capa de agar y -

cuando se encuentran, si se corresponden,

una banda de precipitacién. Este método

para reconocer cuando un ant{geno estd constitufdo -
por una mezcla de reacciones ya que forman frente a
una mezcla de anticuerpos, varias bandas de precipi-
tacidn y cada una corresponde a una fraceién antigé-
nica diferente. Si se yruedan varios ant{genos dife
rentes, pero que contienen una fraccién comin, las -
figuras st
tipos de precipitacidn

bandas de precipitacidn se unen, en 1

gulentes se observan los tre

posiblest

o a [=]pin} [m) =}

A A A

izura 3. A, los ant{zengs del iozo superior precipi-
el anloaat taontae fusion cazp sta, qus signitise -
1dentidad com
significa que los ai
pero né ldénticos. C &1 cruzaniento
procipitacidn significs que los antlgenos son dihrln
sin ninguna fraccién comin.

recidos,




Otra do las aplicaciones lmportantes de
este método, adesis de las antes wencionadas, es -
estudiar la pureza de muchos ant{genos bioldgicamen
te activos, como enzimas,hormonas y otros componen-
tes celulares. Esta tecnica también puede ser semi
cuantitativa llevando a cabo diluciones de los antf

genos.

) CONTRAINNUNOELECTROFORESIS.

Como el método de Ouchterlony anteriormeq
te descrito presenta las desventajas de requerir --
de 24-48 horas para que se efectie la reaccién y que
zucho del antfgeno as{ como del anticuerpo se difun-
da en la zona en que no estd el otro reactivo, lo -
que reduce la sensiblidad del método, se ha desarrg
1lado la contrainmunoslectroforesis tasbién llamada
electroforesis a contracorriente. Esta técnica cog
siste en someter a una corriente eléctrica el sistg
sa ant{geno-anticuerpo para forzar a que todo el ap
tigeno migre hacia el anticuerpo impidiendo con esto
1a pérdida de los reactivos. Al emigrar el antigeno

¥ el anticuerpo hacia un sélo

ntido aumenta la sen
sibilidad del método.

Una condicidn necesaria para que se reali-

ce la reaccién por este

que el antfgeno -



mizre hacia el dnodo ya que como el anticuerpo aigra
hacia el cdtodo sélo de esta wanera se lleva a cabo.
Es entences, esta condicidn, también una desventaja
del método ya que sélo se puede realizar la téenica

cuando se cumple.

g). LUKUNODIFUS: o

La innunodifusidn radial se utiliza fund

para la de -

srotefnas plasmiticas en sangre, orina, 1{quido cefa
loraquideo, ete. E1 mtodo fus descrito originalmen-
te por Mancini, Carbonara y Heremans, y por Fahey y
He Lelvey en forma independiente. En ambos métodos -
se utilizan sueros monovalentes para el ant{geno que
se desee cuantificar que se incorporan al gel de agar
purificado (o tira de acetato de celulosa), en horada
clones de un didmetro regular se coloca la solucidn -
de ant{geno medida exactamente; al cabo de una hora -
se forza un anillo de precipitado alrededor de la ho-
radacién en que se colocé el ant{geno, cuyo didmetro

es ala de -

éste, realizando esta prueba simultdneamente con es-
tdndares se puede calcular la concentracidn del antf

geno. Ya existen comercializadas las placas con el -

suero monovalenta, y las soluciones estdndar. Los -



ant{genos se dejan difundir en el seno de la pla

durante 50-80 horas a temperatura ambiente o de -~
4-12 horas a 37° C., se mide el didmetro de la zona
de precipitacidn y se jrafican estos datos contra -

la én de los estds é -

as{ una curva de donde se extrapolan los resultados

de 1os problemas.

Esta técnica se utiliza para la cuantifi-

cacidn precisa de un ant{geno, pues permite detectar

concentraciones tan bajas como 3 ug de antigeno por
mililitro de suero, o también puede llevarse a cabo

a la inver:

con placas de agarosa conteniendo antf
genos conocidos para cuantificar anticuerpos, pero_

ésto se hace sélo con fines experimentales.

B). INMUNOBLPCTROFORESIS.

Una modificacidn muy empleada en las prug

bas de precipitacién en gel es la técnica de inmuno-

La palabra fué

acufiada dos afios des;ués de la publicacién de los -
detalles del método, en 1953.

La gran ventaja de la inmunoelectroforesis
es que los ant{genos de una mezcla se separan unos de
otros de dos maneras, primero por electroforesis a =

través del gel de agar o acetato de celulosa, y




tarde por difusién doble en el gel. En este método
(mds ain que en los aétodos de difusién simple,) -

1a formacidn de un sélo arco de precipitina suels

indicar la presencia de un ant{geno unico, o de un
anticuerpo ¥nico, pues dos ant{genos o anticuerpos
con la misma velocidad de difusién con frecuencia_

presentan diferencias electroforéticas.

