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.- 
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RESUMEN 

En el presente trabajo se utiliza un subproducto de-

laProducción Animal en cerdos.(sangre) con el fin de obtener7 

..letieuerpoe'monoespecíficos contra IgG humana. 

El protocolo de inmunización permite incrementar el7 

titulo de anticuerpos en animales inmunizados poco 

1:l'orificio - con lo cual no se lesiona laindustria de la 

y con los antisueros asi obtenidos fué factible montar la téc,', 

..nicadeInmunedifusión radial (IDE) para layeuntificación de - 

sensibilidad y reproducibilidad del 

en.el mercado nacional. 

la enseftanza de la Zootecnia- 

mejor aprovedhamiento de los ~productos y-

e(uhace.:además posible la implantación de una tecnologia no e- 

PorOtra parte por los resultados de la inmunización.  

die:. los'oerdos con.IgG bmmana, se mOntarón pruebas inmunOlógicas - _ 

donde se encontr6 que hay'similitud entre cadenas 
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INTRODUCCION 

Uno de los intereses de los inraunólogos en la actuaal 

lidad, es la producción de anticuerpos. Ello se debe a la di--

versidad deusosa que se destinan: En el área médica es frecuen 

te la administración de anticuerpos específicos:ce las enfer-

medades tales como tétanos, difteria o bién caudadas por pica-

duras de alacranes. y mordeduras de serpientes, en deficiencias 

inmunológicas y algunow:Casos específicos para prevenir sensi-

bilitaáiénes (9,8,7.); como reactivos biológicos han sido 

lizados para montar un gran número de pruebas inmunodiagnósti 

cas, (20); o bien dada su capacidad de combinarse específica--

mente con su ligando en la purificación de numerosas moléculas-

(4). 

En lospaíses en desarrollo la producción 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 existen en todas las espeCificídades diferentes (antité 

tanos, antidifteria, antialacrán, etc. (2). 

Cuando la finalidad es producir acs. en pequeña esca 

la, se emplean pequeñas especies como el conejo; pero cuando - 

se persigue obtener grandes volúmenes de antisueros es el cabe 

llo el animal clásicamente utilizado, quizá debido a antece-

dentes históricos que se iniciar& en circunstancias peculia- 

res cuando no existía la Ganadería como mninstrumentosistemá 
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tico y existía la producción sistematice del caballo como me-

dio de transporte utilizado a gran escala por los ejércitos, 

además reune las caracteristicas de ser grande, docil y de --

sintetizar cantidades apreciables de anticuerpos(2). 

El uso de esta especie con el único fin de producir 

antisueros específicos, trae como consecuencia que los costos-

de los mismos se incremente notablemente, dado que se necesita 

mantener aislados a estos animales con alimentación y cuidados 

especiales. 

Por otro lado la Ganadería moderna maneja grandes can 

tidades de animales que se destinan al consumo humano y su san 

gre es por lo general eliminada sin ninguna utilidad o cuando-

se utiliza en la fabricación de harinas y rellenas. 

El acoplar la producción de grandes volúmenes de an-

en especies destinadas al consumo humano, podría 

significar una gran reducción en el costo de producción de an-

tisueros. 

Esto ha sido explorado con anterioridad utilizando -

cerdo como animal productor de antitoxina tetánica el cual-

es una:.de los antisueros que más se emplean en el caso de la se 

roterapia para humanos, (1). 

Además el volumen que se puede obtener permitiría la 

implantación de la seroterapia en forma masiva en la Industria 

Pecuaria persiguiendo disminuir la mortalidad que se observa - 

en los recien nacidos. (19). 
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OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo es la producción en el - 

cerdo de anticuerpos monoespecíficos contra inmunoglobulina G-

(IgG) humana y la estandarización de la técnica de Inmunodifu-

sión radial (IDE) como método de cuantificación de la misma. 

Este objetivo se inserta en el uso de antisueros en-

la producción de reactivos biológicos para el montaje de técni 

cas de diagnóstico y específicamente en la introducción de la-

técnica de IDR, la cual es muy usada en clínica y por lo tanto 

existe un mercado nacional que satisfacer. Si se logra instau 

rar este propósito a nivel industrial se obtendrá un beneficio 

enorme.ya que el fin que se persigue es disminuir los costos - 

de producción y mercado en varios cientos de veces. 

Implícito a esto, se encuentra un cambio en la ense-

ñanza de la Zootecnia, ya que el método introduce una variante 

en cuanto a la utilización de un producto de deshecho. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Disetio Experimental.  

Para lograr el objetivo de este trabajo, era necesa-

rio tener anticuerpos monespecíficacos, por lo tanto el diseno 

experimental comprendi6 la purificaci6n del antígeno y el pro-

tocolo de inmunización de los cerdos. 

Obtensidn del antígeno.  

