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RESUMEN

En el presente trabajb se utiliza un subproducto de-

,laﬁProddccibn Animal en cerdos (sangre) con el fin de obténer—“

Llnticuerpos nonoespecificos contra IgG humana.

El protoeolo de inmunizacién permite incrementar el- .

tftulo de anticuerpqs en animales inmunizados poco antes de su-..

idéfifiéio'éon lo cual no se lesiona la industria de-lé"carnej
.y con lou antisuexos asi ‘obtenidos fué factible montar la téc—;

fnica de Inmunodifusién radial (IDR) para la: cuntificacién de -

hunana con la misma senaibilidad v reproducihilidad del -
oducto que ae encuentra en el mercado nacional.

Este sistema modifica la enseﬂanza de la zaotecnia-

‘en” el aentido del mejor aprovechamiento de los subproductos ™

fae hace ademis posible la- implantacién de una tecnologf{a no e-

ixistcnte':n el pais.

4ﬁPor,otra parte por los resultados de la inmunizacién

con IgG humana, se montar6n pruebas inmunolégicaa

‘donde se encontré que hay similitud entre cadenas gamma huma-’

”ngsqulgqsdefceréo.f
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INTRODUCCION

Uno de los intereses de los Inmunblogos en la actuaz
lidad, es la produccién de anticuérpos. Ello se debe a la di-—
versidad de ugsosa que se destinan: En el drea médica es frecuen
te la administracién de anticuerpos especi{ficos.en las enfer-
medades tales como tétanos, difteria o bién caudadas por pica-
duras de alacranes. y mordeduras de serpientes, endeficiencias
inmunolégicas y algunos~-éasos especificos para prevenir sensi-
bilizaeienes (9,8,7.); como reactivos bioldégicos han sido uti;
iizados para montar un gran nGmero de pruebas inmunodiagnésti-
cas, (20); o bien dada su capacidad de combinarse especifica--
mente con suligandoen la purificacién de numerosas moléculas-
(4).

En los pafises en desarrollo la produccién de anti--—-
cuerpos se realiza en animales destinados exclusivamente a es-
te fin, puesto que los acs. de origen humano son muy caros o -
bien no existenen todas las especificidades diferemtes (antité
tanos, antidifteria, antialacrén, etc. 2).

Cuando la finalidad es producir acs. en pequefia esca
la, se emplean pequefias especies como el conejo; pero cuando -
se persigue-obtener grandes volGmenes de antisueros es el caba
1lo el animal cldsicamente utilizado, quizd debido a antece--

dentes histbricos que se iniciarén en circunstancias peculia--

res cuando no existia la Ganaderfa como un {nstrumento sistemi



t;co y existia la produccién sistematica del caballo como me-
dio de transporte utilizado a gran escala por los ejércitos,
ademds reune las caracteristicas de ser grande, docil y de --
sintetizar cantidades apreciables de anticuerpos(2).

El uso de esta especie con el (nico fin de producir
antisueros especificos, trae como consecuencia que los costos-
de los mismos se incremante notablemente, dado que se necesita
mantener aislados a estos animales con aliméntacién y cuidados
especiales.

Por otro lado la Ganaderfa moderna maneja grandes can
tidades de animales que se destinan al consumo humano y su san
gre es por lo genéral eiiminada sin ninguna utilidad o cuando-
mucho se utiliza en la fabricacién de harinas y rellenas.

El".acoplar la produccién de grandes volimenes de an-
ticuerpos: en especies destinadas al consumo humano, podrfa -—-
significar una gran reduccién en el costo de produccién de an-
tisueros.

Esto ha sido explorado con anterioridad utilizando -
al cerdq‘como animal productor de antitoxina tetinica el cual-
es uno.de los antisueros que m&s se emplean en el caso de la se
roterapia para humanos, (l).

Ademis el volumen que se puade obtener permitirfa 1la
implantacifn de la seroterapia en forma masiva en la Industria
Pecuaria persiguiendo disminuir la mortalidad que se observa -

en los recien nacidos. (19).




OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es la produccibn en el -
cerdo de anticuerpos moncespecificos contra inmunoglobulina G-
(IgG) humana y la estandarizacién de la técnica de Inmunodifu-
sidn radial (IDR) como método de cuantificacién de la misma.

Este objetivo se inserta en el.uso de antisuerosreg-_
la produccién de reactivos biolégicos para el montaje de técni
cas de diagnéstico y especfficamente en la introduccién de la-
técnica de IDR, la cual es muy usada en clinica y por lo tanto
existe. un mercado nacional que satisfacer. Si se logra instau
rar este propésito a nivel industrial se cbtendri un beneficio
enorme ya que el fin que se persigque es disminuir los costos -
de produccién y mercado en varios cientos de veces.

Implfcito a esto, se encuentra un cambio en la ense-
flanza de la Zootecnia, ya que el método introduce una variante

en cuanto a la utilizacidén de un productc de deshecho.




MATERIAL ¥ METODOS

Diseflo Experimental.

Para lograr el objetivo de este trabajo, era necesa-
rio tener anticuerpos monespecfficacos, por lo tanto el disefio
experimental comprendié la purificacién del antigeno y el pro-

tocolo de inmunizacién de los cerdos.

Obtensién del antigeno.