La electroforesis es el desplazamiento -
¢e partfculas cargadas en un campo eléctrico. El -
rango de desplazamiento depende de la magnitud de -
la carga de cada part{cula, la viscosidad del medio
¥ otros factores, la intensidad de la corriente que
influye sobre el tiempo de separacidn. La partfcula
cargada estd afectada por el pH, por los electroli-

tos y su concentracién en el medio de suspemsidn.

el método de

foresis consiste en cclocar en un campo eléctrico -
una place de agar o acetato de celulosa, conteniendo
el ant{geno puro o una mezcla, en un pequefio pozo =-
cortado en el agar o en una marca de la tira de acg

tato de celulosa. Por las condiciones que requiere_

la para un
de las muestras es conveniente conocer de antemano -

el comportaniento electroforético de los ant{genos o




- 56 -

Gue se estdn y los

factores antes mencionados como son el pH, la fuerza
1dnica, etc. Después de la electroforesis, se coloca
en el agar, a todo lo largo de la placa de vidrio o
del portacbyetos, en un surco el suero inmune. Se -
inicla entonces la doble difusién en ambos sentidos,
y al cabo de un periodo de incubacién a temperatura
ambiente en cdmara himeda 20 a 24 horas, se forman -
zonas de precipitacidn como en la téenica de Ouchter
lony, correspondiendo cada banda de precipitacidn a

un ant{geno y su anticuerpo diferentes.

La inmunoelectroforesis es muy util para
separar los ant{genos o anticuerpos y tiene un alta
poder de resolucidn. Si se corre la inmunoelectro-
foresis paralelamente con ant{genc estindar, colo--
cado en 1a otra mitad de la placa o portacbjetos,se
obtiene una imdgen "en espejo" de la & las bandas -
en cuestidn para una identificacidn exacta e inclu-
sive su cuantificacién, por medic de un integrador
© tien por cbservacién visual del problema o testi

go.

Con este método se puede casi asegurar -

que un arco de precipitacidn dnico significa un sig

tena ant{zeno anticuerpo Unico también, Debido a €3



to, este método se aplicé como prueba critica de -

pureza seroldgica de ant{genos o anticuerpos.

4). ELECTROINUNCDIFUSION.

Se utiliza en esta técnica una placa de
gel de agarosa adicionada con el anticuerpo especk
fico, o tira de acetato de celulosa impregnado con
el anticuerpo, se cortan pequefios pozos en el gel,
tres se llenan con el suerc estdndar y los demds -
con ant{geno problema. Se establece el paso de la
corriente eléctrica conectando en los extremos de_
1a placa, los electrodos positivo y negativo. La_
mizracién del ant{geno se lleva a cabo en pocos mi
nutos, desde 10 minutos a 60 minutos, dependiendo_
del ant{zeno de que se trate. El amortiguador y -
la intensidsd de corriente que se aplique tambidn -
depende del sistema jue se esté estudiando. La leg
tura se lleva a cabo sobre fondo oscuro con iluning
cidn lateral. rara evitar el fendmeno de zona se -
hacen diluciones del ant{zeno, dependiendo también_

del sistema que se esté estudiando.
Este método tlene grandes ventajas: es --
muy simple y rdpido. Pu:de ser cualitative o cuanti

tativo. (Cuantitativo, yorque las zonas de preeipita



cién que se obticnen son directamente proporciont

les a la concentracién del ant{geno. Otra ventaja,

adends de las antes mencionadas, es su sensibilidad

ya que puede llezar a detectar hasta 300 ng/ml .



cCApITULO 1




MATERIAL X METODOS:

EQUIPQ:

Agitador magnético con magneto

Balanzas analiticas y jranatarias

Centr{fuga con cabezal y canisas para tubo de 50 ml
Equipo Sietz para filtracidn, estéril

Licuadora con vaso de 250 500 ml

Liofilizadora

Potenciénetro

Placa calentadora

Bafio de agua con temperatura regulada

MATERIAL:

Matraces erlenmeyer de 125, 200, 500 y 1000 ml

Vasos de precipitado de 250 y 1000 ml

rrobetas de 100 y 1000 ml

Pipetas de 1 ml y 10 ml divididas 1/10

Pipetas capilares

Eobudos de 6 cm de didmetro de tallo corto

Tubos de ensaye de 16 X 150

Jeringas hipodérmicas de 2 ml con agujas No. 2+ de 1"
y del Ho. 20 de 2"

Jeringa hipedéreiea de 20 ml con aguja e 17 de 3"



Tu:os de pldstico para centrifuga de 50 ml

ruduetros

Trascos vial con capacidad de 10 y 50 ml

Cajas de pldstico desechables de 10 cu de didmetro
Cortador de metal de 5 mm de didmetro

Tijeras de punta o rectas o distur{

Tabla para sujetar conejos

Flantilla

Fagel filtro de poro grueso

casa

BEACTIVOS BIOLOGICOS

Sueros de cerdo, equino y bovino
adyuvante de Freund completo
Carnes de cerdo, equino y tovino (muestras problema)



a) RBACTIVOS JUIMICCS ¥ SU PREPARACL
SOLUCION DE GEL DE AGAR PURIFICADO.

amortiguador de Fichselis 1:10

1081
Agua bidestilada 90 ml
Agar purum 15
Fenol en cristales 0.05 g

Disolver la mezcla anterior en un bafio de
ajua a temperatura regulada (evitando sl reiterado -
calentaniento).