Las cadenas pesadas de IgG, humana se obtuvieron a - 

partir de. suero completo. La sangre de humano fué donada por -r 

el Banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiología. 

A partir de la sangre se obtuvo el plásma que poste-

riormente se desfibrind por agitación con perlas de vidrio a 

4•C, durante 6 horas. 

Se obtuvieron aproximadamente 600 ml. de suero a par 

tir del cual se procedió a la separación de inmunoglobulinas - 

par precipitación con sulfato de amonio al 33% (3) método que-

consiste en aftadir lentamente al suero una soluci6n saturada de 

.sulfato de amonio pH 8.0 en un voldmen que sea la mitad del --

suero obtenido, en este caso se agregaron 300 ml de la soluci6n 

una vez hecha la mezcla se depositó en botellas de centrífuga-

de 250 ml. centrifugandoa 10,000 r.p.m. durante 30 minutos a - 

4°C. 

Se elimina el sobrenadante y se resuspende el preci- 
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pitado en agua destilada, llevándolo a un volúmen de 300 ml. y 

agregando 150 ml. de ls solución saturada de sulfato de amonio 

volviéndose a centrifugar con las mismas constantes, repitién-

dose la precipitación cuantas veces sea necesario, hasta que 

el sobrenadante sea transparente. 

Al final el sobrenadante se eliminó y el precitado - 

se resuspendió en una solución de fosfatos más cloruro de so-

dio (PB5) y se colocó en holdas de diálisis, poniéndose a dia-

lizar contra un solución amortiguadora de fosfatos .01 X pH 

efectuándose cambios de esta solución cada 24 horas en 4 oca--

siones. 

Se prosiguió con la purificación de la IgG humana, - 

empleándose la Cromatografía en columna de intercambio iónico-

(18), la cual consiste en la utilización de una substancia in-

soluble de iónes con carga opuesta utilizando como adsorvente 

una matriz de DEAE- cellulosa (wathman) en una columna de vi—

drio de 57 cm. de longitud, 2.6 cm. de diámetro y un volumen to 

tal de 536.393 ml. 

La resina sehidrátocolocándola en una solución de - 

hidróxido de sodio (Na0H) 1 N , al sedimentarse la DEAE se de-

cantó el áobrenádante p.ra lavar luego con cloruro de sodio --

(NaC1).:5 N al sedimentar la resina se decantó el sobrenadante 

y finalmente esta pastilla se deshizo en ácido clorhídrico (HC1) 

.1 N filtrado inmediatamente en el sistema buchner con papel - 
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filtro (Wathman) del No. 4 con vacio a través del cual se pasan 

volúmenes de agua destilada suficiente para elevar el pH del - 

sistema y logrado esto se equilibra con el amortiguador de co-

rrida. 

La columna se montó empacando la DEAE-céllulosa con-

el cuidado necesario para impedir que se formaran burbujas o 

quedaran fracturas en la misma. 

El empacado se hizo dejando pasar dos o tres veces,-

volúmenes de amortiguador igual a la capacidad de la columna,-

hecho esto se colocó la muestra de inmunoglobulinas en la su-.-

perficie de la columna con un volumen de 5 ml. y una concentra 

cien de 5.7 mg/ml. 

Utilizando como amortiguador de corrida fosfátos de-

sodio con molaridad creciente: .01, .03, .05, .07 y .15 M con-

pu 8.0. 

Se colectaron fracciones de 5 ml. en un colector au-

tomático Golden Retriever modelo 1200 PUP y se determinó su ab 

sorvancia de cada una de las fracciones en un espectrofotóme--

tro Carl Zeiss modelo A-II usando una longitud de onda de 280-

nra. graficándose los resultados y las fracciones con altas con 

centraciones de proteína fueron concentradas en un equipo 

AMICON modelo 202 utilizando una membrana porosa que permite - 

el paso de moléculas menores de 100,000. 
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Para estudiar la pureza de estas fracciones se- 

utilizaron las técnicas de inmunoelectroforesis (IEF), do 

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

La IEF es una prueba que se basa en la separa— 

ción electroforética de los antigenos.y posteriormente en 

el proceso de inmunodifusi6n con los anticuerpos. 

La preparación de las placas fué de la siguien-

te manera: 

Se preparó agarosa (Sigma) al 1% en solución de 

barbital .05 M p}1 8.6 calentándose en bario maría hasta que la 

agarosa se disolvió completamente, posteriormente se depo 

sitió en inmunomarcos con portaobjetos en una mesa nivela-

da, dejando gelificar a 4•C en cámara húmeda. 

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 cámara de electro 

foresis, previamente se depositaron 800 ml. de la solu—

ción amortiguadora de barbital .05 M pH 8.6 como lo mues-

tra la figura No. 1. 
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Figura No. 1.- Equipo utilizado en la IEF. 

a.- Fuente de poder. 
b.- Cámara de electroforesis. 
c.- Placa colocada dentro de la cámara para su electroforesis. 