Las cadenas pesadas de IgG, humana sé obtuvieron a -
paxtir q§‘au§ro completo. La sangre de humano fué donada por =«
el Blnéo dé sangre del Instituto Nacional de Ccardiologia.

A partir de ia sangre se obtuvo el plasma que poste-
riormente se desfibrin6}p6r agitacién con perlas de vidrio a -
4°C, durante 6,horaa.

Se obtuvierdn aproximadamente 600 ml. de suero a pax
tir del cual se procedié a la separacifén de inmunoglobulinas -
par precipitacién con'éulfatovde amonio al 33% (3) método que-
consiste en afiadir lentamente al suero una solucién saturada de
sulfato de amonioc pH 8.0 en un volfmen que sea la mitad del -~
suero obtenido, en este caso se agregaron 300 ml de la solucién
una vez hecha la mezcla se depositd en botellas de centrifuga-
de 250 ml. centrifugandoa 10,000 r.p.m. durante 30 minutos a -
4°C.

Se elimina el sobrenadante y se resuspende el preci-




pitado en agua destilada, llevAndolo a2 un volfimen de 300 ml. ¥

agregando 150 ml. de 1ls solucién saturada de sulfato de amonio
volviéndose a centrifugar con las mismas constantes, repitién-
dose la precipitacién cuantas veces sea necesario, hasta que =
el sobrenadante sea transparente.

Al final el scbrenadante se eliminé y el precitado -
se resuspendid en una solucién de fosfatos m&s cloruro de so-
dio (PBS) y se colocd en bolsas de didlisis, poniéndose a dia-
iiéar contra un solucién amortiguadora de fosfatos .01 M pH 8.0,
éfectudndose cambios de esta solucién cada 24 horas en 4 oca--
siones.

Se prosiguid con la purificacién de la IgG humana, -
empledndose la Cromatograffa en columna de intercambio iénico-
(18), la cual consiste en 1la utilizacién de una substancia in-
goluble de iénes con carga opuesta utilizando como adsorvente
una matriz de DEAE- cellulosa {wathman) en una columma de vi--
ério de 57 cm. de longitud, 2.6 cm., de dismetro y unvolumen to
tal de 536.393 ml.

La resina se hidr&to colocédndola en una solucién de -
hidréxido de sodio (NaOH) 1 N , al sedimentarse la DEAE se de-
canté el sobrenadante pura lavar luego con cloruro de sgodio --
{(Nacl)..5 N al sedimentar la resina Se decantd el sobrenadante
v finalmente esta pastilla se deshizo en &cido clorhfdrico (HCL)

.1 N filtrado inmediatamente en el sistema buchner con papel -




filtro (Wathman) del No. 4 con vacio a través del cual se pasan
volimenes de agua destilada suficiente para elevar el pH del -
sistema y logrado esto se equilibra con el amortiguador de co-
rrida.

La columna se montd empacando la DEAE-cellulosa con-
’clzéﬁidado necesario para impedir que se formaran burbujas o -
quednrantfracturas en la misma.

El empacado se hizo dejando pasar dos o tres veces, -
volinenes de amortiguador‘igual a la capacidad de la columna, -
hecho esto se colocd la muestra de inmunoglobulinas en la su--
pexficie de la columna con un volumen de 5§ ml. y una concentra
cibén de 5.7 mg/ml.

Utilizando como amortiguador de corrida fosfatos de-
sodio con molaridad creciente: .01, .03, .05, .07 y .15 M con-
PH 8.0.

Se colectaron fracciones de 5 ml. en un colector au-
tomitico Golden Retriever modelo 1200 PUP y se determind su ab
sorvancia de cada una de las fracciones en un espectrofotfme--
tro Carl Zeiss modelo A-II usando una longitud de onda de 280~
nm. graficfindose los resultados y las fracciones con altas con
centraciones de proteina fueron concentradas en un equipo - -
AMICON modelo 202 utilizando una membrana porosa que permite -

el paso de moléculas menores de 100,000.




Para eatudiar la pureza de estas fracciones se-
utilizaron las técnicas de inmunoelectroforesis (IEF), do

bleinminodifusidén (DID) y electroforesis (22,14,21).

La IEF es una prueba que se basa en la separa--
cibébn electroforética de los antigenos.y posteriormente en

el proceso de inmunodifusién con los anticuerpos.

La preparacién de las placas fué de la siguien-

te manera:

Se prepard agarosa (Sigma) al 1% en solucién de
\
barbital .05 M pH 8.6 calent&ndose en bafio marfa hasta que la
agarosa se disolvid completamente, posteriormente se depo

s8ité en inmunomarcos con portacbjetos en una mesa nivela-

da, dejando gelificar a 4°C en cimara hémeda.

Se depositaron aproximadamente 20 microlitros -
de 'la muestra de IgG y de suero humano como control con -

capilares de vidrio.

Las placas se colocaron en la cl&mara de electro
foresis, previamente se depositaron 800 ml. de la sclu--—

cibén amortiguadora de barbital .05 M pH 8.6 como lo mues—

tra la figura No. 1.
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Figura No. 1l.- Equi;péb utilizado en la IEF.

a.- Fuente de poder.
b.- CAmara de electroforesis.