Agregar a esta solucidn los cristales de -
fenol.

Se reparten on cantidades de 10 ml en tu-
bos de ensaye que se guardan tapados a 4° C hasta -
usarlos.

AMQRTISNADOR DF. MICHAELIS.

Dietil barbiturato de sodio  2.543 g

icetato de sodio (trinidratado)l.ohl g

Disolver en 100 ml de agua bidestilada, re
cientemente hervida y enfriada a teuperatura ambiente.

A & volimenes de ésta solucidn agregar 9.6

partes de agua bidestilada. ajustar el pH con 8.2 con



0.1 K.
Dilulr esta solucidn mezclando dos partes

con una de agua destilada. Lla fuerza iénica de este -

amortiguador es de 0.1 .

SCLUCION 0.1 N DZ ACIDO CLORHIDRICO (HC1)

acido clorhfdrico conc. 9 ml

Agua destilada 1 000 m1
Se disuelve el dcido en 500 @l de agua deg
tilada. Se completa la solucidn con los otros 500 ml -
de agua destilada.
SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON BORATOS.

AORTIGUADOR DE LORATCS pH; 8.4-8.5

acido bérico (#380,) 6184 g
Eérax (Naghp07.1C Hy0) 9.536 &
Cloruro de sodic (NaCl) 438 g

Disolver en agua bidestilada cbp. 1000 ml
Preparar & 1litros de solucidn salina isotdni
ca. & esta solucidn agrezar 40C ml del amortiguador de -

beratos. Lla soluedén final s 1a solucidn salina amor-=

tizuada con boratos.



SOLUCION SaLINa ISOTONICA.

Cloruro de sodto 6.5 ¢
Agua bidestilada 1000 ml
Disolver el cloruro de sodo en el agus -

bidestilada.

SOLUCION 2 N DE HIDROXIDO D2 SCDIO (NaGH).
Hidréxido de sodio 80 g
Agua destilada 1000 a1

Disolver el hidréxido de 5cdio en el agua destilada.

SOLUCION SATURADA DE SULFATC DR AMONIO  (NH,)28Q4.-

Sulfato de amonio 5358
Agua destilada 708 =1

Disolver el sulfato de amonio en el agua destilada.-
(debe quedar una capa de sal sin disolver).

b) BBACTIVOS BIOLOGICOS ¥ SU PREPARCION.

ADYUVANTE DE FREUND (COMPLETO).-

10 ml de adyuvante de Freund

40 mg de bacilos tuberculosos muertcs



En una zona estéril se le adicionan al adyuvante --

los

&

bacilos.

JERILES DE CERDO, BOVINO Y EQUINO.)

1.-

Mediante la jeringa de aguja del No.17 se tomd
por puncidn venosa 40 ml de sangre de cerdo, -
equino ¥ bovino y se colocaron 20 ml en cada -
tubo de centr{fuga de 50 ml.

Se dejaron coagular las sangres de las tres es-

pecles y mediante un aplicador de madera se se-
pararon los codgulos de las paredes de los tu--
bos. Se centrifugaron durante 30 minutos a  --

3000 r.p.m.

Mediante una pipeta de 10 ml con un bulbo de hy
le adaptado, se separaron los sobrenadantes y -

se pasaron a matraces erlenmeyer de 100 ml.

Se esterilizaron los sotrenadantes por filtra--
cién en filtro Seitz con material filtrante -
FXS-1, aplicando slo un vacfo ligero, para evi
tar que se formara espusa en ol filtrado esté--

ril.



.- Teab. ando e condiciones de esterilidad, se

en una pipeta de 10 ml, dividida en 1/10

estéril, cada filtrado y se colocd 1.0 ml en -
uno de los frascos vial con tapdn de hule per-
forable, estéril y el resto en un segundo fras_

co.

Se adiciond al primer frasco de cada suero ---

9.0 ml de solucién salina isotdnica estéril y

se mezcld. Estos antigenos tuvieron una concen-
tracién de 1:10 jara las primeras inyecciones -
endovenosas al conejo. El filtrado sin diluir -
inyecelg
intrave-

de cada suero se utilizd para las otre

nes, tanto las intramusculares como 1

nosa:

7.~ Los filtrados, tanto dilufdos como concentrados,

se conservaron en refrigeracién.

PREPARACION DE LOS SUEROS ANTI-5OVINO, ANTI-EQUINO Y

ANTICERDO:

1.- Se utilizaron dos conejos para la preparaciln de
cada suero anti-especie, llevindose a cabo el eg
quema de inmunizacién en la forma siguientes



Dfa 0.5 ml del suero intramuscular
0.5 ul adyuvante de Freund
completo

8o. dfa 1.0 ml suero
1.0 ul adyuvante Freund
Completo

150. afa 0.2 ml de suero dilufdo 1:10  endovenos:
160, dfa 0.5 ml de suero dilufdo 1:10 L
170. dfa 1.0 ml de suero dilufdo 1110 L
180, dfa 0.2 ml de suero ]
190, dfa 0.5 ml de suero .
200, dfa 1.0 ml de suero ]

= Al terminar el esquema de imnunizacidn, se deja--
ron descansar a los conejos una sesana y se lleva
ron a cabo las sangrias de prueba que consistie--
ron en temar 2 ml de sangre por puncin en la org

Ja, de cada uno, se deJd coagular, se separaron -

10s sueros y en ellos se investigaron la pres

cia de anticuerpos por el método de“Ouchterlony.

