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CAPITULO I.
TNTRODICTTON,

Los primeros trabajos que demostraron dife-—
rencias detectables, mediante métodos bioaufmicos, entre )
l2= distintaes especies animnales datan de hace unos treinta
y cinco afios (Deutsch y Goodloe, 1.945; Moore, 1.945). Se
efectanron con electroforesis séricas y, aunque no permi-
tieron establecer nuev~s concepciones relacionadas con 1la
‘taxonomfa o clasificacién de 1as especies, s{ fueron tras-—
cendentes desde el punto de vista de 1a Genética y de la

propia Bioquimica.

Durante laes décadrs siquientes, se publica-
ron excelentes estudios, como 1A determinacidn de la se-
cuencia de aminoicidos de las protefnas o de las propie—'
dades  Ffsico-quimicas de 1as macromoléculas y su relacién
con las ratas metab8licas, que han motivado que, las in-
vestigaciones de este tipo, sean realizadas.mis por bio-
qufmicos, biofisicos, fisibdlogos y microbibdlocos que por .
taxonomistes, No obstante, la electroforesis, la cromato-
araffa y alqunas técnicas inmunoldgicas que se pueden po-
ner a punto flcilmente, han sido las que han alcanzado
mayor desarrollo para resolver estos problemas de diferean—
ciacién de protefnas y, consecuentemente, de especies ani-

males.

La evolucién morfoldgica y funcional son
el resultado de modificaciones que implican, en iltima

instancia, un fenémeno de seleccién. Ambas, dependen de



la estructura quimica, qué a su vez, estd controlada por
la genética. Una alteracidn del cédigo genético origina
cambios en la composicién qufimica e induce a 1a sintesis

de un nuevo componente estructural o funcional.

Las protefnas se encuentran sometidas a
cambios graduales de este tiﬁo;‘Se han descubierto dife-
rencias éﬁtfe protefnas homélogés, dé individuos de una
misma especie, que aunque pueden ser minimas desde el pun-
to de vista quimico, llegan a ser importantes funcional-

mente.

En 1.909, Reichert y Brown, publicaron sus
conocidos estudios cristalogrAficos, en refacién con las
hemoglobinas de m&s de 100 especies de mamfferos, aves,
reptiles y anfibios. Pero €l significado de estos resul-
tados no Pué realmente valorado hasta.bastante mAs tarde,
cuando se asociaron con el concepto de que las protefnas

e componen de largas cadenas de aminoAcidos unidos por

0

enlaces covalentes y que pueden tener carActer especifico.
Existen al menos, una docena de hemoglobinas humanas di-
Ferentes, la mayorfa de las cuales difieren, finicamente,
en un s6lo aminofcido incluido en una cadenea compﬁesta

de cerca de 300. Asi, si se sustituye el 4cido glutémico
de la hemoglobina A, por valina, se obtiene 1la hemoglobi-
na S que es insoluble cuando se reduce y dé& lugar a una
alteracién de los glébulos rojos, que adquieren forma de
media luna. Se trata de una enfermedad hereditaria que

recibe el nombre de anemia falciforme.

La insulina, también se encuentra sometida-

a cambios evolutivos en 1las distintas especies animales



(iarris y col., 1.956). Las diferencias pueden afectar a
s6lc uno, dos o tres amino8cidos y no originan modifica-
cionee funcionales o patolégicas, osunque s{ afectan a la
conformacién superficial de las moléculas y, por lo tan-

to, a su diferenciacién por métodos inmunolduicos.

Las relaciones entre especies animales se
Fundamentan en la estructura quimica de ciertas sustancias
como 1a albfimina u otras protefnas (Sarich, 1.969) y, pue-
den detectarse serolfgicamente a través de reacciones cru-
zadas. Las diferencias de orden qufmico o de orden inmuno-
18aico se correlaccionan, en ruchos casos, con las corres—
pondientes al diverso grado evolutivo de las especies ani-

males.

La utilizacién de 1a prueba de precipita-
cibn, en el estudio de las relaciones entre animales, es
tan antigua como la propia reaccibén. Los primeros inves-—
tigadores utilizaban cantidades constantes de antisuerosv
frente 2 diluciones variables de antfyeno, pues ya se
conocfa empiricamente que, el exceso de antigeno podfa

dar lugar a un fenémeno de inhibicién de la precipitacibn.

Nuttall, (1.904) estudid las relaciones
antigénicas'de las protefnas plasmiticas de mamf{feros,
aves y reptiles. Cada antisuero, daba un mayor porcentaje
de positividad cuando se enfrentaba con antf{genos deriva-
dos de 1o misma especie o de otras del mismo Srden. Asf,
€l antisuero de buey era positivo frente al,72%’de los
antigenos procedentes de ungulados y, el de canguro reac-
cionaba con el 65% de 1os antfgenos de marsupiales. Las

aves constitufan un grupo distinto, que no mostraben re-

»



laciones con las demAs especies ensayadas. Resultaba sig-
nificativo que los reptiles presentaran vreaccién cruzada
con 1as aves, ya que, presumiblemente, éstas procedén de

aquéllos,

Se han encontrado numerosas -e interesantes
reacciones cruzadas al utilizar la prueba de precipitacién
entre especies animales ancestrales (Friedenthal, 1.905;

Boyden y Noble, 1.933).

Boyden (1.942), demuestra que el mulo,
posee protefnas séricas inmunolédgicamente andlogas a las

de las especies progenitoras.

Williams (1.964), aporta conclusiones im-
portantes sobre 1as relaciones antigénicas entre primates,
utilizando procedianientos cuantitativos para evaluar las
analogfias serolégicas existentes entre varios grupos. Las
reacciones de albfiminas y globulinas séricas frente al
inmunosuero anti-albdmina y anti-gammaglobulina humanas
se determinaban por anflisis de las curvas de precipita-
cién y mediante pruebas de difusién en gel. Los resulta-
dos se expresaban como porcentajes, en relacién con los

que se hubieran obtenido con antfgenos humanos..

Mez y Ziegenspeck en .1.926, resumieron el
trabajo efectuado para conseguir el denominado "Srbol -
genealbégico o serolégico" de las especies (Gatner, 1.929).
Las reacciones cruzadas detectadas estaban correlaciona-
das anatémica, morfolééica, citolégica y paleontolbgica-
mente y sirvieron de base para otras muchas investiga-

ciones posteriores. ~



Nosotros intentaremos, una vez conocidas
las analogfas y diferencias bAsicas de 1las protefnas,
lleaar » estudiar, mediante métodos inmunolécicos, 1os
extractos antigénicos solubles de las protefnas cArni-
cas del ganado vacuno, caballo, .cerdo, perro y pollo,
con el f£in de poderlas identificar, caracterizar las
fracciones especfficas y comprobar la eficacia de los
diversos métodos inmunoldqgicos (inmunodifusién, inmuno-
electroforesis y hemaglutinaéién pasiva) en la diferen-

ciacién de carnes de estas especies.

¥
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CAPITULO II.

REVISION BIBLIOGRAFICA.

La separacién, purificacién:y caracteriza-
cibn de las protefnas se ha venido realizando desde hace
mucho tiempo por métodos fisicoquimicos que, en la mayor
parte de los casos, han servido para consegquir su aisla-
miento y purificacién, gracias ‘a su excepcional poder de

resolucién.

En este sentido, consideramos de mayor in-
terés revisar las técnicas m&s utilizadas con el Ffn de
estudiar sus principios fundamentales, aplicaciones e, in-

cluso, sus ventajas e inconvenientes.

Las proteinas son macromoléculas de peso
molecular definido, que forman verdaderas disoluciones
moleculares, cuyo comportamiento se iige por 1los mismos

principios Ffsicos que 1los electrolitos pequefios.

Las diferencias de las caracteristicas de
las protefnas en disoluciénlpueden aprovecharse a la hora
de efectuar su separacibén, que puede llevarse a cabo por
técnicas basadas en el tamafio molecular, en la solubili-
dad, en la carga eléctrica, en la especificidad de ligan-

dos y en sus propiedades inmunoldgicas.

IT.A. SEPARACION DF PROTEINAS EN FUNCION DF SU TAMARO
' MOLFCULAR.

Las protefnas globulares en disolucién



pueden separarse fécilmente de los solutos de bajo peso

molecular por didlisis (Craig y King, 1.957). "

La base de la técnica radica en el hecho de
que las membranas semipermeables retienen las molécﬁlas dé
protefna permitiendo que pasen las de soluto y agua mis pe-
quefias que aquéllas. Para aumentar el rendimiento de las
técnicas de didlisis se emplean aparatos de flujo continuo,
con el fin de reducir el tiempo de separacién de las siis—

tancias.

La ultrafiltracién constituye otro sistema

para separar las protefnas de pequefio tamafio. Se ha utili-
zado sobre todo, para concentrar protefnas y polisacéridos,
aprovechando la aplicacién de una presién positiva por en=
cima de la membrana semipermeable o haciendo el vacfo por
debajo de la misma, facilitando de esta forma, el paso de

las moléculas de agua y sales disueltas.

Los estudios iniciales de Svedberg y col.,
(1.940) sobre centrifugacibdn, sentaron las bases de las

actuales técnicas de centrifugacién en gradiente de densi-

dad (Andersen, 1.968). La técnica se utiliza més como mé-
todo de determinacién del peso molecular que para la puri-
ficacibén de protefinas. Las protefnas en disolucién, tienen
tendencia a sedimentar en campos centrifugos elevados, su-
perando asf, la fuerza opuesta representada por la difusién.
Al someter la mezcla de protefnas, que se coloca en la par-
te superior del gradiente a la accibén de la fuerza centri-
fuga, 1las proteinas'emigran hacia.el fondo del tubo, hasta
encontrar una densidad de sacarosa igual a su propia densi-
dad. De esta forma, las moléculas de protéfna forman bandas,

de acuerdd con su peso, densidad y forma (Roizman y col.,



1.958). Estas bandas pueden detectarse épticamente o, una
vez congelado el contenido del tubo, dividirse por planos

para su anflisis Ffinal,

La cromatoaraffa de filtracidn por agel es

una variedad que tiene su fundamento en que, cuzndo una
mezcla de protefnas, disuelta en una solucién tampén apro- -
piada, se deja fluir a través de una columna rellena de un
material inerte, de elevado grado de hidratacién, los dife-
rentes compuestos protéicos van descendiendo, atravesando

la colwmna, a velocidades distintas (Latte y Ruthven, 1.956).

Entre los materiales inertes que se emplean

para el llenado de la columna, citaremos:

- E1 "Sephadex", que se utiliza sobre todo, para sepaiacio-
nes de compuestcs hidr6fobos , tales como, protefnas y

carbohidratos.

- Polfimeros, con diferentes grados de porosidad, preparados
por polimerizacién de acrilamida, en presencia de concentra-—

ciones variables de bisacrilamida (Gelotte, 1.960).

La distribucién de un soluto particular, pa-
ra un determinado'tipo de éel, esté definida por el 11lamado
"coeficiente de distribucién”™, que viene dado en funcién del
peso molecular. Si el soluto sé compone de moléculas de gran
tamafio, éstas no pueden penetrar en las partfculas del mate—
rial inerte y, en coﬁsecuencia, son excluidas, atravesando
mis répidamente la -columna. El coeficiente de distribucién
seré cero; Por el éoﬁtrario, si el soluto posee moléculas o»
suficientemente pequeflas, &stas tienen completa accesibili-
dad al material inerte y son retenidas. El coeficiente de
distribucién sers uno. La variacién de este coeficiente en-

tre los limites cero y uno, es la que hace posible la sepa-



racién de protefnas dentro de unos 1fmites, en relacién al

peso molecular y para un gel determinado.

Esta técnica se denomina también "cromato -

araffa de exclusibén molecular} ya que no se. produce.una

verdadera filtracién pues, Gnicamente, las grandes partf{-

culas son las que atraviesan la columna.

IT.B. SEPARACICN DE PROTEINAS EN FUNCION DE SU SOLUBILIDAD,

La solubilidad de una proteina estd deter—

minada por tres factores principales:

—.Densidad y distribucién de la carga. .
- Grado de hidratacién.
-~ Presencia de componentes no protéicos como fosfatos, car-

bohidratos o 1{pidos.

Las protef{nas presentan cambios profundos de
su solubilidad.al variar ‘factores como el pH, las propiedades
dieléctricas del solvente, la fuerza ibnica y la temperatura.
Entre las técnicas de separacibn, basadas en estas diferencias
de solubilidad, analizaremos. brevemente la precipitacién isow
eléctrica, la producida por adicién de sales, el fraccionamien

to con disolventes y los sistemas con temperatura variable.

Los aislamientos de la seroalb@mmina, de las
gammaglobulinas séricas y del fibrinégeno se consiguieron
utilizando técnicas basadas en el diverso grado de solubi-

1idad de las protefnas (Cohn y Edsall, 1.941).

Cada aminoicido o protefna presenta propieda-

des anféteras segfin sm grupo terminal y cadena lateral. La
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propiedad de actuar como &cido o base es la responsable de
la capacidad tampén de las protefnas. Un aminoécido cuyo

pH sea &cido a su punto isoeléctrico, tendrd carga positiva,
mientras que, &sta serd negativa, a pH bAsico. E1 pH, al

que una protefna muestra un minimo de solubilidad es su pH
isoeléctrico, definido como aquel valor de pH al que la mo- .
lécula no posee carga eléctrica y es incapaz de desplazarse

en un campo eléctrico.

4 Ya que en una mezcla de protefnas cada una
de ellas posee un valor de pH isoeléctrico diferente, pues—
to que, en cada caso, también es distinto el contenido de
amino&cidos con grupos ionizables, es posible separaf unas

protefnas de otras, por precipitacién isoeléctrica. Asf,

al ajustar el pH de una solucién protéica al pH isoeléc-

trico de una fraccién determinada, precipitard la mayor

parte de esa fraccibn, mientras que permanecen en disolu-
cidén, los componentes cuyos valores de pH isoeléctrico se
encuentren por encima o por debajb del que ha precipitado.
Finalmente; la protefna separada, al conservar su confor-
macién nativa puede redisolverse en un medio cuya concen-

tracién salina y pH sean adecuados. .

Antes de utilizarse los métodos electrofo-
réticos, los anflisis quimicos de las protefnas se reali-

zaban de acuerdo con las técni:as de precipitacién salina

de Hower, (1.921), o con las modificadas por Reinhold, (1.953).

Las sales neutras a baja concentracién,
aumentan el grado ae solubilidad de las protefnas, fené-
meno que recibe el nombre de "solubilizacién por salado".

Las sales de iones divalentes son m&s eficaces en cuanto
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a su capacidad de solubilizacidn, que las de iones monova-
lentes. Por otro lado, la capacidad de las sales neutras
para influir en la solubilidad de las protefnas es funcién
de su fuerza iénica. Al aumentar ésta, la solubilidad de la
.proteina comienza a disminuir, de tal modo ﬁue puede termi-
nar por precipitar. Este fendmeno se ha 1lamado “insolubi~-

lizacién por salado". La sal hidratada ebsorbe las molécu-

las de agua con lo que se deshidratan las protefnas y dis-—
minuye su solubilidad (Henry, 1.964). Para precipitar pro-
tefnas y extractos antigénicos se emplea sobre todo el sul-
fato aménico, ya que permite la redisoluciédn final de la

protefna sin que &sta sufra un proceso de desnaturalizacién,

El fraccionamiento con disolventes se ha

utilizado para la preparacién de ciertos extractos anti-

génicos (O1iver-Gonzalez, 1.946; Kagan y col., 1.958).

La adicién de determinados disolventes,
como el etanol y la acetona, disminuye la solubilidad de
las proteinas en agua y termina por producir su precipita-

ciéno

La fuerza de atraccién entre dos moléculas
es directamente proporcional al producto de las cargas po-
sitivas y negativas e, inversamente proporcional, a la
constante dieléctrica del medio y al cuadrado de las dis-
tancia que separa -dichas moléculas. Por consiguiente, al
afiadir, a una solucién acuosa de protefnas, disolventes
que poseen una constante dieléctrica menor que la del agua,
se produce un incremento de la atraccién de las cargas
opuestas y una disminucién del grado de ionizacién, por

lo que las moléculas de protefna precipitan. Resulta esen-
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cial controlar el pH y la cantidad de iones inorgdnicos pre-
sentes. Este tratamiento debe efectuarse a temperaturas muy
bajas con el fin de evitar la desnaturalizacién de las pro-

tefnas.

Los procedimientos de fraccionamiento de pro
tefnas, en general, o de extractos antigénicos, en particu-
lar, se efectfian casi siempre a temperaturas de refrigeracién
préximas a 0°C., ya que as{ aumenta la estabilidad de las
mismas. No obstante, algunas protefnas presentan estabilidad
y solubilidad méximas a temperatura dmbiente. Los sistemas

de modificacién de la solubilidad en funcién de 1la tempera-

tura se han empleado para la separacién de protefnas. La
méyor parte de ellas, aumentan su solubilidad al incremen-
tar su temperatura, dentro de ciertos 1{mites (en general

de 0 a 40¢C.).

II.C. SEPARACION DE PROTEINAS EN FUNCIOM DE SU CARGA
ELECTRICA.

Otro método fundamentado en el comportamien-—
to 4cido-bésico de las protefnas, como base para su separa-

cibn, es el denominado "cromatoaraffa de intercambio iénico®

Estas técnicas cromatogréficas se efect@ian con resinas inter
cambiadoras de iones y estdn basadas en los trabajos de

Thompson y Way (cf. Kunin, 1,958).

El mecanismo de intercambio se desarrolla en

cinco etapas:
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a) Difusibén del ibén a intercambiar hasta la superficie de
la resiné. »

b) Difusién del ibn, procedente de la mezcla protéica a
analizar, a través de la resina hasta el lugar de inter-
cambio.

c) Intercambio de iones en los lugares apropiados. i

d) Difusibn del ién intercambiado, a través de la resina,
hasta la superficie.

€) Difusibn del ién intercambiado en la solucién,

La concentracién de protefna en el elufdo,
que se recoge en fracciones pequefias, se valora épticamen-
te por su capacidéd de absorber la luz en la regién del
ultravioleta. Las posibilidades separadoras de esta téc-
nica se aumentan cambiando el pH de la solucién tampén, a

lo largo del fruccionamiento de la protefna.

Las resinas intercambiadoras son polimeros
sintéticos, altamente insolubles, que pueden considerarse
como Acidos o bases polifuncionales. Fundamentalmente se
usan dos tipos de resinas de intercambio catiénico, la
DOWEX-50 y la AMBERLITA IRC-50. Entre las resinas de in-
tercambio aniénicé, citaremos las preparadas por modiff-
cacién qufmica de la.celulosa: la carboximetil (CM)-celu-
losa 9 la dietilaminoetil (DEAE)-celulosa, que fueron in-

troducidas en 1.956 por Peterson y Sober.

Cuando una solucién, que contiene una sal
amfinica, se coloca en una columna que contiene resinas de
intercambio catiénico en la forma 4cida, la resina tomard
el catién amino de la solucién y lo reemplazar8 con un

catién hidrégeno. Una resina de intercambio catiénico, en
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la forma sbdica, reemplazard iones como el calcio y el mag-

nesio de la solucién, con la liberacién de iones sodio. Por

otra parte, una resina de intercambio aniénico, saturada

con iones cloruro, reemplazard los iones inorgénicos débiles

de la solucibén, por el ién cloruro.

La resina de intercambio aniénico DEAE-celu~
losa se ha utilizado, entre otras muchas aplicaciones, en
el fraccionamiento de protefnas sarcoplésmicas de misculo
esquelético de vacuno (Fujimaki y Deatherase, 1.964; Ramp-
ton y col., 1.965) v en el estudio de sus alteraciones por

tratamiento con temperaturas altas (Thomson y col., 1.968).

Los resultados de la técnica de electrofore-
sis constituyen uno de los criterios m&s impurtantes para
estudiar la homogeneidad de las proteinas, asf{ como para la

caracterizacibén de éstas y de numerosos carbohidratos.

La electroforesis consiste, bisicamente, en
la migracibén de las partfculas cargadas dentro de un campo
eléctrico. La velocidad de desplazamiento depende del ta -
mafio y de la carga de las partfculas, de la viscosidad del
mcdio, del voltaje del campo y de otros factores. La carga
estd influenciada por el pH y la concentracién de electro-
litos en el medio que actlla como soporte. Experimentalmente,
se determina mediante el control de la velocidad de migre-
cibén, siempre que se mantengan constantes los demfs facto-

reS.

A pH por debtajo del punto isoeléctrico, la
protefna posee carga neta positive y, en consecuencia, emi

gra al electrodo negativo,

La duracién de la electroforesis depende,
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Fundamentalmente, del voltaje y de la fuerza ibénica de la
solucién tampén. Al efectuar la prueba a femperatura cons—
tante (generalmente entre 105 y 1202C.), las protefnas se
coagulan -y pueden tefiirse ficilmente con azul de bromofe-
nol, negro amida! azocarmin o cualquier otro colorante,
que tenga afinidad por las protefnas. La intensidad de las
manchas, de las diversas fracciones o zonas, se miden,

colorimétricamente, con un densitémetro.

La utilizacién de los geles de acrilamida
-y almidén ha permitido la separacién-de protefnas a par-
tir de mezclas muy complejas, como han seflalado Whipple

{(1.964), Morris (1.964) y Porter (1.966).

Se ha estudiado comparativamente el tamafio
~ de los poros, en geles de acrilamida y almidén, de dife -
rente composicién y concentracién. La capacidad de atrave-
sar el medio gelificado depende, no s€io de la dimensién

y forma de los poros, sino también, del tamafio de las mo-
léculas y de las interacciones (como fenémenos de adsor-
cién o de intercambio iénico) que puéden establecerse en—

tre las moléculas y la matriz del gel.

La solucibn de almidbén que se utiliza pa-
ra electroforesis es de consistencia viscosa, debido a
que las cadenas de carbohidratos se ramifican y entrecru-—

. zan, hasta formar un gel semirrigido.

El gel de almidén contiene una pequefla pro-
porcién de grupos carboxilo que, a pH neutro, se cargan
negativamente. Como consecuencia disminuye la electroen-
désmosis y aumenta la separacién entre las fracciones

(Pert y Pinteric, 1.964; Gartzer y Beaven, 1.961).
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En el caso de la acrilamida, el gel est4
formado por cadenas largas en las que, la mayor o menor
proporcién de enlaces, depende de la adicién de bisacri-
lamida antes de su polimerizacién. Estas sustancias deben
manipularse con cuidado y precaucién ya que son de caricter

téxico (Fullerton y Barnes, 1,966).

Los trabajos de Fawcett y Morris,(1.966),se
ocupan de los efectos relacionados con la disminucién de
la capacidad de atravesar estos medios, por parte de las
sustancias sometidas a electroforesis, cuando se varfa
la proporcién de bisacrilamida en la cbncentracién final

de acrilamida.

Al comparar las bandas de pfoteinas de 1los
geles de almidén y acrilamida se observa claramente que
las fracciones correspondientes a las protefnas de mayor
peso molecular din lugar a bandas més nftidas y diferen--

ciadas en acrilamida que en almidén.

Los medios gelificados deben ser insolubles
para evitar posibles contaminaciones de las protefnas se-

paradas.

Se ha>comprobado que el grado de insolubi-
lidad de la acrilamida disminuye al conservar durante
alglin tiempo el gel previamente preparado (Gordon y Louis,
1.967).

La flexibilidad y resistencia al corte del
medio preparado con acrilamida permite una f4cil manipu- »
lacibén del gel sin que se produzcan'fracturas, durante

las operaciones de tincién y lectura densitométrica. Estos
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materiales de acrilamida también tienen la ventaja de una

buena adherencia a la superficie de vidrio.

Al no presentar grupos reactivos, los me~
dios gelificados con acrilamida se pueden tefiir por.muchos
métodos e incluso es ficil efectuar coloraciones de carac-
terizacién (glicoprotefnas y lipoprotefnas, fundamental -

mente).

La separacién electroforética se ha empiea-
do para la determinacién del peso molecular (Dunker y Ruec
kert, 1.969; Shapiro y col., 1.967), para diferenciar mez-
clas complejas de antf{genos protéicos en geles de polia-
crilamida, tanto en presencia de dodecil §ulfato sédico,
que descompone las protefnas a cadenas polipeptidicas
sencillas (Converse y Papermaster, 1.975; Wabb y col.,
1.977; Chua y Bolmberg, 1.979), como.en su ausencia (Loft,
1.975; Lundahl y Liljas, 1.975; Ekwall y col., 1.976).

Asf mismo, tiene aplicacibén en la identificacibn de mio-

globinas -de mamfferos marinos y terrestres (HSyen y Thor-

son, 1.970), en la diferenciacién de protefnas de peces, .
con fines taxonémicos (Hil} y col., 1.966; Thompson, 1.960
1.961; Mackie, 1.968; Chu, 1.968; Manusco, 1.9‘64) y» final
mente, mediante la técnica de Poulik (1.957), para la iden
tificacién y caracterizacién de las protefnas sarcoplésmi-
cas del mlsculo porcino normal y exudativo; existen otros.

muchos ejemplos que serfa prolijo enumerar.

Entre los inconvenientes achacados a esta
técnica, citaremos la dificultad que presenta la identi- "
Ficacibén de las fracciones electroforéticas,vcomo conse=
cuencia de las diferencias que pueden observarse en las

modificaciones a la técnica original, apuntadas por los
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diversos investigadores (Nerberg, 1.972). En ciertos casos,
puede ser importante la evaporacién que sufre la solucién
tamponada. Esta pérdida de agua determina la conceniracién
de sales y la formacibén de un campo, no uniforme, al paso
de la corriente continua, con incremento de la evaporacidén )
y de la conversibén de la energfa eléctrica en calédrica .
(Leggett, 1.962). E1 calentamiento que se produce es des—
favorable especialmente para la electroforesis de enzimas,

que exige una técnica especial.

II.D. SEPARACION DE PROTFINAS BASADA EN LA ESPECIFICIDAD
DE LIGANDOS.,

Aljunas protefnas integradas en mezclas
comple jas, pueden zislarse por su capacidad de unidn es-
pecifica, no covalente, con otra molécula llamada "ligan-
do". Esta afinidad la presentan ciertos enzimas para su
coenzima especi{fico, determinados anticuerpos en relacibn
con sus antf{genos homélogos, asf como cualquier sistema
cuyas interacciones reversibles reflejan un elevado grado

de especificidad biolégica (Cﬁtrecasas y Anfinsen, 1.971).

Esta técnicé, denominada "cromatograffa de

afinidad", se basa en las experiencias iniciales de Camp-
bell y col., (1.951),. que empleaban celulosa como matriz
insoluble., Actualmente se pueden utilizar, como soportes
s6lidos, diferentes tipos de materiales: poliestireno,
poliacrilamida, vidrio poroso, agarosa o un derivado del

dextrano denominado "sephadex".

Una matriz insoluble, ideal para cromato-

graffa de afinidad, debe poseer las siguientes caracte-~
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risticas:

a) Tener abundantes grupos qufmicos capaces de establecer
la unién con el "ligando".

b) Ser estable durante su unién con la macromolécula y su
subsiguiente elucién.

c) Debe reaccionar débilmente con otras macromoléculas,
con €l fin de minimizar la absorcién no especifica.

d) Tener buenas propiedades de flujo.

El principio bésico consiste en la inmovi-
lizacién de uno de los componentes del sistema en un so -
porte poroso insoluble, que es capaz de absorber selecti-
vamente, aquel componente del medio 1fquido con el que
pueda reaccionar. El pH y Ffuerza ibnica de 1la soluciébn
tamp6n deben ser los 6ptimos para la interaccién ™ligando
macromolécula. La elucién se puede lograr por alguno de
los diversos procedimientos, que tienen por resultado la

disociacibén del complejo.

La técnica puede utilizarse para aislar
sustancias especificas, anticuerpos, enzimas, hormonas,
inhibidores y protefnas portadoras en base a sus inter-

acciones bioespecificas con protefnas inmovilizadas.

Cuando, como en nuestro caso, se trabaja
con extractos protéicos muy similares, por proceder &e
los mismos tejidos de diversas especies animales, puede
comprobarse que los inconvenientes de las técnicas ana-

1{ticas, de base gquimica, superan a sus ventajas.