¢.- Placa colocada dentro de la cimara para su electroforesis.
Ap]_.i.cbando una corriente de 9 mamp. por placa. El tiem
po puede varia:i.' de una a otra plac_a, para evitar variaciones =--
siempre se utilizdé un control de albimina visualizada con azul-
de bromofenol el cual se dejaba migrar 2.5 cm. hacia el &nodo.
Al terminar de migrar la proteina, en el canal se de-

positaron 200 microlitros del antisuero (inmunoglobulinas de --

cerdo contra suero humano total).

Incubfndose a temperatura ambiente durante 48 horas-
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en cimara hfimeda haciendo observaciones perfodicas para esta--—
blecer la formacién de bandas de precipitacién asfi como su dia
grama.

Para eliminar el exceso de reactantes que no partici
parén en la reaccién Ag—Ac, las placas se colocaron en solu--—
cién salina .85% pH 7.4 realizéndose 3 cambios de la solucién-
cada 24 horas. Luego se colocaron en agua destilada por 2 horas.

Para -su tincién (6], primero se colocd un papel fil
tro sobre el gel, dejdndose a temperatura ambiente, después se
humedecit ligergmente el papel, se retir6 y se efectud su tin-
sién utilizando una solucién de amido negro al 1% durante 15 -
minﬁtos. se retird el exceso de colorante con agua destilada:~
v después con Acido acético al 10%, finalmente se tomaron foto
graffas utilizando un- negatoscopio.

En la prueba de DID el antigeno y el anticuerpo depo
sitados en los pocillos cortados en un gel de agarosa difunden
el uno hacia el otro y precipitan formando una l{nea opaca en-
la regién donde se encuentran en proporciones 6ptimas, las pla
cas se preparatron de acuerdo & la técnica de Ouchterlony (i4).

Se depositar6n 20 microlitros de la muestra de IgG -
humana en el pocillo del centro y 20 microlitros de antiinmu--
noglobulinas moncespecificas comerciales (Behring) en los poci

1los periféricos al igual que una muestra de antisuero humano-

total.
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Las placas se lavaron, se secaron y se tifieron de --
.igqual manera que las placas de IEF.

Una vez comprobada la pureza de la IgG humana se —-—
prdcedié a la reduécién de los puentes disulfuro entre las ca-
éenag peéadas y las cadenas ligeras, de acuerdo a la técnlca -
descrita por Edelman (5).

Para la separacidn de cadenas pesadas de cadenas li-
geras gse emplearon las técnicas de cromatograffia en Sephadex -
G~100 (12), y electroforesis en gel de acrilamida (21).

La cromatograffa en Sephadex G-100, se llevé a cabo-
montando una columna con las siguientes dimensiones: 98 cm. de
longitud, 1;6_¢m. de diametro y un volumen total de 198 ml.

El gel se hidratd con agua destilada durante 6 horas
y se colochd en una solucién de urea 6 M y 4cido propibnico 1 -
N, se empacd 1a columna con las mismas precauciones tomadas en
el montaje de'ia columna de DEAE-cellulosa. Las muestras de 3
ml. se corrieron en la columna colecténdose fracciones del --
mismo volumen en el colector automitico descrito con anteriori
dad.

En la electroforesis el gel que se prepara es un gel
transparente, flexible y eldstico que se hace a partir de una-
mezcla de mondmeros altamente solubles la cual puede modificar
se quimicamente para incorporar grupos cargados positiva o ne-

gativamente en la estructura del gel para el efecto de cambio-

de iones,.

o
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El gel se prepard en forma de placa en una celda de-
electroforesis especialmente diseflada de tal manera que se pue
den aplicar y correr al mismo tiempo un cierto nfimero de mues-
tras,

Se depositaron muestras de 25-50 microlitros, apli--
cando una corriente de 10 mamp. por muestra, utilizando como -
indicador azul de bromofenol, efectuéndoée su tefiido y destefii

do de acuerdo a la técnica descrita con anterioridad (6).

ADYUVANTE .
Se utilizd adyuvante completo de Freud (ACF), el - -
cual se prepard mezclando 85 partes de aceite mineral con 15 -

partes de lanolina y 5 mg/ml. de Mycobacterium tuberculosis --

H37 Rv esterilizado en autoclave y liofilizado.
Se mezclaron volfimenes iguales de antfgeno y ACF for
mando una emulsién, conteniendo 500 microgramos de cadenas pe-

sadas de IgG humana y 2.5 mg. de Mycobacterium tuberculosis --

por ml.

INMUNIZACION DE LOS CERDOS.

El proyecto se llevS a cabo utilizando 10 cerdes co-
mo lote control y 10 cerdos como lote experimental.

Estos animales fueron proporcionados por la Granja -
Experimental Porcina "Zapotitl&n” de la Facultad de Medicina -

Veterinaria y Zootecnica de la U.N.A.M.
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‘Se efectuaron 2 inmunizaciones administrando 1 ml. -
de la mezcla de Ag y el ACF por via subcut@nea en la base de -
las orejas y 3 inmunizaciones aplicando ﬁnicamente el Ag en la
misma regidn. |

El Gltimo estimulo antigénico se realizd 8 dfas an--
tes de su salida al rastro logrando con esto, coincidir el mo-
mento &ptimo de produccidn de anticuerpos en un perfodo de hi-
perinmunizacibén con el momento de su muerte. Colectindose la-
mayor cantidad de sangre.

Los cerdos del lote control vivieron junto con log -
cerdos del lote experimental.

