
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

TESIS DOCTORAL

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

 PRESENTADA POR 

 María del Carmen Casas Valencia

DIRECTORES:

 José Tormo Iguacel

 Bernabé Sanz Pérez

Madrid, 2015

© María del Carmen Casas Valencia, 1982

Análisis antigénicos de extractos cárnicos solubles, 

procedentes de diversas especies animales 

 



Maria del Carmen Casas Valencia

TP91%
2 ' >

llllllllllll
' 5 3 0 9 8 6 2 3 9 6 *

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

)02

ANAMSTS ANTIGENICOS DE FXTRACTOS CARNICOS SO LUBIES, 
PROCEDENTES DR DIVERSAS E SPECIE S ANIMATES

Departanient o de ili"iene, Insneccion y Microbiolorcîa de lo^p/^Jimentos 
Facult ad de Veterinarla 

Universidad Complutense de Madrid
1983

riOLIOTEC,'



Colecciôn Tesia Doctorales. N® 217/83

M'̂  del Carmen Casas Valencia
Edita e imprime la Editorial de la Dniversidad
Complutense de Madrid. Servicio de Reprografia
Noviciado, 3 Madrid-8
Madrid, 1983
Xerox 9200 XB 48O
Depésito Legal: m_37948-1983



T15 CARMEN CASAS VALFMCIA

"ANALISIS AN7TGENIG0 DE FX7RACC0S CARNICOS 
SOLUBLES PROCEDE,N7ES DE DIVERSAS ESPECIES 

ANIMALES"

Rprnabé Spn% P^rez 
Catedr-^tipo dp Bromatolbnîa 
y i'icrobiolon^.^ dp los Alinentos.

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DP MADRID 
Fac’jltad dp VptPrinaria 
Dppartamento de Higiene y 
Microbiolonta de los Alimpntos.

Ano 1.982





BERNABF SANZ PEREZ, Catecirâtico de Bromatologla y Micro- 
biologîa de los Alimentos de la Facultad de Veterinarla 
de la Universidad Complutense de Madrid,

CFRTIFICO:

Que la tesis titulada "ANALISIS ANTIGFNICO DE 
FXTRACTOS CARNICOS SOLUBLES PROCEDENTES DE DIVERSAS ES­
PECIES ANIMALES" ha sido realizada bajo la direcciôn 
conjunta del Prof. Adjunto Dr. D. José Tormo Iguacel 
y del supraescrito, cumpliendo las condiciones exigidas 
para optar al titulo de Doctor en Veterinarla.

Madrid, très de Febrero de mil novecientos 
ochenta y dos.





A mis padres





AGRAPr-r.IM IFNTO

Deseo expresar mi agradecimiento al Prof. 
Dr. D. Bernabé Sanz Pérez, Catedréticp de Bromatologla y 
Microbiologia de los Alimentos y, al Prof. Dr. D. José 
Tormo Iguacel, Adjunto de la citada Câtedra por la direc- 
ci6n conjunta de esta tesis doctoral, asi como por las 
orientaciones y ensenanzas recibidas a lo largo de su 
planteamiento y ejecuciôn.

Mi gratitud especial al Prof. Dr. D. 
Pascual l6pez Lorenzo por su constante estimulo y aseso- 
ramiento en los aspectos bibliogréficos.

Mi recuerdo carihoso a todos los miembros 
del Departamento de Higiene, Inspeccién y Microbiologia 
de los Alimentos, por su amistad y companerismo, que 
tanto ban facilitado mi labor.

Finalmente, deseo dar las gracias al per­
sonal facultativo y auxiliar del Pabell6n de Medicina y 
Cirugla Experimental del Hospital Central "Gômez Ulla", 
por su colaboraciôn en el proceso de inmunizaciôn de los 
lotes de conejos.



II

INDICE
PAg.

CAFITULO I IN7R0DUCCI0N .......................  1
CAPITULO II REVISION BIBLIOGRAFICA ........... . 6
II.A.- separacion de proteinas en funcion de su t a--

maRo molecular ...............................' 6
II.B.- separacion de proteinas en funcion de su S0-.

LUBILIDAD .................................  9
u.c.- SEPARACION DE PROTEINAS EN FUNCION DE SU CAR-

GA ELECTRICA ..............................  12
II.D.- SEPARACION DE PROTEINAS BASADA EN LA ESPECI-

FICIDAD DE LIGANDOS .......................  18
II.E.- SEPARACION DE PROTEINAS POR METODOS INMUNO-. '

LOGICOS ...................................  20
1.- RADIOINMUNOENSAYO......................  20
2.- MICROFIJACION DEL COMPLEMENTO........... 22
3.- AGLUTINACION DE PARTICULAS INERTES ..... 24
4.- RFACCION DE PRECIPITACION .............. 25
5.- INMUNODIFUSION EN AGAROSA .............. 2y
6.- INMUNODIFUSION RADIAL .................  30
7.- INMUNOELECTROFORESIS ..................  32
8.- HEMAGLUTINACION PASIVA ................  37

CAPITIILO III.- OBJETO DEL TRABAJO ................  41
CAPITULO IV.- MATERIAL Y METODOS
IV.A.- EXTRACTOS ANTIGENICOS .....................  45

1.- Preparaci6n ....    45
2.- Técnicas auxiliares ...................  47

a.- Método de Biuret ..................  47



ITI

Pâg.
IV.B.- OBTENCION DE INMUNOSUEROS ................  49

1.- Pauta de inmunizaciôn................  49
2.- Sangria final ......................... 52
3.- Obtenciôn y conservacl6n del suero .... 53

IV.C.- PRUEBA DE PRECIPITACION EN TUBO CAPILAR ... 54
IV.D.- METODOS DE INMUNODIFUSION ................. 55

1.- Inmunodifusiôn en gel ................   55
a.- Preparaciôn del gel de agarosa .... 55
b.- Preparaciôn de las plaças.........  56
c.- Llenado de las excavaciones con los 

extractes antigénicos y el inmuno-
suero .....................    57

d.- Période de incubaciôn............  57
e.- Lava do y secado........... . 58
f.- Tinciôn ...........................  58
g.- Lectura ...........  59

2.- Inmunodifusiôn radial ..........  i 62
a. - Têcnica  ....................    62
b.- Lectura ........    63

IV.E.- ELECTROFORESIS SIMPLE EN GEL DE POLIACRILA-
MIDA .............      64
1.- Preparaciôn de los gel es .............. 64
2.- Preparaciôn de la muestra  ..........  65
3.- Disposiciôn de los geles y de la muestra 65
4.- Perlodo electroforético  .....   66
5.- Tinciôn y conservâciôn..............   67

IV.F.- INMUNOELECTROFORESIS EN AGAROSA ..........  69
1.- Electroforesis simple en agarosa .....  69

a.- Preparaciôn de las plaças   69



IV

P^g.
b.- Disposiciôn de los extractos anti­

génicos.    .......................  70
c.- Perlodo electroforético..........   72

2,- Inmunodifusiôn en agarosa .........   72
a.- Técnica  ..............   72
b.- Côlculo c'e las movilidades electro- 

foréticas ........................  73
IV.G.- CARACTERIZACION INMUNOQUIMICA DE LAS FRAC-

CIONES DEL INMUNOELECTROFEROGRAMA.......... 75
1.- Tinciôn de glicoprotelnas ............. 77

a.- Réactives ..........    77
b.- Técnica  .......................  77

2.- Tinciôn de lipoprotéines ......    78
a.- Réactives ........................  78
b.- Técnica .....    78

IV.H.- HEMAGLUTINACION PASIVA ...................  79
1.- Réactivés ............................  79
2.- Lava do de hematles ...................  79
3.- Tanizaciôn ...........................  80
4.- Sensibilizaciôn ......................  81
5.- Reacciôn............    81
6.- Lectura .............    8l
7.- Contrôles ............................  82

CAPITULO V.- RESULTADOS Y DISCUSION
V.A. TITULOS DE PRECIPITINAS ALCANZADOS EN EL PRO­

CESO DE HIPERINMUNIZACION, EFECTUADO EN CONE­
JOS, POR INOCULACION PARENTERAL DE LOS DIVER-
SOS EXTRACTOS ANTIGENICOS...................  83



Pâg.
V.P.- ELECTROFEROGRAMAS ORTENIDOS EN GEL DR POLI- 

ACRILAMIDA CORRESPONDIENTES A LOS DIVERSOS 
EXTRACTOS ANTIGENICOS .......................  8?

V.C.- COMPOSICION ANTIGENICA DE DIVERSOS EXTRAC­
TOS SOLUBLES DE PROTEINAS MUSCULARES,
FRENTE A INMUNOSUEROS HOMOLOGOS Y HETERO- 
LOGOS, POR INMUNODIFUSION EN GEL DE AGA­
ROSA, SEGUN OUCHTERLONY ..................... 100
1.- Sistemas homôlogos ...............      100

a.- Determinaciôn de la concentraciôn 
ôptima de los extractos antigéni­
cos a utilizar en las pruebas  100

b.- Nômero de fracciones diferenciadas. 103
2.- Sistemas heterôlogos ................  106

a.- Determinaciôn de la concentraciôn 
ôptima de los extractos antigéni­
cos a utilizar en las pruebas..... 106

b.- Numéro de fracciones diferenciadas. 111
V.D.- EXTRACTOS SOLUBLES DE PROTEINAS MUSCULARES

FRENTE A INMUNOSUEROS HOMOLOGOS Y HETERO - 
LOGOS, POR INMUNODIFUSION RADIAL EN AGARO­
SA, SEGUN rtANCINI .......................  126
1.- Sistemas homôlogos ..................  126

a.- Determinaciôn de la concentraciôn 
ôptima de los extractos antigéni­
cos y de los inmunosueros a utili­
zar en las pruebas...,.......   126

b.- Areas de los halos de precipitaciôn 132



VI
Pâg.

2.- Sistemas heterôlogos...................  138
a.- Determinaciôn de la concentraciôn ôp­

tima de los extractos antigénicos y 
de los inmunosueros a utilizar en las 
pruebas ...........................  138

b.- Areas de los halos de precipitaciôn.. 139
V.E.- COMPOSICION ANTIGENICA DE DIVERSOS EXTRACTOS

DE PROTEINAS SOLUBLES MUSCULARES, FRENTE A 
INMUNOSUEROS HOMOLOGOS Y HETEROLOGOS, POR 
INMUNOELECTROFORESIS EN AGAROSA, SEGUN 
SC H E IDEGGF.R........................... . 146
1.- Sistemas homôlogos......    146

a.- Determinaciôn de la concentraciôn ôp­
tima de los extractos antigénicos a 
utilizar en las pruebas............. 146

b.- Numéro de fracciones diferenciadas y 
movilidades electroforéticas ....... 147

2.- Sistemas heterôlogos  .......... 167
a.- Determinaciôn de la concentraciôn ôp­

tima de los extractos antigénicos a 
utilizar en las pruebas ........    167

b.- Numéro de fracciones diferenciadas y 
movilidades electroforéticas ....... 168

V.F.- EXTRACTOS SOLUBLES DE PROTEINAS MUSCULARES
FRENTE A INMUNOSUEROS HOMOLOGOS Y HETEROLOGOS 
POR HEMAGLUTINACION PASIVA, SEGUN LEWIS Y
KESSEL....................  179
1.- Tanizaciôn y sensibilizaciôn............ 181



VTI

Pâg.
2.- Sistemas homôlogos  ............... 186
3.- Sistemas heterôlogbs    .............   186

CAPITULO VI.- CONCLUSlONES.................    201
CAPITULO VII.- BIBLIOGRAFIA.....................  204





INTRODUCGION





CAPITULO I.

lU'T’POOUCCION.

Los primeros trabajos nue demostraron di.fe- 
rencias d<=tectables, nedlante métodos bioqulmtcos, entre 
la- distintas especies animales datan de Lace unos treinta 
y cinco anos (Deutsch y Ooodloe, 1.945; Moore, 1.945). Se 
efectuaron con electroforesis séricas y, aunque no permi- 
tieron establecer nuevas concepciones relacionadas con la 
taxonomîa o clasificaciôn de las especies, si fueron tras- 
rendentés desde el punto de vista de la Genética y de la 
propia Rioquimica.

Durante las décadas sinuientes, se publica- 
ron excel entes estudios, como la determinaciôn de la se- 
cuencia de amino^cidos de las proteinas o de las propie- 
dades fîsico-quimicas de las macromoléculas y su relaciôn 
con las rutas metabôlicas, que ban motivado que, las in- 
vestiqociones de este tipo, sean realizadas-mâs por bio- 
qu.imicos, biofisicos, fisiôlogos y microbiôlogos que por . 
taxonomistas. No obstante, la electroforesis, la cromato- 
grafia y algunas técnicas inmunolôgicas que se pueden po- 
ner a punto fâcilmente, han sido las que ban alcanzado 
mayor desarrollo para resolver estos problemas de diferen- 
ciaciôn de proteinas y, consecuentemente, de especies ani­
males.

La evoluciôn morfolôgica y funcional son 
el résulta do de modificaciones que implican, en ôltima 
instancia, un fenômeno de selecciôn. Ambas, dependen de



la estructura quimica, qué a su vez, esté controlada por 
la genética. Una alteraciôn del côdigo genêtico origine 
cambios en la composiciôn quimica e induce a la sîntesis 
de un nuevo componente estructural o funcional.

Las proteinas se encuentran sometidas a 
cambios graduates de este tipo. Se han descubierto dife- 
rencias entre proteinas homôlogas, de individuos de una 
mi sma especie, que aunque pueden ser minima s desde el pun­
to de vista qulmico, llegan a ser importantes funcional- 
mente.

En 1 .9 0 9 , Reichert y Brown, publicaron sus 
conocidos estudios cristalogrâficos, en relaciôn con las 
hemoglobinas de mâs de 100 especies de mamlferos, aves, 
reptiles y anfibios. Pero el significado de estos résul­
ta dos no Pué realmente valorado hasta bastante m^s tarde, 
cuando se asociaron con el concepto de que las proteinas 
se componen de largas cadenas de aminoâcidos unidos por 
enlaces covalentes y que pueden tener carâcter especlfico. 
Existen al menos, una docena de hemoglobinas humanas di- 
ferentes, la mayorla de las cuales difieren, ûnicamente, 
en un sôlo aminoécido induido en una cadena compuesta 
de cerca de 300. Asl, si se sustituye el âcido glutâmico 
de la hemoglobina A, por valina, se obtiene la hemoglobi- 
na S que es insoluble cuando se reduce y dâ lugar a una 
alteraciôn de los glôbulos rojos, que adquieren forma de 
media luna. Se trata de una enfermedad hereditaria que 
recibe el nombre de anémia falciforme.

La insulina, también se encuentra sometida 
a cambios évolutives en las distintas especies animales



(Harris y col., 1.956), Las diFerencias pueden afectar a 
sôlo uno, dos o très ciminoâcidos y no originan modifica- 
cione'̂  Funcional es o patolôgicas, aunque st a Fee tan a la 
conforrnaciôn superficial de las moléculas y, por lo tan­
to, a su diferenciaciôn por métodos inmunolôgicos.

Las relaciones entre especies animales se 
fundamentan en la estructura quimica de ciertas sustancias 
como la albûmina u otras proteinas (Sarich, 1.969) y, pue­
den detectarse serolôgicamente a través de reacciones cru- 
zadas. Las diFerencias de orden qulmico o de orden inmuno- 
lôgico se correlaccionan, en mucVios casos, con las corres- 
pondientes al diverso grado evolutivo de las especies ani­
males.

La utilizaciôn de la prueba de precipita­
ciôn, en el estudio de las relaciones entre animales, es 
tan antigua como la propia reacciôn. Los primeros inves- 
tigadores utilizaban cantidades constantes de antisueros 
frente a diluciones variables de antlgeno, pues ya se 
conocla emplricamente que, el exceso de antlgeno podla 
dar lugar a un fenômeno de inhibiciôn de la precipitaciôn.

Nuttall, (1.9 0 4 ) estudiô las relaciones 
antigénicas de las proteinas plasmâticas de mamlferos, 
aves y reptiles. Cada antisuero, daba un mayor porcentaje 
de positividad cuando se enfrentaba con antlgenos deriva- 
dos de la misma especie o de otras del mismo ôrden. Asl, 
el antisuero de buey era positive frente al .72% de los 
antlgenos procedentes de ungulados y, el de canguro reac- 
cionaba con el 65% de los antlgenos de marsupiales. Las 
aves constitulan un grûpo distinto, que no mostraban re-



laciones con las dem^s especies ensayadas. Resultaba sig­
nificative que los reptiles presentaran reacciôn cruzada ' 
con las aves, ya que, presumiblemente, éstas proceden de 
aquéllos.

Se han encontrado numerosas e interesantes 
reacciones cruzadas al utilizar la prueba de precipitaciôn 
entre especies animales ancestrales (Friedenthal, 1.905; 
Boyden y Noble, 1.933).

Boyden (1.942), demuestra que el mulo, 
posee proteinas séricas inmunolôgicamente anâlogas a las 
de las especies propenitoras.

Williams (1.964), aporta conclusiones im­
portantes sobre las relaciones antigénicas entre primates, 
utilizando procedimientos cuantitativos para evaluar las 
analoglas serolôgicas existentes entre varies grupos. Las. 
reacciones de albûminas y globulinas séricas frente al 
inmunosuero anti-albômina y anti-gammaglobulina humanas 
se determinaban por anâlisis de las curvas de precipita­
ciôn y mediante pruebas de difusiôn en gel. Los resulta- 
dos se expresaban como porcentajes, en relaciôn con los 
que se hubieran obtenido con antlgenos humanos..

Mez y Ziegenspeck en 1.926, resumieron el 
trabajo efectuado para conseguir el denominado "ârbol 
genealôgico o serolôgico" de las especies (Gatner, 1.929). 
Las reacciones cruzadas detectadas estaban correlaciona- 
das anatômica, rporfolôgica, citolôgica y paleontolôgica- 
mente y sirvieron de base para otras muchas investiga- 
ciones posteriores. ~



Nosotros intentaremos, una vez conocidas 
las analoglas y diferencias béisicas de las proteinas, 
llenar a estudiar, mediante métodos inmunolônieos, los 
extractos antigénicos solubles de las proteinas corni­
ces del ganado vacuno, caballo, cerdo, perro y polio, 
con el fin de poderlas identificar, caracterizar las 
fracciones especlficas y comprobar la eficacia de los 
diverses métodos inmunolôgicos (inmunodifusiôn, inmuno- 
electroforesis y hemaglutinaciôn pasiva) en la diferen­
ciaciôn de carnes de estas especies.
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CAPI7ÜL0 II.

REVISION BIRLIOGRAFICA.

La separaciôn, purificaciôn' y caracteriza- 
ci6n de las protelnas se ha venido realizando desde hace 
mueho tiempo per mêtodos fisicoquîmicos que, en la mayor 
parte de los casos, han servido para conseguir su aisla- 
miento y purificaci6n, gracias "a su excepcional poder de 
resoluciôn.