- Como los resultados en el primer intento dieron -

negativos, se procede a aplicarles 2 dosis mds de

suero de 3 ml cada una, a cada conejo, por via -
intraperitoneal a intervalos de una semana entre

1a prinera y 18 segunda



Se dejaron descansar a los conejos de 4 a 5 dfas.

5e

- Se repitieron L

sangrias de prueda y al repetix

se los resultados negativos se desecharon los co-

nejos y se comenzd de nuevo la técnica, con otros

conejos.

6.- La investigacién de anticuerpos por la téenica de

Ouchterlony fue satisfactoria, después de un re--

fuerzo (ver punto 3 de esta técnica).

Se procedié a las sangrias de cosecha consisten--
tes en extraer por puncidn cardiaca 50 ml de san-

sre,

colocaron en tubos de centrifuga dejando

coagular la sangre y se centrifugaron a 3000 r.

durante 30 minutos.

€.~ Medlante el uso de pipetas se

pararon los sue--
r0s y se midieron los volimenes obtenidos, aproxi
adaente fueron 30 ml 1o que se obtuvo de cada -

suero.

DOELE INMUNODIFUSION EN PLACA (TECNICA DE OUCHTCRLONY).

TECNICA:

Se coloed una caja desechable de pldstico en una -

superficie serfectamente nivelads, y se depositd

en el fondo 10 wl de agar fundido.



Se tapd la caja y ya solidificado el agar

guardé en refrigerador por 10 minutos.

3. Con un cortador de 5 ma de didmetro,

practi-
caron cortes en la caja de acuerdo al siguiente

esquenat

SUERQ LNHUNE
(anticuerpgs)

Figura 2. Placa para inzunodifisudn por Técnica de
Ouchterlony, donde se muestra la forma en que se -

hicleron los pozos y la aplicacién de las muestras.



Fara facilitar la ejecucién de los cortes se tra-

24 un esquena con las medidas reales en una hoja

de papel milimétrico colocindola debajo de la ca

Ja con gel.

Y.~ Después de hacer los cortes se extrajo el gel
de agar de 1os uisuos, mediante un aplicador

de madera con la punta rota.

- Medlante una pipeta capilar se colocé en la ho-

radacién del lado izquierdo una gota del suero_
que contiene los anticuerpos (suero inmune) & -
manera de llenar el pocito, pero sin derramar -

su contenido.

6.~ En los pozos de la derecha se pusieron los ant]
genos.

7.- Se guardd la caja tapada a temperatura ambiente
2448 horas al cabo de las cuales se leyeron -

los resultados. Se considerd como resultado pg

sitivo la presencia de una o varias bandas de -

precipitacidn definidas y como resultado negati

vo 1a ausencia de dichas bandas.



1.- Usando 1a téenica de Quchterlony se probaron --
cada suero intune cbtenido en conejo con los --
sueros de las otras especies, con el objeto de
probar si no haofa reacciones cruzadas, de ==

acuerdo al sizulente cuadros

RS EER.
Equino anti-porcino *
Fquino Anti-bovino .
Porcino nti-equino .
Porcino anti-bovino .
Bovino Anti-equino +
Bovino Anti-poreino +

- Debido a que hubo cruzamiento entre las especies
utilizadas, se tuvieron que absorber los sueros_
inaunes para eliminar los anticuerpos comunes,ya
que la presencia de reacciones cruzadas entre =

deterning

clones para identificacidn de las especies.

los sueros ocasicnarfan errores en 1




ABSORCION DE LOS SUEROS ANTIESPECIE OETENIDUS:

Una vez obtenidos los sueros anti-especie

fué necesario es dectr, hacer

1 suero tnmune con los sueros de las otras especies
con el objeto de eliminar anticuerjos cczunes ya que
1la presencia de éstos en los sueros imnunes causarfa

reacciones cruzadas.

Las reacciones cruzadas consisten en que

el suero anti-especie estudiado presenta reaccién in-

cune positiva con otra especie por la presencia de --
los comunes, ‘ante: a ambas -
especies.
TECNICAs

1.- Se midieron partes iguales de suero anti-bovino -
obtenido de los conejos, técnica anterior, suero
equino y suero porcino, se mezclaron y calenta--
ron a 37° C., dos horas.

2.- Se guardd en refrigerador la mezcla anterior, du-
rante 18 hora:

3.- De esta manera quedd absorbido el suero anti-bo-
vino. La absorcidn de los sueros anti-equino y -

anti-poreino se realizd en la misma forma que




el anterior, tomando comc reactivos para la ab-

sorcidn del suero anti-equino, suero bovino y
poreino y en el caso del suero anti-porcino, -

se tomaron suero equino y bovino.
fostericrmente se procedié a la purifi

cacién de los sueros anti-especle absorbidos.