En_este sentido, consideramos previamente
y, tuvimos ocasibén dé& comprobar posteriormente la supe-

rioridad de los métodos inmunolégicos, especialmente
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cuando se combinan con pruebas de caracterizacién inmuno-

.

quimica.

II.E. SEPARACION DE PROTEINAS POR METODOS INMUNOLOGICOS. -

IT.E.1. RADIOINMUNOENSAYO.

Las técnicas de radioinmunoensayo se basan
en la competencia a establecer entre una concentracién co
nocida de antfgeno o protefna radiocactiva y otra descono-
cida del mismo antfgeno no marcado, en la mezcla problema
" para unirse a una concentracién conocida de anticuerpo
(Yalow y Berson, 1.960). Estos sistemas tienen aplicaciéh
en el andlisis de hormonas (Collins y Hennam, 1.976), de
enzimas (Roberts y Painter, 1.977) y de nrotefnas (Bolton
y Hunter; 1.973). Rangel, (1.966), ufiliza esta técnica .
para el estudio de las reacciones cruzadas entre seroal-

blmina equina y bovina.

Las técnicas para protefnas o enzimas son
extraordinariamente sensibles. E1 marcado de las protefnas
con iodo puede modificar su estructura molecular y, en con
secuencia, afectar a la correcta reactividad de la prueba
(Xrohm y col., 1.977). La utilizacién de métodos de marca-
je con iodo, puede dar lugar a modificaciones antigénicas
pequefias, ya que las protefnas se marcan sobre todo a ni-;
vel de la tirosina (Krohm y col., 1.977). El tratamiento
de las protefnas con iodo puede, en determinadas circuns- "
tancias, modificar éus propiedades antigénicas, detecta- °
bles especialmente por técnicas de inmunogdsorcién (Mayer
y Walker, 1.980). '



21

Para marcar ectos antfigenos o protefnas se emplea comin-

12 S
mente el I > y el I 31.

Uno de los acpectos mis importanY%s de 1a
aplicacién de la téecnieca a protefnas radica en la necesi- -
dad de contar con un sistema adecuadn para separar el an-
tfgeno protéico lihre de 1los complejos antfgeno-anticuer-’
po. Con esta finalidad:se han empleado sebparaciones por
electroforesis, cromatograffa de intercambio iénico, Fil-
tracién por gel, solubilizacién por salado y precipitaciédn

por adicién de sales.

Una ve7 preparados estos reactivos, la pri-
mera operacién consiste en incubar cantidades conocidas de
antisuero, antfageno o protefna marcada y antigeno no mar-
cado. Este Gltimo compite con el marcado respecto a los
puntos de unién con el anticuerpo. La seagunda operacién
consiste en separar el antfgeno ligado al anticuerpo del
antfgeno libre y, se puede conseqguir mediante los siguien-

tes procedimientos:

a) Afiadiendo un sequndo anticuerpo especffico para el uti-
lizada primeramente, que determina la precipitacién del
ant{geno ligado al anticuerpo primitivo.

b) Adsorcién del antfgeno libre sobre carbén vegetal.

¢) Precipitacibén del anticuerpo por sulfato aménico.

Finalmente, una vez medida la radiocactivi-
dad del antfgeno libre y del ligado 'al anticuerpo, se cons—
truye una curva patrén, que relacione l1la cantidad adiciona-
da de. antfgeno con el porcentaje de antfgeno marcado ligado
por el anticuerpoe. A medida que 1a cantidad de antfgeno no -

marcado aumenta; disminuye la de antfgeno marcado fijado-
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por el anticuerpo. La proporcién de antfigeno no marcado,
en una muestra determinada, se calcula por medio de la

curva patrén.

La aplicacién de este método tiene las si-

guientes limitaciones:

a) El procedimiento de marcado de la protefna o antfgeno
con el isétopo no debe alterar su comportamiento inmu—
nolégico.

b) El antfgeno marcado debe ser soluble en un 40-50% de
sulfato aménico saturado.

c) El1 sistema de fraccionamiento no debe alterar el equi-
librio establecido entre el antigeno ligado al anti-
cuerpo y el libre, antes de 1a adicién del sulfato amé-
nico saturado.

d) Es conveniente que el isétopo empleado emita radiacio-
nes gamma, ya que asf, se efect@a la medida de la ra-

dioactividad con mayor rapidez y facilidad.

ITI.E.2. MICROFIJACION DEL COMPLEMENTO.

La reaccién de fijacién del complemento se
conoce desde hace m&s de setenta afios, pero la microtécni-
ca ha sido desarrollada mucho después, especialmente para
poder trabajar con antfgenos colubles y anticuerpos, a
concentraciones muy bajas (Wasserman y Levine, 1.961). Es-
te método es particularmente sensible para establecer di-
ferencias entre protefnas antigénicamente préximzg. Ademés
la microfijacién del complemento, sirve para estudiar las
semejanzas o diferencias de las secuencias de aminodcidos

(Prager y Wilson, 1.971).

»
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Presenta como ventajas mis notables, que
las cantidades necesarias de antfgeno y antisuero, para
efectuar la prueba, son unas cien veces menores que para
la fijacibén del complemento convencional. Su sensibili-
dad ha pefmitido establecer diferencias entre diversas
especies de Primates, en relacién con la alb@mina séri-
ca (Sarich y Wilson, 1.965), entre las hemoglobinas A, é
y C (Reilich y col., 1.964), asf{ como valorar las reac-
ciones cruzadas por el cllculo de la denominada "distan-

cia inmunolégica" (Sarich y Wilson, 1.966).

Como desventajas més notables citaremos
el hecho de que, la accién de metales, aminas, agentes-
quelantes, enzimas, etc., puede llegar a inhibir la ac-

tividad hemol{tica del complemento.

. El método se basa en que el complemento
(presente en el suero fresco de cobaya) tiene dos carac-
terf{sticas: su posibilidad de unirse irreversiblemenfe
a los complejos antfgeno-anticuerpo y su capacidaq de 1i-
sar los hematfes sensibilizados por la hemolisina. Si hay-.
correspondepcia entre ant{geno y anticuerpo, el complemen
to se fija al sistema. Si por el contrario, el complemen-
to queda libre, lisa los hematfes sensibilizados por 1la
hemolisina, que se han adicionado posteriormente. Final-
mentz, para valorar la lisis producida se eliminan por
centrifugacién los eritrocitos no lisados,‘midiéndose es—~
pectrofotométricamente la concentracién de hemoglobina
del sobrenadante. La fijacién del complemento es inversa-

mente proporcional a la concentracién de hemoglobina.
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IT.E.3. AGLUTINACION DE PARTICULAS INERTES.

La aglutinacién de partfculas inertes sobre
las que se ha adsorbido un antfgeno o protefna soluble, pro-

porciona un buen sistema para titular precipitinas.

Se ha discutido si este tipo de pruebas eran
reacciones de precipitacién (Zinser y Heidelberger, 1.939)
o de aglutinacién (Heidelberger y Kabat, 1.937), aunque en
realidad, son una combinacién de ambas, que permite valerar
un antfgeno soluble frente a un inmunosuero, aprovechando
el fenbémeno visible de la aglutinacién de la partfcula. Pa-
ra ello se ha utilizado colodién (Goodner, 1.941), bentoni-
ta, partfculas de latex (Singer y Plotz, 1.956), carbén
coloidal o células (como bacterias o hematfes) que se recu-

bren con el antfgeno.

Para efectuar la prueba, se enfrentan can-
tidades constantes de partfculas.sensibilizadas, a diferen-
tes diluciones del antisuero. La lectura de la aglutinacién
se puede realizar en tubo (partfculas de colodién) o en

portaobjetos (partfculas de bentonita o carbén coloidal).

Estas reacciones se han aplicado al diag-
ndstico de enfermedades baéterianas, triquinosis y asca- -
ridiésis (Gonzalez-Castro y Rodriguez-Burgos, 1.961) con
resultados satisfactorios, ya que, presentando un graao de
sensibilidad andlogo a las reacciones- de fijacién del com-
plemento, su especificidad (menor porcentaje de falsas

c s »
reacciones positivas) era més elevada.
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II.E.4. REACCION DE PRECIPITACION,

La precipitacidn es el resultado final vi-
sible de la reaccién seroldgica que puede tener lugar en-
tre un antfgeno o protefna soluble y el antisuero corres—

pondiente.

Si la prueba se prepara de modo que las
cantidades de protefna sean variables y constante la pro-

porcién de antisuero, se podrén observar tres zonas:

a) En la que hay un exceso de anticuerpos en el sobrena—
dante.

b) Denominada "zona de equivalencia" en la que no hay ni
ant{geno ni anticuerpo detectable en el sobrenadante vy,
que se corresponde con la mixima precipitacién.

c) En la que existe un ‘exceso de antfgeno. En este filtimo
caso, la apreciacién del grado de precipitacibén es me-
nor, como consecuencia de un mecanismo de inhibicién,

denominado "fendémeno de zona".

La reaccién de precipitacién puede aumentar
su sensibilidad cuando se efectfia a través de las técnicas
denominadas del anillo y del tubo capildr. Esta Gltima es’
una modificacién de la primera en la que se coloca cuida-
dosamente la correspondiente dilucién del antfgeno o pro-
tefna sobre el inmunosuero. Al cabo de algunos minutos,
aparece, en caso positivo, una zona de precipitacién que
gradualmente va aumentando. Al emplear una serie de dilu-
ciones diferentes del antfgeno podremos, una vez efectuada
la iectura de la prueba, llegar a establecer la concentra-
cién de 1a solucién antigénica. Es indudable que, al efec-
tuar esta reaccibén habr8 que tener presente la posible

" aparicién del citado fenbmeno de zona.



En nuestro trabajo hemos preferido emplear
este método en el control del proceso de inmunizacién de

los conejos, a través de la determinacién del tftulo de

precipitinas del suero, que como técnica para andlisis an-

tigénico de una mezcla protéica heteréloga, ya que, pre-
senta dificultades para reproducir los resultados que,po}
drfan obtenerse en una serie de determinaciones (Kabat y
Mayer, 1.948). »

" En cuanto al mecanismo de 1é reaccién de
precipitacién existen diversas-hipétesis que tratan de
‘explicarlo. Recordemos que las m&s conocidas son las de
Ehrlich (1.906), Arrhenius (1.907), Bordet (1.920), Mar-
rack (1.938) y Pauling (1.948), cuya complejidad aumenta -
en relacién con los actuales conocimientos sobre quimica,
Fisica y-mateméticgé. Hoy df{a, se considera que la espe-

cificidad inmunolégica se basa en:

a) Las reacciones inmunolégicas y, entre ellas la preci-
pitacién, se caracterizan por la répida unién del an-
tfgeno y el anticuerpo (Small, 1.966), seguida de 1a
visualizacién del precipitado que puede modificarse
por la naturaleza del ahtigeno o del anticuerpo, por
la temperatura (Burnet y col., 1.937), los électroli—
tos u otros factores (Jerne y Skousted, 1.953).

b) E1 antfgeno y el anticuerbo se combinan a través de
estructuras superficiales, de configuraéiones y tipos
de fuerzas o enlaces complementarios.

c) El complejo comprende un entramado de moléculas de an-
tfgeno y anticuerpo que se disponen de forma alternan-

te. Los agentes reaccionantes pueden ser bi o multiva-

»
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lentes y, en consecuencia, hacen posible su unién en pro-

porciones variables.

La precipitacién se ha empleado en la de-
teccién de antfgenos bacterianos, identificacién de bac-

terias (Streptococcus, Klebsiella, Haemophilus y Neisse-

ria), diagndstico de la sffilis, presencia de protefna C
reactiva, pruebas de Medicina Legal y en el estudio de
las relaciones taxonémicas entre diferentes grupos y es-

pecies animales (Taylor, 1.952; Weitz y Glasgow, 1.956).

Actualmente, estas reacciones de precipi-
tagién en tubo capiiarvse emplean, Gnicamente, como prue-—
bas presuntivas en la identificacién de un antf{geno pro-
téico, ya que, cuando se utilizan extractos tisulares de
especies animales afines, se obtienen con frecuencia fal-
sas reacciones positivas a causa de que, el inmunosuero.
producido frente a estas especies, puede reaccionar con
determinantes antigénicos de espécies heterélogas préxi-
mas. De ahf que, hoy en dfa, estas deficiencias de espe-
cificidad se combatan con la utilizacién de técnicas de
precipitacién, en medios gelificados (inmunodifusién e
inmunoelectroforesis), que permiten diferenciar los sis-
temas reaccionantes y detectar, incluso, las reacciones

de identidad que puedan tener lugar.

II.E.5. INMUNODIFUSION EN AGAROSA,

: Este método se basa en la primitiva técni-

ca de Oudin (1.946), de inmunodifusién en una dimensién.

Las soluciones antigénicas y el inmunosue-
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ro se sitfian en pocillos practicados en el medio gelifi-
cado de tal modo que, al difﬁndir los elementos reaccio-
nantes, se forma una l{nea de inmunoprecipitacién en la
zona de equivalencia del sistema. Cada precipitado actda
como una barrera inmunoespecifica para el éorrespondien—
te complejo antigeno-anticugrpo e impide su posterior di~-
fusidn, aunque resulte permeable a otros sistemas. Por 1o
tanto, si las concentracioqes de antigeno y antisuero es-
t4n equilibradas, la 1inea o arco de precipitacién que se
forma no emigraré y se intensificaré a lo largo del perfo
do de difusién. S{, por el contrario, no hay equilibrio
entre los elementos que reaccionan, el exceso de uno de
ellos puede movilizarse o emigrar, dando incluso miltiples
precipitados, al solubilizarse y reprecipitarse posterior-

mente.

Es un método de sencilla realizacién y que
puede utilizarse para el anélisis antigénico de muestras
complejas, asi como, para el estudio de las relaciones
antigénicas entre diferentes extractos protéicos. Por es-—
tas caracterf{sticas se consideré como técnica de eleccién

en el presente trabajo. ’ . -

También puede tener aplicacidn para valo-
rar semicuantitativamente el t{tulo de uno de los elemen-
tos reaccionantes (antfgeno c¢ anticuerpo), Frente a cons
centraciones conocidas del otro (Feinberg, 1.959). Al di-
fundir a través del gel, la posicién de la linea de pre-
cipitacién define indirectamente la concentracién de an-
tigého o anticuerpo, en funcibén del reciproco de la dilu-
cibn presente en el pocillo. La estimacién cuantitativa

directa de las sustancias que reaccionan es posible al

»
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efectuar las mediciones dc los precipitados que se forman,
después®de un tiempo determinado. Sin embargo, como esta
distancia es muy reducida, este procedimiento estd sujeto

a errores importantes.

Las pruebas de doble difusién se emplean
mis que las de difusién simple por ser m&s sensibles, como
consecuencia del Ffendmeno de concentracién producido por

la barrera de precipitacidn.

Las limitaciones que la mayor parte de los

investigadores ‘achacan a esta técnica son:

a) La posibilidad de que confluyan o se superpongan dos o
més 1fineas, con la consiguiente dificultad para identi-
ficarlas. En este sentido, un sistema complejo seria
mAs flcilmente analizado por una combinacién de electro-
Foresis e inmunodifusién (inmunoelectroforesis).

b) El exceso de antfgeno o anticuerpo determina que una
1fnea d& lugar a varios arcos de precipitacién que pue-
den conducir a resultados errdneos (Burtin, 1.954; Ka-
minski, 1.955; Jennigs, 1.956). Por otro lado,Ala obser-
vacibén de 1fneas de precipitacién miltiples se podrfa
también interpretar como que existen diferentes fosfo-
1{ipidos unidos al antfgeno (Hackenbrock y Hammon, 1.975),
u holoenzimas, en el caso de que el extracto antigénico

=ea de origen tisular (Poyton y Schatz, 1,975).

La inmunodifusién en gel présenta mayor seh—
sibilidad que las pruebas de precipitacién en tubo (Herrman
y Kotter, 1.968). En relacibén al anflisis de extractos cér-
nicos crudos o pagpialmente tratados por calor, el }imité

de sensibilidad es de alrededor de 0,5-1% -en peso, cuando
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sé enfrentan a antisueros con un tftulo de precipitinas
entre 1/6.000 y 1/8.000 (Flego, 1.976). El método de in-
munodifusién, de acuerdo con Fugate y Shelton (1.971), es

relativamente ripido y sus resultados vAlidos para dife-

renciar extractos cérnicos de diversas: especies domésticas..

Los anAlisis efectuados por esta técnica
tienen como ventaja fundamental la visualizacién de reac-—
ciones de identidad que permiten comparar,frente a un in-
munosuero comin, un antf{geno purificado con una mezcla o
solucién antigénica compleja. Ademis de las reacciones bé-
sicas de identidad y de no identidad, también se pueden

observar reacciones de inhibicién total o parcial.

IT.E.6, IMNMUNODIFUSION RADIAL,

ratre los métodos para determinar la canti-
dad de protefna se incluye la inmunoprecipitacién cuanti-
tativa en medios gelificados. La precipitacién cuantitati-
va fué desarrollada por Heidelberger y Kendall (1.929), y
se Pundamenta en la observacibén de que la adicién de can-.
tidades crecientes de un antfgeno soluble a una serie de
placas o tubos, que contengan un volumen constante de an-—
tisuero, d4 lugar a un auriento del precipitado hasta al-

canzar un valor méximo.

Se puede construir una curva patrén que re-
lacione el 4rea del ﬁrecipitado con la cantidad de antige-
no, en presencia de un exceso de antiéuerpos. Por otra par-
te, los métodos para medir la cantidad de protefna preci-
pitada no son muy sensibles, por lo que se han arbitrado

otros procedimientos para valorar o medir la cantidad de

k%)
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antigeno.

Frecuentemente se emplean medios a base de
agar o agarosa, en los que pueden reaccionar las solucio-
nes de antfgeno y antisuero, siendo precisamente las téc-
nicas que incorporan ei antisuero al gel, las que han pro-

porcionado los mejores resultados.

El antigeno'puede valorarse por este méto—
do de inmunodifusibén radial, habiéndose comprobado (Man-
cini y col., 1.965) que la desviacién estandar de las de-
terminéciones de antfgeno no supera al 2% de la media. La
concentracién de antfgeno, alrededor del pocillo, es ini-
cialmente 1o suficientemente elevada como’para que se for-
men inmunocomplejos solubles, hasta que llega un momento '
en que la concentracién antigénica desciende y es ‘insufi-
cienfe para que tenga lugar la precipitacién. De este mo-
do, llega a formarse un anillo o 4rea de precipitacién
alrededor del pocillo del antf{geno. La determinacién del
valor de este 8rea indica la cantidad de antfgeno que ha

reaccionado y puede ser relacionado linealmente,

Este método es m&s sensible que la técnica
de Oudin, llegando a detectar 0,0025 microgramos de antf-
geno, cuando se ha diluido convenientemente el antisuero
y cuando se emplean procedimientos para tefiir la zona de

precipitacién.

La dilucién del antisuero incrementa la
sensibilidad de la prueba, pero la intensidad del anillo
de brecipitacién disminuye simulténeamente, por lo que
puede llegar a dificultar la medicién del didmetro corres-

pondiente,
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Otra forma de favorecer la sensibilidad es
aumentar el vol@imen o la concentracién del antfgeno, para
1o que debe tenerse presente que para comparér los resul-
tados obtenidos con diferentes soluciones antigénicas é&s-
tas se han de preparar con idénticos volfimenes de solven—

te y depositarse en pocillos de las mismas dimensiones.

Se incrementa también la sensibilidad de
la prueba mediante la utilizacién de anticuerpos marcados
con isétopos (Rowe, 1.969), asf{ como aumentando la densi-
dad del precipitedo por tincién o aplicando un antisuero

que reaccione con los anticuerpos (Rlinke y Beekveldt-Kie-
lich, 1.969). )

Este método se ha utilizado para valorar
cuantitativamente toda una variedad de prntefnas séricas
(Augener, 1.964),Aa§i como, en la determinacién de pre-
alb@imina de roedores (Rilinke y Thung, 1.964). Tomasi y Zi-
gelbaum (1.963), han utilizado un procedimiento similar
para la valoracién de.gammaglobulinas de lactantes. Re-

cientemente ha servido para analizar cualitativa (Manci=-

ni y col., 1.970) y cuantitativamente (Hash y col., 1.970),

las reacciones antigénicad entre diferentes sustancias o

protefnas.

I1.E.7. INMUNOELECTROFORESIS.

Es una técnica que combina la electrofore—
sis previa de una protefna o antfgeno con la inmunodifu-
sién de Ouchterlony. En consecuencia, los componentes de’

una mezcla compleja pueden quedar definidos por sus movi-

»
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lidades electroforéticas y por sus especificidades-antigé-

nicas.

Actualmente, tiene mis ventajas y Eblica-
ciones el micrométodo (Scheidegger, 1.955), que la técni-
ca original (Grabar y Williams, 1.953). Tanto en uno como
en otro caso, la muestra de la solucién antigénica se apli-'
ca en un pocillo practicado en la porcidén central de una
placa de vidrio recubierta con el medio gelificado. La elec
troforesis permite separar la mezcla antigénica en varias
zonas. A partir de la trinchera, paralela al eje longitu-
dinal de la placa, difunde el antisuero, que termina por
dar- lugar a los arcos o lfineas de precipitacién, cuando se
alcanzan los niveles de equivalencia y reacciona con el an

tigeno.

; Como geles se han empleado medios a base de
agaropectina, agar y agarosa (Araki, 1.937). Esta Gltima
sustancia al no poseer grupos ionizables, précticamente, no
d48 lugar a fenbmenos de electroendésmosis o contracorriente,
ni a interacriones inespecificas con ciertas protefnas té-
- sicas como la lisqzima (Uriel y col., 1.964). Por otra Far-
te, la adarosa soporta bién la electroforesis realizada a

pH &cido.

El acetato de celulosa (Hohn, 1.958; Lomen-
to y Vergani, 1.967), tiene el inconveniente de que bresen—
ta dificultades para absorber el volfimen, relativamente
grande, de la solucién de antisuero que requiere la técri-

Cae

Los geles de almidén (Smithies, 1.955, 1.959)

exigen una metodologfa larga y laboriosa al tener que efec-
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tuar 1la electroforesis y la inmunodifusidn en etapas dife-

rentes.

La inmunoelectroforesis en gel de poliacri-
lamida (Antoine, 1.955; Keutel, 1.964), es muy empleada en
la actualidad y su aplicacién estd muy ind&cada cuando se
precisa trabajar en condiciones extremas de pH, o0 realizar

caracterizaciones enzimdticas.

La solucion ‘tamponada o buffer influye en
la movilidad electroforética y en la posicién del inmuno-
precipitado. Por otro lado, ciertos tampones, pueden lle-
gar a cambiar o modificar la movilidad de las fracciones
protéicas por quelacién de determinados iones metélicos.
Otros iones inorg4nicos o polielectrolitos naturales, co-
mo el 4cido- hialurénico a pH 8,6, disminuyen la movilidad

de la alb@mina al unirse a la misma (Pigman y col., 1.961).

Los métodos inmunoelectroforéticos, para la
identificacién de antigenos o fracciones antigénicas, re-

quieren observar los siguientes cricterios:

a) La propia movilidad electroforética.

b) La utilizacién de sueros monoespecificos para cada com-
ponente antigénico.

c) El1 empleo de reacciones de caracterizacién por tincién
para llegar a detectar una actividad enzimitica u otro
tipo de especificidad biolégica.

d) El1 gel puede fragmentarse y, de este modo, facilitar la

separacién de los inmunoprecipitados.

La inmunoelectroforesis puede aplicarse, en
algunos casos, para separar ciertos grupos del ant{geno

que causan modificaciones en la movilidad electroforética,
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pero que no influyen en las propiedades inmunolégicas del
propio antfigeno. As{, 1la movilidad électroforética de las
glicoprotefnas se puede cambiar al eliminar restds de car-
bohidratos que no sean 4cido siflico, como en el caso de

la transferrina del 1fquido cerebroespinal (Parker y Bear1~.

1.962; Parker y col., 1.963).

Ademés, 1la moviiidad puede también modifi-
carse por factores fi{sicos, como ocurre con las protefnas
irradiadas que se fragmentan en subunidades de diferentes
movilidades y propiedades inmuﬁolégicas iguales (Grabar y
col., 1.955).

En ciertos casos, aparecen falsos preciﬁi—
tados, que no estén producidos por reacciones inmunolégi-
cas especi{ficas (Berembaun y col., 1.962), como ocurre en
el caso de los antfgenos lipfdicos o de las lipoprotefnas

escasamente hidrosolubles (Niece y Barret, 1.963).

Entre las limitaciones més importantes que
pueden achacarse a laé técnicas inmunoelectroforéticas,
sefialaremos la derivada de las diferentes respuestas anti¥
génicas de los animales en los que se obtiene el inmuno-
suero, lo que indudablemente, dificulta la reproductibi-
lidad del método, aunque es de sefialar, que este inconve-
niente es comfin a otros métodos analfticos de base inmu-
nolégicg. Asf, se ha comprobado que tanto en el caballo
como -en el ratén, puede haber una variacibn de los anti-
cuerpos, en las diversas etapas del proceso de inmuniza-
cién (Clausen y Heremans, 1.960). También se atribuye a .

deficiencias del método, la presencia en el inmunoelec-
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troferoqgrama de zonas con muchas 1fneas de precipitacién
y, por lo tanto, de dificil lectura. En este caso, el
problema se resuelve mediante la utilizacién de sSueros

absorbidos.

Aunque la inmunoelectroforesis es menos
sensible que la inmunodifusién, debido a la dilucién que
tiene lugar durante la electroforesis, es indudable que
presenta, en general, bastantes ventajas. Entre ellas, la
capacidad de separacién de mezclas antigénicas complejas,
debido al poder resolutivo adicional de la electroforesis.
Ademds, los componentes o fracciones protéicas pueden iden
tificarse mediante €l estudio comparativo de cada arco o
1{nea individual, con la formada por una protefna o anti-
geno monoespecifico que se aflade en un pocillo préximo al
utilizado para la muestra polivalente. Por otra parte, el
antisuero polivalente, como ya hemos mencionado, puede ab
sorberse con un antf{geno puro Yy, @ continuacién, estable-
cer la correspondiente comparacién con el antisuero no ab

sorbido.

. Las ventajas resefiadas permiten explicar
la extensa aplicacién de esta técnica para la separacibn
y caracterizacién de protefnas o sustancias en general,
con capacidad antigénica. Ha servido para el estudio de
antigenos bacterianos (Patte y col., 1.956), viricos (Pe-
reira y col., 1-959). parasitarios (Tormo y Chordi, 1.965;
Tormo y col., 1.966), extractos y 1fquidos biolégicos
(Grabar y Burtin, 1.964; Clausen, 1.963), fracciones plas-
miticas (Clausen y Heremens, 1.960; Tormo y col., 1.967),
y sus alteraciones en procesos patolégicos (Scheiffart y

G&tz, 1.960; Wunderly, 1.961) e inmunoglobulinas (Cawley,
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1.969; Ritzman y Levin, 1.969). Ademis, esta técnica se ha
utilizado para resolver otros problemas de base biolégica,
como han sido: la deteccidn de protefnas idénticas en pro-
ductos naturales diferentes (Frick y Scheigseidel,-1.957),
el control de homogeneidad o modificacionés en protefnas
(Lapresle y Grabar, 1.957), asf como en estudios taxonémi- -
cos (Scheiffarth y col., 1.957) y embrioilégicos (Schéideg—
ger y col., 1.956).

I1.E.8. HEMAGLUTINACION PASIVA.

Los eritrocitos de oveja, conejo, humanos
del grupo O, etc., pueden tratarse con prbteinas o polisa-
céridos purificados, asf como, con extractos celulares-.de
bacterias, rickettsias, hongos patégenos, protozods y hel-
mintos dando lugar a un soporte antigénico idéneo para la
‘deteccibn y titulacién de 1los correspondientes inmunosueros.
Para ello, es preciso contar con’loc_controles que garanti-
cen que los anticuerpos presentes se corresponden con -los
antlgenos absorbidos.y no hayan sido producidos, de forma

natural, por los eritrocitos. .