En este sentido, considérâmes de mayor in- 
terés revisar las técnicas m5s utilizadas con el fin de 
estudiar sus principios fundamentales, aplicaciones e, in­
cluse, sus ventajas e inconvenientes.

Las proteinas son macromoléculas de peso 
molecular définido, que forman verdaderas disoluciones 
moleculares, cuyo comportamiento se rige por los mismos 
principios fisicos que los electrolitos pequeflos.

Las diferencias de las caracteristicas de 
las proteinas en disoluciôn pueden aprovecharse a la hora 
de efectuar su separaciôn, que puede llevarse a cabo por 
técnicas basadas en el tamano molecular, en la solubili- 
dad, en la carga eléctrica, en la especificidad de ligan- 
dos y en sus propiedades inmunolôgicas.

II.A. SEPARACION DF PROTEINAS EN FUNCIOM DE SU TAMARO 
MOLECULAR.

Las proteinas globulares en disoluciôn



pueden separarse fôcilmente de los solutos de bajo peso 
molecular por diSlisis (Craig y King, 1.957),.

La base de la técnica radica en el hecho de 
que las membranas semipermeables retienen las moléculas de ■ 
proteina permitiendo que pasen las de soluto y agua mSs pe- 
queRas que aquéllas. Para aumentar el rendimiento de las 
técnicas de diélisis se emplean aparatos de flujo continue, 
con el fin de reducir el tiempo de separaciôn de las süs- 
tancias.

La ultrafiltraciôn constituye otro sistema 
para separar las proteinas de pequeno tamaRo. Se ha utili- 
zado sobre todo, para concentrar proteinas y polisacâridos, 
aprovechando la aplicaciôn de una presiôn positiva por en-* 
cima de la membrana.semipermeable o haciendo el vacio por 
debajo dss la misma, facilitando de esta forma, el paso de 
las moléculas de agua y sales disueltas.

Los estudios iniciales de Svedberg y col., 
(1 .9 4 0 ) sobre centrifugaciôn, sentaron las bases de las 
actuales técnicas de centrifugaciôn en gradiente de densi- 
dad (Andersen, 1.968). La .técnica se utiliza mâs como mé- 
todo de determinaciôn del peso molecular que para la puri- 
ficaciôn de proteinas. Las proteinas en disoluciôn, tienen 
tendencia a sedimentar en campos centrifuges elevados, su- 
perando asi, la fuerza opuesta representada por la difusiôn. 
Al someter la mezcla de proteinas, que se coloca en la par­
te superior del gradiente a la acciôn de la fuerza centri- 
fuga, las 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 proteina forman bandas, 
de acuerdb con su peso, densidad y forma (Roizman y col..



1.958). Estas bandas pueden detectarse ôpticamente o, una 
vez congelado el contenido del tubo, dividirse por pianos 
para su anôlisis final.

La cromatonrafia de filtraciôn por gel es 
una variedad que tiene su fundamento en que, cuando una 
mezcla de proteinas, disuelta en una soluciôn tampôn apro- 
piada, se deja fluir a travês de una columna rellena de un 
material inerte, de elevado grado de hidrataciôn, los dife- 
rentes compuestos protêicos van descendiendo, atravesando 
la columna, a velocidades distintas (Latte y Ruthven, 1.956).

Entre los materiales inertes que se emplean 
para el llenado de la columna, citaremos:

- El "Sephadex”, que se utiliza sobre todo, para separacio- 
nes de compuestos hidrôfobos , taies como, proteinas y 
carbohidratos.

- Polimeros, con diferentes grados de porosidad, preparados 
por polimerizaciôn de acrilamida, en presencia de concentra— 
ciones variables de bisacrilamida (Gelotte, 1.960).

La distribueiôn de un soluto particular, pa-r 
ra un determinado tipo de gel, esté definida por el llamado 
"coeficiente de distribuciôn”, que viene dado en funciôn del 
peso molecular. Si el soluto se compone de moléculas de gran 
tamano, éstas no pueden penetrar en las particulas de? mate­
rial inerte y, en consecuencia, son excluidas, atravesando 
mSs rSpidamente la columna. El coeficiente de distribuciôn 
seré cero. Por el contrario, si el soluto posee molécules 
suficientemente pequenas, éstas tienen compléta accesibili- 
dad al material inerte y son retenidas. El coeficiente de 
distribuciôn serâ uno. La variaciôn de este coeficiente en­
tre los limites cero y uno, es la que hace posible la sepa-



raciôn de proteinas dentro de unos limites, en relaciôn al 
peso molecular y para un gel determinado.

Esta técnica se denomiha también "cromato - 
grafia de exclus iôn molecular',' ya que no se. pro duce una 
verdadera filtraciôn pues, ûnicamente, las grandes parti­
culas son las que atraviesan la columna.

II.B. SEPARACION DE PROTEINAS EN FUNCION DE SU SOLUBILIDAD.

La solubilidad de una proteina estô deter- 
minada por très factores principales:

-Densidad y distribueiôn de la carga.
- Grado de hidrataciôn.
- Presencia de componentes no protêicos como fosfatos, car­
bohidratos o lipidos.

Las proteinas presentan cambios profundos de 
su solubilidad-al variar factores como el pH, las propiedades 
dieléctricas del solvente, la fuerza iônica y la temperatura. 
Entre las técnicas de separaciôn, basadas en estas diferencias 
de solubilidad, analizaremos brevemente la precipitaciôn iso- 
eléctrica, la producida por adiciôn de sales, el fraccionamien 
to con disolventes y los sistemas con temperatura variable.

Los aislamientos de la seroalbômina, de las 
gammaglobulinas sêricas y del fibrinôgeno se consiguieron 
utilizando técnicas basadas en el diverse grado de solubi­
lidad de las proteinas (Cohn y Edsall, 1.941).

Cada aminoâcido o proteina présenta propieda­
des anfôteras segôn su grupo terminal y cadena lateral. La
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propiedad de actuar como âcido o base es la responsable de 
la capacidad tampôn de las proteinas. Un aminoécido cuyo 
pH sea écido a su punto isoeléctrico, tendrS carga positiva, 
mientras que, ésta serô negativa, a pH b^sico. El pH, al 
que una proteina 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.

Ya que en una mezcla de proteinas cada una 
de ellas posee un valor de pH isoeléctrico diferente, pues- 
to que, en cada caso, también es distinto el contenido de 
aminoôcidos con grupos ionizables, es posible separar unas 
proteinas de otras, por precipitaciôn isoeléctrica. Asî, 
al ajustar el pH de una soluciôn protéica al pH isoeléc­
trico de una fraceiôn déterminada, precipitarâ la mayor 
parte de esa fraceiôn, mientras que permanecen en disolu­
ciôn, los componentes cuyos valores de pH isoeléctrico se 
encuentren por encima o por debajo del que ha precipitado. 
Finalmente, la proteina separada, al conservar su confor- 
maciôn nativa puede redisolverse en un medio cuya concen- 
traciôn salina y pH sean adecuados.

Antes de utilizarse los métodos electrofo- 
réticos, los anâlisis quîmicos de las proteinas se reali- 
zaban de acuerdo con las técni:as de precipitaciôn salina 
de Hower,(l.921), o con las modificadas por Reinhold, (1.953).

Las sales neutras a baja concentraciôn, 
aumentan el grado de solubilidad de las proteinas, fenô- 
meno que recibe el nombre de "solubilizaciôn por salado”.
Las sales de iones diValentes son mâs eficaces en cuanto
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a su capacidad de solubilizaciôn, que las de iones monova­
lentes. Por otro lado, la capacidad de las sales neutras 
para influir en la solubilidad de las proteinas es funeiôn 
de su fuerza iônica. Al aumentar ésta, la solubilidad de la 
proteina comienza a disminuir, de tal modo que puede termi- 
nar por precipitar. Este fenômeno se ha llamado "insolubi- 
lizaciôn por salado". La sal hidratada absorbe las molécu- 
las de agua con lo que se dqshidratan las proteinas y dis- 
minuye su solubilidad (Henry, 1.964). Para precipitar pro­
teinas y extractos antigénicos se emplea sobre todo el sul­
fate amônico, ya que permite la redisoluciôn final de la 
proteina sin que ésta sufra un proceso de desnaturalizaciôn,

El fraccionamiento con disolventes se ha 
utilizado para la preparaciôn de ciertos extractos anti­
génicos (Oliver-Gonzalez, 1.946; Kagan y col., 1.958).

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

La fuerza de atracciôn entre dos moléculas 
es directamente proporcional al producto de las cargas po­
sitivas y negativas e, inversamente proporcional, a la 
constante diêléctrica del medio y al cuadrado de las dis- 
tancia que sépara dichas moléculas. Por consiguiente, al 
anadir, a una soluciôn acuosa de proteinas, disolventes 
que poseen una constante dieléctrica menor que la del agua, 
se produce un incremento de la atracciôn de las cargas 
opuestas y una disminuciôn del grado de ionizaciôn, por 
lo que las moléculas de proteina precipitan. Résulta esen-
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cial contrôler el pH y la cantidad de iones inorgénicos pré­
sentes. Este tratamiento debe efectuarse a temperaturas muy 
bajas con el fin de evitar la desnaturalizaciôn de las pro­
teinas.

Los procedimientos de fraccionamiento de pro 
telnas, en general, o de extractos antigénicos, en particu­
lar, se efectôan casi siempre a temperatures de refrigeraciôn 
prôximas a OSC., ya que asl .aumenta la estabilidad de las 
mismas. No obstante, algunas proteinas presentan estabilidad 
y solubilidad méximas a temperatura àmbiente. Los sistemas 
de modificaciôn de la solubilidad en funeiôn de la tempera­
tura se han empleado para la separaciôn de proteinas. La 
mayor parte de ellas, aumentan su solubilidad al incremen- 
tar su temperatura, dentro de ciertos limites (en general 
de 0 a 409C.).

U.C. SEPARACION DE PROTEINAS EN FUNCION DE SU CARGA 
ELECTRICA.

Otro método fundamentado en el comportamien- 
to Scido-bôsico de las proteinas, como base para su separa­
ciôn, es el denominado "cromatografla de intercambio iônicoV 
Estas técnicas cromatogrôficas se efectôan con résinas inter 
cambiadoras de iones y estân 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) Difusiôn del iôn a intercambiar hasta la superficie de 
la résina.

b) Difusiôn del iôn, procedente de la mezcla protéica a 
analizar, a través de la résina hasta el lugar de inter­
cambio.

c) Intercambio de iones en los lugares apropiados.
d) Difusiôn del iôn intercambiado, a través de la résina, 

hasta la superficie.
e) Difusiôn del iôn intercambiado en la soluciôn.

La concentraciôn de proteina en el eluldo, 
que se recoge en fracciones pequenas, se valora ôpticamen­
te por su capacidad de absorber la luz en la regiôn del 
ultravioleta. Las posibilidades séparadoras de esta téc­
nica se aumentan cambiando el pH de la soluciôn tampôn, a 
lo largo del fraccionamiento de la proteina.

Las résinas intercambiadoras son polimeros 
sintéticos, altamente insolubles, que pueden considerarse 
como écidos o bases polifuncionales. Fundamentalmente se 
usan dos tipos de résinas de intercambio catiônico, la 
DOWEX-50 y la AMBERLITA IRC-50. Entre las résinas de in­
tercambio aniônico, citaremos las preparadas por modifi- 
caciôn qulmica de la.celulosa: la carboximetil (CM)-celu- 
losa y la dietilaminoetil (DEAE)-celulosa, que fueron in­
tro duc idas en 1.956 por Peterson y Sober.

Cuando una soluciôn, que contiene una sal 
amlnica, se coloca en una columna que contiene résinas de 
intercambio catiônico en la forma âcida, la résina tomarâ 
el catiôn amino de la soluciôn y lo reemplazarS con un 
catiôn hidrôgeno. Una résina de intercambio catiônico, en
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la forma sôdica, reemplazarS iones como el calcio y el mag- 
nesio de la soluciôn, con la liberaciôn de iones sodio. Por 
otra parte, una résina de intercambio aniônico, saturada 
con iones cloruro, reemplazarô los iones inorgânicos débiles 
de la soluciôn, por el iôn cloruro.

La résina de intercambio aniônico DEAE-celu- 
losa se ha utilizado, entre otras muchas aplicaciones, en 
el fraccionamiento de proteinas sarcoplésmicas de môsculo 
esquelético de vacuno (Fujimaki y Deatherase, 1.964; Ramp- 
ton y col., 1.965) y 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 môs importantes para 
estudiar la homogeneidad de las proteinas, asl como para la 
caracterizaciôn de éstas y de numérosos carbohidratos.

La electroforesis consiste, bôsicamente, en 
la migraciôn de las particulas cargadas dentro de un campo 
eléctrico. La velocidad de desplazamiento depende del ta - 
mano y de la carga de las particulas, de la viscosidad del 
medio, del vol ta,je del campo y de otros factores. La carga 
esté influenciada por el pH y la concentraciôn de electro­
litos en e] medio que actôa como soporte. Experimentalmente, 
se détermina mediante cl control de la velocidad de migra­
ciôn, siempre que se mantengan constantes los demés facto­
res.

A pH por debajo del punto isoeléctrico, la 
proteina posee carga neta positiva y, en consecuencia, emi 
gra al electrodo negativo.

La duraciôn de la electroforesis depende.



fundamentalmente, del voltaje y de la fuerza iônica de la 
soluciôn tampôn. Al efectuar la prueba a temperatura cons­
tante (generalmente entre 105 y 1209c.)» las proteinas se 
coagulan y pueden teRirse fScilmente con azul de bromofe- 
nol, negro amida, azocarmln o cualquier otro colorante, 
que tenga afinidad por las proteinas. La intensidad de las 
manchas, de las diverses fracciones o zonas, se miden, 
colorimétricamente, con un densitômetro.

La utilizaciôn de los geles de acrilamida 
y almidôn ha permitido la separaciôn de proteinas a par­
tir de mezclas muy complejas, como han seRalado Whipple 
(1.964), Morris (1.964) y Porter (1.966).

Se ha estudiado comparativamente el tcimaRo 
de los poros, en geles de acrilamida y almidôn, de dife - 
rente composiciôn y concentraciôn. La capacidad de atrave-* 
sar el medio gelificado depende, no sôlo de la dimensiôn 
y forma de los poros, sino también, del tamano de las mo­
léculas y de las interacciones (como fenômenos de adsor- 
ciôn o de intercambio iônico) que puéden establecerse en­
tre las moléculas y la matriz del gel.

La soluciôn de almidôn 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 almidôn contiene una pequeRa pro- 
porciôn de grupos carboxilo que, a pH neutre, se cargan 
negativamente. Como consecuencia disminuye la electroen- 
dôsmosis y aumenta la separaciôn 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 esté 
formado por cadenas largas en las que, la mayor o menor 
proporciôn de enlaces, depende de la adiciôn de bisacri­
lamida antes de su polimerizaciôn. Estas sustancias deben 
manipularse con cuidado y precauciôn ya que son de carécter 
tôxico (Fullerton y Barnes, 1.966).

Los tlrabajos de Fat/cett y Morris, (l .966), se 
ocupan de los efectos relacionados con la disminuciôn de 
la capacidad de atravesar estos medios, por parte de las 
sustancias sometidas a electroforesis, cuando se varia 
la proporciôn de bisacrilamida en la concentraciôn final 
de acrilamida.

Al comparar las bandas de proteinas de los 
geles de almidôn y acrilamida se observa claramente que 
las fracciones correspondientes a las proteinas de mayor 
peso molecular dén lugar a bandas mâs nitidas y diferen-- 
ciadas en acrilamida que en almidôn.

Los medios gelificados deben ser insolubles 
para evitar posibles contaminaciones de las proteinas se- 
paradas.

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

La flexibilidad y resistencia al corte del 
medio préparado con acrilamida permite una fécil manipu- 
laciôn del gel sin que se produzcan fracturas, durante 
las operaciones de tinciôn 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 presenter grupos reactivos, los me­
dios gelif icados con acrilamida se pueden tePlir por muchos 
métodos e incluso es fâcil efectuar coloraciones de carac­
terizaciôn (glicoproteinas y lipoprotéines, fundamental - 
mente).

La separaciôn electroforêtica se ha emplea- 
do para la determinaciôn del peso molecular (Dunker y Ruec 
kert, 1.969; Shapiro y col., 1.967), para diferenciar mez­
clas complejas de antlgenos protêicos en geles de polia- 
crilamida, tanto en presencia de dodecil suifato sôdico, 
que descompone las proteinas a cadenas polipeptldicas 
sencillas (Converse y Papermaster, 1.975; V/abb y col.,
1.977; Chua y Bolmberg, 1.979), como en su ausencia (Loft,
1.975; Lundahl y Liljas, 1.975; Ekv/all y col., 1.976).
Asl mismo, tiene aplicaciôn en la identificaciôn de mio- 
globinas -de mamlferos marinos y terrestres (Hôyen y Thor- 
son, 1.970), en la diferenciaciôn de proteinas de peces, 
con fines taxonômicos (Hill y col., 1.966; Thompson, 1.960
1.961; Mackie, 1.968; Chu, 1.968; Manusco, 1.964) y, final 
mente, mediante la técnica de Poulik (1.957), para la iden 
tificaciôn y caracterizaciôn de las proteinas sarcoplâsmi- 
cas del mûsculo porcino normal y exudativo^ existen otros. 
muchos ejemplos que séria prolijo enumerar.

Entre los inconvenientes achacados a esta 
técnica, citaremos la dificultad que présenta la identi- ' 
ficaciôn de las fracciones electroforéticas, como conse­
cuencia de las diferencias que pueden observarse en las 
modificaciones a la técnica original, apuntadas por los



diverses investigadores (Nerberg, 1,972). En ciertos casos, 
puede ser importante la evaporaciôn que sufre la .soluciôn 
tamponada. Esta pérdida de agua détermina la concentraciôn 
de sales y l*a formaciôn de un campo, no uniforme, al paso 
de la corriente continua, con incremento de la evaporaciôn 
y de la conversiôn de la energla eléctrica en calôrica 
(Leggett, 1.962). El calentamiento que se produce es des­
favorable especialmente para la electroforesis de enzimas, 
que exige una técnica especial.

II.D. SEPARACION DE PROTEINAS BASADA EN LA ESPECIFICIDAD 
DE LIGANDOS.

Algunas proteinas integradas en mezclas 
complejas, pueden aislarse por su capacidad de uniôn es- 
peclfica, no covalente, con otra molécula llamada "ligan- 
do”. Esta afinidad la presentan ciertos enzimas para su 
coenzima especlfico, determinados anticuerpos en relaciôn 
con sus antlgenos homôlogos, asl como cualquier sistema 
cuyas interacciones réversibles reflejan un elevado grado 
de especificidad biolôgica (Cutrecasas y Anfinsen, 1.971).