PURIFICACION DE L03 SUERO: 15SPECIE, PRRCIPITACION
DE Li ¥ GLOBULINA CON SULFATO DE_AMONIO.

En este método se precipité a la 4 globulina

mediante la adicidn de solucidn satura

de sulfato de
amonio a temer una concentracién de la mezela de 1/3
de saturacidn. Esta precipitacidn se realizé 3 veces
con 1o que se logré tensr a la globulina con un grado
bastante alto de pureza, el sulfato de amonio se eli-
uind mediante didlisis contra solucidn salina amorti-

guada con boratos. El producto resultante de éste mé-
todo de purificacién fué una mezcla de todos los anti
cuerpos contenidos en el suero, perc libres de las dg
wds prote{nas que constituyen el suero.

TECNICA:

1.- Se colocs en un vaso de precipitado de 150 ml los

50 al de suero lnmune absorbido, Se coloed el mag



neto dentro del vaso y éste sobre el agitador
magnético, se ajustd la velocidad de la agity
c1dn para que no hublera formacidn de espuma
¥ se adiciond gota a gota 25 ml de solucidn_
saturada a teamperatura amblente de sulfato de
amonio. Al principio el precipitado que se -

formd se redisolvié inmediatamente, la adicidn

de otra gota de la misma solucidn se agregé -
hasta que el precipitado se hubo redisuelto -
Y -

fué ya persistente pero la adicién de la solu-
cidn de sulfato de amonio se siguid haciendo -
gota a gota, de lo contrario quedarfan englobg
das en el precipitado otras proteinas ademds -
de 1a ¥globulina.

2.~ Cuamdo se teraind de adicionar la solucidn de sul
fato de amonio se ajustd el pi de la suspensidn -
a 7.¢ mediante la adicidn de solucidn de NaCH 2 N.

3.- Se continué con la asitacién magnética durante 2 6
3 horas para elicinar mecénicamente las proteinas
que hubleran quedado enzlobadas en el precipitado

de 3lobulina.

4,- 3e centrifugd la suspensidn a teuperatura ambien-

te durante 30 minutos a 3 000 r.p.m.



5.- Se decantd y deseché el sobrenadante. Se disol-
vié el precipitado en el volumen original ==

(50 m1) de solucidn salina isoténica.

6.~ La pruficacidn de la Jglobulina se logré median
te dos preeipitaciones mds; jara la segunda se -
repitieron los pasos del 1 al 5 y para la terce-

ra se repitieron los pasos 1y k.

Se disolvié el precipitado obtenido en la terce-

ra precipitacidn en la mitad del voldmen origi-=

nal (25 ml) de solucién amortizuada con boratos.

Se elimind el sulfato de amonio mediante didlisis
contra solucién salina amortiguada con boratos y
se cambid esta solucién tres veces al dfa durante
4 afas hasta que el dializadodid negativa la reag
cién de sulfatos.

9.- Al término de la d1dlisis se pasd el dlalizado a
un tubo de centr{fuga de pldstico, de 50 ml, y -
se centrifugd a 4° C. durante 30 minutos a  =--
3 000 r.p.m. Esta centrifugacidn tiene como obje-
to eliminar algunas part{culas insolubles que s
formaron durante la didlisis. La solucidn resul-

tante presentd sélo una ligera opalescencia.



10.- 4 la ¥globulina purificada obtenida se liofili
28 para concentrarla.

Fota:- Este método se 1llevd a cabo para los tres sug
ros antiespecie obtenidos.

LIOFILIZACION DE LOS SUSROS ANTIESPECIE ABSORBIDOS ¥
PURIFICADOS.

TECNICA:

1.- Se midieron volimenes iguales de los sueros (5 ml)

3 se pasaron a frascos vial.

2.- Se congelaron los sueros en la mezcla hielo seco--

aceto

La congelacién se hizo en forma de capa.

3.- Se conectaron los frascos a la liofilizadora y se
procedid a liofilizarles, durante 12 horas aproxi
nadanente.

Una vez liofilizados se procedid a rehidra
tar 3 frascos, uno de cada suerc inmune, en la minima
cantidad de agus con el fin de probar su potencia --
(para fines de este tratajo, la potencia minima que -

1 000).

se requirid fué de




Ya rehidratados los sueros, se les adi-

ciond conservador.

PRUEBA DE POTENCIA DE LOS SUERCS ANTIFSPECIE POR
TECKICA DE OUCHTERLONY.

TEGNICA:

1.- Utilizando la téenica de Cuchterlony, se proba-
ron los sueros antiespecle con sus respectivos

sueros ¢ilufdos 1:10, 1:100, 1:1 000.

Los sueros aisron reaccién positiva con los sug

ros respectivos.

Los sueros entonces ya se pudleron ocupar
para los fines deterninados para este trabajo.
PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE TEJIDO MUSCULAR DE
ORIGEN EQUINO, BOVINO Y PORCINO.

TECNICA:

1

Hed1ante un cuchillo se elisind toda la grasa y

aponeurosis de un trozo de tejido muscular de

cada una de las tres especies.



Se cortaron trozos @e 20 gramos.