Los hematfes pretratados con 4cido ténico
son capaces de adsorber proteinas y llegar a titular anti-
cuerpos que se encuentran a pequefia concentracién (Shioiri,
1.964).

Se trata de sistemas muy sensibles, que pue-
den llegar a evidenciar niveles de 0,02 a 0,04 microgramos

de anticuerpos, y dar lugar a una hemaglutinacién visible.

La conservacién de los eritrocitos puede

efectuarse mediante el empleo de soluciones de formol (In-
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grahan, 1.95%;Smith, 1.964), aldehf{do pirtivico (Ling, 1.961)
glutaraldeh{do (Tokudd y Warrington, 1.970) y 4cido sulfo-
salicflico (Brecht, 1.948), lo que favorece la estandariza-

cibn de la técnica.

Aunque el método de tanizacién de los hema-
ties antes de su sensibilizacién‘es €l m&s aceptado, tam-
bién se han utilizado otras suétancias quimicas que Facili-~-
tan la unién del antf{geno a los eritrocitos, como la benci-
dina (Pressman y col., 1.942), cationes métélicos (Jandi
y Simmons, 1.957) que se aplicén sobre todo para antf{genos
protéicos (Fudenberqg y col., 1.?64), difluordinitrobenceno
(Ling, 1.961) y 2-4-diisocianato de tolueno (Gyenes y Se -
hon, 1.964).

El estado fi{sico del antfgeno parece influir
en su avidez para .fijarse a las células. La sensibilizacién
es :6ptima cuando el antfgeno estéd disgregado o parcialmente
desnaturalizado (Singer y col., 1.962; Wolberg y c01;,1.970).
Al parecer -e debe a que el antfgeno, en estas condiciones,'
presenta mayor proporcién de grupos cargados positivamehte,

gque facilitan su unién a los hematies (Mauser y col., 1.963).

Los eritrocitos pueden adsorber varios antf-
genos simulténeamente e, incluso, existir receptores espe-
cificos para componentes antigéniéos diferentes. La concen-
tracidén de 1la solucibén antigénica, necesarija para recubrir
las células, varfa de uno a otro antigeno vy, en todo caso,
debe determinarse previamente. En general, la concentracién
ptima de un antfgeno varfa entre 0,1 y 10 mg. por ml., aun—
que los hematfes pueden, en determinadas circunstancias,
sensibilizarse con cantidades vestigiales de antfgeno (Sta-

vitsky, 1.954).
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En cualquier caso, parece exirtir una rela-
cién directa entre la cantidad de antfgeno que se pone en
contacto con los hematfes y su sensibilidad respecto al

inmunosuero (Wolberg y col., 1.969).

También es preciso tener presente que, para
conseguir resultados reproductibles, la concentracién de »
hematfes que van a ser sensibilizados con el antfgeno, debe
estandarizarse ya que existe una relacién inversa entre

concentracibén de eritrocitos y t{tulo de anticuerpos.

La ventaja m&s notable de la hemaglutinacién
pasiva es, sin duda, su extraordinaria sensibilidad, que
permite trabajar con t{tulos de anticuerpos muy inferiores
a los necesarios para las técnicas inmunolégicas habituales.
(Carpenter, 1.975). Este aumento de la sensibilidad de la
reaccién se debe, al parecer, a que en la hemaglutinacibn
intervienen no sélo los anticuerpos precipitantes sino
también 1los bloqueantes o incompletos (Gordon y col., 1.958;

Coombs y col., 1.953).

Entre las limitaciones de esta técnica ci-
temos que no todos los antfgenos son capaces de fijarse a
los glébulos rojos (Bordua; y Grabar, 1.953). Por otra par-
te, la posibilidad de que las células se sensibilicen si-
multéneamente con dos antfgenos diferentes, obliga a ser-
muy cautos a la hora de interpretar los resultados obteni—
dos con mezclas complejas o antigenos impuros (Lecocq y
Linz, 1.962).

En ciertas ocasiones existen antfgenos aque,
como las toxinas, contienen aglutininas que podrfan inva-
lidar la reaccién si no Ffueran previamente eliminadas an-

tes de proceder a la adsorcién de las células (Heller y col.
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1.952; Fulthorpe, 1.962).

Serfa prédcticamente imposible enumerar las
aplicaciones de la hemaglutinacién. A t{tulo de ejemplos,
citaremos la utilizacidn de esta reaccidén en-el estudio de
las propiedades fisicas del inmunosuero frénte a la sero-

albGmina bovina (Benedict y col., 1.962), de antfgenos ti-

sulares normales y neoplésicos (BjSrklund y Paulsson, 1.962)

mononucleosis infecciosa (Qurnet y Anderson, 1.946), anti~
toxinas (Fehon y Scott, 1.961), anticuerpos no precipitan-
tes (Gordon y col., 1.958), antfgenos hidatfdicos (Chordi

y col., 1.962), protefinas animales (Hirata y Stashak, 1.965)

y protefnas extrafias en productos cédrnicos (Bessemans y Lam-

bion, 1.972).

»



.
400!

OBJETO DFEL TRABAJO




a4
CAPITULO III. E

OBJFT0 DEL TRABAJO.

Como hemos tenido ocasidén de comprobar al
revisar la bibliograff{a que se ocupa de la separacibdn e
identificacién de protefnas, los métodos de base bioqui-
mica son complicados y laboriosos y, en ocasiones, inca-
paces de diferenciar protefnas estructuralmente muy pré-
ximas, como ocurre con las de caricter soluble, que en—
tran a formar parte del tejido muscular de las especies
animales domésticas. De estos métodos, sblo utilizaremos
la electroforesis en gel de poliacrilamida, pues creemos
interesante conocer el comportamiento electroforético de
los extractos protéicos a estudiar, antes de someterlos

al anflisis inmunoelectroforético.

’

El objeto de este trabajo consiste funda-
mentalmente en estudiar las protefnas solubles, proceden—
tes del tejido muscular esquelético de varias especies
animales (vaca, caballo, cerdo, perro y aves), por una
serie de técnicas reconocidas como mé&s adecuadas para
analizar 1la composicién antigénica de un extracto comple-
jo. En este sentido, se utilizarén métodos de base bioqui
mica, como la electroforesis simple en gel de poliacrila-
mida, que no sélo permita obtener una diferenciacién cua-
litativa en Ffuncién de las movilidades electroforéticas de
las distintas fracciones protéicas, sino también, alcanzar »

resultados cuantitativos basados en sus densitometrias.

Es indudable que los métodos inmunoldgicos

son 1los més eficaces para anzlizar las diferentes protefnas
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-
solubles presentes en un extracto cdrnico, sobre todo si
se controlan convenientemente sus niveles de especifici~

dad y sensibilidad.

Para realizar la diferenciacién e identi-
ficacibn de estos extractos por métodos inmunolégicos,
seri necesario obtener, previamente, un inmunosuero de
elevado tf{tulo de anticuerpos. Para ello utilizaremos un
lote de conejos, Nueva Zelanda, que inocularemos parente-—
ralmente, con cada uno de los antfgenos, adicionados con
adyuvante completo de Freund. El control del proceso de
inmunizacién se efectuari mediante la determinacién del
tftulo de precipitinas en el suero de los animales inyec—

tados.

Las pruebas serolégicas se efectuarén, en
primer lugar, entre sistemas homdlogos para determinar
la complejidad de cada extracto antigénico (en relacién’
con el nfimero de fracciones, movilidades, etc.) y, pos—
teriormente, entre sistemas heterdélogos para llegar a
diferenciar los componentes espec{ficos y explicar la

presencia de posibles reacciones cruzadas.,

La inmunodifusién en placa de Ouchterlony,
no s6lo es capaz de poner de manifiesto la comunidad an-
tigénica entre los diversos extractos protéicos, sino que
puede incluso, llegar a precisar sf hay o no reaccién de
identidad entre las Ffracciones. Por ello, es una técnica
insustituible, por su elevada especificidad, para conocer
las fracciones responsables de posibles reacciones cruza-
das. Los inconvenientes que puede presentar la inmunodi-
fusibn, cuando el nfmeroc de componentes es elevado como

consecuencia del limitado espacio del medio gelificado
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sobre el que han de diferenciarse las fracciones, quedan

-superados por los métodos inmunoelectroforéticos.

La inmunoelectroforesis en gel de agarosa,
permite aislar los componentes de un antf{geno complejo por
sus diversas movilidades, al mismo tiempo'que estas frac-
ciones son detectadas como consecuencia de una correspon—’
dencia o especificidad antigeno-anticuerbo. Los arcos de
precipitacién inmunoelectroforéticos se someterdn a tin-
ciones de caracterizacién inmuroquimica (glico y lipopro-
tefnas) y, por otro lado, se clasificarin en componentes
mayores y menorés en funcibdn del.tamaﬁo, intensidad y ni-
tidez de la lfnea. De este modo, intentaremos obtener una
informacién 1o mé&s completa posible de las fracciones ana-
lizadas y, sobre todo, de las que aparezcan comO'especifi—

Cas.

La prueba de inmunodifusién radial y la
hemaglutinacién pasiva son de carfcter cuantitativo y
de una elevada sensibilidad. por 10 que pretendemos al
estudiarlas comparativamente con la doble inmunodifusién
e inmunoelectroforesis, determinar qué tftulo es preciso
alcanzar en cada una de ellas, para que-la reaccién pueda

considerarse especi{fica.,

Finalmente, con este trabajo pretendemos
llegar a identificar los componentes protéicos solubles,
de cardcter antigénico que sean al mismo tiempo especi-
Ficos para cada uno de 1los extractos cirnicos de las es-—
pecies estudiadas. Creemos que la obtencién de este obje-
tivo facilitari la preparacidén de extractos con el mayor
nimero de Fracciones especi{ficas y exentos de componentes

comunes. La utilizacién de estos antfgenos permitirfa

»
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consegquir resultados mis satisfactorios, al emplearlos en
las reacciones serolbégicas de alta sensibilidad y aplica-
bles a la identificacién de carnes o mezclas de carnes,

procedentes de las especies animales analizadas.



MATFRTAJ,

Y _METODOS
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CAPITULO IV.

MATERIAL Y METODOS.

IV.A. EXTRACTOS ANTIGENICOS.

IV.A.1. Preparacién.

Se prepararon cinco extractos antigénicos que
denominamos: PSC (protefna soluble de carne de cerdo), PSB
(protefna soluble de carne de vaca), PSP (protefna soluble
de carne de perro), PSCA (protefna soluble de carme de caballo)

y PSPO (protefna soluble de carne de pollo).

La carne necesaria para la preparacién del evy-
tracto antigénico PSC, procedfa de la regién de las agujas y
estaba constituida principalmente por los Ms, intercostalis

externi y Ms. trapezius.

En el caso del extracto antigénico PSB, la car-
ne utilizada era de filetes de babilla, integrados por los

misculos de la regién femoral anterior: Ms. rectus femoris,

Ms. vastus medialis y Ms. vastus lateralis.

El extracto antigénico PSCA se elabord con par-

te del Ms. glutaeus superficialis y Ms. biceps femoris.

La carne para la preparacién del extracto anti-

génico PSP se tomé del Ms. biceps femoris, Ms. sartorius y Ms.

gastrocnemius.

Por W1timo, en el caso del extracto antigénico
PSPO, 1la carne utilizada procedfa de los misculos que Forman

la pechuga.
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Las distintas piezas de carne se trasladaron
al laboratorio y se procedid a disecar los misculos, procu-

rando eliminar al méximo tendones, aponeurosis y qrasa.

En cada caso, se tomaron 250 g. de carne. Se
picé lo mAs Finamente posible y se 1levé a un homogeinizador
de cuchillas M.S,E. 7.700, hasta obtener una papilla unifor-
me. A continuacién, la carne triturada se introdujo en un
matraz que contenfa 500 ml. de agua destilada y desionizada.
F1 perfodo de extraccibén de 1a protefna soluble duré sesenta
minutos y se realizd en un refrigerador a temperatura contro
1nda de 19C. y en constante agitacién. Seguidameﬁte, se fil-
traron las muestras a través de papel Whatman n? 1 vy, ol.ex-
tracto se distribuyé en matraces aforados de 50 ml. en 1los
que Ffinalmente se liofilizaba. Los matraces se sumeraf{an en
una mezcla de nieve.carbdnica y Acetona y se les imprimfa un
movimiento de rotacién para que €l extracto se concelase ocu
pando la mayor suberficie posible de las paredes del matraz,

reduciéndose -sf el tiempo de liofilizacién.,

Esta operacibén se efectud en un liofilizador
TP-3 con una«sgpprficie ﬁti} de carga‘de 0,3 m2, dotado de
equipo de registro, dispositivo de tefmovacio y programador.
S5e realizé en 18 horas, a una temperatura entre -10 y -5¢C.,

alcanzfndose un vacfo del 45%,

El extracto antigénico liofilizado se conser-
v6 en un desecador, a temperatura constante de 12C.,, hasta

el momento de su utilizacién.

A3



" IV.A.2., Técnicas auxiliares.

IV.A.2.a. Método de Biuret.- Técnica de Chance y Readfearn,
(1.961).

1) Reactivos.

l.ae~ SOdJu ¢« 5 HQO""""""""'."1'5 g.
Tartrato s6dico POtASiCOesceeeseessb G
Hidréxido s6dicOeeavececsreccesses30 G
Yoduro potéSiCOssescssccssesnsensesl G

Agua destiladaceecesesesssecessl 000 m,
1.b.- Colato sédico al 40%.
2) Técnica.

A 15 mg. del liofilizado de cada extracto an-
tigénico se afiadfan 5 ml. de aqua destilada. Una vez conse-
guidé la suspensién se tomaban 1,5 ml. a los que se adiciom-

ban 1,5 ml. del reactivo de Biuret.

Después de treinta minutos de reposo se leyé
la absorbancia a 540 nm. en un colorimetro Bauch Lomb Spec-
tronic-20, frente a un blanco sin protefna. Los resultades '
se refirieron a la gréifica pqtrén de la figura 1, que se ot~
tuvo a partir de una solucién de seroalbdimina bovina de cor-

centracidén conocida.

Ocasionalmente fué necesario afladir unas go-
tas de colato sédieco al 40% para eliminar la turbidez de

las muestras.
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FIG. 1.- Gréfica patrén para las determinaciones

de protefnas por el método de Biuret.

.
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3) Construccién de la gré4fica patrén.

Se pesaron 200 mg. de seroalbimina bovina
liofilizada y se disolvieron en 40 ml. de agua destilada.
Cuando la protéina estuvo perfectamente disuelta, se trans-—
£irié a un matraz aforado de 50 ml. y se enrasbé. Esta solu-

cién madre contenfa 4 mg. de protefna por mililitro.

Para confeccionar la gr&fica patrén se depc-
sitaron, por duplicado en tubos de ensayo, alficuotas de

acuerdo con el esquema siguiente:

Solucién de ‘ _ Concentracién to-
protefna (ml.) Aqua (ml. t21 de protefna (ng.)
0,25 1,25 1
0,50 1 2
0,75 0,75 3
1 0,50 4
1,25 0,25 5
6

1,50 o

A continuacién se aﬂadieroﬁ, en cada tubo de
ensayo, 1,5 ml. del reactivo de Biuret; se procedid a su agi-
tacibén y se tratbé de acuerdo con la técnica general. La Ffigu-

ra 1, muestra la gréfica patrér obtenida.

IV.B. OBTENCION DE INMUNQSUEROS.

IV.B.1., Pauta de inmunizacién.

Se emplearon conejos machos de 2,5-3 Kg. de
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peso, de raza Nueva Zelanda.

Las inoculaciones se efectuaban, por via sub-
cuténea, a ambos lados de 1la espina dorsal, comenzando en la
reqidén mis préxima a la zona cervical. Previamente, se depi-

laba y desinfectaba perfectamente la zona.

Las dosis empleadas eran de 48 mq. de extréc-
to antigéniéo liofilizado, disueltos en 2 ml: de agua desti-
lada. En algunas inoculaciones (tabla I), el extracto anti-
génico se inyectaba junto con 0,5 ml, de Adyuvante Completo

de Freund (Tween 80, 1,5 ml.; aceite de parafina 8,5 ml.;

Mvcobacterium butvricum 5 mg.), preparado por Lahoratorios

Difco.

Las inoculaciones se sucedieron a lo largo de
sesenta v dos dfas, a intervalos de cuatru y un perfodo de
descanso de ocho dfas, a partir de la inyeccibén correspon-

diente al dfa 28.

Se hicieron cuatro sancrfas parciales con el

fin de comprobar 1A tasa de precinitinas del suero, antes y-

durante el proceso de inmunizacién. La sangre se obtenfa de
la vena margihal de 1a oreja. Para ello, se colocaba el ani-
mal en una caja epropiada que asegurara su sujeciém, dejando
libre Gnicemente la cabeza. La zona de la oreja clegida se
friccinnaba con un algodén empapado en xilol, con el fin de
producir una vesodilatacién que Favoreciera la sangrfa. A
coﬁtinuacién, se efectuaba 1la puncién con una agquja, o bién,
se seccionaba cuidadosamente el vaso con bisturi, recogién-'

Ny

dose, por goteo, de 5 a 10 ml. de sangre.

Cucndo el reciproco del tftulo de anticuerpos

»



TABLA 1

Pauta de inmunizacién y sangr{a en el conejo, me-
diante inoculacién de los diferentes extractos antigénics -

y adyuvante completo de Freund, por v{a subcutinea.

Dias Extracto antigé- Adyuvante C. - Sancr{a
nico liofilizado. de Freund

1 48 mg. 0,5 ml, %
4 ' ido ind -
8 ido - -
12 id. 0,5 ml. 4
16 ido - ) -
20 i.d . -~ -
24 id. - -
28 id, 0,5 ml. 5
36 id. - -
40 id. - -
44 id. - -
48 id. 0,5 ml. '
52 id. - -
56 ide. - -
60 idc - =
62 - ~ '

Cuando el reciproco del titulo de precipitinas, en la
sangtf{a parcial S; era igual o superior a 1.024, el pro-
ceso de inmunizacién se consideraba suficiente. Se real.-
zaban tres inoculaciones mis, para mantener el tftuleo y
se procedfa la la sangria Final SF’ cuarenta y ocho har:s

después de la Oltima inoculacidn.



52

determinado por precipitacién en tubo capilar, era icual o
superior a 1.024 se daba por finalizado el proceso de inmu-

nizecibn y se procedfa a la sancorfa final del animal.
IV.B.2. Soncarfa Ffinal,

El animal se colocaba en dectfibito supino, so-
bre 13 mesa de operaciones; se sujetaba por 1as cuatro extre-
midades y se anestesiaba administv4ndole 10 mg. por Kg. de
peso, de KETOLAR (Clorhidrato de ketamina), por via intramus—

cular.,

) Se depiiaba y desinfectaba perfectamente la
zona infevrior del cuello y, con material quirfiraico apropia-
do se practicaban 1as incisiones cuténeas sicuientes:

A) Longitudinal a 1o largo de 12 1fnea media ventrai;
b) Transversal, a nivel de la sequnda vértebra cervicalj;

c) Transversal, a nivel de la sexta vértebra cervical,

A continuacién, se van disecando los misculos
ventrales del cuello visibles en este &rea: Ms. cleidomastoi-

deus (parte del Ms. cleidoccphalicus y éste a su vez del Ms.

brochiocenhalicus), Ms. sternomastoidens (parte del Ms. ster-

noceghalicus), Ms. sternohyoideus y Ms. sternothyroideus.

Por el borde lateral del EE' cternohvoideus

se diseca en profundidad, hasta llegar al paquete vasculoner-
vioso situado a uno y otro lado de la triquea (A. c¢orotis co-

munis, V. judularis y Troncus vago-sympathicus).

Se diseca 1la A. carotis comunis y con una

pinza "tipo mosquito" se fija el N. vacus, que continfa uni-

b3}
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do al tronco vascular. De este modo, al efectuar la seccién
de 1la arteria podemos dirigir el flujo sanquineo a un tubo

o recipiente donde recogeremos la sangre.

Cuando disminuye el flujo de sangre, se re-
comienda dar masaje cardfiaco con-el ffn de consequir el ma-

yor volumen de sangre posible.

De cada animal se recogieron 120-130 ml. -de
sangre, cuando 1a sangrfa final se realizaba de acuerdo con

las normas sefinladas.

IV.B.3. Obtencién v conservacién del suero.

La sangre extrafda se vertfa lentamente, en

un tubo, a fin de evitar en lo posible la hemblisis.

Se centrifugaba a 1,500-2.000 r.p.m., duran-
te diez minutos. Los hematfes se depositaban en el fondo vy,
se producfa 1» formacién del colgulo, que quedaba, en parte,

adherido a las paredes del tubo.

Con una espétula o aguja se desprendfa el col-
qulo de las paredes lnteraleé y se volvia a centrifugnr a
3.000 r.p.m. durante quince minutos. De esta forma se facili-
taba la retraccién del cofigulo y quedaba el suero perfecta-

mente separado.

El suero se extrafa mediante jeringa o
pipeta y se distribufa en viales a razén de 2 ml., junto con
un par de gotas de solucién de azida de sodio al 0,10% que*

actuaba como conservador.

Los viales, perfectamente cerrados, se con-
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servaban en un congelador a -202C., hasta el momento de su

UsOe

IV.C. PRUEBA DFE PRFCTPITACION FN TUBO CAPILAR, SEGUN LA

TECHICA DF SYIFT — WILSON Y LANCFFI®ID (1.943).

Como ya hemos sefialado, esta reaccién se apli-~
caba a los sueros obtenidos, 2 1o largo del proceso de inmu-
nizacién, para controlor la respuesta entigénica de los di-

versos conejos empleados.

Se utilizaron tubos capilares de 75 X 1,5 mm.

de difmetro. En primer luaar, se efectuaban diluciones dobles’

seriadas del extracto entigénico, comenzando por 12 1/2 (24
mg. de antfigeno linfilizado en 1 ml. de agua destilada). A
continuacién, en portaobjetos, previamente desengrasados, se
iban depositando separadamente, una gota de la dilucidédn del

extracto antigénico y otra del inmunosuero.

Manteniendo el tubo capilar en posicién hori-
zontal, se establecfa contacto con la gota del inmunosuero
dejando que ascendiera por capilaridad, hasta una altura de
unos 22 mm.. Sequid~mente, se hacfa la mism> oper-cién con la
gota de 1a dilucién del extracto anticénico, permitiendo que
se introdujera en el tubo capilar, un volumen aproximzdamente
igual al anterior. El tubo se invertfz, dejando una chmara
de aire, de unos 10 mm. en la parfe méé baja del tubo. Los
crpilares preparados con las diferentes diluciones del antfi-

cgeno se colocaban verticalmente en una gradilla con plasti-

lina. La lectura -se llevaba a cabo a los diez minutos y, pos—’

teriormente alas doce horas de incubacién 2 la temperatura
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ambiente. La reaccidén positiva se caracterizaba por la pre-
sencia en el tubo capilar, de un precipitade fino, que més
_ tarde se sedimentaba formando un depbsito en 1la base infe-

rior del tubo.

La dilucién mAs alta del extracto antigénico
que permitfa observar precipitado, se consideraba como tftu-

lo de la reacciébn.,

iv.D. METODOS DFE_INMUNODIFUSION.

IV.D.1. Inmunodifusién en ael, seadin 1a técnica de Ouchter-

lonv, modiFficada nor Chordi y Kaaan, (1.964).

. B4sicamente, consiste en la difusién del an-
tfgeno y anticuerpo a través de un medio semisélido. Si exis-
te correspoﬁdencia entre ambos, se formard una lfinea de pre-
cipitacién cuya posicién dependers del coeficiente de difﬁ-
sién del antfigeno y del anticuerpo, de sus respectivas con-

centraciones y del tiempo.

"Esta técnica permite analizar un extracto
antigénico frente a un inmunosuero hombélogo, y es de gran
utilidad para el estudio de las posibles comunidades e iden-

tidades de las fracciones antigénicas.

IV.D.1.a. Preparacién del ael de adarosa.

Previamente se preparé el tampbn de veronal
azida de sodio (pH 8,6), cuya composicibn es la siguiente:



56

Dietil barbiturato sbdico (veronal s6dico)...9 g.
Azida de s50diOeeseececccccccssevecssoesseee0,5 ge
Acido clorhfdrico 1 NuiieeessesessaessassaaaalO ml,

AQUA deStiladaeeeseecocesesaceanassssesesl 000 ml.

Se disuelven 10 g. de agarosa en 1,000 ml. de
agua destilada y desionizada, a .80-90°2C., durante 30 miﬁutos,
al bafio maria. A esta =0luciébn se afiaden 1.000 ml., de tampén
veronal azida de sodio (pH 8,6), acitando ligeramente mien-

tras se efectia la mezcla.

La solucién de agarosa, asi{ preparada, podfa
utilizarse inmediatamente o conservarse, a 492C., distribuida

en tubos cerrados, en €l refrigerador.

IV.D.1.b. Prenaracibdn de las placas.

Las placas utilizadas eran portaobjetos. de
7,5 X 5 cm. ﬁreviamenté se desengraéaban hirviéndolos en
mezcla crémica (30 g. dé dicromato potdsico; 700 ml. de ‘
fcido sulfirico concentrado; 300 ml. de agua destilada). Se
decantaba la ‘solucién una vez enfriada y, los portaobjetos
se lavaban con abundante agua corriente y, después, con agua

destilada. Se conservaban sumergidos por completo en acetona.

Los portaobjetos se secaban con una toallita
de celulosa y, sobre cada uno de ellos, se depositaban 6,5
ml. de 1la solucidn de agarosa caliente, procurando que la
gelificacibén se efectuara sobre una.superficie horizontal

perfectamente nivelada.

A continuacibn, se practicaban las excavacio-

nes con un tubo de vidrio. Los discos de agarosa, una vez

M
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cortados, se extrafan aplicando una ligera presién negativa

en el interior del tubo.

La disposicién y tamafio de las excavaciones
Fué 1a siguiente: una excavacién central de 12 mm. de dié-
metro y seis en roseta de 6 mm. de difmetro. La distancia

entre el pocillo central y los periféricos era de 8 mm,

) Este dispositivo se dibujaba en papel mili-
metrado, con el fin de poder disponer, en sucesivos ensayos

de un modelo o patrén de idénticas medidas.

Antes de sitnar los antf{genos y el inmuno-
suero en las €xcavéciones,so depositaba en el fondo, une
pequefia gota de 13 solucibén de agarosa fundida, para que
175 soluciones no se filtrasen entre la capa de gel y la

superficie de la 13mina de vidrio.

IV.D,1T.c. Llenado de las excavaciones con los extractos

anticénicos v el inmunosuero.

Los extractos antigénicos liofilizados se
disolvieron en tampén veronal azida de sodio (pH 8,6), a
concentraciones apropiadas. Con ayuda de tubos capilares.o

pipetas Pasteur se procedfa al llenado de las excavaciones.

Situfébamos en el pocillo central el inmuio-
suero y, periféricemente, 1las diluciones de los extractos

antigénicos.

IV.D.1.d. Perfodo de incmbaciédn.

Los‘portaobjetos preparados se introducfan
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cuidadosamente en placas de Petri. Se afiadfan, sobre el fon-

do de cada placa, unos 2 ml. de solucién de azida de sodio
Al 1% nmara inhibir el crecimiento bacteriano, a 1~ vez que
se concequia mantener cierto grado de humedad que evitaba

1a evanoracién del contenido de los pocillos.

Las placas de Petri cerradas, se incubaban
A 279C,; 1as 1fneas de premipitacién se Form-ban a lzs 18 =

24 horas de incubacién. .

IV.D.1.e. lL&avado v secado.

Lo portaobjetos se lavaban en solucién sa-
liha al 0,9%, durante 48 horas. Se secaban con papel What-
man n? 1, cuidando de eliminar.las Burbujas de aire entre
el gel y el papel. Una vez secos, el papel se humedecfa
con aqua destilada y se desprendfa de la superficie de los'~
portaobjetos. Al conseguirse la evaporacién del agua que
contenfa el gel, quedaba adherida a 12 1&mina de vidrio
una fina pelfcula, con las lineas de precipitacién fijzdas.
En estas condiciones, 1los portaobjetos podfan someterse a

las técnicas de tincién.