Esta técnica, denominada "cromatografla 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 
sôlidos, diferentes tipos de materiales; poliestireno, 
poliacrilamida, vidrio poroso, agarosa o un derivado del 
dextrano denominado "sephadex".

Una matriz insoluble, ideal para cromato- 
grafla de afinidad, debe poseer las siguientes caracte-
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rlsticas;

a) Tener abundantes grupos qulmicos capaces de establecer 
la uniôn con el "ligando".

b) Ser estable durante su uniôn con la macromolécula y su 
subsiguiente eluciôn.

c) Debe reaccionar débilmente con otras macromoléculas, 
con el fin de minimizar la absorciôn no especifica.

d) Tener buenas propiedades de flujo.

El principio bâsico consiste en la inmovi- 
lizaciôn de uno de los componentes del sistema en un so - 
porte poroso insoluble, que es capaz de absorber selecti- 
vamente, aquel componente del medio ilquido con el que 
pueda reaccionar. El pH y fuerza iônica de la soluciôn 
tampôn deben ser los ôptimos para la interacciôn "ligando^ 
macromolécula. La eluciôn se puede lograr por alguno de 
los diversos procedimientos, que tienen por resultado la 
disociaciôn del complejo.

La técnica puede utilizarse para aislar 
sustancias especificas, anticuerpos, enzimas, hormonas, 
inhibidores y proteinas portadoras en base a sus inter­
acciones bioespeclficas con proteinas inmovilizadas.

Cuando, como en nuestro caso, se trabaja 
con extractos protêicos muy similares, por procéder de 
los mismos tejidos de diversas especies animales, puede 
comprobarse que los inconvenientes de las técnicas ana- 
llticas, de base qulmica, superan a sus ventajas.

En_este sentido, consideramos previamente 
y, tuvimos ocasiôn dë comprobar posteriormente la supe- 
rioridad de los métodos inmunolôgicos, especialmente
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cuando se combinan con pruebas de caracterizaciôn inmuno- 
quimica, '

II.E. SEPARACION DE PROTEINAS POR METODOS INMUNOLOGICOS. 

II.E.l. RADIOINMUNOENSAYO.

Las técnicas de radioinmunoensayo se basan 
en la competencia a establecer entre una concentraciôn co 
nocida de antigeno o proteina radioactiva y otra descono- 
cida del mismo antlgeno no marcado, en la mezcla problema 
para unirse a una concentraciôn conocida de anticuerpo 
(Yalow y Berson, 1.960). Estos sistemas tienen aplicaciôn 
en el anélisis de hormonas (Collins y Hennam, 1.976), de 
enzimas (Roberts y Painter, 1.977) y de proteinas (Bolton 
y Hunter," 1.973). Rangel, (1.966), utiliza esta técnica 
para el estudio de las reacciones cruzadas entre seroal- 
bûmina equina y bovina.

Las técnicas para proteinas o enzimas son 
extraordinariamente sensibles. El marcado de las proteinas 
con iodo puéde modificar su estructura molecular y, en con 
secuencia, afectar a la correcta reactividad de la prueba 
(Krohm y col., 1.977). La utilizaciôn de métodos de marca- 
je con iodo, puede dar lugar a modificaciones antigénicas 
pequenas, ya que las proteinas se marcan sobre todo a ni- 
vel de la tirosina (Krohm y col., 1.977). El tratamiento 
de las proteinas con iodo puede, en determinadas circuns- 
tancias, modificar sus propiedades antigénicas, détecta- ' 
bles especialmente por técnicas de inmunoadsorciôn (Mayer 
y Walker, 1.980).
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Para marcar p'̂ tos antlgenos o proteinas se emplea comén-
1?5 131mente el I y el I

Uno de los aspectos mis importantes de la 
ap]icaciôn de la técnica a proteinas radica en la necesi- ■ 
dad de contar con un sistema adecuado para separar el an­
tlgeno protéico libre de los complejo s antlgeno-anticu-er-' 
po. Con esta finalidad- se han empleado separaciones por 
electroforesis, cromatografla de intercambio iônico, fil­
traciôn por gel, solubilizaciôn por salado y precipitaciôn 
por adiciôn de sales.

Una vez nreparados estos reactivos, la pri­
mera operaciôn consiste en incubar cantidades conocidas de 
antisuero, antlgeno o proteina marcada y antlgeno no mar­
cado. Este ôltimo compite con el marcado respecto a los 
puntos de uniôn con el anticuerpo. La segunda operaciôn 
consiste en separar el antlgeno ligado al anticuerpo del 
antlgeno libre y, se puede conseguir mediante los siguien­
tes procedimientos:

a) Anadiendo un segundo anticuerpo especlfico para el uti­
lizado primeramente, que détermina la precipitaciôn del 
antlgeno ligado al anticuerpo primitivo.

b) Adsorciôn del antlgeno libre sobre carbôn vegetal.
c) Precipitaciôn del anticuerpo por sulfato amônico.

Finalmente, una vez medida la radioactivi- 
dad del antlgeno libre y del ligado al anticuerpo, se cons- 
truye una curva pat-rôn, que relacione la cantidad adiciona- 
da de. antlgeno con el porcentaje de antlgeno marcado ligado 
por el anticuerpo. A medida que la cantidad de antlgeno no 
marcado aumenta» disminuye la de antlgeno marcado fijado -
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por el anticuerpo. La proporciôn de antlgeno no marcado, 
en una muestra déterminada, se calcula por medio de la 
curva patrôn.

La aplicaciôn de este método tiene las si­
guientes limitaciones:

a) El procedimiento de marcado de la proteina o antlgeno 
con el isôtopo no debe alterar su comportamiento inmu- 
nolôgico.

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

c) El sistema de fraccionamiento no debe alterar el equi- 
librio establecido entre el antlgeno ligado al anti­
cuerpo y el libre, antes de la adiciôn del sulfato amô­
nico saturado.

d) Es conveniente que el isôtopo empleado emita radiacio- 
nes gamma, ya que asl, se efectûa la medida de la ra- 
dioactividad con mayor rapidez y facilidad.

II.E.2. MICROFIJACION DEL COMPLEMENTO.

La reacciôn de fijaciôn del complemento se 
conoce desde hace més de setenta anos, pero la microtécni- 
ca ha sido desarrollada mueho después, especialmente para 
poder trabajar con antlgenos solubles y anticuerpos, a 
concentréeiones muy bajas (Wasserman y Levine, 1.961). Es­
te método es particularmente sensible para establecer di­
ferencias entre proteinas antigénicamente prôxima^. Ademâs 
la microfijaciôn del complemento, sirve para estudiar las 
semejanzas o diferencias de las secuencias de aminoécidos 
(Prager y Wilson, 1.971).
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Présenta como ventajas més notables, que 
las cantidades necesarias de antlgeno y antisuero, para 
efectuar la prueba, son unas cien veces menores que para 
la fijaciôn del complemento convencional. Su sensibili- 
dad ha permitido establecer diferencias entre diversas 
especies de primates, en relaciôn con la albûmina séri­
es (Sarich y Wilson, 1.965), entre las hemoglobinas A, S 
y C (Reilich y col., 1.964), asl como valorar las reac­
ciones cruzadas por el cSlculo de la denominada "distan- 
cia inmunolôgica" (Sarich y Wilson, 1.966).

Como desventajas mâs notables citaremos 
el hecho de que, la acciôn de metales, aminas, agentes 
quelantes, enzimas, etc., puede llegar a inhibir la ac- 
tividad hemolltica del complemento.

El método se basa en que el complemento 
(présente en el suero fresco de cobaya) tiene dos carac­
teristicas: su posibilidad de unirse irreversiblemente 
a los comp]ejos antlgeno-anticuerpo y su capacidad de li- 
sar los hematles sensibilizados por la hemolisina. Si hay 
correspondencia entre antlgeno y anticuerpo, el complemen 
to se fija al sistema. Si por el contrario, el complemen­
to queda libre, lisa los hematles sensibilizados por la 
hemolisina, que se han adicionado posteriormente. Final­
mente, para valorar la lisis producida se eliminan por 
centrifugaciôn los eritrocitos no lisados, midiéndose es- 
pectrofotomêtricamente la concentraciôn de hemoglobina 
del spbrenadante. La fijaciôn del"complemento es inversa­
mente proporcional a la concentraciôn de hemoglobina.
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II.E.3. AGLUTIWACION DE PARTICULAS INERTES.

La aglutinaciôn de particular, inertes sobre 
las que se ha adsorbido un antlgeno o proteina soluble, pro-, 
porciona un buen sistema para titular precipitinas.

Se ha discutido si este tipo de pruebas eran 
reacciones de precipitaciôn (Zinser y Heidelberger, 1.939) 
o de aglutinaciôn (Heidelberger y Kabat, 1.937), aunque en 
realidad, son una combinaciôn de ambas, que permite valorar 
un antlgeno soluble frente a un inmunosuero, aprovechando 
el fenômeno visible de la aglutinaciôn de la partlcula. Pa­
ra ello se ha utilizado colodiôn (Goodner, 1.941), bentoni- 
ta, particulas de latex (Singer y Plotz, 1.956), carbôn 
coloidal o cêlulas (como bacterias o hematles) que se recu- 
bren con el antlgeno.

Para efectuar la prueba, se enfrentan can­
tidades constantes de particulas sensibilizadas, a diferen­
tes diluciones del antisuero. La lectura de la aglutinaciôn 
se puede realizar en tubo (particulas de colodiôn) o en 
portaobjetos (particulas de bentonita o carbôn coloidal).

Estas reacciones se han aplicado al diag- 
nôstico' de enfermedades bacterianas, triquinosis y asca­
ridiasis (Gonzalez-Castro y Rodriguez-Burgos, 1.961) con 
resultados satisfactorios, ya que, presentando un grado de 
sensibilidad anâlogo a las reacciones•de fijaciôn del com­
plemento, su especificidad (menor porcentaje de falsas 
reacciones positivas) era mâs elevada.
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II.E.4. REACCION DE PRECIPITACION.

La precipitaciôn es el resultado final vi­
sible de la reacciôn serolôgica que puede tener lugar en­
tre un antlgeno o proteina soluble y el antisuero corres- 
pondiente.

Si la prueba se prépara de modo que las 
cantidades de proteina sean variables y constante la pro­
porciôn de antisuero, se podrân observar très 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 
antlgeno ni anticuerpo detectable en el sobrenadante y, 
que se corresponde con la mâxima precipitaciôn.

c) En la que existe un exceso de antlgeno. En este ôltimo 
caso, la apreciaciôn del grado de precipitaciôn es me­
nor, como consecuencia de un mecanismo de inhibiciôn, 
denominado "fenômeno de zona".

La reacciôn de precipitaciôn puede aumentar 
su sensibilidad cuando se efectûa a travês de las técnicas 
denominadas del anillo y del tubo capilâr. Esta ôltima es 
una modificaciôn de la primera en la que se coloca cuida- 
dosamente la correspondiente diluciôn del antlgeno b pro­
teina sobre el inmunosuero. Al cabo de algunos minutos, 
aparece, en caso positivo, una zona de precipitaciôn que 
gradualmente va aumentando. Al emplear una serie de dilu­
ciones diferentes del antlgeno podremos, una vez efectuada 
la lectura de la prueba, llegar a establecer la concentra­
ciôn de la soluciôn antigénica. Es indudable que, al efec­
tuar esta reacciôn habrâ que tener présente la posible 
apariciôn del citado fenômeno de zona.
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En nuestro trabajo hernos prefer!do emplear 
este método en el control del proceso de inmunizaciôn de 
los conejos, a través de la determinaciôn del tltulo de 
precipitinas del suero, que como técnica para anâlisis an- 
tigénico de una mezcla protéica heterôloga, ya que, pré­
senta dificultades para reproducir los resultados que po- 
drlan obtenerse en una serie dé determinaciones (Kabat y 
Mayer, 1.948).

En cuanto al mecanismo de la reacciôn de 
precipitaciôn existen diversas hipôtesis que tratan de 
explicarlo, Recordemos que las mâs conocidas son las de 
Ehrlich (1.906), Arrhenius (1.907), Bordet (l.920), Mar- 
rack (1.938) y Pauling (1.948), cuya complejidad aumenta . 
en relaciôn con los actuaies conocimientos sobre qulmica, 
flsica y matemâticas. Hoy dla, se considéra que la espe­
cificidad inmunolôgica se basa en:

a) Las reacciones inmunolôgicas y, entre ellas la preci­
pitaciôn, se caracterizan por la râpida uniôn del an­
tlgeno y el anticuerpo (Small, 1.966), seguida de la 
Visualizaciôn del precipitado que puede modificarse 
por la naturaleza del antlgeno o del anticuerpo, por 
la temperatura (Burnet y col., 1.937), los electroli­
tos u otros factores (jerne y Skousted, 1.953).

b) El antlgeno y el anticuerpo se combinan a través de 
estructuras superficiales, de configuraciones y tipos 
de fuerzas o enlaces complementarios.

c) El complejo comprende un entramado de moléculas de an­
tlgeno y anticuerpo que se disponen de forma alternan­
te. Los agentes re.accionantes pueden ser bi o multiva-
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lentes y, en consecuencia, hacen posible su uniôn en pro- 
porciones variables.

La precipitaciôn se ha empleado en la de- 
tecciôn de antlgenos bacterianos, identificaciôn de bac­
terias (Streptococcus, Klebsiella, Haemophilus y Neisse­
ria) , diagnôstico de la slfilis, presencia de proteina C 
reactiva, pruebas de Medicina Legal y en el estudio de 
las relaciones taxonômicas entre diferentes grupos y es­
pecies animales (Taylor, 1.952; Weitz y Glasgow, 1,956),

Actualmente, estas reacciones de precipi­
taciôn en tubo capilar se emplean, ûnicamente, como prue­
bas presuntivas en la identificaciôn de un antlgeno 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 
déterminantes antigénicos de especies heterôlogas prôxi­
mas. De ahl que, hoy en dla, estas deficiencies de espe­
cificidad se combatan con la utilizaciôn de técnicas de 
precipitaciôn, en medios gelificados (inmuno di fu s iôn 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 inmunodifusiôn en una dimensiôn.

Las solüciones antigénicas y el inmunosue-
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ro se sitûan en pocillos practicados en el medio gelifi- 
cado de tal modo que, al difundir los elementos reaccio­
nantes, se forma una llnea de inmunoprecipitaciôn en la 
zona de equivalencia del sistema, Cada precipitado actda 
como una barrera inmunoespecîfica para el correspondien- 
te complejo antlgeno-anticuerpo e impide su posterior di­
fusiôn, aunque resuite permeable a otros sistemas. Por lo 
tanto, si las concentraciones de antlgeno y antisuero es- 
tân equilibradas, la llnea o arco de precipitaciôn que se 
forma no emigrarâ y se intensificarâ a lo largo del perlo 
do de difusiôn. Si, por el contrario, no hay equilibrio 
entre los elementos que reaccionan, el exceso de unô de 
ellos puede movilizarse o emigrar, dando incluso multiples 
precipitados, al solubilizarse y reprecipitarse posterior­
mente.

Es un método de sencilla realizaciôn y que 
puede utilizarse para el anâlisis antigénico de muestras 
complejas, asl como, para el estudio de las relaciones 
antigénicas entre diferentes extractos protêicos. Por es­
tas caracteristicas se considéré como técnica de elecciôn 
en el présente trabajo.

También puede tener aplicaciôn para valo­
rar semicuantitativamente el tltulo de uno de los elemen­
tos reaccionantes (antlgeno c anticuerpo), frente a con- 
centraciones conocidas del otro (Feinberg, 1.959). Al di­
fundir a través del gel, la posiciôn de la llnea de pre­
cipitaciôn define indirectamente la concentraciôn de an­
tlgeno o anticuerpo, en funeiôn del reclproco de la dilu­
ciôn présente en el pocillo. La estimaciôn cuantitativa 
directa de las sustancias que reaccionan es posible al
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efectuar las mediciones de los precipitados que se forman, 
después^de un tiempo determinado, Sin embargo, como esta 
distancia es muy reducida, este procedimiento estâ sujeto 
a errores importantes.

Las pruebas de doble difusiôn se emplean 
mâs que las de difusiôn simple por ser mâs sensibles, como 
consecuencia del fenômeno de concentraciôn producido por 
la barrera de precipitaciôn.

Las limitaciones que la mayor parte de los 
investigadores achaean a esta técnica son:

a) La posibilidad de que confluyan o se superpohgan dos o 
mâs lîneas, con la consiguiente dificultad para identi- 
ficarlas. En este sentido, un sistema complejo séria 
mâs fâcilmente analizado por una combinaciôn de electro­
foresis e inmunodifusiôn (inmunoelectroforesis).

b) El e'Xceso de antlgeno o anticuerpo détermina que una 
llnea dé lugar a varios arcos de precipitaciôn que pue­
den conducir a resultados errôneos (Burtin, 1.954; Ka­
minski, 1.955; Jennigs, 1.956). Por otro lado, la obser- 
vaciôn de llneas de precipitaciôn multiples se podrla 
también interpreter como que existen diferentes fosfo- 
llpidos unidos al antlgeno (Hackenbrock y Hammon, 1.975), 
u holoenzimas, en el caso de que el extracto antigénico 
sea de origen tisular (Pôyton y Schatz, 1,975).

La inmunodifusiôn en gel présenta mayor sen­
sibilidad que las pruebas de precipitaciôn en tubo (Herrman 
y Kotter, 1.968). En relaciôn al anâlisis de extractos câr- 
nicos crudos o parcialmente tratados por calor, el limite 
de sensibilidad es de alrededor de 0,5-1% en peso, cuando
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se enfrentan a antisueros con un tltulo de precipitinas 
entre 1/6 .OOO y 1/8 .OOO (FIego, 1.976). El método de in­
munodifusiôn, de acuerdo con Fugate y Shelton (1.971), es 
relativamente râpido y sus resultados vâlidos para dife­
renciar extractos cérnicos de diversas especies domésticas.

Los anâlisis efectuados por esta técnica 
tienen como ventaja fundamental la visualizaciôn de reac­
ciones de identidad que permiten comparar,frente a un in- 
munosuero comân, un antlgeno purificado con una mezcla o 
soluciôn antigénica compleja. Ademâs de las reacciones bâ- 
sicas de identidad y de no identidad, también se pueden 
observar reacciones de inhibiciôn total o parcial.

II.E.6. un ÎUNODI FIT S ION RADIAL.

Entre los métodos para determinar la canti­
dad de proteina se incluye la inmunoprec ip i t ac iôn cuanti­
tativa en medios gelificados. La precipitaciôn cuantitati­
va fuê desarrollada por Heidelberger y Kendall (1.929), y 
se fundamenta en la observaciôn de que la adiciôn de can­
tidades crecientes de un antlgeno soluble a una serie de 
plaças o tubos, que contengan un volumen constante de an­
tisuero, dâ lugar a un aumento del precipitado hasta al- 
canzar un valor mâximo.