Para la obtencibén del suero, la sangre se dejd coagu
1;1' a temperatura ambiente, manteniéndose posteriormente a 4°C
para intensificar la retraccibén del colgulo y de esta manera -
sbtener mayor cantidad de suero, el cual fué separado por de--
cantacién y centrifugado a 1500 rpm durante 15 minutos a 4°C —
para eliminar restos celulares.

La separacibén de inmunoglobulinas se efectud por pre
cipitacidn con sulfato de amonio al 33% t&cnica ya descrita (3).

El an&lisis de la reactividad y especificidad de los
anticuerpos obtenidos, ss rcalizd por la técnica de IEF.

Determinindose después la concentracién de Nitx&geno

de ambos reactantes, es decir, la IgG humana purificada y -

el antisuero contra cadenas pesadas de la misma, por el méto--




14

do: de Kjeldahl (10).

‘Una ’véz cobtenidos el antfgeno y el antisuerc necesa

vrios se procedié al montaje de :l.as placas de IDR de’ acuerdo a"v.

;la técnica. descrlta por Mancini (13).
‘Este’ metodo inmunoquimico de precipltacién por difuy;;

..sién a:unple es adecuado para determ:.naclones cuantitativaa .

vmuy\precisas Y se lleva a cabo incorporando uno de los react‘ '

vos jn este ca.so el anticuerpo en el gel: de agarosa a una

concentracién nniforme mientras que el otro reactlvo. IgG hu-

:

mana purificada se’ :Lntroduce

se difunde haata encontrar su punto de equ:.valencia con los =

monoespecificos y de '. »

do un anillo concéntrico al pozo donde se apllca.

PREPARACION DEL AGAR:
.Se: afladié 2 ‘gr. de agarosa Y 100 ml. de’ soluci6n de "
fosfatgs 51.91;;\!1 pH’ 3.0. - Esta. suspen516n ee coloc6 en bafio na—
nyanteniégdqs_g_ .después AL

una temperatura de 'S0 °C.

PREPARACION DE LA MEZCLA CON EL ANTISUERO.

Se mezciardn volimenes iguales de la agarosa y del-
antisuero previa dilucién en solucién amortiguadora de fosfa-
tos. .01 M pH 8.0 y previo calentamiento a 50°C, tan bien co

mo sea posible sin formar burbujas de aire.
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La mezcla se vacifé en cajas de Petri sobre una mesa
nivelada tratando de formar una capa con un espesor uniforme-
de 1 mm. y sin formar burbujas, después de la gelificacibn se
conservﬁron a 4°C.

~Después se efectuaron cortes circulares en el gel -
uéilizando una aguja de 2 mm. de difmetro, retlrandopor suc--
ci&n los pequefios cilindros que cortd la aguja.

cada uno de los pocillos recibid 5 microlitros del-~
Ag depositados con una micropipeta Gilson dej&ndose a tempera
‘tura ambiente.

Se utilizaron diferentes concentraciones de anti- -
cuerpos»2,4,6[é,ié,12., mg/ml. para localizar la cbgcehtra— -
‘'cibn necesaria que proporcionara la mayor nitidéz y diéﬁetro-
del anillo de precipitacién.

De igual manera sSe utilizaron concentraciones dife-
rentes 'd.allintigeno: .07, .077, .087, .1, .lle, .14, .175, --
.23, .35, 1;4 Yy 2.8 mg/ml., de IgG, para localizar el rango de
concentracifén que graficados contra el difimetro al cuadrado -

del anillo de precipitacifén proporcionari una linea recta.
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PURIFICACION DE CADENAS GAMMA

Suero humano

Previpitacioétn con sulfato
de amonio

Dislisis contra fosfatos
.01l ¥ pH 8.0

‘cromatograffa en DEAE-cellulosa

Reduccién de los puentes Electroforesis en geles -
disulfuro con 2 ME de acrilamida .. ‘
cadenas cadenas cadenas
kappa y lambda. gamma kappa y lambda

Figura No. 2.— Esquema del método utilizado para la puri
ficacién de 19G humana y la separacién en sus cadenas pe
sadas y ligeras. '
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RESULTADOS

OBTERCION DEY, ANTIGENO.

En la figura No. 3 se puede observar el perfil de e~
lusién que resulta al graficar las lecturas de densidad Spti-
ca contra el nGmero de fracciones de la cromatgraffa de inter-
caxbio i6nico en DEAE-cellulosa con solucidén amortiguadora de;
fosfatos como eluyente, la cual muestra que es posible fraccié
nar 16§ diferentes componentes de una mezcla ya que cada pico-:
teSricamante representa una molécula diferente. Se puede obser
var que hay un componente principal el cual eluye en las frac-
ciones 30-50.

Al aumentar la molaridad del amortiguador se cbserva
la elusién de otros componentes.

‘Al determinar la composicién de cada una de estas --
fracciones se observé que la fraccién No.l estaba constituida-
principalmente por IgG por lo cual, siendo el objetivo a perse
guir, en las siguientes cromatograffas se utilizé Gnicamente -
el amortiguador a una concentracién (.0L M pH 8.0) y el patrén
obtenido se observa en la figura No. 4.