IV.D.1.f. Tincién.
Los portaobjetos se sumergfan durante 2 ho-

ras en una solucién que contenfa:

Negro amida 10 B.isseeesesseel ge
MetanoOleeeeeseocsecessenssesdI0 ml,

"ACido 3CEtiCO.eesvesveeesssi0 ml.

»



A continuacién se lavaban durante treinta
minutos en solucién de %cido acético al 5%. Por dltimo,
se eliminaba el 4cido con varios cambios de agua destila-

da.

Las placas se secaban al aire, o en estufa

Iv.D.1.g. Lectura.

Se realizd de acuerdo con 1as cuatvrc reac-—
ciones tipo descritas por Ouchterlony (1.949, 1.962, 1.967,
para un sistema de. tres elementos, consistente en dos mezclas
antigénicas que difunden a partir de dos excavaciones y, w .
inmunosuero desde un tercer pocillo, para llegar a formar las

1fneas de precipitacién correspondientes.

Durante la difusibén se pueden producir modi-
ficaciones en la regularidad de las lfneas de precipitaciér,
en el casé de que existan relaciones serolégicas entre 1los

antfgenos.

En la lectura de estas placas podemos encon-

trarnos con cuatro casos diferentes (figura 2): -

Reaccidn tipo I.- También denominada de ider-

tidad completa o de fusién coﬁpleta de 1as 1{neas de preci-.
pitacién. )

'Cuando dos ant{genos =on idénticos o tienen
determinados grupos antigénicos en comin y, el inmunosuero
contiene finicamente anticuerpos frente 2 esas fracciones an-
tigénicas comunes, las 1fneas de precipitacién se Funden por

completo en la zona central. Fn ciertas ocasiones, los inmu-
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FIG. 2.- Reacciones tipo que pueden obscrvarse al
efectuar la lectura de las placas de inmunodifu-

sién, por la técnica de Ouchterlony.

.
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nocomplejos pueden dar lugar a cierto grado de difusién y

producir falsas inflexiones.

Reaccidn tipo II.- Conocida con el nombre de

"reaccién de no identidad".

En este caso, existe interseccibén de los do:
arcos de precipitacién. E1 antisuero contiene anticuerpos
diferentes frente a ambos antfgenos, no existiendo ninguna
rel~acién entre los anticuerpos que intervienen en la reac-

cién.

Reaccién tino TII.- Denominada "reaccién de

identidad parcial” (Jennings y Kaplan, 1.960).

Esta reaccién tiene lugar entre dos solucio-
nes antigénicas qu~ comparten alqunos determinantes antigé-
nicos pero poseen otros propios o especi{ficos. En conse~
cuencia, significa que existe cierto grado de relacién en-

tre 1los antfgenos, pero que &sta no es idéntica.

Reaccibn tino IV,.- También conocida con la

denominacién "reaccibén de inhibicién".

) Fste modelo se observa cuando‘pxisten ant{-
genos mul%tivalentes o fracciones antigénicas con determi-
nantes diferentes. En este caso, el inmunocomplejo se deter-
mina por la forma en que difunden los antfgenos comunes y la
inflexién producida por los grupos antigénicos que sélo veli-
cula uno de los antfgenos. La forma y localizacibén de las
1fneas de precipitacién depende de la concentracién inicial
de los reactivos y de-sus respectivos coeficientes de difu-

sidén.
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IV.D.2. Inmunodifusidn radial, seain le técnica de Man-~

cini (1.964).

Este método se basa en el principio estable-
cido por Oudin (1.946), para la difuc<ién en una sola dimen-
sién. Se emplea para la estimacién cuantitativa de protef-
nas. Bajo las condiciones de la prueba, el 8rea o cuadrado
del difmetro del precipitador fFormado, durante la inrunodi-
Pusibén del antfceno en-el seno del medio gelificado con el
inmunosuero incorporado, estd en relmcibn directa con la

concentracién del ~ntfgeno.
IV.D.2.2. Técnica.

La solucién de agarosa al 1% en tamp&n de
veronal azida de sodio (pH 8,6), se preparaba de igual Ffor-

ma que en la técnica de inmunodifusién de Ouchterlony.

Fl inmunosuvero y la suvlucién de agarosa se
llevaban a un bafio a 502C. y, en un tubo de vidrio coloéa-
do en el mismo bafio, se pipeteaban 6,5 ml. de la solucidén
de agarosa y de 0,2 a 0,6 ml. del inmunosucro, seqfin 1a
concentracién deseada. La mezcla se agitaba suavemente, evi-

tando en 1o posible la formacién de burbujas.

A continuacibn, se vert{a esta mezcla en un
portaobjetos (7,5 X 5 cm.), colocado sobre una superficie

horizontal perfectamente nivelada.

Mientras se producfa 1la solidificacién del
medio, se hacfan las diluciones del extracto antigénico en

tampén veronal azida de sodio (pH 8,6).

»
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Solidificada ia mezcla inmunosuero-agarosa
se cortaron los pocillos con un tubo de vidrio de 2,5 mm.
de didmetro. Después de extraer los discos cortados, se
llenaban las excavaciones con micropipetas, poniendo ‘en
cada una 7 microlitros de las distintas diluciones del

extracto antigénico.

Los portaobjetos as{ preparados, se intro-
ducfan en placas de Petri, que contenfan en su fondo, unos
2 ml. de solucidn de azida de sodio al 1%, que evitaba la

contaminacién bacteriana y mantenfa la humedad apropiada.

Las placas se ipcubaban en estufa a 252C..
Iv.D.2.b. Lectura.

Todos los dfas, se medfan los di&metros de
los halos de precipitacién. Cuando las medidas permanecfar .
constantes durante 48 horas, se daba por terminado el pro-
ceso de difusibén, que duraba por término medio de 6 a 7
dfas.

Como el 4rea. o el cuadrado del dilmetro del
halo de precipitacién es directamente proporcional a la
concentracibén del antfgeno e inversamente proporcional a la
concentracibén del inmunosuero, se puede hacer una curva pa-

trén que relacione estos pardmetros.
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IV.E. FELFCTROFORESTS. STYPLE FN GFL DFE POLTACRILAMIDA, SF—

GUN LAFMLI (1.970), MODIFTCADA POR LEFR Y ©0l..,(1.975).

Bésicamente consiste en someter, la sus- -~
tancia a estudiar, a 12 accidn de un campo eléctrico en el
que la protefna en solucién tampén émigraré hacia uno de los
electrodos, cuando pase'una corriente’ continfia a través de
la solucifn, siempre que esta operacién se efectlie a un pH

adecuado.

Entre los factores que rigen la movilidad
pucden mencionarse: carga, peso y forma de las perticulas;
concentracibn, fuerza ibnica y viscosidad del cel empleado;
carficter e intensidad del campo eléctrico; pH y termperdatura

del solvente.

) De acuerdo con estos factores, cada componen-—
te protéico presentard una determinada zona de emiqaracién

electroforética,

IV.E.1. Preparacidn de los deles.

Solucidn A (adel separador, con un 10% de acri-

lamida), cuya composicién fué la siquiente:

Solucién de acrilamida (22,2 g. de acrilamida;
0,6 g. de NN'metilen bisacrilamida; 100 ml. de

aqua AESti1adA) eeoseecrasansannnosessaanssaneesel8. ml,

Tampén 1,5 Tris-ClH, con 0,4% de SDS (dodecil

sulfato s8dico), PH 8,8..0cecesssacesasesssansss10 ml,

Solucibén de persulfato aménico al 1%.eeeeesescacsl ml,



65

Agua destilada y desionizadacececesscssoscesss11 ml,

TEMFD (NNN'N' tetrametiletilenodiamina).....0,03 ml,

Solucién B (gel de apilamiento o de darga,

con un 3% de acrilamids), de composicién:

Solucibn de Acrilamidaeeessssescessssesesess0,66 ml,
Tampén 0,5 M Tris-C1lH, con un 0,4% de SDS,
(PH 6,8)ecenccecscscssesscncsncnssnnnconsessl,25 ml,

Solucién de persulfato ambnico al 1%...eeeess0,1 ml,
Aqua destilada y desionizadaceiceeccsesesccesass3d ml,

TEMED 4 s v e eeevonsasennsossacosnnnanscnsastss0,01 ml,

IV.E.2, Prenar~ciédn de 12 muectra.

Se hizo segln la técnica de Veber y Osborn,

(1.969).

Se pesaban 72 mg. de extracto antigénico
liofilizado y se disolvifan en 15 ml. de agua destilada y
desionizada. Se afiadfan 0,2 g. de SDS y 1 mg. de DTT (Di-

tiotreitol).

La solucién se incubaba a 402C., durante
treinta minutos. Terminada 1la incubacidn se adicionaba
igu21 volumen de una solucién de qlicerol al 60%, para in-

crementar 1la densidad de 1a solucién de protefna,

IV.E.3. Dicposicién de 1os aelea v de 1a muestra,

Tubos de vidrio de 80 X 8 mm., se llenaron
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con 12 colucibn A (gel de separacidn), hasta unc altura de
unos 5 mm. del extremo'suporiof del tubo. 1A solucibn se
depositaba cuidadosamente, dejgndoln deslizar por 1as pare-
des, con €) ffn de que no rparecieran burbujas de ~ire en

su interior. Inmedintamente despubs, se adigion~ban dos go-
tas de agua destilada, para evitar 12 formacién de un menis-

co chbncavo..

Se esperaba su completa polimerizacidn (1 ho-
ra a temperatura ambiente) y, se eliminrba el acua ~fi~dida
invirtiendo los tubos y secando con ayud~ de una tira de pa-

pel de filtro.

A écontinuacibn, se adicionaba 12 solncién B
(7€l de apilamiento), hasta una altura de unos 3 mm. del
extremo supcrior del .tubo y se segufan los mismos pasos an-
teriormente descritos de adicidn de agua, polimerizacién

completa v eliminacién del agua aftadida.

Por ﬁltimo, en cada tubo se colocaba una so-

lucidén que contenfa:

MercaptoetanNOlecesscsssescosscccsccsssnesd 1o
Tampén de fosfato sédico 0,01 M.(pH 7)..50 1.
Solucién de azul de bromofenol al 0,05%..3 1.

MUEStYAceeoearsesvsansrsscsessnsssscesnsnedd 1.

IV.E.4. Perfodo electroforético.

. . »
Los tubos de widrio con los geles y la mues—

tra se introducfan en tampén pH 8,3 (0,3% de SDS; 0,192 M
de glicina y 0,025 M Tris).
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Un generador de tensién Canalco 1.200 equi-~

. pado con una fuente de alimentacién de la misma firma, per-
mit{a regular la intensidad entre 1 y 60 mA., y pfaporcio~

nar as{ la corriente continua necesaria para realizar la

€lectroforesis.

Inicialmente, se aplicd una corriente de 1
mA. por gel, hasta que el azul de bromofenol emigraba, atra-
vesando completamente el gel de apilamiento (20 minutos).
Después se aplicaron 2 mA. por gel, hasta el final de la

electroforesis (4 horas, aproximadamente) (figura 3).

IV.F.5. Tincién vy conservacidn,

Finalizado €l desarrollo electroforético, se
retiraron los geles de los tubos inyectando aqgua destilada

entre €l gel y la pared del tubo. P

Los geles se colocaban en tubos de ensayo y
se tefifan con una solucién que contenfa: 0,4% de azul bri-
llante de Coomassie; 50% de metanol y 9,2% de Acido acéti-

co, dejidndola actuar durante doce horas.

Pasado este tiempo, se sumergfan en una so-
lucibdn de metanol al 50% y &cido acético al 93,2%, durante

ocho horas para conseguir su decoloracién.

Por Gltimo, los geles s€ conservaban en una
solucién de metanol al 5% y Acido acético al 7,5%, hasta el
momento de proceder a su lectura en un densitémetro 6ptico

Joyce Loebl, modelo Chromoscan 1.967.



68

FIG. 3.- Reproduccién Ffotografica de electroforesis
en gel de poliaérilamida, efectuadas con un sistema
CANALCO 1.200. A partir de ellas sé obtuvieron los
trazados densitométricos y diagramas correspondien-

tes a los diversos extractos antigénicos.



IV.F. INMUNOFLFCTROFORESIS FN AGAROSA, SFGUN 1.A TFCNTCA TF

GRAPAR (1.253), MODIFICADA POR SCHF IDFGGFR (1.255).

Fsta técnica fué inicialmente desarrollada
nor Grabar y Williams (1.953). Se trata de un procedimienty
en el que se combina la separacién flectroforética de los
componentes. de una sustancia o broteina compleja y, la téc-
nica de inmunodifusién de Ouchterlony, que permite la pre-
cipitacién eapecifica de las fracciones, cuando difunden

frente a un inmunosuero en un medio celificado.

TV.F.1. Flectroforecic simnle en agarosa (pH 8,6).

La preparacibén del gel de agarosa, la lim-
pieza y conservacién de las placas se efectuaba de 1a mis-
ma Forma que en 1a técnica de inmunodifusién de Ouchterlo-

ny, modificada por Chordi y Kagan, (1.964).

IV.F.1.a. Pren=racidén de las nlacns,

Sobre una hatea portaobjetos ( SAF-2574), s:
ponfan unas gotas de agua para formar una pelicule completi
bajo los portaobjetos, evitando asf, que 1la agafoaa fundid

se depositara entre 1a batea y los portaobjetos.

A continuacién, se colocaban en 1n hatea, ocho
portaobjetos de 7,5 X 2,5 cm., previamente secados con toa'li-

t2 de celulosa.

La batea con los portacbjetos se situaba solre

un: mesa niveladora (SAF-2568). Se vertfan SO ml. de solucén
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de agarosa fundida y se pasaba sobre e€lla un filzmento me-
t&lico, con €l fin de eliminar el exceso de agarosa y ase~

gurar una capa de gel Fina y uniforme.

Se de jaba que la ~garosa gelificase completa-

mente, antes de retirar 1a batea de 1a mesa niveladora y, se

proredi~ seguidamente, al corte de los pocillos y ranuras:

Se utilizd €l cortador patrédn Skandon (SAF-
2580), adaptado para cortar la combinscién de 3 pocillos de
1 mm. de didmetro y 2 ranuras de 60 X 1 mm. (véase Ffigura 4).

La separacidn entre pocillos y ranuras era de 3 mm.

También se cortd una €XCPV3?16H auxiliar de
1 mm. de difmetre, préxima al borde superior del pnrtaobje-
tos, donde <€ coloceba €l azul de bromofenol, que al eﬁigrar
visiblemente, se empleaba como control del tiempo del proce-

co de electroforesis.

La agaro<a cortada correspondiente a los po-
cillos se extrafa por medio de un~ pipeta Pasteur a la que

se aplicaba una presibn negativa.

IV.F.1.b. Dispnocicidén de los extractos antiacénicos.

La batea con los portaobjetos se coiocé en
l1a cubeta de electroforesis, teniendo 1a precaucidn de que
€l tampdn veronal azida de sddio cubriese 1os electrodos, vy
de que los puentes de papel Whatman n? '3, humedecidos en el
propio tampén, quedacsen perfectamente'adheridos a los porta-

objetos cubiertos con €l gel de agarosa..

A continuacién, se depositaba en cada pocillo,

un microlitro de la soluciédn del extracto antiaénico, en

»
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alb, .bovina O

. —0 dextrano

FIG. 4.- Modelo de portaobjetos de inmunoelectro-

foresis y placa control de electroforesis. -
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.

tampén veronal azida de sodio (pH 6,6), que interesaba so-

meter A €]€Ctr990resis{

Fn €l pocillo auxiliar se depositaba una co-

ta de =0lucibn de azul de bromofenol al 0,05%.

IV.F.1.c. Perfodo ele~troforético.

Se empled €l agenerador de tensién Shandon
modelo 1-77 (SAF-2761), que puede utilizarce 2 voltaje cons-—
rante (entre 0-300 voltios), o a corriente constante (entre

0-80 mA.). :

F1 aparato se ajustd hasta conseauir uné di-
ferencia de potencial de 6 voltios por cm. que se medf{an en
los extremos de los portaohjetos con un potencidmetro, y dque
al utilizar portaobjetos de 7,5 X 2,5 cm. representaba un

total de 45 voltios.

Fl paso de la corriente se mantenfa hasta que

el azul de hromofenol llegase a 1 cm. del borde anbédico del
portaobjetos y, €n ese momento, se daba pbr terminada la
emigracién electroforética., La duracibn, en nuestro caso,

fué de unas 4 horas.

TV.F.2, TIrnmnodifusidn en acarosa (HOH §,6).

IV.F.2.a. Técnica.

Una vez concluida la electroforesis simple,.
de acuerdo con la técnica de referencia, se afiadfa, en la

trinchere longitudinal de los portaobjetos;.el inmunosuero
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preciso para completar el sistema,

A continuacién, los portaobjeto§ se introdu-
cfan en placas de Petri, afiadiendo a cada una, 2 ml. de so-
lucién de azida de sodio al 1%, para inhibir el crecimiento
bacteriano y conseguir un cierto grado de humedad que evite

1la evaporacién del inmunosuero.

Se dejaba que la difusibn durara 18-24 horas,
.a 379C., hasta que llegaban a visualizarse los arcos de pre-

cipitacién.

Las etapas correspondientes al 1avédo, seca-
.do y tincién de las placas, eran anflogos a-las descritas

en el método de inmunodifusién.

IV.F.2.b. Cllculo de 1as movilidades electroforéticas.

1) Absolutas.- Fn primerllugar, se determi-
nahba €l desplyzamiento de cada fraccibn antigénica desde el
pocillo en €1 que <e habfa depo=itado el extracto antigéni-
co. Para ello, se calculaba el centro de cada ar¢o. lLa dis-
tancia, medida en milimetros, entre 1a proyeccién del cen-
tro de cada arco y el centro del pocillo, se consideraba

como desplazamiento. ’

Cuando la inmunoelectroforecic se 1levaba a
cabo en un gel como el agar o la agarosa, que no son eléc-
tricamente neutros, aparece un fenémeno de electroend§cmo-
sis, representado por una fuerza de contracorriente que va
del polo positivo al negativo y, por lo tanto, en sentido_

opuesto al de la emigracién electroforética.’



Ac{, el punto de partida o "punto cero" seri
nauél en el que sf sitlie una sustancia inerte, inmévil en
un camno eléctrico, que se desplaza al polo nea~tivo por
efecto de 1a electroendbdsmosis, La sustancia inerte utili-

zada en este trabajo fué el dextrano.

Las movilidades absolutas (M.A.), de cada
componente antigénico se calculaban en razén de su despla-
zamiento real, de 1a intensidad del campo eléctrico (vol-
tios por cm.) y del tiempo, en sequndos, que durd la elec-

.

troforesis, de acuerdo con la férmula:

Desplazamiento real (cm.)

M.A, =
voltios/cm. X sg.

Como la cifra resultante era muy peduefia,

para uso normal, las unidades M.A, se multiplicaban por
100,000, De esta forma se expresaron en:

-5 2

10 cm.

Voltios X sg.

En nuestro caso, el campo eléctrico era de.
€-voltios por cm. y la electroforesis duraba 4 horas apro-

ximadamente (14.400 sg.).

2) Relativas.- Las movilidades relativas
estin referidas a otra sustancia de movilidad constante y
conocida, que puede servir de referenciad. Fn nuestro tra-

bajo, esta sustancia Fué la seroalbfiimina bovina.

La movilidad relativa en relacién con 1la

seroalbfimina (Ux /U ), viene expresada por el cociente

alb.

74

obtenido al dividir el desplazamiento réal de cada componente
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-(Ux) por el desplazamiento real de la albimina Ualb .

3) Porcentuales.-~ Si la distancia entre 1la
posicién del dextrano y la pdsicibén de la seroalbinina bovi-
na es la movilidad de la albdmina, que consideramos -equiva-
lente al 100%; el cllculo de la movilidsd electroforética
relativa a la albimina bovina puede consequirse utilizando
la férmula siguiente:

B-D
X 100%
A -D .
Con lo cual, expresamos la movilidad relati-

va a la seroalblimina bovina en porcentajes.

B, es la distancia desde 1a proyeccién del
centro del arco de la banda de precipitacién hasta el po-

cillo de partida del antfgeno.

D, es la distancia recorrida por el dextrano

desde €l pocillo correspondiente hasta su nueva posicién.

A, es la distancia recorrida por la albimina
desde el pocillo hasta su nueva posicién después de la elec-

troforesis (figura 5).

IV.G. CARACTFRIZAGCTON INMUNOOUIMICA DF LAS FRACCTONFS DFL
INMUNOFLFCTROFFROGRAMA . '

La técnica de inmunoelectroforesis permite
~estudiar no s6lo los componentes inmunoelectroforéticos y
sus movilidades sino que ademds €s compatible con la utili-

zacibén de tinciones inmunoquimicas que den informacidén



O A
S D E]

cxtrano ’
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FIG. 5.~ Esquema correspoundiente a las posiciones de la
fraccién inmunoelectroforética, albimina bovina y dex-

trano para calcular la movilidad porcentual.

A, distancia recorrida por la albfimina desde el pocillo

hasta su nueva posicién, después de la electroforesis.’

B, distancia desde la proyeccién del centro del arco de’

la banda de precipitacién hasta el pdcillo de partida

del antfgeno.

D, distancia recorrida por el dextrano desde el pocillo

correspondiente hasta su nueva posicién.

»
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sobre la composicién de los inmunoprecipitados.

IV.G.1. Tincién de clicoprotefnas.

Seleccionamos el método de NADI (alfa-naftol
dimetil p-fenilendiamina), por la sencillez y eficacia de

1a técnica.
IV.G.1.a. Reactivos.

1.~ Acido periédico al 1% en tampén de acetato de

-sodio 0,2 M.

2.- Clorhidrato de hidroxilamina al 10% en tampén

de Acido acético - acetato sbdico 0,2 M. (pH 4,3).

3.- Solucién de alfa-naftol 0,01 M. (144 mqg. de
alfa-naftol en 100 ml. de solucién 10~ % M. de 4cido etilen-
diaminotetraacético o FDTA, dque se prepara disolviendo 2,9
mg. de 4cido Titriplex IT en 100 ml. de agua destilada,
ajustando el pH a 6,1-7,0 con NaOH.

4.~ Solucién de p-fenilendiamina 0,01 M. (216 mg.
en 200 ml. de EDTA). '

5.~ Agua oxigenada 0,1 M.

6.- Solucién NADI (10 ml. de reactivo 3; 10 ml.

de reactivo 4; 2 ml. de reactivo 5).

IV.G.1.b. Técnica. N

Los portaobjetos, una vez desecados, se intro-
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ducen en la solucién dé'clorhid;ato de hidroxilamina duran-<
te .quince minutos. A continuacién, se lavan en agua corrien-
te otros quince minutos. Se sumergen en solucién de Acido
peribdico diez minutos vy, seguidamente, en solucién ﬁADI
durante otros diez minutos. Por iltimo, se lavan eﬁ agua

destilada diez minutos.

Los protaobjetos’ se sécan, bajo papel de fi]-

tro, en estufa a 37°..

IV.G.2. Tincién de lipoprotefinas.

Fmpleamos para ello el método del Sud4n

Negro.
IV.G.2.a. * Reactivos.

1.- Solucién saturada de Sudin Negro (1 g. en me-
tanol al 60%). Se mantiéne en agitacién a 379C., durante 16

24 horas y, despubs de enfriar, se Ffiltra.

2.~ Etanol al 50%.
IV.G.2.b. Técnica.

Las placas se sﬁmergian durante .dos horas eﬁ
1a solucién de Sudin Negro, procurando que no se produzca
evaporacién. A continuacién, se lavaban dos veces, durante
quince minutos, en etanol al 50% y se secaban en estufa a -+
379C. ' ' ’
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IV.H. HEMAGLUTINACION PASIVA, SFGUN LA TFCNICA DF LEVIS,

(1.9261).

Fsate método permite efectuar.la reaccién con
hematies tanizados, consiquiéndose asf, estandarizar la prue-
ba y sensibilizar, de forma éptima, los glébulos rojos con

la solucién antigénica.
IV.H.1. Reactivos.,.

a.— Hematfes de carnero en solucién Anselver al

80% (0,55 g. de &cido cftrico 1 H,0; 20,50 g. de glucosa

anhidra; 8 g. de citrato de sodio 5 H?O; 4,2 g. de cloruro
sédico; 1.000 ml. de agua destilada).

b.- Suero fisiolégico al .0,85%.
c.- Fosfato disédico 0,15 M.
d.- Fosfato monopotisico 0,15 M.

e.~ Tampén pH 7,2 (un volumen de reactivo d y tres

voléimenes de reactivo c).

f.— Tampdn pH 6,4 ( un volumen de reactivo c y

tres voldmenes de reactivo d).

g.— Tampbén pH 7,2 con 0,6% de suero de conejo nor-

mal inactivado a 569C., durante treinta minutos.

IV.H.2. Lavado de los hematfes.

-Los hempatfes de carnero en solucién Anselver

al 80% se conservaban en el refrigerador a 4°C.. Si se ob-
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servaba una buena sedimentacién se utilizaban a partir del

dfa siguiente.

Se tomaban 0,5 ml. de hematf{es y se lavaban
cinco veces, en 9,5 ml. de tamén pH 7,2, mediante ceﬁtrifu—
gaciones sucesivas. A continuaciénl se centrifugabé nueva-
mente a 1.000 r.p.m., durante éinco“minutos y se decantaba
el sobrenadante. Por Giltimo, los hematfes se resuspendfan
en 2 ml. de tampén pH 7,2 y, de este modo, quedaban prepa-

rados paraz la siguiente operacién.
IV.H.3. Tanizacién.

) Se emplearon dos soluciones de 4cido ténico
1/30.000 y 1/40.000, en tampén pH 7,2.

La suspensién de hematies y la dilucién de
&4cido ténico se enfriaron, en bafio de hielo a 29C,, duran-

te cinco minutos.

"A 3 ml. de la suspensién de hematfes se afla-
dfan 3 ml. de la solucién de 4cido ténico fria. Una vez
mezclados, sé dejaba en bafio de hielo durante quince minu-

tos, agitando suavemente cada cinco minutos.

Finalizada la tanizacién, se centrifugaba
a 1.000 r.p.m. durante siete minutos. F1 Sobrenadante se
decantaba y el sedimento de cada tubo se lavaba con 10 ml.

de tampén pH 7,2 enfriado a 292C.

Después de una iltima centrifugacién, igual,
a la anterior, se efectuaba la resuspensién final en 3 ml.

de suero fisiolégico. .
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IV.H.4. Sensibilizacién.

El extracto antigénico liofilizado se dilufa
al 1/5, 1/10 y 1/20 en tampén pH 6,4. A continuacién, se
affadfan 3 ml. del extracto antigénico diluido, en cada tubo
de hemat{es tanizados y se incubaban, en bafio marfa, a 379C.
durante treinta minutos, agitando cada cinco minutos. Dés—
pués, se cehtrifugaba a 1,000 r.p.m. durante siete minutos.
y, el sedimento se lavaba dos veces en tampén pH 7,2 con
0,6% de suero de conejo normal inactivado. Por dltimo, se
resuspendfan en 3 ml. de tampbn pH 7,2 con 0,6% de suero

de conejo normel inactivado.
IV.H.S5. Reaccién.

- Se efectuaban diluciones prodgresivas de 1os
inmunosueros problemas, en tampén pH 7,2 con 0,6% de suero

de conejo normal inactivado, en placas Perspex.

Se afiadfan en cada excavacién una o dos go-
tas de hemat{es sensibilizados y se agitaba. A los diez mi-
nitos se repetfa la agitacién y se dejaban a la temperatura

ambiente. Se procedfa a la lectura a las 4 y 24 horas.

IV.H.6, Lectura.

Se consideraba patrén de positividad (+),
cuando el sedimento era abierto y ocupaba todo el fondo de
1a excavacién, o bién, cuando se iniciaba un reborde, pero-

segufa ocupando 1a mayor parte de 1la excavacién.



Patrén dudo<o (F), cuando se apre~iaba 1na

imaaen de anillo abierto o cerrado.