Se puede construir una curva pairôn que re­
lacione el ârea del precipitado con la cantidad de antlge­
no, en presencia de un exceso de anticuerpos. Por otra par­
te, los métodos para medir la cantidad de proteina preci- 
pitada no son muy sensibles, por lo que se han arbitrado 
otros procedimientos para valorar o medir la cantidad de
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antlgeno.

Frecuentemente se emplean medios a base de 
agar o agarosa, en los que pueden reaccionar las solucio- 
nes de antlgeno y antisuero, siendo precis-amente las téc- 
nicas que incorporan el antisuero al gel, las que han pro- 
porcionado los mejores resultados.

El antlgeno puede valorarse por este méto- 
do de inmunodifusi6n radial, habiêndose comprobado (Man- 
cini y col., 1.965) que la desviaciôn estandar de las de- 
terminaciones de antlgeno no supera al 2% de la media. La 
concentracidn de antlgeno, alrededor del pocillo, es ini- 
cialmente lo suficientemente elevada como para que se for- 
men inmunocomplejos solubles, hasta que llega un momento 
en que la concentraciôn antigênica desciende y es insufi- 
ciente para que tenga lugar la precipitaciôn. De este mo­
do, llega a formarse un anillo o 5rea de precipitacidn 
alrededor del pocillo del antlgeno. La determinaciôn del 
valor de este 5rea indica la cantidad de antlgeno que Jha 
reaccionado y puede ser relacionado linealmente.

Este mêtodo es m5s sensible que la têcnica 
de Oudin, llegando a detectar 0,0025 microgramos de antl­
geno, cuando se ha diluido convenientemente el antisuero 
y cuando se emplean procedimientos para tehir la zona de 
precipitaciôn.

La diluei6n del antisuero incrementa la 
sensibilidad de la prueba, pero la intensidad del anillo 
de precipitaciôn disminuye simultôneamente, por lo que 
puede llegar a dificultar la mediciôn del diâmetro corres­
pond! ente.
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Otra forma de favorecer la sensibilidad es 
aumentar el volûmen o la concentraciôn del antlgeno, para 
lo que debe tenerse présente que para comparar los resul­
tados obtenidos con diferentes soluciones antigônicas és- 
tas se han de preparar con idênticos volûmenes de solven­
te y depositarse en pocillos de las mismas dimensiones.

Se incrementa tàmbién la sensibilidad de 
la prueba mediante la utilizaciôn de anticuerpos marcados 
con isôtopos (Rowe, 1.969), asl como aumentando la densi- 
dad del précipita do por tinciôh o aplicando un antisuero 
que reaccione con los anticuerpos (Rünke y Beekveldt-Kie- 
lich, 1.969).

Este mêtodo se ha utilizado para valorar 
cuantitativamente toda una variedad de protelnas séricas 
(Augener, 1.964), asl como, en la determinaciôn de pre- 
albûmina de roedores (Rünke y Thung, 1.964). Tomasi y Zi- 
gelbaum (1.963), han utilizado un procedimiento similar 
para la valoraciôn 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 antigênicaS entre diferentes sustancias o 
protelnas.

II.E.7. IMinjNOELECTROFORESlS.

Es una técnica que combina la electrofore— 
sis prevla de una protelna o antlgeno con la inmunodifu- 
siôn de Ouchterlony. En consecuencia, los componentes de 
una mezcla compleja pueden quedar définid.os por sus movi-
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lidades electroforéticas y por sus especificidades'.antigé- 
nicas.

Actualmente, tiene m5s ventajas y aplica- 
ciones el micromêtodo (ScVieidegger, 1.955)» que la técni­
ca original (Grabar y Williams, 1.953). Tanto en uno como 
en otro caso, la muestra de la soluciôn antigênica se apli- 
ca en un pocillo practicado en la porciôn central de una 
plaça de vidrio recubierta con el medio gelificado. La elec 
troforesis permite separar la mezcla antigênica en varias 
zonas. A partir de la trinchera, paralela al eje longitu­
dinal de la plaça, difunde el antisuero, que termina por 
dar*lugar a los arcos o lîneas de precipitaciôn, cuando se 
alcanzan los niveles de equivalencia y reacciona con el an 
tîgeno.

Como geles se han empleado medios a base de 
agaropectina, agar y agarosa (Araki, 1.937). Esta ültimâ 
sustancia al no poseer grupos ionizables, prôcticamente, no 
dô lugar a fenômenos de electroendôsmosis o contracorriente, 
ni a interacciones inespecîficas con ciertas protelnas fcô- 
sicas copio la lisozima (Uriel y col., 1.964). Por otra par­
te, la agarosa soporta biên la electroforesis realizada a 
pH 5cido.

El acetato de celulosa (Hohn, 1.958; Loman— 
to y Vergani, 1.967), tiene el inconveniente de que présen­
ta dificultades para absorber el volûmen, relativamente 
grande, de la soluciôn de antisuero que requiere la técr.i- 
ca.

Los* geles de almidôn (Smithies, 1.955, 1.959) 
exigen una metodologla larga y laboriosa al tener que efec-
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tuar la electroforesis y la inmunodifusiôn en etapas dife­
rentes.

La inmunoelectroforesis en gel de poliacri- 
lamida (Antoine, 1.955; Keutel, 1.964), es muy ernpleada en 
la actualidad y su aplicaciôn estâ muy indicada cuando se 
précisa trabajar en condiciones extremas de pH, o realizar 
caracterizaciones enzimâticas.

La solucion tamponada o buffer influye en 
la movi1idad electroforêtica y en la posiciôn del inmuno- 
precipitado. Por otro lado, ciertos tampones, pueden lle­
gar a cambiar o modificar la movilidad de las fraceiones 
protêicas por quelaciôn de determinados iones met^licos. 
Otros iones inorgônicos o polielectrolitos naturales, co­
mo el ôcido hialurônico a pH 8,6, disminuyen la movilidad 
de la albûmina al unirse a la misma (Pigman y col., 1.961).

Los mêtodos inmunoêlectroforêticos, para la 
identificaciôn de antîgenos o fraceiones antigênicas, re- 
quieren observer los siguientes cricerios;

a) La propia movilidad electroforêtica.
b) La utilizaciôn de sueros monoespecîficos para cada com­

ponent e antigênico.
c) El empleo de reacciones de caracterizaciôn por tinciôn 

para llegar a detectar una actividad enzimôtica u otro 
tipo de especificidad biolôgica.

d) El gel puede fragmentarse y, de este modo, facilitar la 
separaciôn de los inmunoprecipitados.

La inmunoelectroforepis puede aplicarse, en 
algunos casos, para separar ciertos grupos del antlgeno 
que causai! modificaciones en la movilidad electroforêtica,
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pero que no influyen en las propiedades inmunolôgicas del 
propio antlgeno. Asl, la movilidad electroforêtica de las 
glicoprotelnas se puede cambiar al eliminar restos de car- 
bohidratos que no sean âcido siSlico, como en el caso de 
la transferrina del llquido cerebroespinal (Parker y Bean
1.962; Parker y col., 1.963).

Ademôs, la movilidad puede tambiên modifi- 
carse por factores flsicos, como ocurre con las protelnas 
irradiadas que se fragmentan en subunidades de diferentes 
movilidades y propiedades inmunolôgicas iguales (Grabar y 
col., 1.955).

En ciertos casos, aparecen falsos precipi- 
tados, que no estân producidos por reacciones inmunolôgi- 
cas especificas (Berembaun y col., 1.962), como ocurre en 
el caso de los antlgenos lipldicos o de las lipoprotelnas 
escasamente hidrosolubles (Niece y Barret, 1.963).

Entre las limitaciones mâs importantes que 
pueden achacarse a las têcnicas inmunoelectroforêticas, 
senalaremos la dérivada de las diferentes respuestas anti­
gênicas de los animales en los que se obtiene el inmuno- 
suero, lo que indudablemente, dificulta la reproductibi- 
lidad del mêtodo, aunque es de seRalar, que este inconve­
niente es comûn a otros mêtodos analIticos de base inmu- 
nolôgica, Asl, se ha comprobado que tanto en el caballo . 
como en el ratôn, puede haber una variaciôn de los anti­
cuerpos, en las diversas etapas del proceso de inmuniza- 
ciôn (Clausen y Heremans, 1.960), Tambiên se atribuye a . 
deficiencias del mêtodo, la prèsencia en el inmunoelec-
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troferograma de zonas con muchas lineas de precipitaciôn 
y, por lo tanto, de dificil lectura. En este caso, el 
problema se resuelve mediante la utilizaciôn de sùeros 
absorbidos.

Aunque la inmunoelectroforesis es menos 
sensible que la inmunodifusiôn, debido a la diluciôn que 
tiene lugar durante la electroforesis, es indudable que 
présenta, en general, bastantes ventajas. Entre ellas, la 
capacidad de separaciôn de mezclas antigênicas complejas, 
debido al poder resolutivo adicional de la electroforesis. 
Ademâs, los componentes o fracciones protêicas pueden iden 
tificarse mediante el estudio comparative de cada arco o 
lînea individual, con la formada por una protelna o antl­
geno monoespecîfico que se aHade en un pocillo prôximo al 
utilizado para la muestra polivalente. Por otra parte, el 
antisuero polivalente, como ya hemos mencionado, puede ab 
sorberse con un antlgeno puro y, a continuaciôn, estable- 
cer la correspondiente comparéeiôn con el antisuero no ab 
sorbido.

Las ventajas reseHadas permiten explicar 
la extensa aplicaciôn de esta técnica para la separaciôn 
y caracterizaciôn de protelnas o sustancias en general, 
con capacidad antigênica. Ha servido para el estudio de 
antlgenos bacterianos (Patte y col., 1.958), vlricos '.Pe­
reira y col., 1.959), parasitarios (Tprmo y Chordi, 1.965; 
Tormo y col., 1.96b), extractos y llquidos biolôgicos 
(Grabar y Burtin, 1.964; Clausen, 1.963), fracciones plas- 
mâticas (Clausen y Heremans, 1.960; Tormo y col., 1.967), 
y sus alteraciones en procesos patolôgicos (Scheiffart y 
Gôtz, 1.960; Wunderly, 1.961) e inmunoglobulinas (Cavley,
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I.969; Ritzman y Levin, 1.969). AdemSs, esta técnica se ha 
utilizado para resolver otros problemas de base biolôgica, 
como han sido: la detecciôn de protelnas idénticas en pro­
duc to s naturales diferentes (Frick y Scheidseidel, 1.957), 
el control de homogeneidad o modificaciones en protelnas 
(Lapresle y Grabar, 1.957), asl como en estudios taxonômi- 
cos (Scheiffarth y col., 1.957) y embriolôgicos (Scheideg- 
ger y col., 1.956).

II.E.8. HEMAGLUTINAGION PASIVA.

Los eritrocitos de oveja, conejp, humanos 
del grupo 0, etc., pueden tratarse con protelnas o polisa- 
câridos purificados, asl como^ con extractos celulares.de 
bacteria s, rickettsias, hongos patôgenos, protozods y hel- 
mintos dando lugar a un soporte antigênico idôneo para la 
detecciôn y titulaciôn de los correspondientes inmunosueros. 
Para ello, es preciso contar con los contrôles que garanti- 
cen que los anticuerpos présentes se corresponden con los 
antlgenos absorbidos.y nO hayan sido producidos, de forma 
natural, por los eritrocitos.

Los hematles pretratados con âcido tânico 
son capaces de adsorber protelnas y llegar a titular anti­
cuerpos que se encuentran a pequeHa concentraciôn (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 hemaglutinaciôn visible.

La conservaciôn de los eritrocitos puede 
efectuarse mediante el empleo de soluciones de formol (In-



38

graban, 1.95b;Smith, 1.964), aldehldo pirûvico (Ling, 1.961) 
glutaraldehido (Tokuda y Warrington, 1,970) y âcido sulfo- 
salicllico (Brecht, 1.948), lo que favorece la estandariza- 
ci6n de la técnica.

Aunque el mêtodo de tanizaciôn de los hema­
tles antes de su sensibilizaciôn es el mâs aceptado, tam­
biên se han' utilizado otra s sustancias qulmicas que facili- 
tan la uniôn del antlgeno a los eritrocitos, como la benci- 
dina (Pressman y col., 1.942), cationes metâlicos (jandl 
y Simmons, 1.957) que se aplican sobre todo para antlgenos 
protêicos (Fudenberg y col., 1.964), difluordinitrobenceno 
(Ling, 1.961) y 2-4-diisocianato de tolueno (Gyenes y Se - 
bon, 1.964).

El estado flsico del antlgeno parece influir 
en su avidez para fijarse a las cêlulas. La sensibilizaciôn 
es ôptima cuando el antlgeno estâ disgregado o parcialmente 
desnaturalizado (Singer y col., 1.962; Wolberg y col.,1.970). 
Al parecer re debe a que el antlgeno, en estas condiciones, 
présenta mayor proporciôn de grupos cargados positivamente, 
que facilitan su uniôn a los bematles (Mauser y col., 1.963).

Los eritrocitos pueden adsorber varios antl­
genos simultâneamente e, incluso, existir receptores espe­
cif icos para componentes antigênicos diferentes. La concen­
traciôn de la soluciôn antigênica, necesaria para recubrir 
las cêlulas, varia de uno a otro antlgeno y, en todo caso, 
debe determinarse previamente. En general, la concentraciôn 
ôptima de un antlgeno varia entre 0,1 y 10 mg. por ml., aun­
que los hematles pueden, en determinadas circunstancias, 
sensibilizarse con cantidades vestigiales de antlgeno (Sta- 
vitsky, 1.954).
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En cualquier caso, parece exirtir una rela- 
ciôn directa entre la cantidad de antlgeno que se pone en 
contacte con los hematles y su sensibilidad respêcto al 
inmunosuèro (Wolberg y col., 1.969).

Tambiên es preciso tener présente que, para 
conseguir resultados reproductibles, la concentraciôn dé 
hematles que van a ser sensibilizados con el antlgeno, debe 
estandarizarse ya que existe una relaciôn inversa entre 
concentraciôn de eritrocitos y tltulo de anticuerpos.

La ventaja mâs notable de la hemaglutinaciôn 
pasiva es, sin duda, su extraordinaria sensibilidad, que 
permite trabajar con tltulos de anticuerpos muy inferiores 
a los necesarios para las têcnicas inmunolôgicas habituales. 
(Carpenter, 1.9^5). Este aumento de la sensibilidad de la 
reacciôn se debe, al parecer, a que en la hemaglutinaciôn 
intervienen no sôlo los anticuerpos précipitantes sino 
tambiên los bloqueantes o incompletos (Gordon y col., 1.958; 
Coombs y col., 1.953).

Entre las limitaciones de esta técnica d -  
temos que no todos los antlgenos son capaces de fijarse a 
los glôbulos rojos (Borduas y Grabar, 1.953). Por otra par­
te, la posibilidad de que las cêlulas se sensibilicen si­
multâneamente con dos antlgenos diferentes, obliga a ser- 
muy cautos a la hora de interpreter los resultados obteni­
dos con mezclas complejas o antlgenos" impuros (Lecocq y 
Linz, 1.962).

En ciertas ocasiones existen antlgenos que, 
como las toxinas, contienen aglutininas que podrlan inva­
lider la reacciôn si no fueran previamente éliminadas an­
tes de procéder a la adsorciôn de las cêlulas (Heller y col.
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1.952; Fulthorpe, 1.962).

Séria prâcticamente imposible enumerar las 
aplicaciones de la hemaglutinaciôn. A tltulo de ejemplos, 
citaremos la utilizaciôn de esta reacciôn en -el estudio de 
las propiedades flsicas del inmunosuèro frënte a la sero- 
albûniina bovina (Benedict y col., 1.962), de antlgenos ti- 
sulares normales y neoplâsicos (Bjorklund y Paulsson, 1.962) 
mononucleosis infecciosa (Burnet y Anderson, 1.946), anti- 
toxinas (Fehon y Scott, 1.961), anticuerpos no précipitan­
tes (Gordon y col., 1.958), antlgenos hidatldicos (Chordi 
y col., 1.962), protelnas animales (Hirata y Stashak, 1.965) 
y protelnas extraHas en productos cârnicos (Bessemans y Lam- 
bion, 1 .9 7 2).
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CAPITÜLO III.

onTFTP DEL TRARAJO.

Como hemos tenido ocasiôn de comprobar al 
revisar la bibliografla que se ocupa de la separaciôn e 
identificaciôn de protelnas, los mêtodos de base bioqul- 
mica son complicados y laboriosos y, en ocasiones, inca- 
paces de diferenciar protelnas estructuralmente muy prô- 
ximas, como ocurre con las de carâcter soluble, que en­
tran a formar parte del tejido muscular de las especies 
animales domêsticas. De estos mêtodos, sôlo utilizaremos 
la electroforesis en gel de poliacrilamida, pues creemos 
interesante conocer el comportamiento electroforêtico de 
los extractos protêicos a estudiar, antes de someterlos 
al anâlisis inmunoelec troforêt ico.

El objeto de este trabajo consiste funda- 
mentalmente en estudiar las protelnas solubles, proceden- 
tes del tejido muscular esquelêtico de varias especies 
animales (vaca, caballo, cerdo, perro y aves), por una 
serie de têcnicas reconocidas como mâs adecuadas para 
analizar la composiciôn antigênica de un extracto comple- 
jo. En este sentido, se utilizarân mêtodos de base bioqul 
mica, como la electroforesis simple en gel de poliacrila­
mida, que no sôlo permita obtener una diferenciaciôn cua­
litativa en funeiôn de las movilidadès electroforéticas de 
las distintas fracciones protêicas, sino tambiên, alcanzar 
resultados cuantitativos basados en sus densitometrlas.

Es indudable que los mêtodos inmunolôgicos 
son los mâs eficaces para analizar las diferentes protelnas
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solubles présentes en un extracto cârnico, sobre todo si 
se controlan convenientemente sus niveles de especifici­
dad y sensibilidad.

Para realizar la diferenciaciôn e identi- 
ficaciôn de estos extractos por mêtodos inmunolôgicos, 
serâ necesario obtener, previamente, un inmunosuèro de 
elevado tltulo de anticuerpos. Para ello utilizaremos un 
lote de conejos, Nueva Zelanda, que inocularemos parente- 
ralmente, con cada uno de los antlgenos, adicionados con 
adyuvante completo de Freund. El control del proceso de 
inmunizaciôn se efectuarâ mediante la determinaciôn del 
tltulo de precipitinas en el suero de los animales inyec- 
tados.