Aplicando una corriente de 9 mamp. por placa. El tiem 

po puede variar de una a otra placa, para evitar variaciones --

siempre se utilizó un control do albúmina visualizada con azul-

de bromofenol el cual se dejaba migrar 2.5 cm. hacia el ánodo. 

Al terminar de migrar la proteina, en el canal se de-

positaron 200 microlitros del antisuero (inmunoglobulinas de --

cerdo contra suero humano total). 

Incubándose a temperatura ambiente durante 48 horas- 
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en cámara hdmeda haciendo observaciones períodicas para esta-

blecer la formación de bandas de precipitación así como su dia 

grama. 

Para eliminar el exceso de reactantes que no partici 

parón en la reacción Ag-Ac, las placas se colocaron en solu---

ci6n salina .85% pa 7.4 realizándose 3 cambios de la solución-

cada 24 horas. Luego se colocaron en agua destilada por 2 horas. 

Para r:iu tinción (61, primero se colocó un papel fil 

tro sdbre el gel, dejándose a temperatura ambiente, después se 

humedeció ligeramente el papel, se retir6 y se efectuó su tin- 

fisión utilizando una soluci6n de amido negro al 1% durante 15 - 

minutos, se retiró el exceso de colorante con agua destilada ,,.. 

y después con ácido acéticoal 10%, finalmente se tomaron foto 

grafías utilizando un• negatoscopio. 

En la prueba de DID el antígeno y el anticuerpo depo 

sitados en los pocillos cortados en un gel de agarosa difunden 

el uno hacia el otro y precipitan formando una línea opaca en-

la región donde se encuentran en proporciones óptimas, las pla 

cas se prepararán de acuerdo a la técnica de Ouchterlony (14). 

Se depositarán 20 microlitros de la muestra de IgG - 

humana en el pocillo del centro y 20 microlitros de antiinmu--

noglobulinas monoespecíficas comerciales (Behring) en los poci 

líos periféricos al igual que una muestra de antisuero humano-

total. 
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Las placas se lavaron, se secaron y se tiñeron de --

.igual manera que las placas de IEF. 

Una vez comprobada la pureza de la IgG humana se --

procedió a la reducción de los puentes disulfuro entre lás ca-

denas pesadas y las cadenas ligeras, de acuerdo a la técnica - 

descrita por Edelman (5). 

Para la separación de cadenas pesadas de cadenas li-

geras tse emplearon las técnicas de cromatograffa en Sephadex - 

G-100 (12), y electroforesis en gel de acrilamida (21). 

La cromatografía en Sephadex G-100, se llevó a cabo-

montando una columna con las siguientes dimensiones: 98 cm. de 

longitud, 1.1 cm. de díametro y un volumen total de 198 ml. 

El gel se hidrató con agua destilada durante 6 horas 

y:se colocó en una solución de urea 6 M y ácido propiónico 1 - 

E, se empacó la columna con las mismas precauciones tomadas en 

el montaje de'la columna de DEAE-cellulosa. Las muestras de 3 

ml. se corrieron en la columna colectándose fracciones del --

mismo volumen en el colector automático descrito con anteriori 

dad. 

En la electroforesis el gel que se prepara es un gel 

transparente, flexible y elástico que se hace a partir de una-

mezcla de monómeros altamente solubles la cual puede modificar 

se químicamente para incorporar grupos cargados positiva o ne-

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

de iones. 
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El gel se preparó en forma de placa en una celda de-

electroforesis especialmente diseílada de tal manera que se pue 

den aplicar y correr al mismo tiempo un cierto número 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, efectuándose su tenido y desteni 

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

ADYUVANTE. 

Se utilizó adyuvante completo de Freud (ACF), el - - 

cual se preparó mezclando 85 partes de. aceite mineral con 15 - 

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

B37 Rv esterilizado en autoclave y liofilizado. 

Se mezclaron volúmenes iguales de antígeno y ACF for 

mando una emulsión, conteniendo 500 microgramos de cadenas pe-

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

por ml. 

TUMUNIZACION DE LOS CERDOS. 

El proyecto se llevó a cabo utilizando 10 cerdos co-

mo lote control y 10 cerdos como lote experimental. 

Estos animales fueron proporcionados por la Granja 

Experimental Porcina "Zapotitlán" de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnica de la U.N.A.hL 
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Se efectuaron 2 inmunizaciones administrando 1 ml. - 

de la mezcla de Ag y el ACF por vía subcutánea en la base de - 

las orejas y 3 inmunizaciones aplicando únicamente el Ag en la 

misma región. 

El último estímulo antigénico se realizó 8 días an--

tea de su salida al rastro logrando con esto, coincidir el mo-

mento óptimo de producción de anticuerpos en un período de hi-

pexinmunización con el momento de su muerte. Colectándose la-

mayor cantidad de sangre. 