Patrén negativo (=), cuando se formaba un

sedinento o botédn compacto en €l fondo de la excavacién.

IvV,H.7. Controles.

Se inclufa un suero control negativo que
debfa mantener su negatividad en la prueba, paras que ésta

se considerara como vélida.
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CAPITULO V,

RISULTADOS Y DIGCUSION.

V.A. TITULOS DE PRECTPITINAS ALCANZADOS EN EL PROCESO DE

HIPERINMUNIZACION, EFECTUADO EN CONETQS, POR INOCU-
LACION PARENTERAL DE LOS DIVERSOS EXTRACTOS ANTIGE-
NICOS.

De acuerdo con la tabla II y, como era de
esperar, en ninguno de los quince conejos utilizados se
detectaron precipitinas o reacciones antfgeno-anticuerpo
inespeci{ficas frente a los diversos extractos antigénicos.
En consecuencia, todos los animalks se consideraron aptos
para iniciar el. proceso de hiperinmunizacibn, al.ser nega-
tivas todas las pruebas de precipitacién realizadas a par-

tir de la sangrfa inicial So.

Es conocido el hecho de que, el perfodo de
latencia o induccién, después de cada inyeccibdn, durante '
el'cual no es posible detectar o determinar incrementos
de anticuerpos en la sangre circulante, varfa desde al-
gunas horas a varios dfas (Carpenter, 1.975). Estas dife-
rgncias dependen, del tipo de antfgeno utilizado, de la
especie animal inoculada y de la via de administracién
(Proom, 1.943). Para Kaminski (1.957), también influye la

adicibén de adyuvantes al extracto antigénico.

El adyuvante de Freund, ya sea completo o
incompleto, incrementa la inflamacién local y, en conse-
cuencia la proporcibén de macrdFfagos. Este fenbmeno es pre-

vio al incremento de linfocitos que serian los principales

R1
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TABLA I1I

Tftulos de precipitinas, alcanzados a los largo
del proceso de hiperinmunizacién en el conejo, frente a
los diversos extractos antigénicos inoculades, por preci-

pitacién en tubo capilar, segln Swift-Wilson-Lancefisld.

Sangrias Reciproco del titulo de precipitinas

parciales. PSC PSPO PSP pPSCA PsSB
50 0 0 0 0 0
51 1.024 1.024 512 - 512 256
52 4,096 2.048 1.024 1.024 512
53 4.096 4.096 2.048 1.024 .1.024
SF 8.192 4.096 2.048 1.024 1.024

S.t Sanaria parcial antes de la 12 inoculacidén.

5. : Sangrfa parcial antes de la 48 ipoculacidn.
S,t Sanqria parcial antes de la 82 inoculacién.
S3¢ Sangria pércial antes de la 122 inoculaciédn.
SF: Sangfia final, despufs de la 152 inoculacién.
PSC: Protefna soluble de carne de cerdo.

PSPO: Proteina soluble de carne de pollao.

pPsP: Proteina soluble de carne de perro.

psCA: Proteina soluble de carne de caballo.

psB: Protefna soluble de carne de vaca.
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productores de anticuerpos naturales.

Para Dave y col., (1.965), podrfa formular—
se la hipbtesis de que la respuesta org’nica a la presen-
cia de adyuvante serfa de naturaleza secundaria. E1 aumen-
to de la concentracidén de los anticuerpos naturales se de—

berfa a:

a) La répida proliferacién de las células linfoides que
producirfan mfs anticuerpos naturales.

b) La liberacién y paso de este tipo de anticuerpos a la
circulacién general, por destruccién de las células

linfoides o modificacién de su permeébilidad.

Svet-Moldavsky y RaFfkina (1.963), han de-
mostrado que al inocular ratas con adyuvante de Freund se
produce'un incremgnfo de las células plasmiticas de los
nédulos linfoides. De acuerdo con esta nipbtesis, serfia
posible la transferencia pasiva del efecto. del adyuvante,
al inocular un nuevo animal con un extracto antigénico-
unido al suero obtenido de ratas inoculadas nicamente

con adyuvante.

Por otro lado, Humphrey (1.963), seflala el
hecho de que en conejos inyectados con adyuvante de Freund, -
se producfa un aumento de 12 concentracién de gammaglobuli-

nas circulantes.

El empleo de adyuvante completo de Freund es
recomendable, adem&s de por las acciones celulares y humo-
rales descritas, por el incremento del nivel de inmunizacién, ”
especialmente cuando la concentracién de protefna de extrac-

to antigénico es inferior al 5% (p/v) (Clausen, 1.969).
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Finalmente, dado el objeto de nuestro:tra-
bajo, consideramos mu} positiQamente 12 utilizacién de
adyuvante completo, ya que segdn Kabat y Mayer (1.961),
aumenta la antigenicidad de los componentes menores; asiA
como di lugar a la posible deteccién de un mayor nfimero

de reacciones cruzadas (Dawe y col., 1.965).

En las condiciones experimentales de nues-
tro trabajo, conseguimos un tftulo de 1/1.024, a los doce
dias, en el caso de los extractos antigénicos PSC y PSPO;
a los veintiocho dfas para PSP y PSCA y, necesitamos pro-
longar <1 perfodo de hiperinmunizacién a cuareﬁta y ocho

dias para el extracto antigénico PSB.

La sangrfa final (SF) y, por lo tanto, la
recogida de los inmmunosueros, que se emplearon para este
trabajo, se efectud, en todos los casos, a los sesenta y
dos dfas de la primera inoculacién. No obstante, el pro-
ceso de hiperinmunizacién fué mis eficaz cbn el extracto
antigénico PSC, mientras que con los antfgenos PSCA y PSB,

la respuesta de anticuerpos fué mis débil (tabla II).

Creemos que estas diferencias dependen de
las carécteristicas éspeciales de cada~extracto antigénico
y de lés variaciones individuales de los animales utiliza-
dos para el proceso de hipetrinmunizacién. En este sentido,
nuestros resultados estén de acuerdo con Dray (i.960) que,
afirma que, las similitudes antigénicas entre diferentes
especies pueden dar lugar a Fenémenos de inmunotolerancia
hacia algunos antigenos,'que producirfan una respuesta in-

suficiente. -

Hemos elegido el método de precipitacién en
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tubo capilar, para controlar los niveles de anticuerpos,
a pesar de que se trata de una técmica de escasa sensi-

bilidad (Carpenter, 1.975), por dos razones fundamentales:

a) La metodologia a emplear en el anélisis.de los extrac-
tos antigénicos (inmunodifusién doble, inmunodifusién
radial e inmunoelectroforesis), se basa en la propia

reaccibén de precipitacién,

b) Se trata de determinar, niveles de anticuerpos en sueros
obtenidos por hiperinmunizacién y, en consecuencia, incluso
la técnica de precipitacién puede tener sensibilidad sufi-

ciente para ello.

VeB. ELFCTROFFROGRAMAS OBTEMNIDOS EN GEL DF POLTACRILAMIDA
CORRESPONDIFNTES A LOS DIVERSOS EXTRACTOS ANTIGENICOS.

En las tablas III y IV se puede comprobar que
el niimero de bandas diferenciadas de los diversos extractos
antigénicos varfa entre diez y trece. Ramdass y Misra (1.974)
empleando preparados solubles de carne de diferentes éspecies
obtienen eleCtroferoéramas. en gel de poliacrilamida al 7%,
con un nimero de bandas que.oscilan entre diez y dieciseis
Yy, que no presentan diferencias significativas con nuestros

resultados.

Laé Sreas correspondientes a los picos den-
sitométricos (tabla III), varfan muy notablemente en algu-—
nos casos, por ld que consideramos de interés, no sélo
transformarlas en valores densitométricos porcentuales (ta-
bla IV), sino también, ordenarlas de acuerdo con su impor-

tancia.
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. InBLp III

Valorss densitométricos absolutos de los electro-
ferogramas, obtenidos en gel de poliacrilamida, correspon—

dientes a los diversos extractos antigénicos analizados.

MNGmero de

la banda. PSC PSP PS8 PSCA PSPO
1 125 8 65 18 67,5
2 217 6,7 45 7,5 1,7
3 23,5 1,5 20 - 3,1 42
4 22,5 6 49 67,5 6
5 105 56 84 32,5 124
6 360 63,3 350 168,% 323
7 344 306 101,239 315
8 207,5 49,5 6 14 12
9 412,5 - 56 97,7 7 28
10 13,5 4,2 24,7 225 146,72
1 ‘ 30 T3 144 496 '
12 520 42 369,3 ‘
13 553,5 506,2
Totales: 2.015,3 1.100,4 1.355,9 1.078,3 1.065,4

pPsSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
PSP: Proteina solubie de carne de perro.
PSB: Proteina sollUble de carne de vaca.
PSCA: Proteina solubie de carne de caballo.

PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.



TABLA TV

Valores densitométricos porcentuales deo.los elec—

troferogramas, obtenidos en gel de poliacrilamida, corres-

pondientes a los diversos extractos antigénicos analizados.

NOmero de

la banda. PSC PSP PSB PSCA P5SPD
1 4,28 0,72 4,79 1,66 13,72
2 0,92 0,60 3,31 C,59 2,62
3 0,79 0,13 1,47 0,28 1,12
4 0,77 0,54 3,61 6,25 29,56
5 2,60 5,05 6,19 3,01 30,31
6 12,34 5,71 25,81 15,64 19,63
7 - 11,79 27,60 7,46 3,61 0,56
8 7,11 4,46 . 0,44 1,29 3,94
9 14,14 5,05 7,20 0,64 0,15
10 4,63 0,38 1,82 20,86 6,33
1 2,74 0,27 10,62 45,99
12 17,83 3,78 27,23
13 18,98 45,66 |

Totales: 99,59 99,99 99,99 99,99 99,79

pPsC: Protefna soluble de carne do cerdo.
Psp: Protefna soluble de carne de parro.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.-
PSCA: Proteina soluble do carne de caballo.

psP0: Protefna soluble de carne de pollo.
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Ya que la electroforesis simple tiene, como
objetivo final, diferenciar las bandas o componentes mayo-
res de los menores, ademAs de, determinar su movilidad
electroforética, en la tabla V, se efectfia una clasifica-
cién densitométrica de las mismas. Es induﬂable que las
bandas mayores tienen mds posibilidades de contribuir a
resolver el problema de la diferenciacién de especies clr-
nicas, especialmente sf, ademés, son especificas. Pensamos
que las bandas menores y, sobre todo, las que presentan un
valor densitométrico porcentual inferior al 5%, no jugarfan
ning@in papel en este sentido, independientemente de su ca-
ricter especifico o de que se trate de una banda comfn,

compartida con extractos antigénicos de otra especie.

Por otra partejy creemos de interés conside-
rar, que los valores dénsitométricos de estas bandas, tam-
bién pueden variar en Funcién de los diferentes colorantes
que se utilicen para su tincibén. Asf ocurre, con los extrac-
tos de protefnas sarcoplésmicas de mfisculo de cerdo trata-
das_con neqgro amida y benzidina (Charpentier y Goutefongea,
1.963). En otros casds, las diferencias densitométricas
dependen de la especie animal con que sé ha preparado el
extracto antigénico. Coduri y Rand (1.972), han demostrado
que, los componentes mayores de protefnas, procedentes del
caballo, se tifien con més intensidad que las de extractos

cérnicos de otras especies animales.

El- extracto antigénico PSC presenta trece
bandas electroforéticas (Ffiguras 6 y 3), mientras que otros

autores citan de catorce a dieciseis (Ramdass y Misra, 1.974



TABLA Y

Clasificacién densitométrica de las bandas detec—
tadas por electroforcsis en gel de poliacrilamida, corres-

pondientes a los diversos cxtractos antigénicos analizados.

Extracto Porcentaja del valor densitom$trico
antigénico., €57 .tntrz 5-1200 Entre 12-25% cnire 25-405; >40%

P3C 7 2 4 0 0
PSP 8 3 0 1 1
PSB 6 4 0 2 0
PSCA 7 1 2 0 3
PSPO 5 2 1 2 0

psC: Proteina soluble de carne de cerda.
PSP: Proteina soluble d= carns de perro.
psB: Protefna soluble de carne de vaca.
PSCA: Protefna soluble de carne da caballo.

pPSPC: Proteina soluble de carns de pollo.
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FIG. 6.- Trazado densitométrico y diagrama'de la
electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon-
diente al extracto antigénico de protefna soluble

de carne de cerdo (PSC).
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Charpentier y Goutefongea, 1.963). No obstante, considera-
mos mis importante, el hecho de que el cerdo no presente
bandas con valores densitométricos superiores a1'25%. La
diferenciacién de extractos cdrnicos, por métodos de base
inmunolégica estarfa, ademds, dificultada en esta especie,
por la localizacién de cinco de los componentes protéicos
en una zona relativamente corta y, por lo tanto, con movi-

lidades muy cercanas (Champion y col., 1.970).

.En nuestra experiencia encontramos, en los
extractos porcinos,cuatro componentes con valores superio-
res al 5% y, cuyas movilidades electroforéticas estén muy

préximas.

De 1los trece componentes electroforéticos
del PSP <(figura 7), hay dos que, pafa nosotros tienen es-
pecial significado ya que, en un caso, el porcentaje del
valor densitométrico est4 comprendido entre 25 y 40 y, en

el otro, es superior a este nivel.

Ramdass y Misra (1.974),'han diferenciado
de doce a catorce bandas, .cifra similar a la obtenida por
nosotros. Para estos mismos investigadores, el electrofe-
rograma canino tendrfa dos componentes caracterfsticos
que no aparecerian.en extractos de otras especies. Estu-
di&ndolo comparativamente con el efectuado-en este traba—
jo, consideramos que la banda némero 12, cuya movilidad
es algo superior a la de los dos componentes menores, po-
drfa corresponder a la banda caracterfstica de mayor movi-

1idad, citada por estos autores,
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TIG. 7.- Trazado densitométrico y diagrama de 1a

electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon-
diente al extracto antigénico de protefna soluble.

de carne de perro (PSP).
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El extracto antigénico PSP permitié dife-
‘renciar doce bandas, por electroforesis en gel de polia-
crilamida (figura 8), de las que sélo dos pueden conside-—
rerse componentes mayores, ya que presentan valores den-

sitométricos comprendidos entre 25 y 40%.

Los trabajos consultados sefialan un nfimero
de-bandas, correspondientes a protefnas sarcoplésmicas de
bévidos, que oscila entre seis y venticuatro (Deschreider
y Meaux, 1.974; Petropakis y col., 1.969). Cuando el ex-
tracto cérnico era de tipo soluble y, la electroforesis
se realizaba sobre gel de poliacrilamida al 7%, la cifra
de componentes antinénicos variaba entre diez y dieci-

seis (Ramdass y Misra, 1.974).

21 estudio del electroferograma de extracto
de carne de vacuno permite diferenciar dos componentes (ban-
das nlmeros 11 y 12) de mayor movilidad, que pueden corres—
ponderse con las bsndas de localizacién anddice denominadas

Big ¥ By, por Ramdass y Misra (1.974).

Champion y col., (1.970), aislan cuatro ban—
das m-yores del miisculo de buey y, de ellas; la de menor
movilidad presenta una elevada concentracién relativa, por
lo que, serfa la m&s fécilmente detectable por métodos in-
nunolbgicos. Esta banda, podrfa corresponderse con la iden-
tificada en nuestro trabajo, con el nﬁmerd 6 y, con un va-

lor densitométrico porcentual, ligeramente superior a 25%.

En la tabla IV, observamos que, el nfimero

de componentes electroforéticos del extracto antigénico

3
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FIG. 8.~ Trazado densitométrico y diagrama de 1la
electroforesis en gel de poliacrilamida, corréspon—

diente al} extracto antigénico de protefna soluble
de carne de vacuno (PSB).

o T AL R

L DT e YT T

I g

o

RPN




97

PSCA es de once. Esta cifra es sensiblemente superior a
las obtenidas por Deschreider y Meaux, (1.974), en extrac-
tos de protefnas soarcoplfsmicas, procedentes del caballo.
Es de destacar, en los clectroferocramas de nuestra expe-
riencia que, existe una fraccibn de mayor'movilidad, cuya
concentracibén o valor densitométrico es muy superior a

las demds (banda ndémero 11) y, que creemos, puede ser-mis
significativa que las sefialadas como especificas por Des-
cnreider y Meaux (1.974), con las que indudablemente, no

se corresponde (figura 9).

El extracto muscular de pollo (PSPO), dA
lugar a sélo diéz bandas electroforéticas (Ffigura 10 y 3),
mientras que el ndmero seflalado por Ramdass y Misra (1.974)

varfa de catorce a dieciseis.

Hemos hallado dos componentes con valores
densitométricos entre 25 .y 40% que se corresponden con '
las bandas n@meros 4 y 5. La caracterfstica m&s notable,
en relacibn con este extracto antigénico, radica en el
hecho de que, la fraccién mis anédica presenta menor mo-
vilidad en relacién con los extractos de los demés espe-
cies domésticas estudiadas. La distribucién de las bandas
es homogénea y, en este sentido, nuestros resultados no
concuerdan con los sefialados por Ramdass y Misra (1.974),
que consideran caracterf{stico del pollo, la localizacién
catédica de varias fracciones electroforéticas.

Consideram;s muy problemético, poder com-—

parar y, mis aln, llegar a identificar, las bandas de los



FIG. 9.- Trazado densitométrico y diagrama de la

electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon-
diente al extracto antigénico de protefna soluble

de carne de caballo (PSCA).
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FIG. 10.- Trazado densitométrico y diagrama de la
electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon-
diente al extracto antigénico de proteina soluble

de carne de pollo (PSPO).
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diferentes extractos antigénicos en funcién exclusivamente‘
de su movilidad, puesbla variébilidad deAlavpfopia técnica,
alin realizada en las mismas condiciones, representa un
error estimable. FEstas dificultades se incrementan, al in~
tentar comparar los resultados obtenidos por diferentes
autores que, en la mayor parte de los casos, utilizan mo-
dificaciones del método originél. En consecuencia, hemos
preferido basar €l anflisis de nuestros resultados, en la
clasificacién densitométrica de las bandas (tabla V), pues

creemos que asf{ enfocamos el problema con més objetividad.

V.C. COMPOSICION ANTIGENICA DE DIVERSOS FXTRACTOS SOLUBLES

DF PROTFKINAS MUSCULARES, FRFNTE A TNMUNOSUFROS HOMO-

LOGOS Y HFTFROLOGOS, POR INMUNODIFUSION EN GEL DE

AGAROSA, SFGUN OUCHTERLONY.

V.C.1l. Sistemas homdlogos.

V.C.l.a. Determinacién de 1la concentraciédn Sptima de los

extractos anticénicos a utilizar en las pruebas.

En la tabla VI se muestra el nimero de frac-
ciones puestas de manifiesto en relacién con la diluéién
ensayada de cada extracto antigénico. La dilucién 1/2, que
contenfa 24 mg. de antfgeno liofilizado por mililitro, era
la éptima en todos los casos, ya que permitié detectar, el
mayor nimero de fracciones y originé m&s nitidez en las 11-

.

neas de precipitacién.

De acuerdo con Clausen (1.969), para lleQar



TaABLA VI

Fracciones detectadas en diferentes diluciones de
extractos antigénicos de carne, frente a los correspondien—
tes inmunosuerros homélogos, por la técnica de inmunodifu-

sién en agarasa (pH 8,6), seqdn Quchterlony.

Dilucidn Cxtractos antinénicos
PSC P53 AL A P3P0 PSP
1/1 3 3 4 4 3
1/2 -5 4 5 6 6
1/4 4 4 5 6 5
1/8 4 3 4 4 3
1/16 1 0 0 1 1

La dilucién 1/1 se obtiene al disolver 48 mg. do polvo
liofilizado, de cada extracto antigdénico, en 1 ml. de agua
destilada. .

PsC: Protefna soluble de carne de cerdo.
PSB: Protefna soluble de carnc de vaca.
PSCA: Proteina soluble de carne de caballo.
P3PO: Proteina soluble de carne de pollo.

PSP: Protzina soluble de carne do perro.
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a producir €l méximo nimero de arcos de precibitacién se
debe determinar la relacién §ptima entre las concentra-
ciones de antfgeno y anticuerpo. Aunque se recomienda efec—
tuar series con suero no diluido, frente a,  diversas concen-
traciones del antfgeno y, otras, preparadas a base de solu-
ciones de antfgeno no diluidas frente a antisueros de dife-
rentes concentraciones, en el presente trabajo sbélo efec-
tuamos €l primer tipo de ensayo. Esta decisién se basa en
que, si utilizdramos antisueros diluidos disminuirfa, pro-
bablemente, la sensibilidad de la técnica, al mismo tiempo
que, como sefiala Mufioz (1.971), la intensidad de la linea
de precipitacién depende, principalmente, de la concentra-

cién del antisuero.

Cuando €l antfgeno se encontraba €scasamen-
te diluido, no sblo diéminuyé el nimero de fracciones sim
que, ademés, se Formaba un anillo o halo alrededor del po-
cillo que dificultaba la observacibédn de los inmunoprecipi-

tados.

Ouchterlony y Nikon (1.973), consideran qus,
un exceso en la concentracién antiagénica inhibe total o
parcialmente la Formacién del precipitado e incrementa el
tiempo necesario para completar 1la reaccién. Sturani y col.
(1.976) sefialan, en este sentido, que 1a dilucién adecuada
del antfgeno determina una linea de precipitacién més o
menos equidistante de ambos pocillos, al mismo tiempo que,
al disminuir la concentracidn de la proteina no reaccio-
nante, se elimina.el anillo zonal qﬁe se formaba alrede-

dor del pocillo.
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V.C.1l.h. Nimero de fracciones diferenciadas.

- La eficacia del método de inmunodifusién se
basa en el‘hecho de que, cada molécula de anticuerpo reco-
nocerfa a su determinante antigénico correspondiente vy,
formar{a asf, una linea de precipitacién que, representarfa
un sistema simple antfgeno-anticuerpo (Buchanan-Davidson y
Oudin, 1.958). '

La ventaja del método radica no sélo en la
localizacién del némero mfnimo de sistemas antfigeno-anti-
cuerpo reaccionantes, sino sobre todo, en el hecho de poder
1legar a establecer las relaciones existentes entre varios

antigenos (Xaminski y Nouvel, 1.953; Goodman, 1.962).

Segiin se observa en la talbla VII, el ndmero
de fracciones diferenciadas, en los diversos extractos an-
tigénicqé, varfa de cuatro a seis componentes. Estos resul-
tados no estédn influidos por el pfopio proceso de hiperin-
munizacién, ya que los extractos antigénicos PSPO y PSP,
que presentan seis fracciones por inmunodifusién, no con-
siguieron los niveles mds elevados de precipitinas, al
ser inoculados parenteralmente en el conejo (reciproco
del tftulo 4.096 y 2.048, respectivamente). Inversamente,
el extracto PSC, que llega a tftulos de 8.196, por preci-
pita~ién en tubo capilar, séio ha permitido la deteccidn
de cinco componentes, cuando se enfrentd al.inmunosuero
hombélogo, en placa de Ouchterlony. Unicamente, en el caso
del antfgeno PSB, coincidié el nlimero m8s bajo de fraccio-
nes con un nivel, también relativamente escaso de precipi;

tinas, al final del perfodo de inmunizacién.



TABLA VII
Fracciones detectadas en los diversos extractos
antigénicos diluidos al 1/2 (24 mg./ml.), por la técnica
de inmunodifusidn cen agarosa (pH 8,6), seqin OQuchterlony,
frente a los correspondientes inmunosusros homdlogos,

obtenidos por inoculacidén parenteral en el conejo.

Extractos antigénicos Inmunosueros Fracciones
pscC anti-psC 5
PsB anti-pPspo 4
PSCA anti-pPsCa 5
P5SPO anti-pspo 6
psp anti-~-Ps5pP 6

PSC: Protefinma soluble de carne de cerdo.
P53: Protefna soluble de carne de vacae
pPsCh: Proteina soluble de carne de caballo.
P5P0: Proteina soluble de carne dé pollo.

PSP: Proteina soluble de carnes de perro.
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Estudiezndo globalmente estos reéultados Y,
considerando que las pruebas se repitieron, en cada caso,
al menos catorce veces, podemos concluir que, el nimero
de componentes antigénicos aislados no depende del propio
proceso de inmunizacién sino que, obedece a la presencia
de fracciones, que pueden ser diferentes tanto en el aspec-

to cualitativo como en el cuantitativo.

Pero la técnica tiene, naturalmente, ciertas
limitaciones, gque es preciso conocer para valorar los resul-
tados. Asf, Garvey y col., (1.977), citan la imposibilidad
de detectar anticuerpos no precipitantes y la dificultad
de resolucién cuando se emplean mezclas antigénicas comple-
jas. Grabar, (1.958) seflala que, el exceso de antfgenos o
anticuerpos puede hacer que una 1inea de precipitacidn se
divida en varias. Paul y Benacerraf, (1.966), han demostra-
do que se puede formar una doble lfnea de precipitacién al
reaccionar un conjugado hapteno-protefna con el suero anti-

hapteno especi{fico.

Finalmente, pueden producirse anomalfas en
las 1fineas de precipitacién. por cambios bruscos de la tem--
peratura de incubacién (Crowle, 1.961; Ouchterlony, 1.962),
defectos en los pocillos donde se depositan los reactivos,
o por fenémenos de desnaturalizacién del extracto antigé-
nico, durante la fase de emigracién (Lapresle, 1.955; Is-

hizaka y col., 1.960).

Hemos tratado de luchar contra los incon-
venientes resefiados, normalizando y repitiendo las prue-
bas, hasta obtener resultados constantes. En este sentido,

se ha prestado especial atencién a la temperatura de in-
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cubacién y, sobre todo, se han efectuado 1los ensayos pre-
vios, para consequir las concentraciones relativas de an-
t{genos y antisueros, que permitieran observar lineas de

precipitacién més Ffuertes y nftidas.

V.C.2. Sistemas heterélogos.

V.C.2.a. Determinociédn de la concentrocidn &ptime de los

extractos antiqénicos a utilizar en las pruebas.

Fn las tablas VIII, IX, X.y XI, se puede
comprobar que, la dilucién éptima de los antfgenos era de
1/1 para todos los sistemas de caricter heterdlogo, excep-
to cuando las prmebas se realizaron contra €1 inmunosuero
anti-PSP, que dié mayor nfimero de 1lfneas de precipitacién,
con extractos antigénicos diluidos al 1/2. Estos resulta-
dos, comparados con los obtenidos en 10s sistemas hom$lo-
gos, hacen pensar que, en general, para obtener buenas
1ineas de précipitacidn es necesaria una mayor concentra-
cién de antfigeno, cuando se enfrenta a un antisuero hete-

rélogo.

Es conocido el hecho de que, para analizar
sistemas heterflogos se precisan inmunosueros con elevado
tftulo de precipitinas. Ya qﬁe, los empleados en nuestra
experiencia, eran los mismos tanto pawxa las reacciones an-
t{geno-anticuerpo homblogas como para las heterdlogas, cree-
mos que los determinantes antigénicos responsables de 1las
1ineas de precipitacién comunes, reaccionarfan més-fuerte-

mente con los lugares receptores de las moléculas de anti-



TABLA VITI

Fracciones detectadas en diferentes diluciones
de los extractos antinénicos de carne, frente al inmuno-
suero heterdlogo anti-Psf, por inmunodifusidn en agarosa

(pH 8,6), segiin Ouchterlony.

Dilucidn Extraoctos ~ntindnicos
L) BB PSP PSP0
1/1 2 1 ] ‘0
1/2 1 1 0 0
1/4 1 0 0 0

La dilucidén 1/1 se obtiene al disolver 48 mg. de polvo
liofilizado, de cada extracto antigénico, en 1 ml. de
agua destilada.

PsB: Proteina solﬁble de carne de vaca.

PSCA: Proteina soluble de carne de caballo.

psC: Protefna soluble de carne de terdo. .
psp: Proteina soluble de carne de perro.

PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.



TABLA IX

Fraccionrs detectadas cen difuerentes diluciones

de los extractos antigénicos de carne, frente al inmuno-
P . . . . -
suero heterdlago anti-PsCA, por inmupodifusidn en agarosa

(pH 8,56), segln Ouchterlony.