Las pruebas serolôgicas se efectuarân, en 
primer lugar, entre sistemas homôlogos para determinar 
la complejidad de cada extracto antigênico (en relaciôn 
con el nûmero de fracciones, movilidades, etc.) y, pos- 
teriormente, entre sistemas heterôlogos para llegar a 
diferenciar los componentes especificos y explicar la 
presencia de posibles reacciones cruzadas.

La inmunodifusiôn en plaça de Ouchterlony, 
no sôlo es capaz de poner de manifiesto la comunidad an­
tigênica entre los diversos extractos protêicos, sino que 
puede incluso, llegar a precisar si hay o no reacciôn de 
identidad entre las fracciones. 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
fusiôn, cuando el nômero 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 mêtodos inmunoêlectroforêticos.

La inmunoelectroforesis en gel de agarosa, 
permite aislar los componentes de un antlgeno complejo por 
sus diversas movilidades, al mismo tiempo que estas frac­
ciones son detectadas como consecuencia de una correspon- 
dencia o especificidad ant1geno-anticuerpo. Los arcos de 
precipitaciôn inmunoêlectroforêticos se someterân a tin- 
ciones de caracterizaciôn inmunoquîmica (glico y lipopro­
telnas) y, por otro lado, se clasificarân en componentes 
mayores y menorés en funeiôn del tamano, intensidad y ni- 
tidez de la llnea. De este modo, intentaremos obtener una 
informaciôn lo mâs compléta posible de las fracciones ana- 
lizadas y, sobre todo, de las que aparezcan como especifi- 
cas.

La prueba de inmunodifusiôn radial y la 
hemaglutinaciôn pasiva son de carâcter cuantitativo y 
de una elevada sensibilidad, por lo que pretendemos al 
estudiarlas comparâtivamente con la doble inmunodifusiôn 
e inmunoelectroforesis, determinar quê tltulo es preciso 
alcanzar en cada una de ellas, para que*la reacciôn pueda 
considerarse especifica.

Finalmente, con este trabajo pretendemos 
llegar a identificar los componentes protêicos solubles, 
de carâcter antigênico que sean al mismo tiempo especl- 
ficos para cada uno de los extractos cârnicos de las es­
pecies estudiadas. Creemos que la obtenciôn de este obje- 
tivo facilitarâ la preparaciôn de extractos con el mayor 
nômero de fracciones especificas y exentos de componentes 
comunes. La utilizaciôn de estos antlgenos permitirla
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conseguir resultados mâs satisfactorios, al emplearlos en 
las reacciones serolôgicas de alta sensibilidad y aplica- 
bles a la identificaciôn de carnes o mezclas de carnes, 
procedentes de las especies animales analizadas.
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CAPTTULO IV.

MATERIAL Y METODOS.

IV,A. EXTRACTOS ANTIGENICOS.

IV.A.I. Preparaciôn.

Se prepararon cinco extractos antigênicos que 
denominamos: PSC (protelna soluble de carne de cerdo), PSB 
(protelna soluble de carne de vaca), PSP (protelna soluble 
de carne de perro), PSCA (protelna soluble de carne de caballo) 
y PSPO (protelna soluble de carne de polio).

La carne necesaria para la preparaciôn del e>-
tracto antigênico PSC, procedla de la regiôn de las agujas y 
estaba constituida principalmente por los Ms. intercostalis 
externi y Ms. trapezius.

En el caso del extracto antigênico PSB, la car­
ne utilizada era de filetes de babilla, integrados por los 
mûsculos de la regiôn femoral anterior; Ms. rectus femoris,
Ms. vastus medialis y vastus lateralis.

El extracto antigênico PSCA se élaboré con par­
te del glutaeus superficialis y 1^. bicens femoris.

La carne para la preparaciôn del extracto anti­
gênico PSP se tomô del biceps femoris, Ms. sartorius y Ms.
gastrocnemius.

Por liltimo, en el caso del extracto antigênico 
PSPO, la carne utilizada prOcedia de los môsculos que forman 
la pechuga.
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Las distintas piezas de carne se trasladaron 
al laboratorio y se procediô a disçcar los museulos, procu- 
rando eliminar al mâximo tendones, aponeurosis y grasa.

En cada caso, se tomaron 250 g. de carne. Se 
picô lo mâs finamente posible y se llevô a un homogeinizador 
de cuchillas M.S.E. 7.700, basta obtener una papilla unifor­
me. A continuaciôn, la carne triturada se introdujo en un 
matraz que contenia 500 ml. de agua destilada y desionizada. 
El période de extracciôn de la protelna soluble durô sesenta 
minutes y se realizô en. un refrigerador a temperatura contrô­
la da de 19C. y en constante agitaciôn. Seguidamente, se fil- 
traron lâ : muestra s a travês de papel Wbatrrian nS 1 y, el ex­
tracto se distribuyô en matraces aforados de 50 ml. en los 
que finalmente se 1iofilizaba. Los ma traces se sumerglan en 
una mezcla de nieve.carbônica y acetona y se les imprimla un 
movimiento de rotaciôn para que el extracto se concelase ocu­
pa ndo la mayor superficie posible de las parëdes del matraz, 
reduciéndose asl el tiempo de 1iofilizaciôn.

Esta operaciôn se efectuô en un 1iofilizador
2TP-3 con una superficie util de carga de 0,3 m , dotado de 

equipo de registre, dispositive de termovaclo y programador, 
Se realizô en 18 boras, a una temperatura entre -10 y -5-C., 
alcanzândose un vaclo del 45%.

El extracto antigênico liofilizado se conser*- 
vô en un desecador, a temperatura constante de l^C., hasta 
el momento de su utilizaciôn.
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IV.A.P. Têcnicas auxiliares.

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

1) Reactivos.

l.a.- SO^Cu . 5 HgO................... 1,5 g.
Tartrato sôdico potâsico...........6 g.
Hidrôxido sôdico..................30 g.
Yoduro potâsico............... ... .1 g.
Agua destilada................ 1.000 ni

l.b.- Colato sôdico al 40%.

2) Técnica.

A 15 mg. del 1iofilizado de cada extracto an­
tigênico se anadlan 5 ml. de agua destilada. Una vez conse- 
guida la suspensiôn se tomaban 1,5 ml. a los que se adiciora- 
ban 1,5 ml. del reactivo de Biuret.

Despuês de treinta minutes de repose se leyô 
la absorbancia a 540 nm. en un colorimetro Bauch Lomb Spec- 
tronic-20, frente a un blanco sin protelna. Los resultados 
se refirieron a la grâfica patrôn de la figura 1, que se ot- 
tuvo a partir de una soluciôn de seroalbümina bovina de cor- 
centraciôn conocida.

Ocasionalmente fuê necesario afîadir una s go- 
tas de colato sôdico al 40% para eliminar la turbidez de 
las muestras.
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FIG, 1.- Grâfica patrôn para las deterninaciones 
de protelnas por el mêtodo de Biuret.
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3) Construcciôn de la grôfica patrôn.

Se pesaron 200 mg. de seroalbômina bovina 
liofilizada y se disolvieron en 40 ml. de agua destilada. 
Cuando la protelna estuvo perfectamente disuelta, se trans- 
firiô a un matraz aforado de 50 ml. y se enrasô. Esta solt- 
ciôn madré contenla 4 mg. de protelna por mililitro.

Para confeccionar la grâfica patrôn se depc- 
sitaron, por duplicado en tubos de ensayo, allcuotas de 
acuerdo con el esquema siguiente:

Soluciôn de Concentraciôn to-
protelna (ml.) Agua (ml.) tal de protelna (ng.)

0,25 1,25 1 .
0,50 1 2
0,75 0,75 3
1 0,50 4
1,25 0,25 5
1,50 O 6

A continuaciôn se afiadieron, en cada tubo de 
ensayo, 1,5 ml. del reactivo de Biuret ; se procediô a su agi­
taciôn y se tratô de acuerdo con la técnica general. La figu­
ra 1, muestra la grâfica patrôn obtenida.

IV.B. OBTENCION DE imiUNOSUEROS .

IV.B.1. Fauta de inmunizaciôn.

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

Las inoculaeiones se efectuaban, por via sub- 
cutânea, a ambos lados de la espina dorsal, comenzando en la 
repiôn mâs prôxima a la zona cervical. Previamente, se depi- 
laba y desinfectaba perfectamente la zona.

Las dosis ernpleadas eran de 48 mg. de extrac­
to antigênico liofilizado, disueltos en 2 ml; de agua desti­
lada. En algunas inoculaciones (tabla l), el extracto anti­
gênico se inyectaba junto con 0,5 ml. de Adyuvante Completo 
de Freund .(Tween 80, 1,5 ml.; aceite de parafina 8,5 ml.; 
Mycobacterium but\rricum 5 mg.), preparado por Laboratorios 
Difco.

Las inoculaciones se sucedieron a Do largo de 
sesenta y dos dlas, a" intervalos de cuatro y un perlodo de 
descanso de ocho dlas, a partir de -la inyecciôn correspon­
diente al dla 28,

Se hicieron cuatro sangrias parciales con el 
fin de comprobar la tasa de precinitinas del suero, antes y . 
durante el proceso de inmunizaciôn. La sangre se obtenla de 
la vena marginal de la orejâ. Para ello, se colocaba el ani­
mal en una caja apropiada que asegurara su sujeciôn, dejando 
libre unicamente la cabeza. La zona de la oreja elegida se 
friccionaba con un algodôn empapado en xiDol, con el fin de 
producir una vasodilataciôn que favoreciera la sangria. A 
continuaciôn, se ePectuaba la punciôn con una aguja, o biên, 
se seccionaba cuidadosamente el vaso con bisturl, recogién- 
dose, por goteo, de 5 a 10 ml. de sangre.

Cuando el reclproco del tltulo de anticuerpos
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Pauta do inmunizaciôn y sangria en el cone jo, ino- 
diante inoculaciôn de los diFnrentes extractos antigênicos 
y adyuvante complote de Freund, por via subcutanoa.

Dias Extracto antigé- 
nico lioFilizado.

Adyuvante C. 
do Freund

Sangria

1 48 mg. 0,5 ml. c
4 id. -
8 id. — -

12 id. 0,5 ml. "116 id. -
20 id. - -

. 24 id. - -
20 id. 0,5 rill.
36 id. -
40 id. - • -
44 id. - -
48 id. 0,5 ml. “352 id. -
56 id. - -
60 id. -
62 V

Cuando el reciproco del titulo de precipitinas, en la 
sangtia parcial ora igual o superior a 1.024, el pro­
ceso de inmunizaciôn se consideraba suFiciente. Se real.- 
zaban très inoculaciones mâs, para mantener el titulo y 
se procedia la la sangria Final S^, cuaronta y ocho horas
despuês de la ultima inoculaciôn.
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dptnrminado por prccipitaciôn en tubo capiDar, era ipual o 
superior a 1.024 se daba por Finalizado el proceso de inmu- 
nizaciôn y se procedla a la sanprla final del animal,

IV.B.2. Banerla Final.

El animal se colocaba en deciâbito su pi no, so­
bre la mesa de operaciones; se su.jetaba por las cuatro extre- 
m.idades y se anestesiaba administ^ândole 10 mg. por Kg. de 
peso, de KETOLAR (Clorbidrato de ketamina), por via intramus­
cular.

Se depilaba y desinfectaba perfectamente la 
zona inferior del cuello y, con material guirurgico apropia- 
do se practicoban las incisiones cutâneas siguientes:
a) Longitudinal a lo largo de la llnea media ventral;
b) Transversal, a nivel de la segunda vértebra cervical;
c) Transversal, a nivel de la sexta vértebra cervical.

A continuaciôn, se van disecando los mûsculos 
ventrales del cuello visibles en este ârea: cleidomast.oi-
deus (parte del cl cidoceohalicus y éste a su vez del Ms.
bracbiocenh^licus), Ms. sternomastoideus (parte del Ms. ster- 
nocephalicus), sternohyoideus y s t. er no t h yro ideus.

Por el borde lateral del tls» ternoItvoideus 
se diseca en profundidad, hasta llegar al oaquete vaseuloner- 
vioso situado a uno y otro lado de la trâquea (A. carotis co­
muni s, V. junularis y Troncus vago-sympathicus).

Be diseca la A. carotis comunis y con una 
pinza "tipo mosquito" se fija el N. vagus, que continua uni-
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do al tronco vascular. De este modo, al efectuar la secciôn 
de la arteria podemos dirigir el flujo sanguîrieo a un tubo 
o recipiente donde recogeremos la sangre.

Cuando disminuye el flujo de sangre, se re- 
comienda dar masaje cardlaco con- el fin de conseguir el ma­
yor volumen de sangre posible.

De cada animal se recogieron 120-130 ml. de 
sangre, cuando la sangria final se realizaba de acuerdo con 
las normas seKalàdas.

IV.B.3. Obtenciôn y conservaciôn del suero.

La sangre extraida se vertia lentamente, en 
un tubo, a fin de evitar en lo posible la Kemôlisis.

Se centrifugaba a 1 .5 0 0-2 .0 0 0  r.p.m., duran­
te diez minutes. Los hématies se depositaban en el fondo y, 
se producia la formaciôn del coâgulo, que quedaba, en parte, 
adherido a las paredes del tubo.

Con una espâtula o aguja se desprendia el coâ- 
gulo de las paredes latérales y se volvia a centrifugar a 
3.000 r.p.m. durante quince minutes. De esta forma se facili­
ta ba la retracciôn del coâgulo y quedaba el suero perfecta­
mente séparado.

El suero se extraia mediante jeringa o 
pipeta y se distribuia en viales a razôn de 2 ml., junto con 
un par de gotas de soluciôn 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 momcnto de su 
uso.

IV.C. PT̂ UFPA DR PRFCTPITACIOM FM njBO CAPILAR, RFGTJN LA 
TFCHTCA DP r/;iF7 - WILSON Y L'^HCFPIPLD (3.9^3).

Como ya hemos senalado, esta reacciôn se apli- 
caba a los sueros obtenidos, a lo largo del proceso de inmu- 
nizaci6n, para contrôler la respuesta antigénica de los di­
ver so s conejos empleados.

Se utilizaron tubos capilares de 75 X 1,5 mm. 
de di/imetro. Fn primer lugar, se ePectuaban diluciones dobles 
seriadas del extracto antigénico, comenzando por la l/2 (24 
mg. de antlgeno liofilizado en 1 ml. de agua destilada). A 
continuaciôn, en portaobjetos, previamente desengrasados, se 
iban depositando séparadamente, una gota de la diluciôn del 
extracto antig^nico y otra del innunosuero.

Manteniendo el tubo capilar en posiciôn hori­
zontal, se establecia contacte con la gota del inmunosuero 
dejando que ascendiera por capilaridad, hasta una altura de 
unos 22 mm.. Seguidaipente, se hacîa la misna oper~ci6n con la 
gota de la diluciôn del extracto antigénico, permitiendo que 
se introdujera en el tubo capilar, un volumen aproximadamente 
igual al anterior. El tubo se invertie, dejando una c-̂ mara 
de aire, de unos 10 mm. en la parte mfs baja del tubo. Los 
capilares préparados con las diferentes diluciones del anti- 
geno 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 incubaciôn a la temperatura
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ambiente. La reacciôn positiva sp caracterizaba por la pre- 
sencia en el tubo capilar, de un precipitado fino, que mâs 
tarde se sedimentaba formando un dep6sito en la base infe­
rior del tubo»

La diluciôn môs alta del extracto antigônico 
que permitia observer precipitado, se consideraba como tltu- 
lo de la reacciôn.

IV.D. MFTODOS DF INMUNODIFUSION.

IV.D.1. InmunodiFusiôn en nel, secun la ternira de Qucbter- 
lony, modjfjçada nor Cbordi y Kaean, (1.964).

Bâsicamente, consiste en la difusiôn del an- 
tlgeno y anticuerpo a travôs de un medio semisôlido. Si exis­
te correspondencia entre ambos, se formarA una linea de pre- 
cipitaciôn cuya posiciôn dependent del coeficiente de difu­
siôn del antîgeno y del anticuerpo, de sus respectives con- 
centraciones y del tiempo.

Esta tôcnica permite analizar un extracto 
antigônico frente a un inmunosuero bomôlogo, y es de gran 
utilidad para el estudio de las posibles comunidades e iden- 
tidades de las fracciones antigônicas.

IV.D.1.a. Preparaciôn del gel de aoarosa.

Previamente se prépara el tampôn de veronal 
azida de sodio (pH 8,6), cuya composiciôn es la siguiente:
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Dietil barbiturate sôdico (veronal sôdico)...9 g.
Azida de sodio  .0, 5 g.
Acido clorhidrico 1 N.............   10 ml.
Agua destilada..........................1.000 ml.

Se disuelven 10 g. de agarosa en 1.000 ml. de 
agua destilada y desionizada, a 80-909C., durante 30 minutos, 
al bano maria. A esta soluciôn se anaden 1.000 ml. de tampôn 
veronal azida de sodio (pH 8,6), agitando ligeramente mien­
tras se efectôa la mezcla.

La soluciôn de agarosa, asi preparada, podia 
utilizarse inmediatamente o conservarse, a 4^C., distribuida 
en tubos cerrados, en el refrigerador.

IV.D.1.b. Preoaraciôn de las plaças.

Las plaças utilizadas eran portaobjetos de 
7»5 X 5 cm. Previamente se desengrasaban hirviéndolos en 
mezcla crômica (30 g. de dicromato potôsico; 700 ml. de 
.̂ cido sulfôrico concentrado; 300 ml. de agua destilada). Se 
decantaba la soluciôn una vez enfriada y, los portaobjetos 
se lavaban con abundante agua corriente y, despuis, 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 la soluciôn de agarosa caliente, procurando que la 
gel ificaciôn se efectuara sobre una superficie horizontal 
perfectamente nivelada.

A continuaciôn, se practicaban las excavacio- 
nes con un tubo de vidrio. Los discos de agarosa, una vez
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cortados, se extraian aplicando una ligera presiôn negativa 
en el interior del tubo.

La disposiciôn y tamano de las excavaciones 
ful la siguiente: una excavaciôn central de 12 mm. de diS- 
metro y seis en roseta de 6 mm. de dilmetro. La distancia 
entre el pocillo central y los periflricos era de 8 mm.

Este dispositive se dibujaba en papel mili- 
metrado, con el fin de poder disponer, en sucesivos ensayos 
de un modelo o patrôn de idlnticas medidas.

Antes de situar los antlgenos y el inmuno­
suero en las excavaciones; se depositaba en el fondo, una 
pequena gota de la soluciôn de agarosa fundida, para que 
las soluciones no se filtrasen entre la capa de gel y la 
superficie de la lamina de vidrio.

IV.D.1.C. Llenado de las excavaciones con los extractos 
antieinicos y el inmunosuero.

Los extractos antiglnicos 1iofilizados se 
disolvieron en tampôn veronal azida de sodio (pH 8,6), a 
concentraciones apropiadas.. Con ayuda de tubos capilares.o 
pipetas Pasteur se procedîa al llenado de las excavaciones.