Dado que los estudios de pureza realizados por IEF y
D1D, demostrardn que la fracciédn No.l estaba contaminada con ~
otras inmunoglobulinas, estas fracciones se reunieron, se con~-

sentraron y se utilizaron en una nueva corrida en la columna de
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DEAi—celluosa ¥ los resultados de esta cromatografia se mua:g--

tran en la figura No. 5.
. En las figuras Nos. 3 y 4 se encuentran otras fraccio ]
vnejls.ikiﬁ'q':brtantes en cuyo caso se demostrS6 que contenfian YXgG por- -
1o cual ‘se decidié reunirlas, concentrarlas y utilizarlas en u-
na_'c_:romatografia cuyos rasultados de muestran en la figﬁra No.

‘6 cuyo andlisis cualitativo demostxré que la pri.mera. fraccién es

-taba constituida por IgG y la segunda por otras inmungglobuli--

La figura No. 7 muestra una FBF en donde se tiene la-
igG purificada en el pozo superior, en el pozo inferior suero -
humano total y en el canal un suero de conejo contra suero huma

o,como puede observar en la muestra de IgG se r.jevéia una sola
banda de precipitacién.

En la figura No. 8 se puede observar que cuandoc se co
‘loca al centro una muestra de IgG purificadd y en los pozos pe-
iiféricos -antiinmunogloBulinas humanas monoespecificas (Behring)
;_}suer_o de conejo'contra suero humano, se detecta una sola banda-
'de precipitacién entre la anti-lgG y el antisuero contra la ---
IgG gque se encuentra en el pozo central, ademis estas bandas -~
dan identidad.

El resultado de la cromatograffia en Sephadex G-100 pa
ra separar cadenas pesadas de cadenas ligeras se muestra en la-

figura No. 9, en la cual se puede observar dos fracciones en —--
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las que teSricamente la primera corresponde a cadenas pesadas—
Y la segunda a cadenas ligeras: sin embargo &l analizar la pu<
reza de estas fracciomes en geles de acrilamida, la fraccién de
,c&g}enae pesadas.mosti:é contaminacién con cadenas ligeras, por-
lo tanto el camino f£inal utilizado p.ra obten:r cadenas pesadas
fué la-_electroforesis en géles de acrilamj.da con SDS y 2 ME, «
como se obgserva en la figura No. 10 se puede separar perfecta-
mente dichas cadenas ¥ por lo tanto estas. fueren las fraccio~
mas utilizadas ‘para inmuhizar.
El proceso de inmunizacién resulta en la produccién-
e anticuerpos contra cadenas pesadas en 2-de los 10 cerdos in
munizados. |
Los pesos de los animales aparecen ef los cuadros -—-
‘Bos. 1y 2 donde se observa que el proceso de inmunizacibn no-
'pyerjudica la ganancia de peso ya que los datos entre &l lote -
experi.mentai cuadro No. 1 y el lote control cuadro No. 2 son -
muy s:l.milares. Esto mismo se puede observar en la figura No. 11
donde Qe graﬂ.can los datos individuadles haciendo una relacién
.qntre el peso iniclal y el peso final y se encuentra que todos
‘19.::; .puntoa caen cerca de una linea de regresién lineal.
Al momento de la muerte de los animales en el rastro,
‘8@ colect8 la sangre para proceder a la separacién del suero y
‘A'Ia precipitacién de inmunoglobulinas con sulfato de amonio al

33%.
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Edtas. inmunoglobulinas al probarse en IEF en contra-
de suero humano total reaccionan con una sola banda de precip&
tacién la cual se puede obsexvar en la figura No. 12.

Para- el montaje de lag placas de IDR sa procedib a =
estudiar primero la concentracién de antisuero que permitiera-
el didmetro de precipitacién miximo y que aun se conservara ni
tida la linea de precipitacidén. Esto se estudib con 4 concen--
traciones diferentes de antfgeno, los resultados se cbservan en
la figura No. 13, en base a estos datos se decidié tomar como-
concentracién a utilizar 2.5 mg/ml. de anti-IgG.

Para ver la influencia de la concentracién del Ag y-
pode: tomar de ellas tres concentraciones que sirvieran como =
estandares, al montar las placas se utilizé una concentracién-
.de anti-IgG de 2.5 mg/ml. de agax y las concentraciones Hel Ag
foeron de: .07, .077, .087, .1, .116, .14, .175, .23, 35, .7,-
1.4 v 2.8 mg/ml. ¥y entonces los resultados por cuadruplicado -
se obgervan en la figura No. 14 donde haciendo una regresién -~
lineal se obtiene una R=.989.

Para estudiar la reproducibilidad de esta técnica se
hiiq un enaayo‘utilizando la concentracién de antisuero ya es-
tablecidé y efectuando 12 repeticiones de cada concentracién -
del Ag, las concentraciones fueron: .1, .1l1§, .14, .1l75, .23,-
«35, .7, 1.4 ng/ml.

Los resultados se observan en las figuras Nos. 15 y-
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16'éuya'regresién lineal muestra una R=.981.