Dilucién Tyvtrictos anticdnicos.,
5P F50 P5C 55pP0
1/1 1 ' 2 2 ‘0
1/2 0 2 1 0
1/4 0 o 1 0

La dilucidén 1/1 se obticne al disolver 48 mg. de polvo
liofilizado, de cada extracte antigénico, en 1 ml. de
agua destilada.

PsCA: Proteina s&luble de carne de caballo.
P5P: Proteina snluble de carne do perro.
P5B: Proteina soluble de carne de vaca.
P5C: Proteina soluble de carne de cerdo.

PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.



TABLA X

Fracciones detectadas en diferentes diluciones
de los extractos antigdénicos de carne, frente 21 inmuno-
suero heterdélogo anti-P5C, por inmunodifusidén en agarosa

(pH 8,6), 'seglin Quchterlony.

Dilucidn Extractos antiadnicos
P50 SR P5P0 PSP
1/1 2 3 2 4
1/2 2 2 2 4
1/4 T 0 1 1

La dilucidn 1/1 se obtiene al disolver 48 mg. de polvo
liofilizado, de cada extracto antigénico, en 1 ml. de
agua destilada.

PSC: Proteiﬁa soluble de carne de cerdo.
P5B: Proteina soluble de carne de vaca.
PSCA: Protefina soluble de carne de caballoe.
psP0: Proteina soluble de carne de pollo.

psP: Proteina soluble de carne de perro.



TAQLA XI

Fracciones detectadas en diferentes diluciones
de los extractos antigénicos de carne, frente al inmuno-
suern heterdlogo anti~PSP, por inmunodifusidn en agarosa

(pH 8,G), seqgln Quchtorlony.

Dilucidn fxtractos antiofnicos
F5a 7oC A P5C P5P0
1/1 2 1 0 0
1/2 2 . 2 . 2 .0
1/4 1 2 0 0

La dilucidn 1/1 se obtinne al disclver 48 mg. de pol-
vo liofilizado, de cada extracto antigénico, en 1 ml. da
agua destilada.

P5P: Proteina soluble de carna de perros
N: Proteina soluble de carne de vaca.
PSCA: Proteina soluble de carne de caballo.
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.

P5P0: Proteina soluble de carne de pollo.
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cuerpo, al encontrarse en proporciones o concentraciones

relativamente mis elevadas.

V.C.2.b. Nimero de fracciones diferenciadas.

Los extractos antigénicos PSCA y PSC pre-
sentaban comunidades antigénicas con el PSB cuando se en-
frentaban, por inmunodifusién, a un inmunosuero, obtenido
por inoculacién de éste §1timo antf{geno (tabla XII). Por
otro lado, como se puede observar en la misma tabla, no
se detectaron fracciones comunes con 1los extractos PSP y
PSPO (figura 11).

En muchas ocasiones ce hanvdemostrado comu-
nidades antigénicas entre protefnas séricas de diferentes
especies animales. Bauer, (1.969), encuentra que, 10s ex-
tractos antigénicos de las diferentes especies animales
din reacciones heterblogas, por inmunodifusién en placa,
en funcién casi siempre de su posicibén filogenética. Ka-
minski (1.957), considera la gammaglobulina de buey idén-
tica a la de cordero.y, la humana igual a la del chimpancé.
Asf mismo, diferentes autores (Murakami y col., 1.969; Soe-
tarjo, 1.964), han evidenciado comunidades antigénicas no
sélo entre las protefnas musculares y protefnas séricas,
sino también, entre las protefnas musculares de diversas
especies. Estos trabajos, no han aclarado si las protefnas
musculares tienen un antfigeno comfin con las del suero o
bién, si existirfa wna fraccién protéica sérica retenida

por el misculo. Katsube e Imaizumi (1.966) sugieren que,

PILInTE Sy



ThBLA XIT

fFracciones detec'tadas en los diversos extractos
antigénicos heterdlogos, por la técnica de inmunodifusidn
en agarosa (p4 B8,6), segln Ouchterlony, frente al inmune-—

suero anti-P5B8, obtenideo por inoculacidn parenteral en el

conejo.
Zxtractos antigé- Fraccion~s
nicos hotorélogos. Conmunes ldenticas

PSCA 2 C
rsc 1 0
psp 0 0
P3P0 -0 3]

P5B: Proteina soluble de carne de vaca.
F5Ch: Proteina soluble de carns de caballo.
PSC: Protefna soluble de carnc de cerdo.
PSP: Proteina soluble de carne de perro.

PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.



FIG. 11.- Esquema y reproduccién fqtogréfica de la
inmunodifusibén en gel de agarosa (pH.8,6) , segin
la técnica de Ouchéerlony, realizada con diversos
extractos antigénicos Ffrente al inmunosuero anti-
PSB, obtenido por inoculacién parenteral en el

conejo.
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esta fraccién puede ser uno de los Ffactores antigénicos
més importantes, relacionados con la aplicacidn de 1la
reaccibén de precipitacibén a la diferenciaciédn de carnes.
Desde un punto de vista prictico, son muchos los inves-
tigadores que, para diferenciar tejidos musculares de
diversas especies, emplean inmunosueros de conejo obte-"
nidos por inoculacién de protefnas séricas (Tammmenag,

1.954; Weinstock, 1.953).

En nuestro trabajo, hemos encontrado dos
fracciones antigénicas comunes entre el extracto antigé-
nico soluble de caballo y el inmunosuero anti-PSB, mien-
tras que Rangel (1.965), demuestra que hay comunidad en-
tre la seroalb@imina bovina y equina. Si alguno de los
componentes detcctados por nosotros fuese la citada se-
roalbimina, podrfamos admitir la existencia de comunidad
entre la procedente del caballo y del buey, pero no, la
presentacién de reacciones de identidad inmunolégicas,

demostrables por inmunodifusién en placa.

Finalmente, queremos destacar que, no se
ha detectado ninguna fraccién idéntica con los extractos
heter6logos ensayados. De esta forma, nuestro trabajo de-~
muestra que, la reaccidén dé precipitacién en gel de aga-—
rosa presenta mayor especificidad que la reaccién en tubo,
ya que, en este (ltimo caso, aparecerfan-falsas reaccilo-
nes positivas (debidas a las fracciones comunes observa-
das frente a PSCA y PSC) que, naturalmente, se detecta-
rf{an y rechazarfan al efectuar la reaccibén sobre gel, y

no dar reacciones de identidad.
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Fl inmunosuero anti-PSCA permitié la detec-—
cibén de fracciones antigénicas comunes e, incluso idénti-
cas, con todos los extractos de protefnas solubles de ma-
miferos ensayados (figura 12), mientras que, no se obser-
varon 1inecas de precipitacién con el prepérado antigénico
de carne de pollo (PSPO) (tabla XIII).

Ya hemos citado el hallazgo de dos fraccio-
nes comunes entre el PSCA y el inmunosuero anti-PSB, que
podrfan ser las mismas que se recogen en la tabla XIII de

componentes heter8logos, frente al inmunosuero anti-PSCA.

Entre el inmunosuero anti-PSCA y el eitrac—
to soluble de carne de cerdo (PSC), hallamos dos Fracciones
comunes y, de ellas, una era idéntica. Cuando se enfrentd
al extracto de carne de perro (PSP), finicamente se diferen-
cibé una fracciédn que, no sblo era comin, sino también idén-

tica.

Diversos autores han demostrado 1a comuni-
dad antigénica entre protefnas séricas del caballo, buey,
cerdo, cordero, e incluso del hombre (kaminski, 1.957).
Por otra parte, los extractos solubles, procedentes de
distintos tejidos musculares de las especies domésticas,
contienen diferentes protefnas séricas, por 1o que es
perfectamente explicable, la puesta en evidencia de estas

comunidades.

Dentro de las condiciones de nuestra expe-—
riencia, no hemos observado comunidades antigénicas entre
el inmunosuero anti-PSCA y el extracto de carne de pollo.
En este caso, se puede pensar que, 1os.componentes anti-

génicos comunes disminuyen o desaparecen cuando las es—
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FIG. 12.- Esqueﬁa y reproduccién fotogréfica de la
inmunodifusién en gel de agarosa (pH 8,6), segin .
Ouchterlony, realizada con diversos extractos anti-
génicos frente-al inmunosuero anti-PSCA, obtenido

por inoculacién parenteral en el conejo.



TABLA XII1

~Fracciones detectadas en los diversos extractos
antigénicos heterdlogos, por la técnica de inmunodifusidn
en agarosa (pH 8,6), segin Ouchterlony, frente al inmuno-
suero anti- P5CA, obtenido por inoculacidn parenteral en

el conejo.

Cxtractos antigé- Fracciones
nicos heterdlogos. Comunges : Ideanticas
psB 2 1
© PSC 2 1
pPsp . 1 1
PSPO 0 0

PSCA: Proteina soluble de carne de caballo.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.
PSC: Proteina soluble de éarne de cerdo.
PSP: Proteina soluble de carne de perro.

P5F0: Proteina soluble de carne de pollo. ’
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pecies animales est4n m&s alejadas, desde el punto de vista

taxonémico (Bordet, 1.899).

Por otra parte, la presencia de reacciones
cruzadas puede no corresponder totalmente a una especifi-
cidad de especie, sino a una comunidad de estructuras de

una categorfa de pfoteinas (kaminski, 1.957).

Como se seflala en la tabla XIV, el inmuno-
suero anti-PSC es el que ha permtido observar m&s Ffraccio-
nes comunes e idénticas con los extractos antigénicos he-

terblogos (Ffigura 13).

En este sentido, otros investigadores han
llegado a resultados similares, hallando componentes co-
munes con extractos clrnicos de vaca y caballo (Soetarjo
1.964). Para nosotros tiene mis importancia el hecho de

detectar comunidades e identidades con perro y pollo.

No hemos encontrado referencias bibliogré-
ficas concretas que nos expliquen o confirmen los resul-
tados obtenidos frente a estos extractos clrnicos, pero
indudablemente, creemos que, el elevado nfimero de 1lfneas
de precipitacién conseguidas se debe, en parte, al fuerte
tftulo de precipitinas obtenido en el ¢onejo, por inocula-
cién de este antfgeno. Warnecke y éaffle.(1.968), apoyar
esta idea al considerar que, el antisuer6 de cerdo es muy
especifico inicialmente, pero que, después de un proceso
de hiperinmunizacién -de noventa dfas, aumentan las reac-
ciones cruzadas con otras especies. En nuestro trabajo,
la sangrfa final se efectud después de quince inyecciones

por via parenferal y a los sesenta y dos dfas de la pri-
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TABLA XIV

Fracciones detectadas en los diversos extractos
antigénicos heterdlogos, por la técnica de inmunodifusidn
en agarosa (pH 8,6), segin Ouchterlony, frente zl inmuno-

suero anti-PSC, obtenido por inoculacidn parenteral en el

cone jo.
Extractos antigé- Fraccianes
A . —
nicos heterologos. Comunes Iiienticas

PS8 : 2 2

PSCA 3 2
PSPO 2 1
PSP 4 2

PSC: Protefna soluble de carne de cerdo.
PSCA: Protefina soluble de carne de caballo.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca, .
PSP0: Proteina soluble de carne de pollo.

PSP: Proteina soluble de carne de perro.



FIG. 13.- Esquema y reproduccién Fotogr&fica de la
inmunodifusibén en gel de agarcsa (pH 8,6), segin
Ouchterlony, rea;izada con diversos extractos anti-
génicos Ffrente al inmunosuero anti-PSC, obtenido

por inoculacién parenteral en el conejo.
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mera inoculacién y, como también afirma Proom (1.943), el
incremento del nidmero de inoculaciones hace decrecer la
especificidad del inmunosuero y, en consecuencia, aumen-

tan las reacciones cruzadas con otras especies.

Los extractos éntigénicos de protefnas mus-
culares de bdvido, caballo y cerdo reaccionaron positiva-
mente frente al inwnosuero anti-PSP, aprecidndose frente .
al extracto porcino, una lfnea de identidad (figura 14).
Cuando el antigeno procedia de carne de péllo, no aparecié

ninguna 1f{nea de precipitacién (tabla XV).

En la bibliograffa consultada, hemos encon-
trado pocos datos que hagan referencia al perro. Solamente
Kaminski (1.957) cita la presencia de una reaccién cruzada,
muy marcada, entre la alblimina canina y las de cordero y

conejo.

; Los razonamientos expuestos con anterioridad.
en relacién con el procedimiento o pauta de inmunizacién,
la contaminacién de los extractos solubles cArnicos con pr6~
tefnas séricas y la posible presencia de reacciones cruzadas
que obedecen mAs bien a una analogf{~ estructural de la mo-
lécula que a una verdaderé especificidnd debida a 1la especie
animal, podrfan también ser .argumentos a esarimir, ante es-

tos resultados.

Cuando las placas de inmunodifusién de Ouch-
terlony se preparardn con el inmunosuero de conejo, obteni-
do por inoculacibdn del extracto cérnico de pollo, no se pu-

do observar ninguna If{nea de precipitaciéh; frente a los



FIG. 14.- Esquema y reproduccién fotogréfica de la
inmunodifusidén en gel de agarosa (pH 8,6) segin
Ouchterlony, realizada con diversos extractos anti-
génicos frente al inmunosuero anti-PSP, obtenido

por inoculacién parenteral en el conejo.



TABLA XV

Fracciones detectadas en los diversos extractos
antigénicos heterdlogos, por la técnica de inmunodifusidn
en zgarosa (pH 8,6), segln Ouchterlony, frente al inmuno-

suero anti-P5P, obtenido por inoculacidn parenteral en el

cone jo.
Extractos antigé- Fraccionss
» ’ ~ T 0
nicos heterdlogos. Comnunes Identicas

PSB 2 0
PSCA 2 0
psc 2 1
PSPO 0 0]

P5P: Proteina soluble de carne do perro.
P5B: Proteina soluble de carne de vaca,
P5CA: Proteina soluble de carne de caballo.
psC: Protefna soluble de carne de cerdo.

PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.
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distintos ant{genos heterbélogos (figura 15). No obstante,
entre pollo y cerdo, la reaccibén resultd positiva cuando

se empled el. inmunosuero anti-PSC.

Estos resultados no coincidentes, pueden
explicarse por los diferentes tftulos de inmunizacién con-
seguidos en el conejo, al utilizar los ant{genos proceden-

tes de cerdo y pollo.

Ohtsuki (1.975) sefiala que, la troponina de
misculo de pollo presenta miltiples lugares o zonas antigé-
nicas y s6lo evidencia reaccién positiva, cuando el inmuno-
suero correspondiente, se sitéia frente a carne de pollo
cruda o calentada a 702C.. En todos los casos es negativa
cuando la suspensién antigénica, tratada también térmica-
mente, procede de carne bovina, porcina u ovina. En nues-
tros experimentos, no hermos sometido los extractos muscu-
lares a la accién del calor y, ademés, trabajamos con pro-
tefnas solubles, por 1o que la analogfa de los resultados{
por precipitacién en gel, tienen Unicamente un valor re-

lativo.



Jo

anti-PSPO

|

FIG. 15.~ Esquema y reproduccién Ffotogr&fica de 1la
inmunodifusién en gel de agarosa (pH 8,6), segin
Ouchterlony, reélizada con diversos extractos anti-
‘ génicos Frente al inmunosuero anti-PSPO, obtenido

por inoculacién parenteral en el conejo.
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V.D. EXTRACTOS SOLUBLES DE PROTRINAS MUSCULARES FRENTE A

INMUNOSUFROS HOMOLOGOS Y HETEROILOGOS, POR INMUMODI--

FUSTON RADIAL EN AGARQSA (PH 8,6), SFGUN MANCINI.

V.D.1, Sistemas homb1l0ogos.

V.D.l.a. Determinaciédn de las concentraciones éntimas de

10s extractos antiaénicos y de los inmunosueros

A utilizar en las pruebas.

Como se observa en las tablas XVI, XVII,
XVIII, XIX y XX, las éréas mayores de los halos de preci-
pitacibén corresponden siempre a las pruebas realizadas
con mis concentracién de antfgeno y menos de inmunosuero.
As{, en €l sisteza PSB anti-PSB, la superficie medida es
de 72,3 (30,21), en PSCA anti-PSCA de 88,2 (+0,16), en
PSC anti-PSC de 95,0 (* 0,51), en PSP anti-PSP de 153,9
(+0,92) y, finalmente en PSPO anti-PSPO de 109,3 (+ 0,16)
mm2. Eleqimos los valores méximos de las tablas, dentro de
las diversas concentraciones ensayadas, con el fin de que,
al estudiar mdis adelante los sistemas heter8logos, tuvié- ‘
ramos un amplio margen para comparar significativamente
los resultados y, en consecuencia, valorar la presencia

de comunidades antigénicas mis o menos estrechas.

Tebricamente podfamos haber elegido concen-
traciones incluso m&s elevadas de antfgeno y més diluidas
de antisueros pero, como tuvimos ocasién de comprobar ex-—
perimentalmente y seffala Heremans, (1.971), 1la intenéidad
del halo de precipitacién decrece en proporcibén a 1la dilu-

cién del antisuero. Esta circunstancia se traduce en la
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prlctica, en una dificultad para medir el difmetro del cfr-

culo ya que, los 1lfmites se hacen difusos.

Estos resultados, procedentes de los siste-
mas homélogos, nos han permitido elaborar las correspondien-—.
tes rectas de regresién, cuyas gréficas se trazan en las
figuras 16, 17, 18, 19 y 20, En todos los casos, la pendien- -
te aumenta al disminuir la conépntracién del antisuero y,
como sefiala Ouchterlony (1.949), existe unc relacién lineal
entre la concentracibén del antfgeno'y el Area final del pre-
cipitado, que también queda rafificada y demostrada en nues-

tras experiencias.

V.D.1.b. Areac de 10s h2loc de precinitacidn,

. Ellsistema formado por 1la protefna soluble
de carne de perro y el inmunosuero anti-PSP, es el que d4
un Area de precipitacién mayor (153,9 + 0,92 mmg), seguido
por los correspondientes al pollo, cerdo, caballo y vaca.
Estos resultadbs no se corresponden exactamente con las
determinaciones cuantitativas efectuadas a lo largo del
proceso de inmunizacién, para controlar el tftulo de an:i-

cuerpos, por precipitacién en tubo capilar.

La no coincidencia de estos resultados pue-—
de en nuestra opinién, explicarse Al analizar el Factor
tiempo, que es Fijo para la precipitacién én tubo capiler
y variable en la inmunodifusién radial. Edelman y col.,
(1.960), sefialan al estudiar la reaccibn de precipitaciéq
cuantitativa que, a causa de la heterogeneidad molecular

y de la diversa distribucién de los receptores activos en
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FIG. 16.- Pendiente de la recta de regresién en re-
lacién con las diferentes concentraciones del inmu-.
nosuero anti-PSB, frente al extracto-antigénico ho-

mélogo, por inmunodifusién radial, segin Mancini.
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FIG. 17.— Pendiente de la recta de regresién en re-
lacién con las diferentes concentraciones del inmu-
nosuero anti-PSCA, Frente al extracto antigénico ho-

mélogo, por inmunodifusién radial, segiin Mancini.



100}-

75

50

25

A

AREA

C.AG(mg/ml)

L " i - d
2187 4375 87,5 175

FIG. 18.- Pendiente de la recta de regresién en re-
lacién con las diferentes concentraciones del inmu-
nosuero anti-PSC, Ffrente al extracto antiaénico .ho-

mélogo, por inmunodifusién radial, segiin Mancini.
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FIG. 19.- Pendiente de la recta de regresién en re-
lacién con las diferentes concentraciones del inmu-
nosuero anti~-PSP, frente al extracto antigénico ho-

mélogo, por inmunodifusién radial, segiin Mancini.
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FIG., 20.~ Pendiente de la recta de regresién en re-
lacién con las diferentes concentraciones del inmu—
nosuero anti-PSPO, frente al extracto antigénico ho-.

mélogo, por inmunodifusién radial, seqin Mancini,
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las inmunoglobulinas, &stas presentan distintas capecidades
de precipitar el antigéno. Ellb'explicaria el'hecho de que,
una prueba de precipitacién de este tipo, no medirfa toda

la cantidad de anticuerpos presentes en el inmunosuero qué,
por otra parte, sf podrfa detectarse al emplear otra técni-
ca de precipitacién, en la que el factor tiempo sea varia-
ble. La utilizacién de pruebas-de precipitacién, como la in~
munodifusibén radial, en las que no se diera por finalizado
el tiempo de incubacién hasta que se haya producido la pre-
cipitacién de todo el antigenovpresente, eliminarfa el pfo—

blema.

V.D.2. Sistemes heterdloqos.

V.D.2.a. Determinzcién de las concentraciones §ntimas de

los evtractos anticénicos y de los inmunosueros

2 utilizar en las pruecbas.

Para estudiar las posibles reacciones hete-
rélogas, se eligieron las concentraciones de protefnas mi-
xima para el extracto antigénico y, minima para el antisue-
ro. En este filtimo caéo, la cantidad de inmunosuero que se
mezclaba con la solucién de agarosa, estaba en proporcién
del 3,07%, para todos los sistemas. As{ pues, los valores
que utilizaremos para comparar las &reas de¢ precipitacién’
de los sistemag homélogos con los heterblogos y, las de
éstos, entre sf, serén siempre las obtenidas con las con-
centraciones que nos dieron halos de méxima superficie y°

que, al mismo tiempo, conservaban los limites o contornos
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externos suficientemente nitidos, para que las mediciones

de su difmetro fueran aceptables.

V.D.2.b. Areas de 1os halos de prccipitacidn.

Los.resultados, recogidos en las tablas XXI,
XXII, XXIiI, XXIV y XXV, que estudian el comportamiento de
los diversos extractos cldrnicos frente a un inmunosuero he-—
terblogo, permiten diferenciar, en cualquier circunstancia,
1la protefna homéloga de las heterblogas, cuando el antfgeno
no presenta contaminaciones o impurezas procedentes de otras
prote{nas musculares. Creemos que estas reacciones cuantita-
tivas, si las hubiéramos efectuado con una mezcl» de protef-
nas solubles de diversas especies animales, pudieran haber
llegado a valores muy préximos, a los de las protefnas ho-
mélogas puras y, en consecuencia, no tendrfa valor en la

diferenciacién de las mismas.

En el caso del inmunosuero anti-PSB, el 4rea
més grande y, por lo tanto, responsable de la reaccién crﬁ—
zada cuantitativamente mis importante, es la producida con’
el extracto antigénico PSP. No obstante, existen comunidades
con todos los antfgenos detectables por e:ta prueba, siendo
el extracto PSCA el que presenta un valor mis bajo (tabla
XXI). '

Frente al inmunosuero anti-PSCA, las comuni-
dades antigénicas son, en general, menores que en el siste-
ma cstudiado anteriormente va que, el cdso de mayor afini-
dad, como sc observa en la tabla XXII, corresponde al ex-

tracto de protefnas solubles de carne de perro (PSP), cuya



TABLA XXI

Resultados de las pruebas de inmunodifusidn
radial, segln Nancini, correspondientes & las areas de
precipitacidén, de los diversos extractos antigénicos,

frente al inmunosuszro anti-P5B.

Extractos Suparficie Superficie
antigfnicos. en mm2, porcentaje.
P3P0 26,4t 0,17) : 36,5
pscC 33,1(*0,34) 45,8
PSB 72,3 (0,21) 100
pPsp 43(%0,16) 59,4

PsSCA A5,2(2G6,31) 21

PSPC: Proteina soluble de carne de pollo.
P5C: Protefna soluble de carne de cerdo.
PSR: Protefna soluble de carne de vacas

PSP: Protefna soluble de carne de perro.

pPsCA: Proteina soluble de carne de caballo.



TABLA  4XI1I

tesultados de las prusbas de inmunodifusidn
radial, segdn Mancini, correspondientes a las Arecas de
precipitacidn, de los diversos nxtractos antigfnicos,

frente al inmunosuero anti-pPsCa.

Extractos ) SuperFicie Superficie
antigénicos. en mm<, porcentaje.
PSPO A 25,5(+0,67) 28,9
PSC 27,3(+0,15) 30,9
PsSB o 15,9(+0,24) 18,0
PSP 37,3(%0,32) 62,3
psca 88,2(*0,16) ) 100

PSPC: Proteina soluble de carnc de pollo.
PSC: Protéina soluble de carne de cerdo.
PSB: Proteina soluble de}carne de vaca.
P5P: Protefina soluble de carne de perro.

PSCA: Proteina soluble de carne de cahallo.
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superficie en porcentaje es sblo del 42,3%.

Al analizar los resultados de los diversos
extractos cérnicos, frente al inmunosuero anti-PSC (tabla
XXIII), nos encontramos con que, la protefna procedente
de pollo es la que presenta un valor mis alto (71,4% del
&rea del sistema homélogo). Este relativo inconvenientel
para diferenciar la carne de pollo de la porcina tiene in-
terés préctico y» que, actuplmente y, debido al menor pre-.
cio de la primera, se utiliza la carne de aves de Fforma
fraudulenta, como sustitutivo de otras de mis valor econd-

mico, en la fabricaciédn de ciertos embutidos y Fiambres.

Fl extracto antigénico de carne de vace sélo
d4 una lectura de 16,7% de la superficié de precipitacién
del sistema homdélogo, por lo que podrfa Flcilmente diferen-
ciarse de 1a porcina, a través de estas sencillas pruebas

de iunmunodifusién radial y, frente al inmunosuero anti-PSC.

En la tabla XXIV, se recogen los resultados
frente al inmunosuero anti-PSP y, a través de ellos, pode-
mos comprobar que la mayor afinidad o proximidad de los
valores con los obtenidos en el sistema homélogo, 1la pre-
sentan el cerdo y el pollo, mientras que, las protefnas
musculares de vaca y caballo sélo representan cuantiteti-
vamente el 31,0 y el 27,9% del Area de precipitacién co-

rrespondiente al PSP ‘anti-PSP,

Los resultados de las pruebas de inmunodi-
fusibn radial efectuadas con inmunosuero anti-PSPO, han
sido positivas, con valores mis o menos altos. Las reaz—
ciones cruzadas mis importantes se establecen con las
protefnas musculares de cerdo y perro.y, en menor grad,

.

con las de caballo y vaca (tabla XXV),.
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Resultades de las pruebas de inmunodifusién
radial, segln Mancini, correspondientes a lzs 4reas de
precipitacién, de los diversos extractos antigénicos,

frente al inmunosuero anti-P5SC.

Ext?agtos Superfigie Superficie
antigenicos. en mm<. porcentaje.
PSPO 67,9(t0,23) ' 71,4
P5C 95,0(+0,51) 100
PsSB ©15,9(*0,63) 16,7
PSP 50,2(*0,71) 52,8
PSCA 27,3(0,22) 28,7

PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.
PsC: Proteina solubie de carne de cerdo.
PSB: Proteina soluhble de carne de vaca:
psp: Protaina soluble de carne dc perro.

PsCA: Protefina soluble de carne de caballo.



TABLA XXTV -
Aesultados de lss pruebas de inmunodifusidn
radial, segfin Nancini, correspondientes a las Areas de
precipitacidn, de los diversos extractos antigénicos,

frente al inmunosuero anti-P3P.

Trtractos ‘ Supnrfigie Superficie
antigénicos. en mm”~, porcentaje.
PSPO 75,4(0,31) ' 49
psC 83,7(*G,17) 5441
P58 TA7,7(x0,21) 31,0
psp A 153,9(+0,92) 100
psca 43(*0,16) . 27,9

PSPU: Proteina soluble de carne de pollo.
PcC: Proteinma soluble de carne ae cerdo.
P53: Protuina soluble de carne de vaca.

PSP: Protefna soluble de carne de perro.

PsCA: Proteina soluble de carne de caballo.



TADLA XXV

Resultados de las pruchas de inmunodifusidn
radial, segdn Mancini, correspondientes a las Areas de
precipitacidn, de los diversos extractos antigénicos,

frente al inmunosuero anti-PSPO.