Los cerdos del lote control vivieron junto con los 

ceXdoS del lote experimental. 

Para la obtención del suero, la sangre se dejó coagu 

lar a temperatura ambiente, manteniéndose posteriormente a 4°C 

para intensificar la retracción del coágulo y de esta manera 

&atener mayor cantidad de suero, el cual fué separado por de—

cantación y centrifugado a 1500 rpm durante 15 minutos a 4°C - 

para eliminar restos celulares. 

La separación de inmunoglobulinas se efectuó por pre 

cipitación con sulfato de amonio al 33% técnica ya descrita (3). 

El análisis de la reactividad y especificidad de los 

anticuerpos obtenidos, se realizó por la técnica de IEF. 

Determinándose después la concentración de Nitrógeno 

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

el antisuero contra cadenas pesadas de la misma, por el méto-- 
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do de Ejeldahl (10) 

Una vez obtenidos el antígeno y el antisuero necesa 

ríos se procedió al montaje de las placas de IDR de acuerd0 a 

la técnica descrita por Mancini (13). 

:Este método inmunoquímico de precipitación por difu 

sión simple es adecuado para determinaciones cuantitativas - 

'muy.precisas y se lleva a cabo incorporando uno de los'reacti 

vos,. en este caso el anticuerpo en el gel de agarósá-a 

concentración uniforme mientras que el otro reactivo, IgG hu-

mana purificada se introduce en una perforación desde la que 

se difunde hasta.encontrareu purió de equivalencia-con'inn,,-

anticuerpoe:monoespecíficow y de 'esa manera precipitan forman 

.do un anilln- noncéntricó,a1 pozo donde se aplica. 

PREPARACION DEL ALAR. 

Se afladió 2'gr. de agarosa á 100 ml. de solución de 

fosfatos .01 MI pf! 8.0.-  Esta suspensión se colocó en bafio ma- 
s  

ría hasta que la agarosa se disolvió, ~teniéndose después a 

una temperatura de 50°C. 

PREPARACION DE LA MEZCLA CON EL ANTISUERO. 

Se mezclaron volúmenes iguales de la agarosa y del-

antisuero previa dilución en solución amortiguadora de fosfa-

tos. .01 M pR 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 vació 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 gelificación se 

conservaron a 4°C. 

Después se efectuaron cortes circulares en el gel - 

utilizando una aguja de 2 mm. de diámetro, rettrandopor suc—

ción los pequeftos cilindros que cortó la aguja. 

Cada uno de los pocillos recibió 5 microlitros del-

Ag depositados con una micropipeta Gilson dejándose a tempera 

tura ambiente. 

Se utilizaron diferentes concentraciones de anti-

cuerpos 2,4,6,8,10,12., mg/ml. para localizar la concentra-

ción necesaria que proporcionara la mayor nitidáz y diámetro-

del anillo de precipitación. 

De igual manera se utilizaron concentraciones dife-

rentes del antígeno: .07, .077, .087, .1, .116, .14, .175, --

.23, .35, 1.4 y 2.8 mg/ml. de IgG, para localizar el rango de 

concentración que graficados contra el diámetro al cuadrado 

del anillo de precipitación proporcionará una linea recta. 
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PURIFICACION DE CADENAS GAMMA 

Suero 	humano 

Precipitación con sulfato 
de amonio 

Diálisis contra fosfatos 
.01 M pH 8.0 

Cromatografía en DEAE-cellulosa 

Reducción dé los puentes 
disulfuro con 2 ME 

Electroforesis en geles 
de acrilamida 

Cadenas cadenas 	Cadenas 
kappa y lambda 	gamma 	kappa y lambda 

Figura'No. 2.- Esquema del método utilizado para la puri 
ficación de igG humana y la separación en sus cadenas pe 
sadas y ligeras. 
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RESULTADOS 

OBTENCION DEL ANTIGENO.  

En la figura No. 3 se puede observar el perfil de a-

lusión que resulta al greficar las lecturas de densidad' ópti-

ca contra el número de fracciones de la cromatgrafía de inter-

cambio iónico en DEAE-cellulosa con solución amortiguadora de-

fosfatos como eluyente, la cual muestra que es posible fracci8 

nar los diferentes componentes de una mezcla ya que cada pico-.  

teóricamente 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 observa 

la alusión de otros componentes. 

Al determinar la composición de cada una de estas --

fracciones se observó que la fracción No.l estaba constituida-

principalmente por IgG porllo cual, siendo el objetivo a perse 

guir, en las siguientes cromatografias se utilizó únicamente - 

el amortiguador a una concentración (.01 M pa 8.0) y el patrón 

obtenido se observa en la figura No. 4. 

Dado que los estudios de pureza realizados por IEF y 

D1D, demostrarán que la fracción No.l estaba contaminada con -

otras inmunoglobulinas, estas fracciones se reunieron, se con-

centraron y se utilizaron en una nueva corrida en la columna de 
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DEAll-cellulosa y los resultados de esta cromatografía se muel-- 
': 

tran en la figura No. 5. 