Situôbamos en el pocillo central el inmuno­
suero y, periflricamente, las diluciones de los extractos 
antigénicos.

IV.D.I.d. Perlodo dp incubaciôn.

Los portaobjetos preparados <e introducian
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eu i da do serrent e en plaças de Pétri, Pe ahadian, sobre el fon­
de de cada plaça, unos 2 ml, de soluciôn de azida de sodio 
al 1% nara inbibir el crecimiento bacteriano, a la vez que 
se consenula mantener cierto grado de bumedad que evitaba 
la evaporaciôn del contenido de los pocillos.

Las plaças de Pétri cerradas, qp incubaban 
a 379C.; las lineas de precipitaciôn se formaban a l^s 18- 
24 boras de incubaciôn.

IV.D.I.e. Lavado y secado.

Los portaobjetos se lavaban en soluciôn sa- 
lina al 0,9%, durante 48 boras. Se secaban con panel What­
man ns 1, cuidando de eliminar las burbujas de aire entre 
el gel y el papel.. Una vez secos, el papel se bumedecia 
con agua destilada y se desprendta de la superficie de los-' 
portaobjetos. Al conseguirse la evaporaciôn del agua que 
contenia el gel, quedaba adherida a la lômina de vidrio 
una fina pel feula, con las lineas de precipitaciôn fijadas. 
En estas condiciones, los portaobjetos podlan someterse a 
las ticnicas de tinciôn.

IV.D.1.f. Tinciôn.

Los portaobjetos se sumergian durante 2 ho­
ras en una soluciôn que contenta:

Negro ami da 10 B   1 g.
Metanol................... 90 ml.
Acido acitico  10 ml.
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A continuaciôn se lavaban durante treinta 
minutos en soluciôn de Icido acético al 5%, Por ôltimo, 
se eliminaba el ôcido con varios cambios de agua destila­
da.

Las plaças se secaban al aire, o en estufa
a 37^C.

IV.D.1.g. Lectura.

Se realizô de acuerdo con las cuatro reac- 
ciones tipo descritas por Oucbterlony (1.949, 1.962, 1.967!, 
para un sistema de très elementos, consistente en dos mezc'as 
antigênicas que difunden a partir de dos excavaciones y, ui 
inmunosuero desde un tercer pocillo, para llegar a formar las 
itneas de precipitaciôn correspondientes.

Durante la difusiôn se pueden producirmodi- 
Picaciones en la regularidad de las lîneas de precipitaciôr, 
en el casô de que existan relaciones serolôgicas entre los 
antfgenos.

En la lectura de estas plaças podemos encon- 
trarnos con cuatro casos diferentes (figura 2):

Reacciôn tiPO I .- Tambiln denominada de ider- 
tidad compléta o de fusiôn compléta de las ifneas de preci­
pitaciôn.

Cuando dos antfgenos son idinticos o tienen 
déterminados grupos antiginicos en comun y, el inmunosuero 
contiene ônicamente anticuerpos frente a esas fracciones an- 
tiglnicas comunes, las lîneas de precipitaciôn se funden per 
completo en la zona central. En ciertas ocasiones, los inmu-
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FIG. 2.- Reacciones tipo quo pueden obr.ervarse al 
efectuar la lectura de las plaças de inmunodifu- 
si6n, por la t^cnica de Ouchterlony.
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nocomplejos pueden dar lugar a cierto grado de difusiôn y 
producir fal sas inflexiones.

ReAcciôn tipo II.- Conocida con el nombre d» 
"reacciôn de no identidad".

En este caso, existe intersecciôn de los dô: 
arcos de precipitaciôn. El antisuero contiene anticuerpos 
diferentes frente a ambos antlgenos, no existiendo ninguna 
relaciôn entre los anticuerpos que intervienen en la reac­
ciôn.

Reacciôn tino III.- Denominada "reacciôn de 
identidad parcial" (jennings y Kaplan, 1.960).

Esta reacciôn tiene lugar entre dos solucio­
nes antigênicas qu" comparten algunos déterminantes antigé­
nicos pero poseen otros propios o especîficos. En conse- 
cuencia, significa que existe cierto grado de relaciôn en­
tre los antlgenos, pero que ésta no es idéntica.

Reacciôn tino IV.- También conocida con la 
denominaciôn "reacciôn de inhibiciôn".

Este modelo se observa cuando existen antl­
genos mul^ivalentes o fracciones antigênicas con détermi­
nantes diferentes. En este caso, el inmunocomplejo se detei- 
mina por la forma en que difunden los antlgenos cornunes y 3a 
inflexiôn producida por los grupos antigénicos que sôlo véhi­
cula uno de los antlgenos. La forma y localizaciôn de las 
llneas de precipitaciôn depende de la concentraciôn inicia] 
de los reactivos y de sus respectives coeficientes de difu­
siôn.
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IV.D.?. InnunodiFusiôn radial, semln 3p trçnica de Man- 
oini (1.964).

Este mêtodo se basa en el principio estable- 
cido por Oudin (1.946), para la diFusiôn en una sola dimen- 
siôn. Se emplea para la estimaciôn cuantitativa de protef- 
nas. Bajo las condiciones de la prueba, el ôrea o cuadrado 
del diâmetro del precipitado- Forma do, durante la inmunodi- 
fusiôn del antîceno en el seno ciel medio gel if ica do con el 
inmunosuero incorpora do, esté en relaciôn directe con la 
concentraciôn del antîgeno.

IV.D.2.a. Têcnica.

La soluciôn de agarosa al 1% en tampôn de 
veronal azida de sodio (pH 8,6), se preparaba de igual for­
ma que en la técn.ica de inmunodi fusiôn de Ouchterlony.

El inmunosuero y la soluciôn de agarosa se 
llevaban a un bano a 505C. y, en un tubo de vidrio coloca- 
do en el mismo bano, se pipeteaban 6,5 ml. de la soluciôn 
de agarosa y de 0,2 a 0,6 ml. del inmunosuero, segôn la 
concentraciôn deseada. La mezcla se agitaba suavemente, evi- 
tando en lo posible la formaciôn de burbujas.

A continuaciôn, se vertîa esta mezcla en un 
portaobjetos (7,5 X 5 cm.), colocado sobre una superficie 
horizontal perfectamente nivelada,

Mientras se producla la solidificaciôn del 
medio, se haclan las dilueiones del.extracto antigênico en 
tampôn veronal azida de sodio (pH 8,6),



)3.

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

Los portaobjetos asî preparados, se intro- 
ducîan en plaças de Pétri, que contenlan en su fondo, unoF 
2 ml. de soluciôn de azida de sodio al 1%, que evitaba la 
contaminaciôn bacteriana y mantenla la bumedad apropiada.

Las plaças se ipcubaban en estufa a 25^0.. 

IV.D.2.b. Leetura.

Todos los dtas, se median los diômetros de 
los halos de precipitaciôn. Cuando las medidas permanecîar. 
constantes durante 48 horas, se daba por terminado el pro­
ceso de difusiôn, que duraba por término medio de 6 a 7 
dîas.

Como el Area, o el cuadrado del diômetro del 
halo de precipitaciôn es directamente proporcional a la 
concentraciôn del antigeno e inversamente proporcional a la 
concentraciôn del inmunosuero, se puede hacer una curva pa- 
trôn que relacione estos parômetros.
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IV.E. ELEC'^ROFORFnTS SIMPLE FN GEL DE PQT.IACRILAMTDA , SE-
GUN l.AEMI.I (1.970), MODIFTGADA POR I.EE Y COL . , ( 1.. 975 ) .

Bôsicamentr consiste en someter, la sus- 
tancia a estudiar, a la acciôn de un campo elêctrico en el 
que la proteina en soluciôn tampôn emigrarô hacia uno de los 
electrodos, cuando pose una corriente'continûa a travês de 
la soluciôn, siempre que esta operaciôn se efectile a un pH 
adecuadow

Entre los factores que rigen la movilidad 
pueden mencionarse; cargo, peso y forma de las particulas; 
concentraciôn, fuerza iônica y viscosidad del gel empleado; 
car/icter e intensidad del campo eléctrico; pK y tempera tura 
del solvente.

De acuerdo con estos factores, cada componen- 
te protêico presentarô una determinada zona de emigraciôn 
electroforêtica,

IV.E.1. Preparaciôn de los geles.

Soluciôn A (gel separador, con un 10% de acri- 
lamida), cuya composiciôn fuê la siguiente:

Soluciôn de acrilamida (22,2 g. de acrilamida;
0,6 g. de NN'metilen bisacrilamida; 100 ml. de
agua destilada)................................ 18 ml.

Tampôn 1,5 Tris-CIH, con 0,4% de SDS (dodecil 
sulfato sôdico), pH 8,8     10 ml,
Soluciôn de persulfato amônico al 1%............ 1 ml.
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Agua destilada y desionizada....... ......... 11 ml,
TEMED (NNN*N' tetrametiletilenodiamina).....0,03 ml,

Soluciôn B (gel de apilamiento o de carga, 
con un 3% de acrilamida), de composiciôn:

Soluciôn de acrilamida 0,66 ml,
Tampôn 0,5 M Tris-CIH, con un 0,4% de SDS,
(pH 6,8)  1,25 ml,

Soluciôn de persulfato amônico al 1%........ 0,1 ml,

Agua destilada y desionizada   3 ml,

TEMED.................. ............... :, .0,01 ml,

IV.E.2, Prenaraciôn de la muestra.

Se hizo segôn la técnica de Weber y Osborn,
(1.969).

Se pesaban 72 mg. de extracto antigénico
liofilizado y se disolvian en 15 ml. de agua destilada y
desionizada. Se anadian 0,2 g. de SDS y 1 mg. de DTT (Di— 
tiotreitol).

La soluciôn se incubaba a 4090., durante 
treinta minutos. Terminada la incubaciôn se adicionaba
igual volumen de una soluciôn de glicerol al 60%, para in-
crementar la densidad de la soluciôn de protelna.

IV.E.3. Di snosiciôn de los gel es y de 1 a muestra.

Tubos de vidrio de 80 X 8 mm., se llenaron
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con la soluciôn A (gel de sepanaciôn), hasta una altura de 
uno s 5 mm. del extreno superior del tube. I.a soluciôn se 
depositaba eu i da do s am̂ n̂ t o, dej'mdola deslizar nor las pare- 
des, con el fin de que no aparecieran burbujas de aire en 
su interior. Inmediatamente despuês, se adicionaban dos go- 
tas de agua destilada, para evitar la formaciôn de un menis- 
co côncavo.-

Se esperaba su compléta polimerizaciôn (1 ho- 
ra a tempera tura ambiente) y, se eliminaba el agua aHadida 
invirtiendo los tubos y secando con ayuda de una tira de pa­
nel de filtro.

A continuaci.ôn, se adicionaba la soluciôn B 
(gel de aoil amiento), hasta una altura de unos 3 mm. del 
extremo superior del .tubo y se seguîan los rnismos pasos an- 
teriormente descritos de adiciôn de agua, polimerizaciôn 
compléta y eliminaciôn del agua afiadida.

Por ôltirno, en cada tubo se colocaba una so- . 
luciôn que contenta;

Mercaptoetanol   5 1.

Tampôn de fôsfato sôdico 0,01 M (pH 7)..50 1.

Soluciôn de azul de bromofenol al 0,05%..3 1.

Muestra......-......................... 50 1.

IV.E.4. Pertodo electroForêtico.

Los tubos de vidrio con los geles y la mues­
tra se introducîan en tampôn pH 8,3 (0,3% de SDS; 0,192 M 
de glicina y 0,025 M Tris).
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Un generador de tensiôn Canalco 1.200 équi­
pa do con una fuente de alimentaciôn de la misma firma, per- 
mitia regular la intensidad entre 1 y 60 mA., y proporcio- 
nar asi la corriente continua necesaria para realizar la 
electroforesis.

Inicialmente, se apiicô una corriente de 1 
mA. por gel, hasta que el azul de bromofenol emigraba, atra- 
vesando completamente el gel de apilamiento (90 minutos). 
Despuês se aplicaron 2 mA. por gel, hasta el final de la 
electroforesis (4 horas, aproximadamente) (figura 3).

IV.F.5. Tinciôn y ronservaciôn.

Finalizado el desarrollo electroforêtico, se 
retiraron los geles de los tubos inyectando agua destilada 
entre el gel y la pared del tubo. '

Los geles se colocaban en tubos de ensayo y 
se tertian con una soluciôn que contenta : 0,4% de azul bri­
llante de Coomassie; 50% de metanol y 9,2% de ôcido acêti- 
co, dejôndola actuar durante doce horas.

Pasado este tiempo, se sumergian en una so­
luciôn de metanol al 50% y ôcido acêtico al 9,2%, durante 
ocho horas para conseguir su decoloraciôn.

Por ôltimo, los geles se conservaban en una 
soluciôn de metanol al 5% y ôcido acêtico al 7,5%, hasta el 
momento de procéder a su lectura en un densitômetro ôptico 
Joyce Loebl, modelo Chromoscan 1.967.
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FIG. 3.- Reproducciôn fotogrôfica de electroforesis 
en gel de poliacrilamida, efectuadas con un sistema 
CANALCO 1.200, A partir de ellas sê obtuvieron los 
trazados densitomêtricos y diagramas correspondien­
tes a los diversos extractos antigénicos.
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IV.F. INMUNOFI.FCTROFORFSTR fn agarosa, PFGUN la TFCNTCA DF 
ORA PAR (3.953), MODI FIG A DA POR .SGHFIDFGGFR (1.955).

Fsta técnica fué inicialniente desarrôlîada 
nor Grabar y Wini.ams (1 .953). Se trata de un procedimient-) 
en el que se combina la separaciôn electroforética de los 
comnonentes de una sustancia o protelna compleja y, la t̂ c- 
nica de inmunodifusiôn de Ouchterlony, que permite la pre­
cipitaciôn especîfica de las Fracciones, cuando difunden 
frente a un inmunosuero en un medio celificado.

TV.F.1. F] ectroFore^'i s simule en anarosa (pH 8,6).

La preparaciôn del gel de agarosa, la 1 im­
pi ez a y conservaciôn de las plaças se efecLuaba de la mis­
ma Forma que en la tfcnica de inmunodifusiôn de Ouchterlo­
ny, modificada por Ghordi y Kagan, (1.964).

IV.F.I.a. Pren-^raçiôn de las nlacns.

Sobre una batea portaobjetos ( 5AF-P574), s« 
ponian unas gotas de agua para formar una pelicula complet» 
bajo los portaobjetos, evitando asi, que la agarosa fundid» 
se depositara entre la batea y los portaobjetos.

A continuaciôn, se colocaban en la batea, orho 
portaobjetos de 7,5 X 2,5 cm., previamente secados con toa'li- 
ta de celulosa.

La batea con los portaobjetos se situaba solre 
una mesa niveladora (SAF-2568). Se vertian 50 ml. de solucôn
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de agarosa fundida y se pasaba sobre ella un filamento me- 
tôlico, con el fin de eliminar el exceso de agarosa y ase- 
gurar una capa de gel Fina y uniforme.

Se dejaba que la agarosa gelificase completa­
mente , antes de retirar la batea de la mesa niveladora y, se 
procedia seguidamente, al corte de los pocillos y ranuras;

Se utilizô el cortador patrôn Sbandon (SAF- 
?580), adaptado para cortar la combinaciôn de 3 pocillos de 
1 mm. de diômetro y 2 ranuras de 60 X 1 mm. (véase figura 4). 
La separaciôn entre pocillos y ranuras era de 3 mm.

También se cortô una excavaciôn auxiliar de 
1 mm. de diômetrc, prôxima al borde superior del portaobje­
tos, donde se colocaba el azul de bromofenol, que al emlgrar 
visiblemente, se empleaba como control del tiempo del proce­
so de electroForesis.

La agarosa cortada correspondiente a los po­
cillos se extraie por medio de una pipeta Pasteur a la que 
se aplicaba una presiôn negativa.

IV.F.I.b. PisDQciciôn de los extractos antigénicos.

La batea con los portaobjetos se colocô en 
la cubeta de electroforesis, teniendo la precauciôn de que 
el tampôn veronal azidà de sodio cubriese los electrodos, y 
de que los puentes de papel Whatman n9 3, humedecidos en el 
propio tamnôn, quedasen perfectamente adheridos a los porta­
objetos cubiertos con el gel de agarosa.

A continuaciôn, se depositaba en cada pocillo, 
un microlitro de la soluciôn del extracto antigénico, en
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FIG. 4.- Modelo de portaobjetos de inmunoelectro- 
foresis y plaça control de electroforesis.
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i-̂ vnpôn veronal azida de sodio (pH 8,6), qup interesaba so­
me ter A e]ectroForesis.

Fn el pocillo auxiliar se depositaba una co­
ta de 'îoluoiôn de azul de bromofenol al 0,05%.

IV.F.I.e. Periodo electroPor-^tico.

Se empleô el penerador de tensi6n Shandôn 
modelo U-77 (SAF-2761), que puede utilizar'^e a vol ta je cons­
tante (entre 0-300 voltios), o a corriente constante (entre
0-80 mA.).

FI aparato se a justô basta consenuir una di- 
fereiicia de potencial de 6 voltios por cm. que se median en 
los extremos de los portaobjetos con un potencidmetro, y que 
al utilizar portaobjetos de 7,5 X 2,5 cm. representaba un
1-otal de 45 voltios.

El paso de la corriente se mantenia Viasta que 
el azul de bromofenol llegase a 1 cm. del borde anôdico del 
portaobjetos y, en ese momento, se daba por terminada la 
emigraciôn electroforética.. La duraciôn, en nuestro caso, 
fué de unas 4 horas.

TV.F.2, Tnmunodisi6n en acarosa (oH 8,6).

IV.F.2.a. Tôcnica.

Una vez concluida la electro Foresis simple,- 
de acuerdo con la tfcnica de referencia, se aRadia, en la 
trincbera longitudinal' de los portaobjetos, el inmunosuero
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precise para completar el sistema.

A continuaciôn, los portaobjetos se introdu- 
cian en plaças de Petri, anadiendo a cada una, 2 ml. de so­
luciôn de azida de sodio al 1%, para inhibir el crecimiento 
bacteriano y conseguir un cierto grado de humedad que évité 
la evaporaciôn del inmunosuero.

Se dejaba que la difusiôn durara 18-24 horas, 
a 3?9C., hasta que llegaban a visualizarse los arcos de pre­
cipitaciôn.

Las etapas correspondientes al lavado, seca- 
do y tinciôn de las plaças, eran anôlogos a las descritas 
en el môtodo de inmunodifusiôn.

IV.F.2.b. Côlculo de las movilidades electroFor^ticas.

1) Absplutas.- Fn primer lugar, se determi- 
naba el despiazamiento de cada fracciôn antigénica desde el 
pocillo en el que se habia depositado el extracto antigéni­
co. Para ello, se calculaba el centro de cada argo. La dis­
tancia, medida en mi 1Imetros, entre la proyecciôn de! cen­
tro de cada arco y el centro del nocillo, se consideraba 
como desplazamiento.