Extractos Superfiaie Supchiciq
antigénicos. en mm-. porcenta jel.
PSPO 109,3(£0,14) 100
pPsC 60,0(+0,31) 55,6
PS8 20,4 0,44) 18,6
psp 59,4(£0,31) 54,3
T 15,2(0,45) 32,2

P5P0: Froteina soluble de carne de pollo.
P5C: Protefina soluble de carne de cerdo.
Ps8: Proteina soluble de carne de vaca.
DSQ:‘Proteina soluble de carne de perro.

P5CA: Proteina soluble de carne de caballo.
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Si comparamos estos resultados éon los de
inmunodifusién e inmunoelectroforesis, nos encontramos con
que, mientras las reacciones cuantitativas son positivas
frente a3l inmunosuero anti-PSPO, 1las cualiyativas son nega-—
tivas para todos los sistemas heterblogos. Creemos que la
explicacién puede radicar en el conocido postulado de que,
al aumentar la sensibilidad de la reaccibén antigeno-anti-

cuerpo se disminuye paralelamente la especificidad.

V.E., COMPOSICION ANTIGFNICA DF DIVERSOS FXTRACTOS DF PRO-

TEINAS SOLURLFSVMUSCULARFS, FRENTF A INMUNOSUFROS

HOMOLOGOS Y HF¥FTFROLOGOS, POR INMUNOFLFCTROFORFSIS FN

AGAR0SA (PH 8,6), SFGUN SCHFTDFGGER.

V.E.l. Sistem~rs homblodos.

V.F.l.a. Determinacidn de 1a concentracién &otima de 1s

. extractos antiaénicos a2 viilizar en 12s pruebas.

Las diluciones de los extractos antigéni-os,
empleados en las inmunoelectroforesis, frente a antisueros
homblogos, Fueron las mismas que dieron resultados 6ptinos
en las pruebas de inmunodifusibén. Aunque e€s sabido que :o-
da sustancia sometida a emigracién electroforética sufre
una dilucibén relativa, al avanzar por €l medio gelificado,
las inmunoelectroforesis eran satisfactorias al utilizar
las mismas concentraciones y, por otra— parte, los resu]Q

tados, asi{ obtenidos, eran ml&s homogéneos y comparables.

De acuerdo con esta premisa, todos los
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extractos utilizadds para inmunoelectroforesis tenfan 24

mg. de antfigeno 1liofilizado por ml. o sea, estaban dilui-

dos al 1/2.

V.E.1l.b, NGmero de Fracciones diferenciadas y movilidades

electroforéticas.

Como se observa en la tabla XXVI, el extrac-
to de protefna soluble de carne de vacuno (PSB), frente al
inmunosuero hoﬁélogo, permitié.diferenciar, por inmunoelec-
troforesis, seis fracciones, de movilidades electroforéti-
cas porcentuales comprendidas entre 3 (+ 1,15) y 63 (+ 0,83)
(figura 21). Ninguno de estos componentes se corresponde
con 1la seroalblmina bovina (movilidad porcentual 100), que
s€ utili;aba como'sﬁstancia de referencia, a ‘pesar de que
ciertos investiagadores (Murakami y col., 1.963), como ya
hemos citado en otra ocasidén, resaltan el hecho de 1a con-
taminacién de las protefnas solubles musculares con protef--

nas séricas.

Por otro lado, detectamos dos fracciones
mayores, que se apreciabaﬁ perfectamente, en 1los inmuno-
sueros obtenidos a los ventiocho dfas del.ppriodo de in-
munizacién, como se sefiala en la tabla XXVII. Las pruebas
de c2racterizacién inmunoquimica, para glico y lipoprotef~
nas, Ffueron negativas en el sistema antfgeno-anticuerpo en

estudio.

No hemos encontrado trabajo alquno que enu-
mere las fracciones del extracto antigénico de carne bovi-
na, frente al inmunosuero homélogo. Unicamente Kaminski,

(1.957), encuentra diez arcos de precipitacién, con seis



TABLA XAVI

fiovilidades electroforaéticas absolutas, relativas
P
y porcentuales de los componentes antigénicos, correspon-
dientes al extracto de proteina soluble de carne de vaca

(Psn), frente al inmunosuerc homdlogo anti-PSB.

A n C D £ F

1 -3,5(6G,70) 3,5 0,40{(0,08) 0,09 9(¥1,15)
2 0,5(x0,40) 7,5 ©,36(x0,04) 0,20 20(t0,50)
3 4,5(x1,00) 11,5 1,33(*0,11) 0,31 31{(x0,17)
4 o(+1,50) 15 1,73(20,720) 0,40 4C(t0,74)
5 2,5{(t1,80) 16,5 1,90(t0,20) 0,44 44(x1,26)
6 26(*3,00) 3 5,81(+0,35) 0,89 89(+0,09)

Al. bovina 2C(x3,00) 37 4,208(X0,34) 1 100

Dextrano -7(x1,00) 0 0 0 0

n= Mimero del componente antigénico.

b= Desplazamicénto en mm. desde el pocillo.
C= D=2splazaiento real en mm.
D= Novilidad absoluta.

E= fiovilidad relativa.

F= flovilidad porcentual.
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FIG. 21.- Fsquema y reproduccibén fotogréfica de los

compdnentes antigénicos correspondientes al extracto
de protefna soluble de carue de vacuno (PSB), Ffrente
al inmunosuero homéiogo, por inmunoelectroforesis en

gel de agarosa (pH 8,6), segin Scheidegger.
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componentes Ffuertes, en un suero de cone jo anti-gammaalo-

bulinas de buey.

Las seis fracciones halladas por nosotros
pueden localizarse fécilmente pues, con la-‘excepcién de
los arcos de precipitacién nfimeros 4 y 5, de movilidades
muy préximas, los demis presentan valores suficientemente

dispersos.

Fn la tabla XXVIII, se puede comprobar que,
el extracto soluble de carne de caballo (PSCA), enfrentado
al inmunosuero homélogo, dA lugar a siete arcos de preci-~
pitacién (figura 22). Kaminski (1.957), trabajando con un
suero de caballo inoculado en conejo, encuentra siete ban-
das y, cuando emplea la cabra para obtener el inmunosuero,

llega a diferenciar nueve.

En la tabla XXIX, se compruebz que, el PSCA
permite diferenciar un componente msyor, que Se correspon-
de con la fraccidn nimero 2, de movilidad porcentual 24
(* 0,73). La técnica NADI, para la caracterizacién de gli-
coprotefnas fﬁé positiva para los componentes menores ni-

meros 3 y 6.

El sistema representado pbr el extracto so-
luble de protefna de carne de cerdo (PSC) y el antisuero
homélogo, evidencia seis componentes inmunoelectroforéti-
cos (figura 23), de los que dos de ellos, tienen movilida-
des muy préximas (16 +0,04 y 17 #1,03% en relacién a la
seroalbfimina bovina) y, por lo tanto, dificilmente diferen-

ciables (tabla XXX).'



TAOLA JUVITT

Movilidades electroforéticas absolutas, relativis

y porcentuales de los componcntes antigénicos, correspon—

die

ntes al extracto de protefna soluble de carne de cabal.o

(npscAa), fFrente al inmunosucre homdlogo anti-P5CAa,

A 3 C n z F -
1 -2,5(*0,35) 4,5 0,52(*0,09) 0,12 12(%1,73
2 2(+0,50) 9 1,04(t0,05) 0,24 24(10,73
3 9(+1,70) 16 1,85(*0,72C) 0,43 43(+2,0C
4 12(¥1,50) 19 2,19(*C,26) 0,51 512,34
5 13(*2,00) 20 2,31(£0,24) 0,54 S4(t1,02
6 17(t2,00) 26 2,77(£0,24) G,64 64(X0,20
7 29(3,06C) 36 4,16(X0,15) 0,287 97(tc, 7?2

"l. Bovina 30(t2,00) 37 4,28(0,34) 1 100

Dextrano -7(+1,00) 0 U 0 0

A= MNimero del componente antigénico.

B= Dasplazamiento 2n mme. deosde el pocillo.

C= Desnlaramiconto real en mm.

D= lovilicad absoluis,.

fiovilidad relativs.

Movilidad porcentual.
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FIG. 22.- Fsquema y reproduccibén fotogrifica de los
componentes antigénicos correspondientes al extracto
de protefna soluble de carne de caballo (QSCA), fren-
te al inmunosuero homélogo, por inmunoelectroforesis

en gel de agarosa (pH 8,6), segin Scheidegger.
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TABLA XXX

Movilidades elsctroforéticas absolutas, relativas
y porcentunlass de los componantes antigfnicos, correspon-—
dientes al extracto de proteina soluble de corne de cerdo

(psc), frentz al inmunosuero howdlogo anti-P3C.

A B - C n £ F
1 -1(@c,50) 6 0,69(¢0,06) 0,16 15(40,04
2 -0,5(x0.50) 6,5 0,75(¢0,06) G,17 17(+1,03)
3 5,5(1,5C) 12,5 1,44(%0,72) 0,33 33(£1,37)
4 7(X1,50) 14 1,62(*C,17) 0,37 737(%1,09
5 11(x1,7C) 18 2,08(%0,20) 0,40 40(x0,66
6 21(x2,00) 20 3,26(20,38) 0,75 75(X1,70)
Al. Bovina 30(*3,00) 237 4,20(0,34) 1 100
Dextrano -7(x1,00) 0O 0 0 0

A= Nlmero del componente antigénico.

B= Desplazamientn eon mre. desde el pocillo.
C= Desplazamiento real en nm.

D= licvilidad absoluta.

£= Movilidad relativa.

F= Movilidad porcantual.
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Tormo y col., (1.967), aislan venticuatro
fracciones al efectuar la inmunoelectroforesis del suero
porcino, frente al antisuero hombélogo. La finalidad de
este trabajo no se ha centrado en detectar un nimero més
o menos elevado de componentes, sino como veremos mis
adelante, al analizar los resultados de los sistemas he-_
ter6logos, hemos considerado de mis interés, caracterizar
las fracciones especificas y con mayor capacidad antigé-
nica. Estas pueden identificarse mejor, cuando es menor

el nimero de componentes antigénicos.

El extracto antigénico PSC, Ffrente al in-
munosuero hombélogo evidencid tres Fracciones mayores (ta-
bla XXXI), de las que, la nflimero 1, se observaba en el
antisuero recogido a los doce dias de inmunizacién, mien-
tras que las nfimeros 4 y 6, se detectaron en el.inmuno-

suero correspondiente a la sangrfa S efectuada a los

2'
ventiocho dfas. La dificultad para identificar los com-
ponentes nimeros 1 y 2, que apnre&en muy préximos en el
inmunoelectroferograma, se resuelve al efectuar la lec-
tura y observar que, el nfimero 1 es una fraccién mayor.
En relacién con la caracterizacién inmunoquimica es de
destacar, la naturaleza glicoprotéica del componente me-

nor n@mero 5.

Estas técnicas aplicadas al suero porcino
(Tormo y col., 1.967), diferenciaron una lipoprotefna y
cinco glicoprotefnas, de las que una (movilidad 44%) po-

drfa corresponderse con la identificada por nosotros.

Fn la tabla XXXII, se reseilan las movili-

dades electroforéticas, correspondientes a las siete
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TADLA XXX11

Movilidades electrofordticas absolutas, relativas
y porcentuales de los componentes anticénices, correspon-
dientes al extracto de proteina soluble de carne de perro

(F3P), frente al inmunosuero homélogo anti-P5p.

A B c D E F
1 ~-6(%1,00) 1 0,11(t0,10) 0,02 2(*1,70)
2  -0,5(0,50) 6,5 0,75(+0,06) 0,17 17(x0,10)
3 4(1,20) 11 1,27(*0,21) 0,22 29(x0,84)
4 5(+1,50) 12 1,38(+0,18) 0,32 32(£1,43)
5 9,5(+1,73) 16,5 1,%0(*0,11) 0,44 44(0,99)
6 14(%2,00) 21 2,43(%0,23) 0,56 56(*0,B81)
7 29(*3,00) 36 4,16(*0,35) 0,97 97(%0,23)
Al. Bovina 30(+3,00) 37 4,28(%0,34) 1 100
Dextrano ~-7(*1,00) 0 0 0 0

A= Ndmero del componente antigénico.

P= Desplazamiento en mm. desde el pocillo.
C= Desplazamignto real en mm.

D= Movilidad absoluta.

£= Movilidad relativa.

F= fovilidad porcentual.
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fracciones aisladas-en el sistema formado por protefna so-
luble de carne de perro(PSP) y el inmunosuero homéloqo (Ffi-
cura 24). De todos los extractos antiaénicos analiiados por
inmunoelectroforesis, éste es €l que presenta un componente '
de menor movilidad (2 #1,70% en .relacién a 1a seroalblimina
bovina), que puede diferenciarse fécilmente, no sélo del’
resto de las fracciones del antfgeno PSP, sino también, de
las correspondientes a las demds especies animales estudia~

das.

Nuevamente nos vemos obligados a comparar
nuestros resultados .con 1os obtenidos en el suero de la
misma especie que, por otra parte, siempre se ha venido
utilizando para ia diferenciacién de protefnas cérnicas,

a través de técn.cas de rutina.

Bruchieri y Grasso (1.966), aislan ventiun
arcos de precivitacién y, resaltan la presencia de un com-—
ponente de escasa movilidad (que denominan catédico), dque
podria corresponderse éon el de movilidad 2 ( +£1,70)%.
Para confirmar esta hipbtesis, serfa necesario efectuar

pruebas con inmunosueros absorbidos.

El extracto.de carne de perro (PSP), ha
permitido aislar tres componentes mayores, de 1los que el
nimero 2 se detecta en el antisuero de conejo obtenido a
los doce dfas de inmunizacién, mientras que, las fraccio-
nes nlmeros 1 y 7, precisan ventiocho'dias, para que 1la
respuesta de anticuerpos sea visible por la técnica (ta-
bla XXXIII). El1 componente niimero 1, que es ficilmente

-aislable por su escasa movilidad, es ademds una fraccién

mayor, por lo que su importaoncia aumenta, en relacibn con
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su papel en la identificaciédn del extracto antigénico de

carne de perro.

Por #iltimo, la caracterizacién inmunoquf-
mica para glicoprotefnas fué positiva en relacién con el

componente nfimero 6 (movilidad 56 *0,61%).

Finalmente, en 1la tabla XXXIV, estudiamos
las seis fracciones halladas, por inmunoelectroforesiq;
entre el extracto de carne de pollo (PSPO) y el inmuno-
suero homélogo (figura 25). Las movilidades de los dis-
tintos componentes facilitan su localizacién en el inmuno-

electroferograma, ya que no aparecen valores préximos.

A pesar de que, generalmente, el nimero de
fracciones antigénicas es superior cuando se emplea la
técnica de inmunoelectroforesis que, cuando se efectda la
inmunodifusién en gel, en este caso, se detectd el mismo

ndmero con uno y otro procedimiento.

Este extracto de proteina soluble. de polio
ha facilitado 1la identificacién de tres componentes mayo-
" res (nﬁmeroé 1, 3 y 6) cuando se enfrentd al inmunosuero
correspondiente. Las tfes fracciones son de aparicidn
precoz en el antisuero de conejo (tabla XXXV) y, de.ellas,
la nfmero 3 (movilidad porcentual 44 +0,44) es ademés
de caricter lipoprotéico. Es de sefialar, que los dem&$
extractos antigénicos, correspondientes a mamfferos, han
sido siempre negativos, en relacién con esta prueba inmu-
noquimica. Por otro lado, el componente menor nimero 2 se’

corresponde, inmunoquimicamente, con una glicoprotefna.



TABLA XXXV

flovilidades electroforéticas absolutas, relativas

y porcentuales de los componentes antigénicos, correspan—

dientes al extracto de proteina soluble de carne de peallo

(F3p0), frente al inmunosucro homélogo anti-PSPO.

A 8 C D £ F
i G,5*0,50) 6,5 0,75(*0,06) 0,17 17(t0,27)
2 4(®1,00) 11 1,_27(tn,11) 0,22 29(+0,29)
3 9,5(*1,50) 16,5 1,3%0(*0,18) 0,44 44(%0,44)
4 16(x2,00) 23 2,66(%0,23) 0,62 62(0,37)
22,5(¢3,00) 29,5 3,41(£0,3%5) 0,70 79(x1,66)
6 24,5(£3,00) 31,5 ,64(x0,35) 0,85 85(%1,21)
Al. Bovina 30(+3,00) 37 4,26(%0,34) 1 100
Dextrano -7(x1,00) 0 0 0 ]

A= Ndmgro del componente antigénico.

C= Desplazamiento en mm. desde el pocillo.

C= Desplazamiento real en mm.

D= fovilidad absoluta,

E= Novilidad relativa.

F= Tovilidad porcentual.
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FIG. 25.- Esquema y reproduccién Fotogréfica de los

componentes antigénicos correspondientes al extracto

de profeina soluble de carne de pollo (PSPO), frente
al inmunosuero homélogo, por inmunoelectroforesis eh

gel de agarosa (pH 8,6), segin Scheidegger.
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V.E.2. Sistemas heteréloqos.

V.E.2.a. Determinacién de la concentreciédn 6ptima de los

_extractos antigénicos a utilizar en 1as pruebas.

Los extractos antigénicos utilizados en las
técnicas de inmunoelectroforesis Frente a antisueros hete-
rb6logos, no se diluyeron, excepto, en el caso de la proteif
na soluble de carne de perro (PSP) que, se diluyd al 1/2.
En consecuencia, los antfgenos procedentes de carne de va-
cuno, caballo, cerdo y pollo contenfan 48 mg. de polvo lio-
filizado por ml. y, 24 mg. cuando se prepard a partir de
PSP.

Al discutir los resultados obtenidos por in-
munodiPusidn citdbamos la conveniencdia de utilizar sistemas
ant{geno-anticuerpo ms concentrados para las reacciones:
heterb8logas. Creemos que, con la inmunoelectroforesis, esté
atin mis indicado ya que el extracto antigénico se diluye
de forma relativa, al producirse la emiqracién electroforé-
tica. En este sentido, podrfamos afiadir que, si el extracto
clrnico es heter$logo respecto al inmunosuero, al concen-
trar el antfigeno aumentamos las posibilidades de que los
escasos grupos determinantes de la reaccidn heterbloga se
acoplen a los lugares recepiores de la molécula de anticuer-
po y dén lugar a una linea de precipitacién visible (carpen-~

ter, 1'975)0
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V.E.2.b. Nimero de fracciones diferencindas y movilidades

electroforéticas.

De las fracciones totales halladas en el ex-
tracto soluble de protefna de carne de bévido (PSB), la nG-
mero 2 (con movilidad porcentual 20 +0,50) era comin a los
antfgenos de carne de caballo, cerdo y perro (Ffigura 26).
En consecuencia, consideramqQs que, este componente es el
responsable de las falsas reacciones positivas, que apare-
cen al efectuar las técnicas habituales de diferenciacién
de protefnas solubles cArnicas, entre las especies domésti-

cas estudiadas.,

Kaminski (1.957), al realizar pruebas de in-
munoelectroforesis con inmunosuero de conejo antigammaglobu-
linas de buey frente a éuero de ceballo, encuentra cinco ar-
cos comunes, de los que sélo uno, corresponde a una linea
de precipitacién Fuerte. Pensamos que, al sustituir los sis-
temas suero-antisuero o anti-gammaglcbulinas por los extrac-
tos cérnicos y los inmunosueros utilizados en este trabajo,
conseguimos disminuir‘la proporcién de falsas reacciones po-
sitivas, al eliminar alcunas de las fracciones comunes pro-

cedentes del suero.

Ya que tres de 1los componéntes antigénicos
espec{ficos de PSB, tienen movilidades de 40 ( t0,74),
44 (*1,26) y 89 (+0,89)%, en relacibén con la seroalblimina
bovina y, por lo tanto, sin posibilidad de confusién con 1la
fracgién responsable de la comunidad antigénica (movilidad
porcentual 20 +0,50), la técnica de inmunoelectroforesis
puede tener aplicacidn préctica para la diferenciacién de

proteinas solubles de misculo de buey.
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FIG. 26.- Fsquema de la inmunoelectroforesis en gel
de agarosa (pH 8,6), segin Scheidedgger, realizada
con diversos extractos antigénicos frente al inmuno-
suero anti-PSB, obtenido por inoculacién parenteral

en el conejo.
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Las fracciones nimeros 3 y 4 de movilidades
porcentuales 31 ( +0,17) y 40 ( +0,74) respectivamente,
tienen dentro de los 1limites del presente trabajo, el mé—
ximo interés como componentes fAcilmente diferenciables,
por tratarse de fracciones mayores y, al mismo tiempo, por

su carfcter espec{fico (tablas XXVII y XXXVI).

El anélisis de los diversos antfgenos por
inmunoelectroforesis, permite afirmar que, 1A analogia,an—
tigénica con el inmunosuero anti-PSCA es mayor para las
protefnas solubles de carne de buey (tres Fracciones comu-
nes), que para las de perro (dos componentes) y que, para
las de cerdo (uno sélo). Con las protefnas de mlsculo de
pollo no se ha encontrado relacibn antigénica de ningin

tipo (figura 27).

Como se d4 la circunstancia de que, la frac-—
cibén nfimero 1 (movilidad porcentual 12 +1,73) se repite en
los "mosaicos antigénicos", correspondientes a las protefnas
cérnicas de tres especies animales (vaca, perro y cerdo) es,
posiblemente, el éomponente que juega un papel mds impoftan—

te, como responsable de las falsas reacciones positivas.

De las cuatro fracciones especi{ficas, las de
movilidad porcentual 64 (* 0,20) y 97 (% 0,22), son lac que

més Flcilmente pueden identificarse por inmunoelectroforesis.

En el -trabajo publicado por Kaminski (1.957),
se citan siete arcos comunes entre el suero dé buey y el
inmunosuero de conejo antisuero de cabello, 10 que ratifi-
ca nuestra idea de que, se consiguen resultados mis espe-
ci{ficos con inmunosueros anti-protefnas cérnicas que con

los preparados por inoculacién de protefnas séricas.
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TABLA XXXVI

Movilidades porcentuales, en relacidn a la seroal-
blmina bovina, de las fracciones homdlogas y heterdlonas, de
los diversos extractos antigénicos, diferenciadas por ipmuno-—
electroforesis en gel de agarosa, seqdn Scheideqgger, frente
al inmunosuero anti-PSsB, obteniﬂo por inoculacidn parenteral

en el conejo.

fFraccinones antiasnicos

N Homolugyas: Lovi- i-tarolonas .
Ndmero lidad porcentual p35C EE P5CA P3P0
1 9 (£1,15) - - - -
2 20 (+0,50) . . . -
3 31 (£0,17) - - - -
4 40 (*0,74) - - - -
5 44 (£1,26) - - - -
6 . 89 (+0,89) - = - -

p5B: Protefna soluble de carne de vaca.

PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
PSP: Proteina soluble de carna de perro.
P5CA: Protefina soluble de carne de caballo. |

PSPO0: Proteina soluble de carne dec pollo.
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FIG. 27.- Fsquema de la inmunoelectfoforesis en gel
de agarosa (pH 8,6), segin Scheidegger, réalizada

con diversos extractos antigénicos Ffrente al inmuno-—
suero anti-PSCA, -obtenido por inoculacién parenteral

en el conejo.
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Al estudiar conjuntamente las tablas XXIX y
XXXVII, que resumen 10s resultados del extracto de protef-
nas solubles de carne de caballo (PSCA), podemos aFfirmar
que, el componente niimero 2 (moVilidad porcentual 24 +0,73)
es el mis importante, en relacién con la identificacién in-
munoldgica de este extracto antigénico, pbr tratarse de una
fraccibén mayor y no compartida con otras especies animales.
También, la nimero 6 (movilidad porcentual 64 +0,20) es
especifica y de caricter glicoprotéico, por 1o que puede
jugar un papel notable en la identificacién de este extrac-

to antigénico.

El extracto antigénico de carne de cerdo pre-
senta seis componentes totales frente al inmunosuero hombélo-
go, de los que cinco, son fracciones comunes con protefnas

cérnicas de vaca, caballo, perro y pollo (fiqura 28).

E1l antfgeno PSC sbélo presenta, de acuerdo con
nuestrog resultados, una sola fraccidn antigénica (movilidad
porcentual 75 +1,70), que es, al mismo tiempo, un coméonen—
te mayor. Al tratarse de la fraccién m&s anddica y de que,
el coﬁponente mis préximo tiene una movilidad de 48 ( +0,66)%
es relativamente sencillo identificarla en el inmunoelectro-
ferograma y, en consecuencia, serd la m&s importante a la

hora de la identificacién inmunoelectroforética del PSC.

Los componentes nfimeros 1 y 4 son también
mayores pero presentan extensas comunidades con los extrac-

tos de vaca, caballo, perro y pollo (tabla XXXVIII).

Este inmunosuero anti-PSC, es el dnico que

permite observar arcos de precipitacién Ffrente al extracto



TABLA XXRXYII

Movilidades porcentuales, en relacidn a la seroal—
bémina bovina, de las fraccionss homdlogas y heterdlogas, ie
los diversos extractes antigfnicos, difsrenciados por inmuo-—
electroforesis en gel de anarosa, segln Scheidegger, Frant:
al inmunosuero anti~PSCA, obtenido por incculacidn parcnteral

en el conejo.

fFrocoioncs antictnicas
Homolocgase: lovi- li:tardlonas
Ndmero lidzd porcentual PsC 158 50 NS0
1 12 (£1,73) + + . -
2 24 (tC,73) - - - -
3 43 (+2,00) - + - -
4 51 (+2,34) .- + + -
5 54 (+1,02) - - - -
6 64 (+0,20) - - - -
7 97 (t0,22) - - - -

P5CA: Proteina soluble de carne de caballo.
P3C: Proteina soluble de carne de coerdo.’
P5B: Protefna soluble de carne de vaca.
PSP: Proteina soluble de carne de perroe.

PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.
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de agarosa (pH 8,6), segiin Scheidegger, rgalizada
‘con diversos extractos antigénicos frente al inmuno-
suero anti-PSC, obtenido por inoculacién parenteral
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TARLA XXXWIIT

llovilidades porcentuales, en relacidn a la scroal-
bdmina bovina, de las fracciones homdlogas y heterdlogas,
de los diversos extractos antigénicos, diferenciadas por
inmunoelectroforesis en gel de»égnrosa, segln Scheidegger,
Frente al inmunosuero anti-PSC, obtenido por inoculacidn

parenteral en el cancjo.

Fraisclonos
Houoloyss: hiovie- :

Nimero lidad porcentual 50

1 16 (206,04) - - + +

2 17 .(£1,03) + + + -

3 33 (£1,32) - s -

4 37 (+1,009) + + N -

5 48 (£0,66) - - - .

6 75 (£1,70) - - - -

PsC: Pretscina soluble de carne de cerdo.
pP5B: Proteina soluble de carne de vaca.
P3Ch: Protezina soluble de carne de caballo.
PSP: Proteina soluble de carne de rerrge. ., -

PSPC: Protefna soluble de carne de pollo.
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de carne de pollo. Es posible que ello se deba a que, €l
grado de inmunizacién en el conejo, fué més elevado que

el conseguido por los demés antigenos.

De 1as fracciones comunes, las de movili-
dad 16 ( £0,04), 17 ( £1,03) y 37 ( +1,09)%, en relacibdn
a la seroalblimina bovina, avarecen en las protefnas cir-
nicas de otras tres especies animales, dando lugar, en con-
secuencia, a importantes problemas en la diferenciacibén se-

roldgica de estas protefnas.

Los resultados obtenidos.por inmunoelectro-
foresis al enfrentar =1 inmunosuero anti-PSP, a los extrac-—
tos antigénicos heterbloqos son muy similares a los conse-
guidos, previamente, mediante técnicas de inmunodifusién.
En ambos casos, se diferenciaron dos fracciones, comparti-
das con la& protefnas clrnicas de cerdo, caballo y vaca

(figura 29).

Al estudiar el inmunoelectroferograma se
ohserva que, las fracciones ndmeros ?2 y 5 se repiten en
el caballo y vaca y, en el cerdo y caballo, respectiva-
mente. Frente al extracto cArnico de pollo, el resultado

es negativo.