La comparacién entre los valores obtenidos utilizan-
do-los reactivos obtenidos en el presente trabajo y los reacti-
vos que se venden comercialmente en México (Behring) se muesg--
tran en 1a figura No. 17 donde se puede.. observar que cuando -
se utilizan 1as placas Yy los estandares comerciales se obtie-—.
'nen_resultados similares a los obtenidos cuando se utilizan

las placas preparadas con el antisuero de cerdo.
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Figura No. 3.~ Elusién de una muestra de inmunoglobuli-

nas a través de una columna de DEAE-Cellulosa con un ——

gradiente de molaridad, graficando la densidad éptica -

‘contra el No. de fracciones y molaridad. Se observa la-

presencia de diferentes fracclones las cuales se separan
para su anflisis cualitativo el cual demostrd que 1la ma

yor concentracién de IgG estaba en la fracciétn No. 1.
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Figura No. 4.- Cromatografia de intercambio i6nico uti-
lizado una sola moralidad (.0lM) de fosfatos la cual pex-

mite la separacién del componente principal (IgG) en la
primera fraccién proteica.
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Figura No. 5.~ Cromatograffa del conjunto de fracciones
No.l en DEAE-~Cellulosa con amortiguador de fosfatos, —-
«OlM pH 8.0. Se observa la salida de un componente prin
cipal (IgG) en 1a fraccifn inicial sequida de componen-
tes minoritarios. El an&lisis de esta . fraccién demos--
tré estar constituida exclusivamente por 1gG.
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‘Figura No.6.~ Cromatograffa de las fracciones eluidas -
después de la fraccion de IgG cuando se utilizé amorti-
.guadox de fosfatos con molaridad creciente. Demostrando
por anidlisis inmunoelectroforético que,-el primer pico-
estaba constituldo por IgG y el segundo por otras inmu-
noglobulinas.




Tigura Ho.7.- IRF donde se colocd svero humano en el -
poZe supericr. y und muestra de la fraccidn fo.l <de la -
sromatocrifia observada en la fig, No. 5 en el pozo infe
rior ‘én &l canal se colocd un suero de conejo contra --
suero huamano total. & 1las 48 horas se observa gue la —-
cmusstva del pozo inferior consiste en una scla proteina
gue se comporta electroforéticamente come la IgG.




Fiagursz No. 8.- DID en loz pozos periféricos se colocaron
inmuncogylobulinas meonoespocificas y suero de conejo con-
tra suoro humano total ¥y en o1 centro una muoestra de la
fraceibn No.l. Se observa una linsa de precipitacién en
tre la muestra de IgG y el suero anti~IgG al iqual que-
entre el suero' de conejo vy @icha nmuestra. Estas bandas-
muaestran identidad total por lo cual se supone que la - ‘
Tronsidn No.l ostd compuzsta exclusivaments por IgG.
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Figura No.9.- Cromatografia en Sephadex: G-100 de la IgG

sometida a reduccién con 2 ME. Aparentemente se logra -
romper los puentes disulfuro entre las cadenas y la se-
paracién de . las mismas en Sephadex, sin embargo, el ana
1isis electroforético de la TgG demostrd contaminacién-
con cadenas ligeras, corxrespondiendo el primer pico a -
cadenas. pesadas y el sequndo a cadenas ligeras.




rigurs No.L0.~: Electroforesis on placa donde se muestra
ante métods, es posille. zoparar cadenas p«avadas de cade.
nas lmer?s. En el carril No.l aparece una muestra de -
196 cumplf".:q, en los carriles Kos.2? v 3 cadenas ligeras
Y en los carriles Wos.4 vy 5 cadenuas pesadan las cuales-
habian side separadae previamente #n un gqal de acyilimi
Ja gsanda 2 ME,
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GRUPO EXPERIMENTAL

R R
| 71 79 8s 30 100
2 71 1 77 82 88
3 76 8l 86, 90 97
4 63 3 72 144 85
5 65 66 70 76 83
. 6 53 63 82 87 89
7 57 6 o4 9i 9
] 8 65 74 89 98 103
= 9 56 64 X
o o 6 ™ % % 9
TOTAL 640 837
S 64.0 97

Cuadro No.l.- Relacién de los pesos de loa cerdos del -
‘lote experimental, mostrado que el proceso de inmuniza-
‘Ciéh no perjudica la ganancia de peso puesto que el pro
medioc por animal es adecuado para su salida al mercado.
Estos pesos fuerdn registrados cada 2 semanas.

X-Una semana después del segundo estimulo antigénico, <. -
- agte cerdo murid a causa de una meumonia bacteriana.




GRUPO CONTROL

TOTAL

iy 54.0 8155

Figura. No.2.~ Relacién de los pesos de los cerdos del-
lote control. Se. puede observar que estos son similares
a los pesos del lote experimental y su registro se llevd
a cabo en el mismo perfodo que el lote experimental.
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Figura Wo.ll. Gr&fica que demwestra que el peso £inal -
de los cerdos experimentales al igual que el de los con
troles estd en relaciétn directa con el peso inicial, ya
que la relacién de las 2 mediciones originan puntos que
caen muy cerca de una lfnea de regresién lineal. 108 ==
cfrculos vacios (0) corresponden a los animales experi~

mentales y los circulas:completos (@) corresponden a ~-
los animales del grupo control.




Fignrs No. 12, 1IEF donde se colcea suero humano total en
los pozos v en ol canal el suero de los cerdos inmuniza
dos con cadenas gamma, se’ encuentra una sola linea de -
precipitacién lo cuzl demuestra guec 1 inmunizacidn fud
realizada con un solo Ag.
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FPigura No.l3.~ Esta gr&ifica muestra el di&metro observa
do a las 48 horas ‘en la IDR utilizando 4 concentraciones
del Ag y una serie de concentraciones de Acs. La miAxima
dimensién alcanzada afin con perfecta nitidéz del halo —~
de precipitaci6n fué al utilizar 2.5 mg de Acs. con las
distintas concentraciones del Ag.