Cuando la inmunoelectroforesis se llevaba a 
cabo en un gel como el agar o la agarosa, que no son eléc- 
tricamente neutros, aparece un fenômeno de electroendôsmo- 
sis, representado por una fuerza de contracorriente que va 
del polo positive al negative y, por lo tante, en sentido 
opuesto al de la emigraciôn electroforéticaL
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Asî, el punto de partida o "punto rero” serô 
aquél en el que se si.tôe una sustancia inerte, inmôvil en 
un camuo elértrico, que se desniaza al polo nenativo por 
eFecto de la electroendôsmosis. La sustancia inerte utili- 
zada en este trabajo fué el dextrano.

Las movilidades absolutas (M.A.), de cada 
componente antigénico se calculaban en razôn de su despla­
zamiento real, de la intensidad del campo eléctrico (vol­
tios por cm.) y del tiempo, en segundos, que durô la elec­
troforesis, de acuerdo con la fôrmula:

Desplazamiento real (cm.)
M.A . = -- — — ■ • ■ ■

Voltios/cm. X sg.

Como la cifra résultante era muy pequeRa, 
para uso normal, las unidades M.A. se multiplicaban por 
100.000. De esta forma se expresaron en:

10~5 cm?

Voltios X sg.

En nuestro caso, el campo eléctrico era de. 
6'voltios por cm. y la electroforesis duraba 4 horas apro- 
ximadamente (14.400 sg.). ’

2) Relativas.- Las movilidades relatives 
estén referidas a otra sustancia de movilidad constante y 
conocida, que puede servir de referencia. Fn nuestro tra­
bajo, esta sustancia fué la seroalbûmina bovina.

La movilidad relative en relaciôn con la 
seroalbûmina (ü^ / ), viene expresada por el cociente
obtenido al dividir el desplazamiento real de cada componente



75

(U^) por el desplazamiento real de la albûmina .

3) PorcentualesSi la distancia entre la 
posiciôn del dextrano y la posiciôn de la seroalburifina bovi­
na es la movilidad de la albômina, que consideramos équiva­
lente al 100%; el côlculo de la movilidad electroforética 
relative a la alburnina bovina puede conseguirse utilizando 
la fôrmula siguiente;

B - D 
------  X 100%
A - D

Con lo cual, expresamos la movilidad relati­
ve a la seroalbûminà bovina en porcentajes.

B, es la distancia desde la proyecciôn del 
centro del arco de la banda de precipitaciôn hasta el po­
cillo de partida del antîgeno.

D, es la distancia recorrida por el dextrano 
desde el pocillo correspondiente hasta su nueva posiciôn.

A, es la distancia recorrida por la albdmina 
desde el pocillo hasta su nueva posiciôn después de la elec­
troforesis (figura 5).

IV.G. CARAC7FRI7.ACT0N TNMIINQOUIMTCA DF LAS FRACCIONFS DFl.
INMUN0FLFC7R0FFR0GRAMA.

La técnica de inmunoelectroforesis permite 
estudiar no sôlo los componentes inmunoelectroforéticos y 
sus movilidades sino que ademâs es compatible con la utili- 
zaciôn de tinciones jnmunoquîmicas que den informaciôn
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FIG. 5.- Esquema correspondiente a las posiciortes de la 
fracciôn inmunoelectroforêtica, alburnina bovina y dex­
trano para calculer la movilidad porcentual.

A, distancia recorrida por la aloilmina desde el pocillo 
hasta su nueva posiciôn, despuês de la electroforesis.

B, distancia desde la proyecciôn del centro del arco de 
la banda de precipitaciôn hasta el pocillo de partida 
del antîgeno.

D, distancia recorrida por el dextrano desde el pocillo 
correspondiente hasta su nueva posiciôn.
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sobre la composiciôn de los inmunoprecipitados.

IV,G.I. 7inciôn de plicoprotefnas.

Releccionamos el mêtodo de NADI (alfa-naftoi 
dimetil p-fenilendiamina), por la sencillez y eficacia de 
la têcnica.

IV.G.I.a. R«=activos.

1.- Acido periôdico al 1% en tampôn de acetato de 
sodio 0,2 M.

2.- Clorbidrato de bidroxilamina al 10% en tampôn 
de êcido acêtico - acetato sôdico 0,2 M. (pH 4,3).

3.- Soluciôn de alfa-naftoi 0,01 M. (144 mg. de 
alFa-naftoi en 100 ml. de soluciôn 10  ̂M. de êcido etilen- 
diaminotetraacêtico o FD7A, que se prépara disolviendo 2,9 
mg. de âcido Titriplex II en 100 ml. de agua destilada, 
ajustando el pH a 6,1-7,0 con NaOH.

4.- Soluciôn de p-fenilendiamina 0,01 M. (216 mg. 
en 200 ml. de F.D7A).

5.- Agua oxigenada 0,1 M.

6.- Soluciôn NADI (10 ml. de reactivo 3; 10 ml. 
de reactivo 4; 2 ml. de réactive 5).

IV.G.I.b. Têcnica.

Los portaobjetos, una vez deserados, se intro-
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duc en en la soluciôn de clorhidrato de bidroxilamina durant 
te .quince minutos. A continuaciôn, se lavan en agua corrien­
te otros quince minutos. Se sumergen en soluciôn de êcido 
periôdico diez minutos y, seguidamente, en soluciôn NADI 
durante otros diez minutos. Por tiltimo, se lavan en agua 
destilada diez minutos.

Los protaobjetos se secan, bajo papel de fil­
tro, en estufa a 37^0..

IV.G.2. Tinciôn de lipoprotelnas.

Fmpleamos para ello el mêtodo del Sud5n
Negro.

IV.G.2.a. ' Reactivos.

1.- Soluciôn saturada de Sud5n Negro (1 g. en me­
tanol al 60%). Se mantiène en agitaciôn a 37-C., durante 16 
24 boras y, despuês de enfriar, se filtra.

2.— Ftanol al 50%»

IV.G.2.b. Tfcnica.

Las plaças se sumergian durante.dos boras en 
la soluciôn de Sudân Negro, procurando que no se produzca 
evaporaciôn. A continuaciôn, se lavaban dos veces, durante 
quince minutos, en etanol al 50% y se secaban en estufa a ' 
37@C.
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IV.H. HEMAGLUTINAOION PA SI VA, SFGITN LA TFCNICA DF LF.V/I5, 
(1.961).

Fstp m^todo permits efectuar.la reacciôn con 
bcrnalies tanizadon, con?iguiêndo‘̂e a?{, cstandarizar la prue- 
ba y sen?! bilizar, dc forma ôptima, los glôbulos rojo!5 con 
la soluciôn antig^nica.

IV.H.1. RcacHvo^.

a.- Hfmatîes de carnero en çioluciôn Ansel ver al
80% (0,55 g. de âcido cftrico 1 H^O; 20,50 g. de glucosa
anhidra; 8 g. de citrato de sodio 5 HgO; 4,2 g. de cloruro 
sôdico; 1.000 ml. de agua destilada).

b.- Suero fisiol6gico al 0,85%.

c.- Fosfato dis6dico 0,15 M.

d.- Fosfato monopotAsico 0,15 M.

e.- 7amp6n pH 7,2 (un volumen de réactive d y très 
volûmenes de reactivo c).

f.- Tampôn pH 6,4 ( un volumen de reactivo c y 
très voldmenes de reactivo d).

g.- Tampôn pH 7,2 con 0,6% de suero de conejo nor­
mal inactivado a 565C., durante treinta minutes.

IV.H.2. Lavado de'les bematies.

Los beTpatfes de carnero en soluci6n Anselver 
al 80% se conservaban en el refrigerador a 4^0.. Si se ob-
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servaba una buena sedimentaciôn se utilizaban a partir del 
dla siguiente.

Se tomaban 0,5 ml. de bematles y se lavaban 
cinco veces, en 9,5 ml. de tamôn pH 7,2, mediante centrifu- 
gaciones sucesivas. A continuaciôn, se centrifugaba nueva- 
mente a 1 .0 0 0  r.p.m., durante cinco..minutes y se decantabà 
el sobrenadante. Por tSltimo, los hematles se resuspendîan 
en 2 ml. de tamp6 n pH 7 , 2  y, de este modo, quedaban prépa­
ra do s para la siguiente operaciôn.

IV.H.3. Tanizaciôn.

Se emplearon dos soluciones de 5cido tânico 
1/3 0 .0 0 0  y 1/4 0 .0 0 0 , en tampôn pH 7,2,

La suspensiôn de hematîes y la diluei6n de 
Acido tSnico se enfriaron, en baKo de hielo a 29C., duran­
te cinco minutes.

A 3 ml. de la suspensi6n de hematîes se afla-
dîan 3ml. de la soluciôn de âcido tSnico Pria. Una vez
mezclados, sé dejaba en baKo de hielo durante quince minu­
tes, agitando suavemente cada cinco minutos.

Finalizada la tanizaciôn, se centrifugaba 
a 1.000 r.p.m. durante siete minutos. El sobrenadante se 
decantaba y el sedimento de cada tubo se lavaba con 10 ml. 
de tampôn pH 7,2 enfriado a 29C.

Despuôs de una ûltimà centrifugaciôn, igual, 
a la anterior, se efectuaba la resuspensiôn final en 3 ml, 
de suero fisiolôgico. - ‘
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IV.H.4. Sensibilizaciôn.

El extracto antigônico liofillzado se dilula 
al 1/5 , 1/10 y 1 /2 0  en tampôn pH 6,4. A continuaciôn, se 
arîadian 3 ml. del extracto antigônico diluido, en cada tubo 
de hematies tanizados y se incubaban, en baho maria, a 379C, 
durante treinta minutos, agitando cada cinco minutos. Des- 
pués, se centrifugaba a 1.000 r.p.m. durante siete minutos 
y, el sedimento se lavaba dos veces en tampôn pH 7,2 con 
0,6% de suero de conejo normal inactivado. Por ôltimo, se 
resuspendîan en 3 ml. de tampôn pH 7,2 con 0,6% de suero 
de cone jo normal inactivado.

IV.H.5 . Peaceiôn.

Se efectuaban diluciones progrèsivas de los 
inmunosueros problemas, en tampôn pH 7,2 con 0,6% de suero 
de cone jo normal inactivado, en plaças Perspex.

Se anadlan en cada excavaciôn una o dos go- 
tas de hematîes sensibilizados y se agitaba. A los diez mi­
nutos se repetla la agitaciôn y se dejaban a la temperatura 
ambiente. Se procedla a la lectura a las 4 y 24 horas.

IV.H.6. lectura.

Se consideraba patrôn de positividad (+), 
cuando- el sedimento era abierto y ocupaba todo el fondo de 
la excavaciôn, o bién, cuando se iniciaba un r e b o r d e ,  pero* 
segula ocupando la mayor parte de la excavaciôn.
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Patrôn dudoso (+), cuando se apreciaba una 
imanen de anil]o abierto o cerrado,

Patrôn neoativo (-), cuando se formaba un 
sedimento o botôn compacto en el fondo de la excavaciôn.

IV.H.7 . Contrôles.

r>e incluîa un suero control negativo que 
debla mantener su negatividad en la prueba, para que ôsta 
se considerara como valida.



RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO V.

RESULTADOS Y DISCUSION.

V.A. TITULOS DE PRECIPITINAS ALCANZADOS EN EL PROCESO PE 
HIPERIMTÎTJNIZACION, EFECTUADO EN CONETQS, POR INOCÜ- 
LAC ION PARENTERAL DE LOS DIVERSOS EXTR/'.CTOS 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 antlgeno-anticuerpo 
inespeclFicas Frente a los diversos extractos antigénicos. 
En consecuencia, todos los animalfes se consideraron aptos 
para iniciar el. proceso de hiperinmunizaciôn, al. ser nega- 
tivas todas las pruebas de precipitaciôn realizadas a par­
tir de la sangria inicial S^.

Es conocido el hecho de que, el perlodo de 
latencia o inducciôn, después de cada inyecciôn, durante 
el'cual no es posible detectar o determinar incrementos 
de anticuerpos en la sangre circulante, varia desde al- 
gunas horas a varios dlas (Carpenter, 1.975). Estas diFe­
renc ia s dependen, del tipo de antlgeno utilizado, de la 
especie animal inoculada y de la via de administraciôn 
(Proom, 1.943). Para Kaminski (1.957)., también influye la 
adiciôn de adyuvântes al extracto antigénico.

El adyuvante de Freund, ya sea complète o 
incomplete, incrementa la inflamaciôn local y, en conse- 
cuencia la proporciôn de macrôfagos. Este fenômeno es pre- 
vio al incremento de linfocitos que serlan los principales
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TABLA II

Titulos de precipitinas, alcanzados a los largo 
del proceso de hiporinmunizaciôn en el conejo, Frente a 
los diversos extractos antigénicos inoculados, por preci- 
pitacion en tubo capilar, segun Swi F t-'Dl Ison-Lance Field .

Sangrias Reciproco del titulo de precipitinas
parciales. PSC PSPO PSP PSC A PSB

^o 0 0 0 0 0

Si 1 .024 1 .024 512 512 256

S2 4.096 2.040 1 .024 1 .024 512

S3 4.096 4.096 2.048 1.024 1 .024

V 0.192 4.096 2.048 1 .024 1 .024

SpÎ Sangria parcial antes de la 1  ̂ inoculacion.
S.J : Sangria parcial antes de la inoculacion.
S^î Sangria parcial antes de la 0^ inoculacion.
S3 Î Sangria parcial antes de la 12- inoculacion.
Sp.: Sangria Final, después de la I5i inoculacion. 
PSC; Proteina soluble de carne de cerdo.
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
PSP : Proteina soluble de carne de perro.
PSC A : Proteina soluble de carne de caballo.
PSB; Proteina soluble de carne de vaca.
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produGtores de anticuerpos naturales.

Para Dav/e y col., (1.965), podrla formular- 
se la hipôtesis de que la respuesta orgénica a la presen- 
cia de adyuvante séria de naturaleza secundaria. El aumen- 
to de la concentraciôn de los anticuerpos naturales se de- 
beria a;

a) La rôpida proliferaciôn de las células linfoides que 
producirian môs anticuerpos naturales.

b) La liberaciôn y paso de este tipo de anticuerpos a la 
circulaciôn general, por destrucciôn de las células 
linfoides o modificaciôn de su permeabilidad.

Svet-Moldavsky y Raffkina (1.963), ban de­
mos tra do que al inocular ratas con adyuvante de Freund se 
produce un incremento de las células plasmâticas de los 
nôdulos linfoides. De acuerdo con esta hipôtesis, séria 
posible la transferencia pasiva del efecto del adyuvante, 
al inocular un nuevo animal con un extracto antigénico 
unido al suero obtenido de ratas inoculadas ûnicamente 
con adyuvante.

Por otro lado, Humphrey (1.963), senala el 
hecho de que en conejos inyectados con adyuvante de Freund, 
se producia un aumento de la concentraciôn de gammaglobuli­
nes circulantes.

El empleo de adyuvante complete de Freund es 
recomendable, ademâs de por las acciones celulares y humo­
rales descritas, por el incremento del nivel de inmunizaciôn, 
especialmente cuando la concentraciôn de proteina 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 muy positivamente la utilizaciôn de 
adyuvante completo, ya que segôn Rabat y Mayer (1.961), 
aumenta la antigenicidad de los componentes menores, asl 
como d5 lugar a la posible detecciôn de un mayor nûmero 
de reacciones cruzadas (Dawe y col., 1.965).

En las condiciones expérimentales de nues- 
tro trabajo, consegtiimos un tîtulo de l/l.024, a los doce 
dîas, en el caso de los extractos antigénicos PSC y PSPO; 
a los veintiocho dias para PSP y PSCA y, necesitamos pro- 
longar el periodo de hiperinmunizaciôn a cuarenta y ocho 
dlas para el extracto antigénico PSB.

La sangria final (Ŝ ,) y, por lo tanto, la 
recogida de los inmunosueros, que se emplearon para este 
trabajo," se efectùô, en todos los casos, a los sesenta y 
dos dlas de la primera inoculaciôn. No obstante, el pro­
ceso de hiperinmunizaciôn fué més eficaz con el extracto 
antigénico PSC, mientras que con los antlgenos PSCA y PSB, 
la respuesta de anticuerpos fué môs dêbil (tabla II).

Creemos que estas diferencias dependen de 
las carqcterlsticas especiales de cada extracto antigénico 
y de las variaciones individuales de los animales utiliza­
dos para el proceso de hipefinmunizaciôn. En este sentido, 
nuestros resultados estôn de acuerdo con Dfay (1.960) que, 
afirma que, las similitudes antigénicas entre diferentes 
especies pueden dar lugar a fenômenos de inmunotolerahcia 
haciâ algunos antlgenos, que producirlan una respuesta in- 
suficiente.

Hemos elegidcK el método de precipitaciôn en
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tubo capilar, para controlar los niveles de anticuerpos, 
a pesar de que se trata de una técnica de escasa sensi- 
bilidad (Carpenter, 1.975), por dos razones fundamentales:

a) La metodologîa a emplear en el anélisisde los extrac­
tos antigénicos (inmunodifusiôn doble, inmunodifusiôn 
radial e inmunoelectroforesis), se basa en la propia 
reacciôn de precipitaciôn.

b) Se trata de determinar, niveles de anticuerpos en sueros
obtenidos por hiperinmunizaciôn y, en consecuencia, incluso
la têcnica de precipitaciôn puede tener sensibilidad sufi- 
ciente para ello,

V.B. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
CORRF.SFOMDIFNTES A LOS DIVERSOS EXTR/iCTOS ANTIGENICOS.

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

Las âreas correspoqdientes a los picos den- 
sitomêtricos (tabla III), varlan muy notablemente en algu­
nos casos, por lo que considérâmes de interés, no sôlo 
transformarlas en valores densitométricos porcentuales (ta­
bla IV), sino también, ordenarlas de acuerdo con su impor- 
tancia.
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TABLA I I I

Valores donsltométricos absolûtes de los electro- 
Ferogramas, obtenidos en gel de poliacrilamida, correspon— 
diontes a los diversos extractos antigénicos analizados.

Numéro de 
la banda. PSC PSP PSB PSCA PSPO

1 125 8 65 18 67, 5
2 27 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 • 3 GO 63,3 350 160,7 3 23
7 344 306 101 ,2 39 315
0 207,5 49,5 6 14 12

9 412,5 56 97,7 7 28
10 13,5 4,2 24,7 225 146, 2

11 30 ■ 3 144 496

12 520 42 369,3
13 553,5 506,2

Totales: 2.915,3 1 .108,4 1 .355,9 1.078,3 1 .065, 4«

PSC: Proteina soluble 1de c arne de cerdo.