(Paso exclusivo para la carne tratada con ablan-
dador y calors Los trozos de 20 gramos se rebapa
ron finamente y se esjolvorearon con ablandador,
ver téenica posterior; los pasos sigulentes son
comunes para los dos tratamientos, con calor o

con calor y ablandador).

Cada trozo, por separado, se pasé a un vaso de =

1icuadora. Se adiciond solucidn salina isoténica

a tener la proporcién de una parte de tejido mug
cular por dos de solucién y se triturd durante -
unos 5 minutos, hasta que el tejido estuviera -

bien triturado.

Se pasd el tejido triturado a un matraz erlenmeyer
de 125 ml, se dejd en refrigeracién durante 24 ho-

ras con el objeto de extraer las protefnas.

[

Se f1ltrd la mezcla en un embudo conteniendo 3 ca-
pas de gasa, exprimiendc ésta al final, esto se hi
2o con el fin de eliminar las partfculas gruesas y

en seguida se £iltrd por papel 3rueso.

El filtrado obtenido se traté con calor (ver tée-

nica siguiente).

AuiMic:



Se procedié a filtrar nuevamente

1 filtrado -
tratado por papel grue

9.- Con el filtrado obtenido

realizaron las prue-
bas de Cuchterlony.

10.- Nota: al mismo tiempo se prepard un filtrado teg
tigo de la misma forma que el filtrado problemaj
pero éste sin tratar (con calor o con ablandado-
res y calor).
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ESTUD10 DE LaS DIFERENTES TRPERATURAS SUBRE EL TE-

JIDO MUSCULAR DE LAS CARNES DE FUERCO, EQUINO ¥ BO-

vaio.

TECKICA:

procedid a -

- Una vez obtenidos los filtrados,
tratarlos con diferentes temperaturas conforme -

al sigulente cuadro:

FORCION (Nos.) TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min.)

1 (testigo) - -
2 50 30
3 60 30
N 60 60
5 70 30
6 70 60
7 7 75
8 70 90
9 &0 30

2.- Después del trataniento anterior se siguid con la

téenica anterior de preparacidn de extractos.



3.= F1 paso 9 se llevé a cabo 2 veces con los mis-

mos f1ltrados con el objeto de que el resulta-
do obtenido fuera mds confiabdle.

El tratasiento a diferentes temperaturas (ver -
cuadro antericr) se 1levé a cabo por segunda --

vez para corroborar resultados con el primero.

S0 DE LOS ABLANDADORES ¥ ACCION DE ESTOS SOBRE LA
CARIE.

TECNICA:

1.- Se cortaron pequenios trozos de carne de 20 gra--

os cada uno, se rebanaron finamente.

2.- 4 cada fina rebanada se le espolvored ablandador
y se le dejé actuar 10 minutos.

Se lavaron perfectamente al chorro de la llave -
durante 15 minutos, aproxiradamente.

4.- De aquf en adelante, se siguleron todos los pasos
de la téenica anterior (3studio de las diferentes
teuperaturas sobre el tejido muscular de las cap

nes de puerco, equino y bovino.)

5 importante hacer notar que las tres téeni-
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cas anteriores se llevaron a cabo con las
tres especies antes mencionadass equino o
poreino y bovino.



CAPITULO I

RESULTADOS

¥ DISCUSION.



RESULTADOS:

) EFECTOS DE La TEMPERATURA SOBRE EL TEJIDO MUSCULAR
DE _ORIGEN EQUINO, BOVINO ¥ PORCINO:

TABLA NO. 1

PURCIONES TAMPERATURA TIEMPO RESULTADOS
(os.) (0 C) (41n.) EQUINO BOVINO PORCINO
1 - + + +
2 + + +
3 50 30 . . .
k3 60 60 + . +
5 7 30 . - +
6 70 60 + ol -
7 70 7% = - =
8 7 90 - - -
9 80 30 = o -




b) EFECTOS D L0S ASLANDADORSS DE CARNE SOURE Bk

TABLA NO. 2
[PORCIONTS TIEMPO RESULTADOS
(x0s.) (°c ) (4tn)  EQUINO BOVINO PORCINO
- - . B .
50 30 - - -
60 30 = + .
60 60 - - -

© E N e w F N e
3
w
8
'
'
'




DISCUSION.

La temperatura dessupefa un importante papel en
la especificidad inmunoldgica de las especies ,
de cerdo, bovino y equino que fueron las estu--
iadas en el presente trabajo, observando que -
1a especie equina tiene una mayor Tasistencia a
1a temperatura que la do cerdo o bovino ya que
1a reaccidn en la especie equina d¢id positiva -
hasta 70°C, 60 minutos; sijuiendo la porcina, -
70° C, 30 minutos, siendo la especie bovina la
nds sensible a los efectos de la temperatura ya
que s6lo hasta 60° C, 60 minutos; d1d positiva la

reaccién.

2.- E1 efecto de los ablandadores tazbidn es un fac-

tor importante sobre la especificidad inmunoldel

La accidn de éstos es mayor en el caso de la es-
$1o hasta 50°C, 30 minutos

pecie equina ya que
418 positiva la reaccién de inmunoprecipitacidn;
la especie porcina hasta 60° C, 30 minutos y la
sible a la accién de los ablandadores -

menos s

fué la bovina donde la reaccién fué positiva a -
60°C, 60 uinutos.