En las figuras Nos. 3 y 4 se encuentran otras fraccio 

nes importantes en cuyo caso se demostró que contenían IgG por-

: 0 cual se decidió reunirlas, concentrarlas y utilizarlas en u- 
• 

na:cromatografía cuyos resultados de muestran en la figura No. 

f) cuyo análisis cualitativo demostró que la primera fracción es 

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

mas.. 

La figura No. 7 muestra una ZEP 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 humor 

né,:como puede observar en la muestra de IgG se revela una sola 

banda de precipitación. 

En la figura No. 8 se puede observar que cuando se co 

ljoce al centro una muestra de IgG purificada y en los pozos pe-

riféricos antiinmunoglobulinas humanas monoespecíficas (Behring) 

Vsuerodeconejcicontra suero humano, se detecta una sola banda-

de-precipitación entre la anti-lgG y el antisuero contra la 

IgG que se encuentra en el pozo central, además estas bandas 

dan identidad. 

El resultado de la cromatografía en Sephadex G-100 pa 

ra separar cadenas pedadas 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 teóricamente la primera corresponde a cadenas pesadas.  

y la segunda a cadenas ligeras; sin embargo el analizar la pu., 

reza de estas fracciones en geles de acrilamida, la fracción de 

cadenas pesadas. mostró contaminación con cadenas ligeras, por-

lo tanto el camino final utilizado pera obtén-0r cadenas pesadas 

fué la - electroforesis en geles de acrilamida con SDS y 2 ME, e 

como se observa en la figura No. 10 se puede separar perfecta-
. _ 

-Mente dichas cadenas y por lo tanto estaefueron las fraccio-,-,. 

Utilizadas'para inmunizar. 

El proceso de inmunización resulta en la produóción-

é anticuerpos contra cadenas pesadas en 2 de los 10 cerdos in 

~izados. 

Los pesos de los animales aparecen eh los cuadros --

':llrods. 1:y 2 donde se observa que el proceso de inmunización no-

perjudica la ganancia de peso ya que los datos entre él lote - 

experimental ouadro No..1 y el lote control cuadro No. 2 son 

muy similares. Esto mismo se puede observar en la figura No. 11 

donde se grafican los datos individuales haciendo una relación 

entre el peso inicial y el peso final y se encuentra que todos 

los puntos caen cerca de una linea de regresión lineal. 

Al momento de la muerto de dos animales en el rastro, 

.se colect6 la sangre para proceder a la separación del suero y 

a la precipitación de inmunoglobulinas con sulfato de amonio al 

33,6. 
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Estas.inmunoglobulinas al probarse en IEF en contra-

de suero humano total reaccionan con una sola banda de precipi 

tación la cual se puede observar en la figura No. 12. 

Para - el montaje de las placas de IDR se procedió a 

estudiar primero la concentración de antisuero que permitiera-

el diámetro de precipitación máximo y que aun se conservara ni 

tida la linea de precipitación. Esto se estudió con 4 concen-

traciones diferentes de antígeno, los resultados se observan en 

la figura No. 13, en base a estos_datos se decidió tomar como-

concentración a utilizar 2.5 mg/ml. de anti-IgG. 

Para ver la influencia de la concentración del Ag y- 

poder tomar de ellas tres concentraciones que sirvieran como 

astandares, al montar las placas se utilizó una concentración-

anti-IqG de 2.5 mg/ml. de agar y las concentraciones del Ag 

`fueron de: .07, .077, .0B7, .1, .116, .14, .175, .23, 35, .7,-

1.4 y 2.8 mg/MI. y entonces los resultados por cuadruplicado - 

se observan en la figura No. 14 donde haciendo una regresión 

lineal se obtiene una R=.989. 

Para estudiar la reproducibilidad de esta técnica se 

hizo un ensayo utilizando la concentración de antisuero ya es-

tablecida y efectuando 12 repeticiones de cada concentración - 

del Ag, las concentraciones fueron: .1, .116, .14, .175, .23,-

.35, .7, 1.4 mg/ml. 

Los resultados se observan en las figuras Nos. 15 y- 
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1.6cuya.regresión lineal muestra una R=.981. 