4
mg/m! ANTIGENO

Figura No.l4.- Grifica dada al estudiar la dimensién del:
dismetro del halo de precipitacién contra diferentes con
centraciones del Ag, se observa que existe una lfinea.rec
ta clara hasta la concentracién de 1.4 mg/ml de IgG huma

na purificada y 1a pendiente cae cuando se aumenta la con
centracifn a 2.8 mg/ml.
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Pigura No.1l5.- Al utilizar diferentes concentraciones -
de Ag: .1, .l1l16, .14, .175, .23, .35, .7, 1.4 mg/ml a -
una concentracidn constante de Acs (2.5mg/ml), se obsexr
va que las replicaciones de las diferentes consentracig
nes de Ag muestran un buen grado de similitud por lo ~-
que gse establece la confiabilidad del sistema. °



n 1 gue so wmuestra ohjeti
dos 11 preparar placas con
Lo ml, de hvicioron 17 -
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Figura No.l7.- Gr&fica dada al comparar los valores cbte
nidos utilizando los reactivos obtenidos en el presente-
trabajo representados por los circulos vacios (0) y los-
reactivos que se venden comercialmente cuyos valores es-
tan representados por los circulos completos (®). Se ob-
serva que se logra la misma sensibilidad en los dos sis~
temas dado que la pendiente de la curva es similar. Las

concentraciones del antigeno en el sistema Behring son:-

»102, .44, .1.7 mg/ml, en el sistema montado en el labos
ratorio son: .175, .35, 1.4 mg/ml.
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DISCUSION.

La purificacién de moléculas plantea problemas metodo
18gicos cuyo grado de difitultad varia dependiendo de mGltiples
factores: fisicos, quimicos y en el caso de moléculas biolégi-=-
camente activas, habitualmente se persigue su separacién con la
>¢on§¢rv1c16n de sus propiedades biolébgicas, en el presente‘trék
bajo se ﬁost;aron algunas té&cnicas ya descritas para la separa-
cién de cadenas gamma humanas.

En el proceso de puxificacién de IgG humana, se encontré
que la pfecipitacibn con sulfato de amonlo permite la concentra
cibn dé 1nmunoglobulinas, pero no la separacién de otros compo-
.nentes del suero de los que solamente se logra disminuir su con
‘sentracién.

Lg1c:omatogr§f£a de intercambio ifnico utilizando DE-
At-cellulosa permiti6;;cﬁnndb se empled ‘repeﬁidamente la puri-
ficaci6n de IgG aprovechando la carga eléctrica neta de la mold
cula cuando esti en solucién con pH 8.0, Es necesario aclarar,-
sinfghﬁérgo que la capacidad de resolucién de la resina es mucho
mcnbfﬁie 1la especificada por el fabricante por lo cual es nece
sario utilizar concentraciones menores de las muestras a sepa--
rar.

Por otro lado no fué posible separar cadenas pesadas-—

de cadenas ligeras utilizando el método descrito por Edelman -—
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(5) y fué necesario hacerlo por medio de electroforesis en gel
de acuerdo a la técnica de Osborn y cols. (20), método que fué
eficiente para lograr este objetivo.

Por otra parte el proceso de inmunizacién resulté en
la produccién de anticuerpos solo por 2 de los 10 cerdos inmu-~
nizados, lo cual hizo necesaric investigar el porqué de este -
fénomeno, fué légico pensar gue pudieran existir determinantes
antigénicos comunes a ambas moléculas, a pesar de que la relac
cién filogénica entre el cerdo y el hombre no parezca cercana.

Por IEF se logrd demostrar que un antisuero en con-——
tra de cadenas gamma humanas reconoce una protefina del suero -
de cerdo que migra electroforéticamente muy similar a la 1lgG:
inversamente un antisuero contra IgG de cerdo precipita a una-
porcidn del suerc humano gque migra similarmente a la IgG. Es—-
tos resultados se muestran en la figura No.l8.

Cuando se investigf la similitud entre cadenas Kappa
y lambda, no se logrd detectar reacciones cruzadas como se mues
tra en la figura No.19, apesar que solo se utilizaron antisueros
contra cadenas kappa y lambda humanas.

Este hallazgo sugerfia fuertemente ser el causante -
de lo nb respuesta de los cerdos al proceso de inmunizacibn, -
1o cual fué reforzado por el hecho de que cuanido estos animales
se inmunizaron al mismo tiempo con la IgG humana e IgG de ca-

ballio, solamente respondieron gon la producciédn de anticuerpos—
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contra IgG de caballo.

Esto abre uncampo de gré&n interés desde el punto de~
vista biolSgico y médico ya que esta similitud puede servir pa
ra tratar de resclver problemas de Filogénia, Ontogénia y Gené
tica de las inmunoglobulinas (16); asf mismo la incapacidad --
dé; cerdo de responder inmunolégicamente a la administraciébn -
de Ig@ humana hace necesario estudiar mis a fondo este pareci-
do qure la IgG humana y porcina, pues si el humano se compor-
,tlide igual manera a la administracién de IgG porcina, esto --
;significaria una gran oportunidad de seroterapia en humanos con
sueros heterSlogos sin problemas de hipersensibilidad por com-
plejos que se cobservan con la administracién de s&ero‘de caba-
1lo y con grandes ventajas dada la forma de produccidén de an~
tisueros en cerdos.