- La accién de los ablandadores a distintas tem-
peraturas sobre la especie bovina no tuvo efeg
o ya que los resultados fueron los mismos con
1a accidn de la temperatura, sola, dando en --
los dos casos la reaccidn positiva hasta  --
60° C, 60 minutos.



CAPITULO I

RESUMEN Y CONCLUSIONES




BRSUKE

Para poder estudiar cémo afectan los

2rocesos de coccidn y el trataziento de ablandadores
la identificacin de diversas especies animales ta--

les como bovina, equina y porcina, por el método de

inmunoprecipitacidn en gel (Téenica de Ouchterlony),
fue necesario preparar los sueros inmunes de las tres
especies antes mencionadas y los extractos de las mig

mas especles. Los extractos tratados con diferentes -

y otros con ablandad y -

teaperaturas.

Para la preparacién de los sueros iumunes
adecuados para poder llevar a cabo satisfactoriamente
las reacciones de inmunoprecipitacién se tuvieron que
seguir los siguientes pasos:

1.- Dsterilizacidn de los sueros de cerdo, equino y =

bovino, que constituyeron los ant{genos.

2.- Se inmunizaron a conejos con los ant{genos; usando
dos conejos para cada suero. Debido a que la reac-

cidn de identificacidn de anticuerpos did negativa

al final del esqueus, fué necesario dar refuerzos;
2600 1a reaccién aun fue negativa, por los que se

desecharon los conejos y se volvid a llevar a ca-



-

bo el esquena de inmunizacidn con nuevos cone-
Jos, al final del cual las reacciones de iden-

de fueron positi sSe

procedid a sangrar a los conejos para obtener

1los sueros inmunes.

Se llevaron a cabo pruebas de especificidad, -
detectando anticuerpos comunes en los sueros -

inmunes obtenidos.

Posteriormente se absorbieron los sueros inmu-
nes, haciendo reaccionar el suero inmune con =
los sueros de las ctras especies, cor el obje-
to de eliminar los anticuerpos comunes a ambas

especies.

Se purificaron los sueros por la téenica de prg
cipitacidn de la ¥slobulina con sulfato de amo-

nio.

Se 1iofild para los

3Se m1d1d potencia de cada suero inmune, considg
rando como minima una potencia de 1: 1 000.

la identificacién, especificidad, purg

za y potencia 4e los sueros inmunes se realizaron -

por
gel.

1a técnica de Cuchterlony de inmunodifusiéi en



De esta manera, se tuvieron listos los

sueros innunes (anticuerpos).

Para la preparacién de los extractos de
carne (ant{genos) se si:uieron los sizuientes pasoss

1.- Se tomaron porciones pequefias de tejido miscular
de cada especie anizal. Se molieron con solucidn
salina isoténica. Ge dejaron roposar em refri--

gorador 24 horas.

- Cada uno de estos extractos se trataron con di--

ferentes temperaturas.

3.- Otras porciones de carne se espolvorearon con -
ablandador, dejdndolo actuar por un determinado
tiempo y a diferentes temperaturas, se enjuaga-
ron y después se sizuié la misma técnica que pa

ra las otras porclones.

- Cada muestra tratada se hizo reaccionar con el -
suero inmine (preparado anteriormente) por el ug
todo de inmunoprecipitacidn en gel, técnica de -
Ouchterlony, haciendo las pruebas por duplicado,
considerando la presencia de una o varias bandas
de precipitacidn definidas como resultado positi
vo y la ausencia de éstas, risultado negativo. -

Los resultados obtenidos fueron los sigulentes:



En la especie equina, la prueba de -
inzunoprecipitacién did positiva debido a la
accién de la temperatura a 70° C, durante -
€0 minutos; la reaccidn dié positiva en la -
bovina hasta 60° C, 60 minutos y por ¥ltimo_
la porcina did positiva hasta 70° C, 30 miny
tos. Los resultados debido al efecto de los

ablandadores de carne sobre el tejido de las
diferentes especies d1é como sigue: la equi-
na d16 reaccién positiva hasta 50° C, 30 mi-
nutos; 1a bovina a 60° C, 60 minutos y la -
porcina hasta 60°C, 30 minutos.



COKCLUSIONES:

- La téenica de immuroprecipitacidn en gel, téeni
ca de Ouchterlony, cntre otras técnicas inmuno-
1dgicas, es una ayuda vallosa en la identifica-
clén de especies animales; pero debido a que la
temperatura y los ablandadores tienen un efecto
importante sobre su especificidad serd necesa--

rio tomarlos muy en cuenta, siempre que se de-

see identificar las especies:

) De este estudlo se desprende que las determi
nantes antizénicas de la carne equina son -
inhibidas si el producto se somete a 70° C ,
75 minutos; la bovina a 70° C, durante 30 mi
nutos y la porcina a 70° C, durante 60 mimu-

tos.