La comparación 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 muesT-. .. 

traman la figura No. 17 donde se pueda. observar. que cuando 

se utilizan laaplacas y los estandares.comerciales se obtie-

nen resultados similares a los. obtenidos cuando- se utilizan 

'.1as placas preparadas con el antisuero de cerdo.. 
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100 120 

No. DE FRACCION 

Figura No. 3.- Elusión de una muestra de immunoglobuli-
nas a través de una columna de DEAE-Cellulosa con un --
gradiente de molaridad, graficando la densidad óptica -
'contra el No. de fracciones y molaridad. Se observa la-
presencia de diferentes fracciones las cuales se separan 
para su análisis cualitatiVo el cual demostró que la ma 
yor Concentración de IgG estaba en la fracción No. 1. 

n3 

.01 

220 240 

41.1•=1~1~11.- 
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60 eo 10 O.  120 140 160 

No. DE FRACCION 

Figura No. 4.- Cromatografia de intercambio iónico uti-
lizado una sola moralidad (.01M) de fosfatos la cual per• 
mita la separación del componente principal (IgG) en la 
primera fracción proteica. 
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No. DE FRACCION 

Figura No. 5.- Cromatografía del conjunto de fracciones 
No.l en' DEAE-Cellulosa con amortiguador de fosfatos. 

pH 8.0. Se observa la salida de un componente,prin 
cipal (IgG) en la fracción inicial seguida de componen-
tes minoritarios. El análisis de esta. fracción demos—
tró estar constituida exclusivamente por lgG. 
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:Figura No.6.- Cromatografia de las fracciones eluidas 
después de la fracción'de IgGcuando els utilizevamorti-
luador de fosfatos con molaridad creciente. Demostrándo 
por análisis inmunoelectroforético que,e1 primer pico-
estaba constituido por IgG y el segundo por otras inmu-
ooglobulinas. 



p' donde .se coloc6 suero humano en el - 
pozd rnplerior: y una muestra de la fracción No.1 de la - 
cromat.ografía observada en la 	O. 5 en el pozo inie 
rior 'en el-canal se coloró un suero de conejo contra --
.J.'uro humano total. 11 las 48 horas se observa. que la --
muestra del. pozo inferior consiste en una cela proteína 

• gue se comporta electroforticamente como la IgG. 



Fiour No. 8.- DID en los -pozos periféricos se colocaron 
innunoglobulinas monoespecificas•y suero de conejo' con-
tra suero humano total y en el centro una muestra de la 
fracción No.l. se observa una linea de precipitación en 
tre la muestra de IgG y el suero anti-IgG al igual que-
entre el suero'de conejo y dicha nuestra. Estas bandas-
muestran identidad total por lo cual se supone que la - 
fracSn No.1 está compuesta exclusivamente por IgG. 
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No. DE FRACCION 

E9.gura'No.9-,Cromatografia en Sephadex G-100 de la /gG 
eomet1daa reducción con 2 ME. Aparentemente se logra - 
rómper los puentes disúlfuro entre las cadenas y la se- - 

- paraci6n de.las mismas en Sephadex, sin embargo, el aná 
lisie electroforético dé la IgG demostró contaminación- 
con cadenas ligeras, correspondiendo el primer pico a 
cadepas.pesadas y el segundo a cadenas ligeras. 



:Figura 	Electroforesis en placa donde se muestra. 
steM(1..todo, es posible seParar cadenas pesaUas de cacle 

nas ligeras:. En el carril i7o.1 aparece una muestra do 
IgG Completa, en los carriles Nos.2 y 3 cadenas ligeras 
y en los carriles Nos.4 y 5 cadenas pesadas las cuales-' 
bebían sido separadas previamente en un gel de acrilimi 
da usande2 ME. 
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GRUPO EXPERIMENTAL 

PESO 
INICIAL 

PESO 
FINAL 

1 71 79 85 90 100 

71 71 77 82 88 

76 81 86, 90 97 

63 66 72 77 85 

5 65 66 70 76 83 

6 53 63 82 87 89 

7 57 66 84 91 96 

B 65 74 89 98 103 

9 .56 64 X 

10 63 76 86 95 96 

640 837 

64.0 937 

Cuadro No.1.- Relación de los pesos de los cerdos del
lote experimental, mostrado que el proceso de Immunizw-
ción no perjudica la ganancia de peso puesto que el pro 
Medio por animal es adecuado para su salida al mercado. 
Estos pesos fuer6n registrados cada 2 semanas. 
X-Una semana después del segundo estimulo antigénico, 

'este cerdo murió a causa de una ~monis. bacteriana. 

TOTAL 

/ ANAL 



TOTA L 

PESO r( 
/ Alai& 54.0 	 8735 

Figura. No.2.-Relación 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 llev6 
a cabo en el mismo periodo que el lote experimental. 
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Figura No.11. Gráfica que demuestra que el peso final - 
de los cerdos experimentales al igual que el de los con 
troles está en relación directa con el peso inicial, ya 
que la relaci6n de las 2 mediciones originan puntos que 
caen muy cerca de una linea de regresión lineal. Los.-
círculos vacíos (0) corresponden a los animales experi-
mentales y los circulas: completos (N) corresponden a --
los animales del grupo control. 
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Figuwsno.12.-IEF donde se coloca suero humano total en 
los pozos y en el canal el suero de los cerdos inmuniza 
dos con cadenas gamma, se' encuentra una cola línea de —
precipitación lo cual demuestra cue la inmunización fuó 
realizada con un solo Ag. 
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mg/m1 ANTICUERPOS 