Dado el parecido entre la IgG de cerdo y la humana,-
es posible que se pueda implementax esta seroterapia en el hu-
mano con poco riesgo dé sensibilizacién y tratar asf de inter-
fe;ir con la patologfa que causa el mayor nfimero de muertes, en
los recien nacidos, la gastroenteritis (16).

El objetivo fijado inicialmente montaje de la técniw
ca de IDR para la cuantificacién de IgG de humano- fué alcanza
do totalmente, ya que se logré implementar la té&cnica con resul
tados comparables a los del producto comercial vendido en Méxi

co en cuanto a sensibilidad y reproducibilidad.
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Es necesario aclarar que si se produjera sistemftica
mente este método de cuantificacidn de IgG humana, el costo se
reducirfa en mis de 100 veces comparativamente al valor con ~-
que se venden comercialmente las placas.

Este sistema de produccidn de antisueros en animales

destinados al consumo humano, introduce un cambio en la Zooteg

nia, ya que aprovecha un recurso de desecho en la elaboracién—
de un producto valioso de gran importancia como método de dl;g
nbéstico en clinica humana.

.Ademés este método como se demuestra en el cuadro ~-
No. 1, no modifica el incremento de peso registrado en los ani
males experimentales el cual es similar al registrado en los -
cerdos del lote control, esto significa que el aclopar la in--
dustria de produccién de biol6gicos no perjudica la de produc—
cién de carme, ya sea registrado en forma de peso o calidad de
1la canal, puesto que en el momento de la inspeccibn sanitaria-
estas fueron clasificadas aptas para consumo h;mano.

La produccién masiva de anticuerpos explorada en es-
te estudio abre otra 8rea de trabajo, la seroterapia por via -
oral en animales destinados a la produccién de carne para con-
sumo humano.

Se conoce que muchos animales nacen gin anticuerpos-

y que los adquieren durante los primeros dfas de vida con el -

calostro que ingieren de la madre, y de esta manera les permi-

L
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te adquirir cierta resistencia a diversos gérmenes patSgenenos
{(15).
Los recien nacidoa. sin embargo dada eata def:.ciencia
unongicaaon mig ausceptibles de sufrir- enfermedades infec,ﬁ
jcioaas que ocasionan un gran nﬁmero de muertes (10).
Dado que se puede adquirir resistenciaa a dichas ‘en—

or-edadea por el traapaao de anticuerpoa de 1a madre al re-'-

"cien nad:l.do por nedio del calostro. es probable o.al’ menos pa—

contxa los agentea patégenos mis frecuentes en una comunidad,-~
ldmi.nistr&ndolea anticuerpoa poxr via oral (15) 3 de dar resulta

. 13 moztalidad poatnatal tan alta que se re—t“’:;

g:l.atrn en uéx:l.co 119), y ‘aso a su vez incrementaria la produc-

cién de carne para consumo humano.
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Figura No.1lf0l.~ IBr donde se coloca en los pozos superio
res suerc humano v on los pozcs inferiores suero de cex
da. Bf @l canal » s2 colocd cuers monoespecifico anti--
Tg¢ bumznn, en el canal 8 se coloed suero anti-inmunoglo
bulinas lo ccfdo. Se obscrva que cn ambos sistemas exig
te ¢l reconocimlento en comin de una proteina desl suero
g o ‘pvtvo oréticarente on forma similay 2 la laG.




pozne inferiores y suero de cordo en los pozos superio-
ras. En o1 canal A coloch enaro anticadenas Kappa hu
pAnas y -1 canal % sewro anticadenas lambda huranas,

o~ observa la formacién de una linea de procipitacidn -

rigura No.l19.- IEF donde se cecloca suerc humano en los-

105 sueres humanos pero no o demuestrs la precipita

. A conrde.
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CONCLUSIONES

1.- Se logra el objetivo principal de cuantificar --
YgG hurana por medio de la técnica de IDR utilizando la sangre
de cerdos destinados al consumo humano.

2.- El método desarrollado logra iwplementarse con -
:1la sensibilidad, precisién y reproducibilidad que el producto-
-que se vende comercialmente en el mercado nacional.

3.- El protocolo de inmunizacién disefiado, permite -~

dministrar los estimulos antigénicos al final del perfodo de-

desarrollo con lo cual no se lesiona el incremento de peso re-
‘gistrado en esta etapa del crecimiento.

4.~ Se modifica la enseflanza de la Zootecnia al in--
troducir un método que permite utilizar un subproducto como re
activo en pruebas biolégicas de alta sensibilidad cuya tecnolo
gfa no hé nido implementada en el pais.

5.~ Se establece que la electroforesis en geles de acri
lamida resulta en el mejor método para obtener cadenas pesadas
de inmunoglobulinas.

6.~ El parecido inmunolégico encontrado entre la 1lgG
humana e IgG de cerdo, a parte de su interes biolSgico,~elimi-

na al cerdo como productor industrial de anti-cadenas gamma hu

nmanas.
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