) Por lo que respecta a los ablandadores se ve
clarauente que aceleran la desnaturalizacién

de las proteinas; asi la carne equina some

tida a 60° C, durante 30 minutos y la porei-
na a 60° C, durante 60 minutos ya no dieron
reaccidn positiva. En tanto que no tuvieron
efecto sobre la desnaturalizacidn de la cap

ne bovina.



La identificacidn de las especies con sueros -
preparados como aqui se describe, se deberd llg

var a cabo cuando las carnes estén cruda:

no -

as{ cuando estén cocidas ya que la reaccin da-
rd negativa. La carne podrd proceder de embuti-

dos u otros productos.

Un estudio posterior podrfa ser la investigacién
de especificidad ce las carnes asadas o fritas -
donde la accidn de la temperatura no es uniforme
pudiendo haber partes crudas o semi-crudas, so--
bre todo en el interior, cuando los trozos son -
gruesos, y que por lo tanto pudieran dar reaccig
nes positivas con sus respectivos anticuerpos. -
as{ como también el estudio de carnes cocidas eg
pleando sueros inmunes obtenidos con ant{genos -
sozetidos a las mismas temperaturas para evaluar
su eficacia. FEl presente trabajo sentarfa las -

bases de estos estudios posteriores.



CAPITULO V

BIBLIOGRAFIA.



B1BLIOGRAFIA:

1.- Allison, D.: A mechanism for tie generation of =
self-tolerance. J. Theor Biol  : 2. 1975 (201).

2.- Barret, J.: Inmunologf{a. Interamericana. México,
1972 (60, 8, 99).

3.- Boyd, #.: Funiamentos de Inmunologfa. Tercera

edicidn. Universitaria. argentina, 1968 (61,134).

Y.~ Boyer, P.: The Enzimes. Tercera edicién. Vol. 3.

iacadenic Press, New York and London, 1971 (171).

5.- Carpenter, F.: Inmunologfa y Serolozfa. la Pren-

sa Médica Mexicana. México, 1972 (125,102,141).

6.~ Cushing, J.: Principios de Inmunologfa. Acribia.
Espafia, 1960 (82).

7.- Eluslie, W. P.: Digestibility of Proteins. J. --
assoc. Offic. Agr. Cheuists, 41 (233).

8.- Etude blo clinique du procede d' electroinmuno-

diffusidn pour la recherche del ' alphafoetopro-
téine sérique. ann Biol Clin 33 : 1. 1975 (29).

- Fiyivara, M.: Kechanisn of termination of inmung
logical tolerance. Insunology, 29 : 6.1975 (1171)



10.- Folleto "Placas para inmunoiifusién Behring".

11.- Gordon, 5.1 Lo esencial de la Inmunologfa. El
Yanual Moderno. México, 1973 (76).

12.- llandbook of Biocheaistry selected data for Mo-
lecular tiol

. Second edition. C.R. Press. -
Onlo, 1566 (C-142).

harper, li.: Manual de uinica Fisioldgica. Ter-
cera edicién. Tl Manual Moderno, S.as México, -
1971 (49, S4y 1540

JUS

rrow, B.: Textbook of Biochemistry. Tercera -
edicidn. W. B. Saunders Company.
1943 (100).

E0.0., -

15.- I'iller, S.: Effect of tolerance and of antibody
mediante inmune suypression on the avidity of -
the cellular and husoral inmune response. Cell

unol 6 : 1. 1973. (59)

umphrey, J.+ Imsunology for Students. Tercera

edicidn. Oxford. Llackwell Sclentific, 1570 (234)
17.- Xaplan, 4. M.: Cellular aspects of tolerance. I
raraueters of tolerance induction in T cells of

mol € 1 30 3973 §+27)

spleen and




Loe-

15.-

20.-

21.-

22.-

23.-

.-

2.-

saplan, A. K.: Cellular aspicts of tqleraice.
11 Unrssponsiveness of 3 cells. Cell Lusunol

0t 3. 1573 (v42)

fabat, E.: In.unoqufmiza exyerimental. Sejunda

edicién. La Prensa Hexicana. Mixico, 136 (1o)

Laguna, J.: Bloqufuica. La rrensa Médica Mexi-
cana. México, 1960 (223, 333, 507).

Meyer, H.: Food Cheaistry. Rsinaold Pub. Corso.
tiew York, 1960 (171)

Pelczar and Reid: Microbiolosfa. Sejunda edi--
cidn. Mcirawhill. Madrid, 1966 (376)

Roitt, I.: Essencial Inmunology. Black well ---
Scientific Publications. dreat britain, 1971 -
(57)

Symposiun on food enzises. Or:gon State Collage.
1959. The Avi Publishing Company, Inc. 1960.

Vogel, A.: Qufnica Analftica Cuantitativa. Vol.
1. Segunda Bdicidn. Kapelusz. Arzentina, 1960 -
(320

White, A.: Princisles Of Biochemistry. Ssjunda

eifcién. M Jraw-hill Book Co. New York, 1959
(228).



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Capítulo I. Antecedentes y Generalidades
	Capítulo II. Material y Métodos 
	Capítulo III. Resultados y Discusión 
	Capítulo IV. Resumen y Conclusiones
	Capítulo V. Bibliografía