Figura No.13.- Esta gráfica muestra el diábetro observa 
do a las 48 horas en la IDR utilizando 4 concentraciones 
del Ag y. una serie de concentraciones de Acs. La máxima 
dimensión alcanzada aún con perfecta nitidéz del halo-
de precipitación fufi al utilizar 2.5 mg de Acs. con las 
distintas concentraciones del Ag. 
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Figura No.14.- Gráfica dada al estudiar la dimensión del 
diámetro del halo de precipitación contra diferentes con 
centraciones del Ag, se observa que existe una linea rec 
ta clara hasta la concentración de 1.4 mg/mi de IgG Mama 
napurificaday la pendiente cae cuando se aumenta la con 
centración a 2.8 mg/ml. 
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Figura No.15.- Al utilizar diferentes concentraciones 
de Ag: .1, .116, .14, .175, .23, .35, .7, 1.4 mg/M1 a 
una concentración constante de Acs (2.5mg/m1), se obser 
va que las replicaciones de las diferentes consentracio 
nes de Ag muestran un buen grado de similitud por lo --
que se establece la confiabilidad del sistema. ' 



,- 	1Ç .-- Placa ,f3e IDP. en. 1a que sr :nuostrn objeti 
•,..-a- 	 - :" itadns obtenidns al preparar placas con 

2. 	r- ím.1.. Se "niciron 12 - 
,-.1e lan qrnqr.r,trarinn.E.s 

:.1- .7  
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Figura No.17.- Gráfica dada al comparar los valores obte 
nidos utilizando los reactives obtenidos en el presente-
trabajo representados por los círculos vacios (0) y los-
reactives que se venden comercialmente cuyos valores es-
tan representados por los círculos 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 antígeno en el sistema Behring son:-
.102, .44, .1.7 mg/ml, en el sistema montado en el laboz, 
ratorio son: .175, .35, 1.4 mg/ml. 



39 

DISCUSION. 

La purificaci6n de moléculas plantea problemas metodo 

16gicos cuyo grado de difitultad varia dependiendo de múltiples 

factores: físicos, químicos y en el caso de moléculas biológi-t-

camente activas, habitualmente se persigue su separaci6n con la 

conservaci6n de sus propiedades biológicas, en el presente'trat. 

bajo se mostraron algunas técnicas ya descritas para la separa-

ción de cadenas gamma humanas. 

En el proceso de purificación de IgG humana, se encontró 

que la precipitación con.  sulfato de amonio permite la concentra 

ci6n de inmunoglobulinas, pero no la separación de otros campo- 

.mentes del suero de los que solamente se logra disminuir su con 

sentraci6n. 

La eramatografia de intercambio i6nico utilizando DE-

AE-cellulosa permiti6 cuando se empleó repetidamente la puri-

ficaci6n de IgG aprovechando la carga eléctrica neta de la molé 

cula cuando está en solución con pE 8.0, Es necesario aclarar,-

sin embargo que la capacidad de resolución de la resina es mucho 

menor:We la especificada por el fabricante por lo cual es nece 

sarao 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 cola. (20), método que fué 

eficiente para lograr este objetivo. 

Por otra parte el proceso de inmunización resultó en 

la producción de anticuerpos solo por 2 de los 10 cerdos inmu-

nizados, lo cual hizo necesario investigar el porqué -de este - 

fénomeno, fué lógico pensar que pudieran existir determinantes 

antígénicos comunes a ambas moléculas, a pesar de que la relac 

ción filogénica entre el cerdo y el hombre no parezca cercana. 

Por /EF se logró demostrar que un antisuero en con--

tra de cadenas gamma humanas reconoce una proteína del suero - 

de cerdo que migra electroforéticamente muy similar a la lgG; 

inversamente un antisuero contra IgG de cerdo precipita a una-

porción del suero humano que migra similarmente a la IgG. Es--

tos resultados se muestran en la figura No.18. 

Cuando se investigó la similitud entre cadenas Kappa 

y lambdas no se logró detectar reacciones cruzadas como se mues 

tra en la figura No.19, a pesar que solo se utilizaron antisueros 

contra cadenas kappa y lambda humanas. 

Este hallazgo sugería fuertemente ser el causante - 

de lo nó respuesta de los cerdos al proceso de inmunización, - 

lo cual fué reforzado por el hecho de que cuando estos animales 

se inmunizaron al mismo tiempo con la IgG humana e IgG de ca-

ballo, solamente respondieron con la producción de anticuerpos- 
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contra IgG de caballo. 