De los tres componentes especificos, los
de mayor movilidnd porcentuol (56 40,81 vy 97 +0,23) <e
encuentran suficientemente alejados de los comunes para
que, 1la técnico> de inmunoelectroforesis pueds aplicarse
a la diferenciacibn de protefnas, de acuerdo con los re-—

sultados obtenidos en este sistema.
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FIG. 29.- Esquema de la inmunoelectroforesis en gel
de agarosa (pH 8,6), seclin Scheideqrer, realizada
con diversos extractos antigénicos frente al inmuno-
suero anti-PS5P, obtenido por inoculaciédn parenteral

en el conejo. ' .
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En las tablas XXXITI y IXL se obéerva que,
el componente nimero 7 (movilidad porcentual 97 +0,23)
es mayor, ademls de especifico y, por lo tanto, lo consi-
deranos como el de mAs interés para identificar el extrac-
to soluble de carne de perro. Menos importancia presenta
la fraccibén nfmero 6 (movilidad porcentual 56 +0,81) ya
que, aunque tiene carécter glicoprotéico es un componente
menor, que no aparece hasta los sesenta y dos dfas de in-

munizacién del conejo.

Al igual que al efectuar las reacciones por
inmunodifusién, los resultados de la inmunoelectroforesis
no han dado ninguna linea de precipitacién al enfrentar,
el inmunosuero anti-PSPO contra los extractos antigénicos

de las demés especies animales.

En este sentido, las seis fracciones detec-
tadas en €l sistema homélogo, hemos de considerarlas espe-
cificas, al menos, dentro de los 1imites de nuestra expe-
riencia. De ellas, los componentes ndmeros 1, 3 y 6 (ta;
bla XXXV) son ademis f}acciones mayores, que se identifi-
can f4cilmente en inmunosueros obtenidos a los doce dias

de inmunizacién.

V.F. EXTRACTOS .SOLURLES DF PROTEINAS MUSCULARES, FRENTE A

INMUNOSUFEROS HOMOLOGOS Y HETEROLOGOS, POR HEMAGLUTI-

NACION PASIVA, SFGUN LEYIS Y XESSEL.

La sensibilidad de le hemaglutinacién pasiva

es elevada. Chordi y eol., (1.962), consiquen tfitulos de



TABLA _TIXL

fovilidades porcentuales, en relacidén a la serocdd-
bdmina bovina, de las Fracciones homélogas y heterdlogas, de
los diversos extractos antigénicos, diferenciados por inmuno-
electroforesis en gel de agurosa,\segén Scheidegger, frente

al inmunosucro anti-PSP, obteénide por inoculacidn parenteral

en el conejo.

_._Froccionas sntintnicas

3 liciGlagas: Lovi-— ] iatarclonas

Ndmero lidad porcentual pPsC P55 PSLA 1750
1 2 (%1,70) + - - -
2 17 (+0,10) - + + -
3 29 (+0,84) - . + - -
4 32 (+£1,43) - - - -
5 44 (£0,99) + - . -
6 56 (+0,81) - - - -
7 97 (+0,23) ° - - - -

PsP: Proteins soluble de carne de perro.
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
P5B: Proteina soluble de carne de vaca.
pPsCA: Protefna soluble de carne de caballo.

P5P0: Protefina soluble de carne de pollo.
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hasta 1/250.000 con antigenos hidatf{dicos y, Tormo (1.966)
hasta 1/10 X 916 con un extracto total =alino de Accaris
suum, frente a inmunosueros hom8logos obtenidos por inocu-
lacién parenteral en el conejo. Fs indudable que, estos
t{tulos de hemaglutininas se consiguen a expensas de una
disminucién de la especificidad. Asfi, Kagan y coi., (1.359),
llegan a ajustar la reaccidn hacta obtener una sensibilidad
del 100%, a base de soportar una inespecificidad de 16%. Jung
y Packeco (1.960), con antfaenos paracsitarios, Accaric lum-

bricoides y Toxnecar> canis, elevan el tftulo de la remaglu-

tinacién a 1/80, para considerarlo con verdadera significa-

cibén diagnéstica.

V.F.1. Tanizacibdu v sensibilizacibn.

Boyden (1.951) sefiala que, los antf{genos de
naturaleza protéica se fijan a los hematfes de cordero si,
previamente, se han- tratado con Acido tAnico muy diluido.
Chordi y col., (1.962); Keogh y col., (1.948) resaltan que,-
€1 empleo de hematies tanizados es especialmente ventajoso

para antfgenos de naturaleza protéica.

Un exceso de 4cido ténico, provocarfa la aglu-
tinacién esponténea de los hematies, apareciendo falsos resul
tados positivos que, se pondrfan de manifiesto, al <er positi
vos también los controles. Por el contrario, las concentra -
ciones excesivamente bajas de &cido ténico, serfan insuficien
tes para la adecuada tanizacién de los glébulos rojos y, de-
terminarfan dificultades para su posterior sensibilizacién

con 1o0s extractos antigénicos (Pirofski y col.,, 1.962).
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Fn las tablas XL, XLI y XLTI, se puede com-
probar la influencia de la dilucibn del Scido télnico en el
tftulo de hemaglutininas, utilizando hematfes sensibiliza-

dos con diferentes diluciones del extracto antigénico.

Utilizamos €l ant{geno procedente de carne
de pollo pordque presentabJ, junto a un elevado tftulo de
precipitinas controladas a lo largo del proceso de inmuni-
zacidn, una menor concentracién de proteina por mililitro

que los demis antfgenos.

La sensibilizacién éptima se consigue, igual-
mente, a trovés de pruebas de tanteo, permaneciendo en con-
tacto 1os hemntfes con la suspensiédn antigénica durante 30

minutos a 3792C. (George y Vaughan, 1.762).

Mantenidas estas condiciones, pudimoé ver que,
la combtinacién (tanizacién/sensibilizaciédn) m&s conveniente
era la obtenida con la dilucién de 4cido tdnico 1/40.000 vy,
el extracto antigénico al 1/5, que permitfa tftulos positiwns
con rec{procos de la dilucibn del inmunosuero anti-PSPO’ de
216. La mayor parte de' los investigadores, que han empleado
esta reaccibén de hemaglutinacidén pasiva coinciden en que,
diluciones comprendidas entre 1/30.000 y 1/40.000 son las
que aportan mejores resultados positivos (Borduas y Grabar,
1.953). '

La tanizacién y sensibilizacién varf{an con
cada lote de hematfes e incluso con la edad o tiempo de con-
servacibén de los glébulos rojos en €l laboratorio. Por ello,
en nﬁestras experiencias, siempre efectuamos esta técnica,
con el mismo lote de hematfes, para todos los sistemas antf-

geno-anticuerpo a estudiar.
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TABLA XL
Influencia de la dilucidn del acido ténico en el

titulo de hemaglutinacidn, utilizando homatios sensibiliza-

dos con ecxtracto antigénice PSSP0 al 1/S.

Reciproco de la Reciproco de la dilucidn de acifdo tanico
dilucidén del in-  empleada =n el tratamiento de hematies.
munosuero anti- ]
PsSPO. . 20.000 30.000 40.000 80.000
+ + + +
22 + + + +
23 + + + +
24 + + + +
5
2 + + + +
6
2 + + + +
7
2. + + + + -
8
2 + + + -
9
2 + + + —
10
2 + + + -
1
2 + - + + -
12
2 - . R -
3
21 - + + -
4
21 - + - + -
5
21 - - + -
6
2! - - . -
7
2! - - . - -
8
2! - - .- -
9
2! - - - -
20

N
!
§
|
1

Control - - - -
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TADLA XLI

Influencia de la dilucidn del Acido tAnico en €}
titulo de hemaglutinacidn, utilizando hematies sensibiliza—

dos con extracto antigénico P3P0 a2l 4/10.

Aeciproco de la Reciproco de la dilucidn de acido tdnico
dilucidon del in-— empleada en el tratamiento d2 homatias,
munosuero anti-

PSPO . 20.000 30.000 40.0C0 80.00C
2 + + + +
22 + + + +
23 + + + +
24 + + + +
25 + + + +
26 + + + + -
27 + - + + -
28 - + + -
29 - + - + -
210 ~ ' _ " -
211 _ _ + -
212 ’ - - . - -
213 - - - -
p14 - - - -

. 215 - - - -
216 - - - -
217 - - - -
218 _ - - -
219 — - - -
220 - - - -

Control - - - -
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TABLA_XLIT

Influencia de la dilucidn del 4cido ténico en el
tftulo de hemaglutinacidn, utilizando hematies sensibiliza-

dos con extracto antigénico P5P0 al 1/20.

Reciproco de la Reciproco de la dilucidn de acido tanico
3 T4 0 s

dilucidn del in- empleada en el tratamiento de hematies.

munosuero anti-—

PSPO. 20.000 30.000 40.000 80.000
2 + + + +
22 + + + +
23 + + + +
2& + + + +
25 Ty + + * +
26 + + + + -
27 + + + -
28 . R . -
29 + - + - + -
210 _ - + -
11 - - + -
212 - — - -
213 - - - -
214 ~ - - -
215 - _ - -
216 - - - -
217 - - - -
218 — - - -
219 - - - -
220 ~ - - -

Control - - - o=
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V.F.2. Sistem~« hombélocos,

En 1a tabla XLIII, se comprueba que, los tf-
tulos de hemaglutininas mls elevados que mantenfan los con-
troles negativos, correspondieron a los sistemas realizados
con extractos antigénicos procedentes de carne de vaca, ca-
ballo y pollo, que consiguieron valores de 516 (Figuras 30,
31 y 32) mientras que, para €l cerdo y perro sbélo se 1legb
a diluciones cuyos reciprocos eran del orden de 21 y 210
respectivamente (fiauras 33 y 34). Karpas y col., (1.370),
utilizando esta reaccibn de hemaqlutinacién con inmunosueros
anti-Ig G de vaca, caballo y cerdo, frente a sueros homdlo-
gos, consiquen titulos de hemaglutininas mis elevados en los
sistemas procedentes de la vaca que en los de origen equino

o porcino.

Como esperdbamo=, los resultados cﬁantitati—
vos por hemaglutinacién ﬁasiva no coinciden con 1los obteni-
dos por inmunodifusién radial ya que, segin Gordon y col.,
(1.958), 1a tasa de hemaglutininas es independiente de 1la
concentracibén de anticuerpos precipitantes, pudiendo inter-
venir en 1a hemaglutinacién otros anticuerpos bloqueantes:
o incompletos, -junto a’'los de carlcter precipitante.

V.F.3. Sistemas Feterbloaos.

Los cinco inmun,sueros de cone jo, preparados
por inoculacién parenteral de 105 extractos protéicos solu-
bles de carne de distintas especies, reaccionaron positiva-
mente por hemaglutinacién pasiva frente a los anticuerpos
heterGlogos, con las excepciones de los sistemas PSP anti-

PSC.y PSPO anti-PSP,



TAGLA XLIII

Titulos mAximos alcanzados por hemaglutinacidn
pasiva de los extractos antigénicos homélogos Frente a
los diversos inmunosucros, obtenidos por inoculacidn

parenteral en el conejo.

Diluciones de los extrac-—

Inmunosueros tos anticdnicos homdlogos.
1/5 1/10 1/20
anti-pse 210 29 20
anti-PSCA 216 28 29
anti-psp 210 2 26
anti-psc 21 2° 27
* anti-pseg 216 Pl 2!

P3B: Protefina soluble de carne de vaca.
P5CA: Protefna soluble de carne de caballo.
psp: Proteina soluble de carne de perro.
psC: Proteina soluble de carne de cerdo.

PspO0: Proteina soluble de carne de pollo.



FIG. ?0.- Reprodicecidn fForoorffica de una placa Perspex, m
14 ane se Fia efectundo una prucba de bemaalutinecidn pasisa,
de Acuerdn con los simiientes datoe: Aw*{bnmn PrB (nrotefra
colnhle de carme de vora), inmunosuern de conejo mti-=PSR oy

Arido tfnico dituido a1l 1/40,000.

La Fila A corresnoide » Joe coatroles realizadoe frer-
te A diluciones sucesivas de enero de cone jo normal inacti-

vado.

Fn 1~e filas B y 0, el 2ntfaeno se Ailuvd al 1/5, ob-

servindose parrdn positivo inclnco en 12 excavacifn niimere

16
16 (tftulo: 2 (). Lre Filas D v F zorresponden Al antfaenco

diluido 21 1/10, que permitid obtener un t{tvlo de ?9. Fn
1as fFilas F y G, o1 antfaeno fué dilnide a1 1/°0 v el tf{tu-

lo de hemaglutinacidn =610 11ecd A 22,
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FIG. 31.~ Reproduccidn fotoaréfica de una placa Perspex, en

1a que sé ha @Ppctﬁndo una prueba de hemaglutinacién pasiva,
de acuerdo con los siguientes datos: Ant{geno »5CA (protef- -
na soluble d= carne de_cahallo), inmunosuero de ~gnejo anti-

PSCA y 4cido ténico diluido al 1/40.000.

La fila A corresponde a los controles realizados fren-
te a diluciones sucesivas de suero de conejo norm>1 inacti-

vado.

Fn 1as filas B y C, el antfgono ce diluyé a1 1/5, ob-
servindose patrén positivo incluso en 1a excavacién ntmero
16 (tftulo: 216). Las filas D y F corresponden al antf{geno
diluido al 1/10, que permitié obtener un tftulo de ?8. En
las Filas F v G, el antfgeno Fué diluido al 1/20 y el tftu-—

lo de hemaglutinacibén 1legd a PER



FIG. 3?.- Reproduccién Fotogréfica de wna placa Perspex, en
1A que <e ha efectuado una prueba de hemaclutinacién pasiva,
de acuerdo con loe siauientes datos: Antfigeno PSPO (protefna
soluble de carne de pollo), inrmurosuero de conejo anti-PSPO

y Acido tAnico 1/40.000.

I.a Fila A corresponde a los controles realizados fren-
te a diluciones sucesivas de suero de conejo normal inacti-

vado.

En las filas B y C, el antfigeno se diluyé »1 1/5, ob-
servéndose patrén positivo incluso en la excavacién nimero
16 (Tf{tulo: 216). Las Filas D v F caorresponden ~1 antf{qeno
dilwido 21 1/10, que permitié ohtener un tftulo de >, Fn
lac filas F y G, €] antfageno Fué dilnido Al 1/20 y el tftu-

"
lo de hemaclutinecibén fué también de 2 .
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FIG. 33.- Reproduccibén Fotogrifica de nna placa Pexspex, en
la que se ha efectuado una prueba de hcmaglutinahi6n pasiva,
de acuerdo con 10s siquientes datos: Antfaeno PSC (protefna
soluble de carne de cerdo), inmunosuero de conejo Anti-PSC

y &cido ténico diluido al 1/40.000.

La fila A corresponde A 1os controles realizados Ffren-
te a diluciones sucesivas de suero de conejo normal inacti-

vado.

Fn las filas B y C, el antfgeno se diluyé a1 1/5, ob-
servAndose patrdn positivo en la excavaciédn nfimero 11 (tf-
tulo: 211). Las filas D y F corresponden al ant{geno di -
luido al 1/10, que permitié obtener un tftulo de 22, En
las filas F y G, el antfgeno fué diluido al 1/20 y el tf{tu-

1o de hemaglutinacién 1legb a 27,



FIG. 34.- Reproduccién fotoarAifica de una nlaca Perapex, €n
1a que se ha efectuado una prueba de hemaalutinacidn pasiva,
de ~cuerdo con los siauientes datos: Ant{neno PSP (protefna
soluble de carne de perro), inmunosucro de éoncjo Anti-PSP

v 4cido tfnico diluido a1l 1/40.000.

Iia Fila A corresponde a los controles realizados fren—

a

te a dilucionecs sucesivas de suero de conejo normal inacti-

vado,

Fn 1eos filas B y €, el antf{aeno se diluyd al 1/5, ob-

cervirdose patrdn positivo incluso en 171 excavecidn wimero

10

10 (1ftulo: 2 ~). Las filas D y F corre=ponden al ~ntf{qeno

diluido al 1/10, que permitid obtener un tftulo de 97. Fi
lae filas F y G, €1 antfaeno fué diluido a1l 1/20 v el t{tu-

N

. . 6
lo de hemanlutinacidn 11egb a 2 .
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Ase, én la tabla XLIV, el inmunosuero anti=
PSB didé un t{tulo de 1/29 contra €l extracto chrnico de
caballo y, sensiblemente menores, 1/25, 1/24 y 1/23 para
el cerdo, pollo y perro. Ya que, €l tftulo obtenido frente
al antfgeno homb6logo fué de 1/216, creemos que €5 preciso
conseguir niveles de hemaglutininas superiores al menos a
1/210, para considerar que, en el extracto cédrnico hay pro-
tefnas solubles hombélogas y que, por lo tanto, la reaccién
tiene cericter especi{fico. Karpas y col., (1.370), emplean-
do inmunosueros anti-Ig G de vaca, obtiene resultados nega-
tivos por hemaglutinacibén frente a un suero equino, porcino
y de pollo. De confirmarse estos resultados, serfa posible
pensar que, las Ffracciones antigénicas inespecfficas, fes—
ponsables del tftulo de hemaglutininas en'las reacciones
heterblogas, estarfan ligadas a las protefnas solubles cér-

nicas o a protefnas séricas, ajenas a la Ig G.

Como se comprueba en la tabla XLV, el tftulo
mhs elevado en una reaccién de hemaglutinacién heterbloga
se obtiene también entre protefnas de caballo y vaca, bién
entendido que, en este caso, el sistema es inverso, o sea,
PSB anti-PSCA. Fmpleando este inmunosuero y, en €l lfmite
de nuestras experiencias, serfa preciso también, un tftulo
cuyo reciproco no fuese inferior a 210, para dar verdadervra
significacién diagnéstica a la reaccidn de hemaglutinacién

pasiva.

Frente al jinmunosuero anti-protefnas solubles
de carne de cerdo, los t{tulos correcpondientes a las reac-

ciones de hemaglutinacibén pasiva heterblogas han sido més



TAdLA XLIV

Titulo miximo obtenido por hemaglutinacidn pasiva
de los hcuwaties scnsibilizados a) 1/5 con los civersos ex—

tractos antigénicos, frente al inmunosuerc anti-PSB.

Homalios sensi-— Recinroco de la dilu-

bilizados con: cidn del inmunosucro. : Control
PSiY 2% -
P3P 2° -
PSCA 2g -
PSC 20 -

pPs5C: Proinina =zoluble de carnc de vaca.
P5P0: Protcina soluble de carne e pollo.
P: Protefna soluble.de carnz de perro.
PSCA: Protefna soluble de carne de caballo.

P5C: Proteina soluble de carne de cerdo.



TABLA XLV

Titulo miximo obtenido por hemaglutinacidn pasiva
de los hematies sensibilizados al 1/5 con los diversos aex-—

tractos antigénicos, frente al inmunosuero anti-PSCA.

Hematies scnsi- R

aciproco de la dilu-
bilizados con: - cién del inmunonsuaro. Control
P3P0 23 . -
psp 23 -
PsB 29 -
PsSC . . 23 -

PSCA: Proteina soluble de corne de caballo.
PSPO: Protefna soluble de carne de pollo.
PSP: Proteina soluble de carne de perro. .
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.

psC: Protefina soluble de carne de cerdo.
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bajos v, en algunos casos (PSP), incluso negativos (tabla
XLVI). Karpas y col., (1.970) trabajando con un inmunosuero
anti-Ig G porcino, sélo consiquen un tftulo de orden supe-
rior, entre €l antfgeno homblodo y el de procedencia bovina. -
En nuestro trabajo, €l tf{tulo detectado para el extracto
clrnico de cerdo es 1/211 y desciende a 1/27 para €l de va-
ca. Fn consecuencia, niveles de anticuerpos que representen
reci{procos del tf{tulo superiores a 28, tendrfan capacidad
diferenciadora o, 10 que es lo mismo, significacién diagnés-

tica.

Hemos visto, al analizar los sistemas homé}o-
gos, que €l extracto clrnico de perro (PSP) permite llegar
a diluciones de 1/210, fréhte al inmunosuero anti-PSP., En 1la
tabla XLVII, se r=coqgen los resultados de 1as pruebas de he-
maglutinacién, correspondientes a los sistemas heterélogos.
Los tftulos mds préximos se dan con los antigenos de proce-
dencia bovina y porcina, siendo negativas’ las reacciones

frente al extracto de pollo.

Las -diFerencias mis marcadas entre los t{tu-
1os de hemaglutinacién, correspondientes a los sistemas ho-
mélogos y heterdlogos se obéuvieron con el inmunosuero anti-
protefnas solubles de carne de pollo (tabla XLVIII), Dentro
del 1fmite de nuestro trabajo, reciprocos del orden de 25 o
superiores, pueden ser significativos 4 la hora de considerar
la reaccibén como especi{fica. Fs posible, que este mayor gra-
do de diferenciacibn, detectable cuantitativamente, tenga

como base, el distinto origen y clasificacién zoolbgica en-

tre aves y mamiferos.



TABLA XLVI

Titulo miximo obtenido por hemaolutinacidn pasiva
de los hematies sensibilizados al 1/5 con los diversos ex—

tractos antigénicos, frente al inmunosucro anti-—PS5C.

Homaties sensi- Reciproco de la dilu-—

bilizados con: cidn del imaunosuero. Control
PSPO 22 -
PSCA 26 -
PSP - -
PSB 27 -

pPsC: Protefna soluble de carne de cerdo.
PSPO: Profoina soluble de carne de pollo.
PsCA: Protefna soluble de carne de caballo.
P5P: Proteina soluble de carne de perro.,

PSB: Proteina soluble de carne de vaca.



TABLA XLVII

Titulo miximo obtenido por homaglutinacidn pasiva
rlo los hematies scensibilizados al 1/5 con los diversos ex-—

tractos antigénices, frente 2l inmunosucro anti-Psp.
b}

7

s2nsi-— Reciproco de lz dilu—

liematics

hilizados cons . cién del.inmunosuaro. Control
PsC : 25 . -
PSCA ‘ 20 -
P5P0 e -
PSB o 0 -

P3P: Protzina soluble de carne de perro.
PSC: Protefina soluble de carne de cerdo.
PSCA: Proteina soluble de carnc de caballo.
PSPO: Proteina soluble de carne de pollo.

PSD: Protefna soluble de carne de vacae.



TABLA XLYITI

Titulo miximo obtenide por hemaglutinacidn pasiva
de los hematies sensibilizades al 1/5, con los diversos

extractos antigénicos, frente al inmunnsucro anti-PsSpPO.

Hematfes sensi- Anclproco de la dilu-

bilizados con: cién del inmunosuero. Control
PSCA 24 -
PSC 22 -
psp ’ 2 -
PS8 24 -

P5P0: Proteina soluble de carne deo pollo.
psCn: Protefina soluble de carne de caballo.
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
PsP: Protefna soluble de carns de perro.

F50: Proteina soluble de carne de vaca.
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Serfa de intevrés completar estas experien-—
cias realizando pruebas de hemaaglutinacidn paciva con ex-
tractos anticénicos, preparados por homogeinizacidn de une
mezcla de carnes de diferentes especies. De -este modo,
serfa posible comprobar si, se elevaba el titulo en las
reacciones heterblogas, al ser mayor el nlmero de compo-
nentes antigénicos presentes o =f, por el'contrario, €l ni-
vel de anticuerpos detectados por la reazccidn, permanecia

invariable,

Una vez considerados 1los resultados del anf-
licis cualitativo de los extractos cérnicos, nor inmunodi-
fisidn e inmunoelectroforesis, es posible llegar a2 conside
ror que, el alto porcentaje de inespecificidades, detecta-
das por hemaclutin~cién pasiva, obedece mAs a las estrech:s
comunidades demostradas que a3 las caracterfsticas propias

de 12 renrccibn.

En consecuencia, penc,mos que resultarfa m’s
correcto utilizar en 12 hemagutin-~cidn pasiva, extractos m-
tigénicos mfis. especi{ficos, o sea, preparados en 1os que s¢
hubiesen eliminado las fracciones cormmnes entre las diferem-
tes especies animales, que emplear extractos totales y ele-
var el tftulo de 1a reaccibn cuantitativa hasta un nivel e

verdadera significacién diagnéstica.



CONCIL.USIONES
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CAPTTULO VI,

CONCLUSIONFS,

12) Utilizando en todos los casos adyuvante-
completo de Freund, el proceso de hinerinmunizaciédn del co-
rie jo, Fué més eficaz con €l extracto antigénico de protefna
soluble de carne de cerdo (PSC), que con los demis extractos
inoculados. La respuesta mids baja de precipitinas se obtuvo
con los antigénos procedentes de carne de caballo y vaca

(PSCA y PSB, respectivamente).

23) Consideramos que tGnicamente las bandas
con valores densitemétricos altos (superiores al 25%), sir-
ven para la diferenciacién de protefnas solubles cérnicas

por €lectroforesis en gel de poliacrilamida.

312) Fl nimero mfximo de componentes antiaé-
nicos diferenciados por inmunodifusibén en gel de acAarosa
se alcanzd en loe sistemas homdélocos, con extractos anti-
cénicos diluidos a1'1/? (24 mc. de polvo liofilizado por\
ml.), mientras que en los heterdlogos, €l ndmero miximo de
Fraccioﬁpe se obtuvo con el antfgeno rno diluido, excepto

cuando 1as pruebas se realizaron frente al inmunosuero a.i-—

ti-PSP.

42) F1 elevado porcentaje de reacciones cru-
zadas y positivas falsas, que presentan 1as pruebas conven-

cionales de precipitaciédn en tubo,en la diferenciacién de
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extractos cArnicos procedentes de diversas especies ani-
males, =¢ debe, en nuestra opinidn, a las amnlias coriri-
dades e incluso identidades anticénicas de los extractos
protéicos analizadoe por inmunodifusién e iamunoelectro-
Forecis, con 1a excepcibdn del inmunosuero anti-PSPO, que

no reacciond frente a los antfaenos heterdloaos,

52) Fn 1as condicionee de nuestra experien—
cia, 1os resultados de }a inmunodifusién radia) nos han
permitido diferenciar los sistemas homélogos de los hete-
rélogoe,correspondientes a los extractos antigénicos chr-

nicos de las especies animales estudiadss.

63) 1.a caracterizaciédn inmﬁnoqu{mica'de las
fracciones inmunoelectroforéticas ha hecho posible 12 dife-
renciacién de los componentes alicopratéicos de los extrac—
tos solubles de 1a. carne de caballo, cerdo, perro y pollo,

v 1los lipoprotéicos, solamente, de la iltima ecspecie citada.

©72) Por'inmunoeloctroforesis, en qgel de aga-
rosa, hemos identificado 1os'compon@ntcs mayores y de cardc-
ter especifico, cuyas movilidades electroforéticas porcen-—
tuales, en relaciédn a 1a sc}oalhﬁmina bovina, son las

siquientes:

PSB: 31 y 40

PSCA: 24

PSC: 75'

PSP: 237

PSPO: 17, 44 (lipoproteina) y 85.
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t23) Consideramos que, la preparacidn de ex-—
tractos anticénicos con las fracciones mnyoreé y €specffi-
cas, citadas en la conclusién anterior y, exentos de los
componentes comunes € inespeci{ficos, Ffacilitarfa extraor-
dinariamente, la diferenciacién inmunolbgica de las car-

nes, basada en las reacciones de precipitacién.

92) La sensibilidad de 1a hemaglutinacién
pasiva, para los sistemas ant{geno-anticuerpo estudiados
en nuestro trabajo, era méxima cuando 10s hematfes se
trataban con &cido ténico al 1/40.000 y el extraéro anti-

génico a1 1/5 (9,6 mg. de polvo liofilizado por ml.).

102) De acuerdo con 1los resultados obteni-
dos con 1z reaccibn de hemaglutinacién pasiva y, dentro
de 1os 1fimites de nuestra experiencia, consideramos que,
10s reciprocos de los tftulos minimos de kemacdlutininas
que tienen sionificacién especffica son de 210 para los
extractos cfArnicos de vaca y caballo, de 28 para el ccrdd,

de ?7Aparn el perro y de 25 para el pollo.
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