Esto abre uncampode grán interés desde el punto de-

vista biológico y médico ya que esta similitud puede servir pa 

ra tratar de resolver problemas de Filogénia, Ontogénia y Gané 

tica de las inmunoglobulinas (16); as/ mismo la incapacidad --

.del cerdo de responder inmunológicamente a la administración - 

deag9 humana hace necesario estudiar más a fondo este pareci- . 

,do entre la IgG humana y porcina, pues si el humano se compo 

ta de igual manera a la administración de IgG porcina, esto --

magnificaría una gran oportunidad de seroterapia en humanos con 

sueros heterólogos sin problemas de hipersensibilidad por com-

plejos que se observan con la administración de suero de caba-

llo y con grandes ventajas dada la forma de producción de an-

tiguares en cerdos. 

Dado el parecido entre la IgG de cerdo y lá humana,- 

es posible que se pueda implementar esta seroterapia en el hu-

mano con poco riesgo de sensibilización y tratar así de inter-

ferir con la patología que causa el mayor número de muertes, en 

los recien nacidos, la gastroenteritis (16). 

El objetivó fijado inicialmente montaje de la técni-! 

ca de IDR para la cuantificación de IgG de humano- fué alcanza 

do totalmente, ya que se logró implementar la técnica 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 sistemática 

mente este método de cuantificación de IgG humana, el costo se 

reduciría en más de 100 veces comparativamente al valor con --

que se venden comercialmente las placas. 

Este sistema de producción de antisueros en animales 

destinados al consumo humano, introduce.un cambio en la Zootec 

nia, ya que aprovecha un recurso de desecho en la elaboración-

de un producto valioso de gran importancia como método de diag 

nóstico en clínica humana. 

Además 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 producción de biológicos no perjudica la de produc-

ción de carne, ya sea registrado en forma de peso o calidad de 

la canal, puesto que en el momento de la inspección sanitaria-

estas fueron clasificadas aptas para consumo humano. 

La producción masiva de anticuerpos explorada en es-

te estudio abre otra área de trabajo, la seroterapia por vía - 

oral en animales destinados a la producción de carne para con-

sumo humano. 

Se conoce que muchos animales nacen sin anticuerpos-

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

calostro que ingieren de la madre, y de esta manera les permi- 
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te adquirir cierta resistencia a diversos gérmenes patógenenos 

(15)• 

Los recien nacidos, sin embargo dada esta deficiencia 

uniol6gica son más susceptibles de sufrir enfermedades istfec 

ciosas que ocasionan un gran número de muertes (10). 
Dado que se puede adquirir resistencias a dichas'en-

ermedades por:el-  traspaso de anticuerpos de la,madre al re-'-

cien;nadido,por medio del calostro, es probable o al menos pa- 
, 

rece ser factible el que se puediera proteger a estos animales 

contra los agentes - patógenós más frecUentes en una comunidad,-

administráridOles anticuerpos Por via oral (15); de dar resulta 

d6A:aa_disminuiria.la mortalidad pdátnatal. - tan alta cine se res - 	-,„ 
gistra en 	 'y eso 'a su vez incrementaría la prodUc7 

Oittinde:Oarne para consumo humano. 
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Figure No.113.- IEF donde se coloca en los pozos superip 
res suero bumneo y en los pozos inferiores suero de cer 
do. En el canal 7, se colocó suero monoespecífico anti--
!T.? Ili:cuarni, en el canal B se colocó suero anti-inmunoglo 
bulL:is de. cerdo. Se observa que en ambos sistemas exis 
te el. reconociudento en común. de una proteína del suero 

mígrJ i±lectroforff,ticarente en forma similar e la lqG. 



-I- 

Figura NO.19.- IEF donde se coloca suero humano en los-
pozos inferiores y suero de cerdo en los pozos superio-
res. En e]. canal A se colocó ,.11ero anticadenas Kappa hu 
munas y ,•n canal 1.; eeel:o anticadenas lamí la humanas. 
te. observa la formación de una línea de precipitaci5n - 
eu los sueros humanos pero re e dene 	la precipita 
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CONCLUSIONES 

1.- Se logra el objetivo principal de cuantificar -- 

rgG humana por medio de la técnica de MOR utilizando la sangre 

de cerdos destinados al consumo humano. 

2.- El método desarrollado logra implementárse con 

la sensibilidad, precisión y reproducibilidad que el producto-

.que se vende comercialmente en el mercado nacional. 

3.- El protocolo de inmunización diseffado, permite - 

dministrar los estímulos antigénicos- al final del período de-

desarrollo con lo cual no se lesiona el incremento de peso re-

gistrado en esta etapa del crecimiento. 

4.- Se modifica la enseffanza de la Zootecnia al in--

,txoducir un método que permite utilizar un subproducto como re 

activo en pruebas biológicas de alta sensibilidad cuya tecnolo 

gía no ha sido implementada en el país. 

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 inmunológico encontrado entre la lgG 

humana e IgG de cerdo, a parte de su interes biológico,,elimi-

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

manas. 
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