PSP: Proteina soluble 1de carne de perro.

PSD: Proteina soluble 1de carne de vaca.
PSC A : Proteina soluble de carne de caballo.

PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
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Valorus densitométricos porcnntualss do los elec- 
troForogramas, obtenidos en gel de poliacrilamida, corres- 
pondientes a los diversos extractos antigénicos analizados(

Numéro do 
la banda. PSC PSP PSB PSCA PSPO

1 4,28 0,72 4,79 1,66 13,72
2 0,92 0,60 3,31 0,59 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 3,60 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

11 2,74 0,27 10,62 45,99

12 17,83 3,.78 27,23
13 18,98 45,66

Totales: 99,99 99,99 99,-99 99,99 99,99

PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.

PSP: Proteina soluble de carne de perro.

PSB: Proteina soluble de carne de vaca «
PSCA: Proteina soluble do carne do caballo. 
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
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Ya que la electroforesis simple tiene, como 
objetivo final, diferenciar las bandas o componentes mayo- 
res de los menores, ademôs de, determinar su movilidad 
electroforética, en la tabla V, se efectôa una clasifica- 
ci6n densitomêtrica de las mismas. Es indudable que las 
bandas mayores tienen mâs posibilidades de contribuir a 
resolver el problems de la diferenciaciôn de especies c6r- 
nicas, especialmente si, ademâs,son especlficas. Pensamos 
que las bandas menores y, sobre todo, las que presentan un 
valor densitométrico porcentual inferior al 5%, no jugarlan 
ningûn papel en este sentido, independientemente de su ca- 
rôcter especlftco o de que se trate de una banda comûn, 
compartida con extractos antigénicos de otra especie.

Por otra parte; creemos de interés conside- 
rar, que los valores densitométricos de estas bandas, tam­
bién pueden variar en funeiôn de los diferentes colorantes 
que se utilicen para su tinciôn. Asl ocurre, con los extrac­
tos de protelnas sarcoplésmicas de môsculo de cerdo trata- 
das con negro amida y benzidina (Charpentier y Goutefohgea, 
1.963). En otros casos, las diferencias densitométricas 
dependen de la especie animal con que se ha preparado el 
extracto antigénico. Coduri y Rand (1.972), han demostrado 
que, los componentes mayores de protelnas, procedentes del 
caballo, se tiRen con môs intensidad que las de extractos 
côrnicos de otras especies animales.

El extracto antigénico PSC présenta trece 
bandas elec troforét ica s (figuras 6 y 3), mientras que otros 
autores citan de catprce a dieciseis (Ramdass y Misra, 1.974



TABLA V

ClasiFicaciôn densitomotrica de las bandas detec- 
tadas por elactroForcsis on gel de poliacrilamida, corres- 
pondientes a los diversos extractos antigénicos analizados.

Extrac to Porc ontajo del valor d ens i tométrico
antigénico . <5% Entre 5-12';.:. Entre 12- 25Sj Entre 25-40jI >40%

PSC 7 2 4 G . 0

PSP 0 3 0 1 1

PSB 6 4 G 2 G
PSCA 7 1 2 G 1

PSPO 5 2 1 2 0

PSC: Proteina soluble do carne de cerdo.
PSP: Proteina soluble de carne de perro.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.
PSCA: Proteina soluble de carne de caballo. 
PSPC: Proteina soluble de carne de polio.
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FIG. 6.- Trazado densitométrico y diagrama de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon- 
diente al extractô antigénico de proteina soluble 
de carne de cerdo (PSC),
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Charpentier y Goutefongea, 1.963). No obstante, considera- 
nos més importante, el hecho de que el cerdo no présente 
bandas con valores densitométricos superiores al 25%. La 
diferenciaciôn de extractos côrnicos, por métodos de base 
inmunolôgica estaria, ademâs, dificultada en esta especie, 
por la localizaciôn 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 elec troforét icas estôn muy 
prôximas.

De los trece componentes electroforéticos 
del PSP (figura 7), hay dos que, para nosotros tienen es­
pecial significado ya que, en un caso, el porcenta.je del 
valor densitométrico estâ 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 tendria dos componentes caracteristicos 
que no aparecerlan en extractos de otras especies. Estu- 
diéndolo comparativamente con el efectuado* en este traba— 
jo, consideramos que la banda ntimero 12, cuya movilidad 
es algo superior a la de los dos componentes menores, po­
drla corresponder a la banda caracteristica de mayor movi­
lidad, citada por estos autores.
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rin. 7.- Trnzado densitométrico y diagrama de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon- 
diente al extracto antigénico de proteina soluble 
de carne de perro (PSP),
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El extracto antigénico PSD perinitiô dife- 
‘renciar doce bandas, por electroforesis en gel de polia­
crilamida (figura 8), de las que sôlo dos pueden conside- 
rarse componentes mayores, ya que presentan valores den­
si tométricos comprendidos entre 25 y 40%.

Los trabajos consultados senalan un néimero 
de-.bandas, correspondientes a proteinas 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 antigénicos variaba entre diez y dieci­
seis (Ramdass y Misra, 1.974).

El estudio del electroferograma de extracto 
de carne de vacuno permite diferenciar dos componentes .(ban­
das numéros 11 y 12) de mayor movilidad, que pueden corres- 
ponderse con las bandas de localizaciôn anédica denominadas 

y por Ramdass y Misra (1.974).

Champion y col., (1.970), aisian cuatro ban­
das m yores del mdsculo de buey y, de ellas; la de mener 
movilidad présenta una elevada concentraciôn relativa, por 
lo que, séria la mSs fécilmente detectable por métodos in- 
munolôgicos. Esta banda, podria corresponderse con la iden- 
tificada en nuestro trabajo, con el nûmero 6 y, con un va­
lor densitométrico porcentual, ligeramente superior a 2 5%.

En la tabla IV, observâmes que, el nûmero 
de componentes electroforêticos del extracto antigénico
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FIG. 8.- Trazado densitométrico y diagrama de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon- 
diente al extracto antigénico de proteina soluble 
de carne de vacuno (PSD).



97

PSCA es de once. Esta cifra es sensiblemente superior a 
las obtenidas por Deschreider y Meaux, (l.974), en extrac­
tos de proteinas sarcoplésmicas, procedentes del caballo.
Es de destacar, en los elec troferocrama s de nuestra expe­
riencia que, existe una fracciôn de mayor movilidad, cuya 
concentraciôn o valor densitométrico es muy superior a 
las demés (banda niîmero 11) y, que creemos, puede ser mAs 
significativa que las senaladas como especificas por Des­
chreider y Meaux (1.974), con las que indudablemente, no 
se corresponde (figura 9).

El extracto muscular de polio (PSPO), dé 
iugar a sôlo diéz bandas electroforêticas (figura 10 y 3), 
mientras que el nûmero senalado por Ramdass y Misra (1.974) 
varia de catorce a dieciseis.

Hemos hallado dos componentes con valores 
densitométricos entre 25 y 40% que se corresponden con 
las bandas nômeros 4 y 5. La caracteristica més notable, 
en relnciôn con este extracto antigénico, radica en el 
hecho de que, la fracciôn més anôdica présenta menor mo­
vilidad en relaciôn con los extractos de las demés espe­
cies domésticas estudiadas. La distribuciôn de las bandas 
es homogénea y, en este sentido, nuestros resultados no 
concuerdan con los senalados por Ramdass y Misra (1.974), 
que consideran caracteristico del polio, la localizaciôn 
catôdica de varias fracciones electroforéticas.

Consideramos muy problemético, poder com­
parer y, més aôn, llegar a identificar, las bandas de los
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FIG, 9.- Trazado densitométrico y diagrama de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon- 
diente al extracto antigénico de proteina soluble 
de carne de caballo (PSCA).



.'̂ 7

14 (4H i l l  I nzi
(4 1 2  3 4 8 6 7 8 9 10 (*)

FIG, 10.- Trazado densitométrico 7 diagrama de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida, correspon- 
diente al extracto antigénico de proteina soluble 
de carne de polio (PSPO).
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diferentes extractos antigénicos en funcién exclusivamente 
de su movilidad, pues la variabilidad de la propia técnica, 
aûn realizada en las mismas condiciones, représenta un 
error estimable. Estas 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 original. En consecuencia, hemos 
preferido basar el anSlisis de nuestros resultados, en la 
clasificaciôn densitométrica de las bandas (tabla V), pues 
creemos que asi enfocamos el problema con més objetividad,

V.C. COMPOniCIOM AHTIGENICA DE DIVERSOS EXTRACTOR SOLUBLES 
DF PROTEINAS MUSCUI.ARFS, ERFNTF A T^fMUNOSUF'ROS HOMO- 
LOGOS Y HFTFROLOGOS, POR INMUUODIFUSION EN GEL DE 
AGAPOSA, SFGUN 0UCH7FRL0NY.

V.C.l. Sistemas homôlogos.

V.C.l.a. Determinacién de la concentracién ôptima de los 
extractos antigénicos a utilizar en las pruebas.

En la tabla VI se muestra el m5mero de frac- 
ciones puestas de manifiesto en relaciôn con la diluciôn 
ensayada de cada extracto antigénico. La diluciôn l/2, que 
contenia 24 mg. de antlgeno liofilizado por mililitro, era 
la ôptima en todos los casos, ya que permitiô detectar, el 
mayor nûmero de fracciones y originô mâs nitidez en las ll- 
neas de precipitaciôn.

De acuerdo con Clausen (l.969), para llegar



TABLA VI

■Fracciones dstoctadas on diferontos dilucionos de 
extractos antigénicos de carne, Frente a les correspondien- 
tes inmunosueros homologos, por la técnica de inmunodiFu­
sion en agarosa (pH 8 ,6 ), segun Ouchtorlony.

Diluciôn Fxtrac tos antinénico s
PSC PSB iSUA PS PO 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 G G 1 1

La diluciôn l/l se obtiene al d i solver 48 mg « de polvo 
lioFilizado, de coda extracto antigénico, en 1 ml. de agua 
destilada.
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.
PSC A : Proteina soluble de carne de caballo.
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
PSP: Proteina soluble de carne de perro.
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a producir el mâximo numéro de arcos de precipitaciôn se 
debe determinar la relaciôn ôptima entre las concentra- 
ciones de antlgeno y anticuerpo, Aunque se recomienda efec- 
tuar series con suero no diluido, frente a,diverses concen- 
traciones del antlgeno y, otras, preparadas a base de solu­
ciones de antlgeno no diluidas frente a antisueros de dife­
rentes concentraciones, en el présente trabajo sôlo efec- 
tuamos el primer tipo de ensayo. Esta decisiôn se basa en 
que, si utilizôramos antisueros diluidos disminuirla, pro- 
bablemente, la sensibilidad de la técnica, al mismo tiempo 
que, como senala Munoz (l.97l), la intensidad de la llnea 
de precipitaciôn depende, principalmente, de la concentra- 
ciôn del antisuero.

Cuando el antlgeno se encontraba escasamen- 
te diluido, no sôlo disminuyô el nômero de fracciones sina 
que, ademôs, se formaba un anillo o halo alrededor del po- 
cillo que dificultaba la observaciôn de los inmunoprecipi- 
tados.

Ouchterlony y Nikon (1.973), consideran que, 
un exceso en la concentraciôn antigénica inhibe total o 
parcialmente la formaciôn del precipitado e incrementa el 
tiempo necesario para compléter la reacciôn. Sturani y coL. 
(1.976) senalan, en este sentido, que la diluciôn adecuads 
del antlgeno détermina una llnea de precipitaciôn mâs o 
menos equidistante de ambos pocillos, al mismo tiempo que, 
al disminuir la concentraciôn de la proteina no reaccio- 
nante, se élimina el anillo zonal que se formaba alrede­
dor del pocillo.
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V.C.l.b. Nùmero de Fracciones difFrenciadas.

La eficacia del método de inmunodifusiôn se 
basa en el hecho de que, cada molécule de anticuerpo reco- 
nocerîa a su déterminante antigénico correspond!ente y, 
formaria asi, una lînea de precipitaciôn que, representaria 
un sistema simple antigeno-anticuerpo (Bucbanan-Davidson y 
Oudin, 1 .9 5 8 ).

La ventaja del método radica no s6lo en la 
localizaci6n del nûmero mînimo de sistemas antlgeno-anti- 
cuerpo reaccionantes, sino sobre todo, en el hecho de poder 
llegar a establecer las relaciones existentes entre varios 
antlgenos (Kaminski y Nouvel, 1.953; Goodman, 1.962).

Segiln se observa en la tabla VII, el niîmero 
de fracciones diferenciadas, en los diverses extractos an- 
tigénicQS, varia de cuatro a seis componentes. Estos resul- 
tados no estân influidos por el propio proceso de hiperin- 
munizaciôn, ya que los extractos antigénicos PSPO y PSP, 
que presentan seis fracciones por inmunodifusiôn, no con- 
siguieron los niveles més elevados de precipitinas, al 
ser inoculados parenteralmente en el conejo (recîproco 
del tltulo 4.096 y 2 .O4 8 , respectivamente). Inversamente, 
el extracto PSC, que llega a tltulos de 8.196, por preci- 
pita-^i6n en tubo capilar, s6lo ha permit!do la detecciôn 
de cinco componentes, cuando se enfrentô al inmunosuero 
homôlogo, en plaça de Ouchterlony. Unicamente, en el caso 
del antlgeno PSB, coincidiô el nûmero m5s bajo de fraccio­
nes con un nivel, también relativamente escaso de precipi­
tinas, al final del perlodo de inmunizaciôn.
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Fracciones detectadas en los diverses extractos 
antigénicos diluidos al l/2 (24 rng./ml.), por la tocnica 
de inmunodifusion en agarosa (pH 8 ,6 ), scgun Ouchterlony, 
Trente a los corrospondientes ininunosueros homologos, 
obtenidos por inoculacion parenteral en el conejo.

Extractos antigénicos Inmunosueros F racciones

PSC nnti-PSC 5
PSB anti-PSO 4
PSCrt anti-PSC A 5
PSPO anti-PSPO 6

PSP anti-PSP G

PSC: Pro telne soluble de carne de cerdo.
PSB: Protoina soluble de carne de uaca, 
P5CA: Proteina soluble de carne de caballo. 
PSPO: Proteina solubie de carne de polio, 
PSP: Proteina soluble de carne de perro.
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Estudiando globalmente estos resultados y, 
considerando que las pruebas se repitieron, en cada caso, 
al menos catorce veces, podemos concluir que, el numéro 
de componentes antigénicos aislados no depende del propio 
proceso de inmunizaciôn 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, que es preciso conocer para valorar los resul- 
tados. Asl, Garvey y col., (1.977), citan la imposibilidad 
de detectar anticuerpos no précipitantes y la dificultad 
de resoluciôn cuando se emplean mezclas antigénicas comple- 
jas. Grabar, (1.958) senala que, el exceso de antigenos o 
anticuerpos puede hacer que una Ifnea de precipitaciôn se 
divida en varias. Paul y Benacerraf, (1.966), ban demostra­
de que se puede formar una doble linea de precipitaciôn al 
reacçionar un conjugado hapteno-protefna con el suero anti- 
hapteno especffico.

Finalmente, pueden producirse anomalfas en 
las Ifneas de precipitaciôn por cambios bruscos de la tem­
pera tura de incubaciôn (Crowle, 1.961; Ouchterlony, 1.962), 
defeetos en los pocillos donde se depositan los réactivés, 
o por fenômenos de desnaturalizaciôn del extracto antigé­
nico, durante la fase de emigraciôn (Lapresle, 1.955; Is- 
hizaka y col., 1.960).

Hemos tratado de luchar contra los incon- 
venientes resenados, normalizando y repitiendo las prue­
bas, hasta obtener resultados constantes. En este sentido, 
se ha prestado especial atenciôn a la temperatura de in-
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cubaciôn y, sobre todo, se han efeetuado los ensayos pre- 
vios, para conseguir las concentraciones relativas de an- 
tlgenos y antisueros, que permitieran observer llneas de 
precipitaciôn môs fuertes y nltidas.

V.C.2. Sistemas beterôloqos.

V.C.2.a. Determinaciôn de la concentraciôn ôptima de los 
extractos antigénicos a utilizar en las pruebas.

En las tablas VIII, IX, X.y XI, se puede 
comprobar que, la diluciôn ôptima de los antigenos era de 
l/l para todos los sistemas de carécter beterôlogo, excep­
te cuando las pruebas se realizaron contra el inmunosuero ■ 
anti-PSP, que diô mayor nômero de lineas de precipitaciôn, 
con extractos antigénicos diluidos al l/2. Estos resulta- 
dos, comparados con los obtenidos en los sistemas homôlo­
go s, hacen pensar que, en general, para obtener buenas 
lineas de precipitaciôn es necesaria una mayor concentra­
ciôn de antigeno, cuando se enPrenta a un antisuero hete- 
rôlogo.

Es conocido el hecho de que, para analizar 
s i s t e m a s  heterôlogos se precisan inmunosueros con elevado 
titulo de precipitinas. Ya que, los empleados en nuesira 
experiencia, eran los mismos tanto para las reacciones an- 
tigeno-anticuerpo homôlogas como para las heterôlogas, cree- 
mos que los déterminantes antigénicos responsables de las 
lineas de precipitaciôn comunes, reaccionarian môs'fuerte- 
mente con los lugares receptores de las molécules de anti-
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TABLA VIII

F racciones detec tadas en di Te rentes diluciones 
de los extractos antigénicos de carne, Frente al inmuno- 
suero heterologo anti-PSB, por inmunodifus ion en agarosa 
(pH 0,6), segun Ouchterlony.

Diluciôn Ex tractos antinénicos
PSC A PSC PSP PSPO

1/1 2 1 0 0

1/2 1 1 0 0

1/4 1 0 0 0

La diluciôn l/l se obtiens al disolver 40 tng. de polvo 
liofilizado, de cada ox trac to antigénico, en 1 ml, de 
agua destilada.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.
PSC A : Pro teina soluble de carne de caballo.
PSC; Proteina soluble de carne de cerdo.
PSP: Proteina soluble de carne de perro.
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.



TADLA IX

Frnccionns dotec tadas con diForontos diluciones 
do los extractos antigénicos do carne, Frente al inniuno- 
GUoro heterologo anti-PSC A, por inmunodiFusion en agarosa 
(pH 8 ,6 ), segun Ouchterlony.

Diluc ion Cxtrac to r antieônicos.
PSP PSÜ PSC PSPO

1/1 1 2 2 0

1/2 0 2 1 0

1/4 0 0 1 0

La diluciôn l/l se obticne al disolver 48 mg. do polvo 
lioFilizado, do cada extracto antigénico, en 1 ml. da 
agua destilada.
PSC A : Proteina soluble do carne de caballo.
PSP: Proteina soluble de carne do perro.
PSB: Protoina solublo de carne do vaca.
PSC; Proteina soluble de carne do cerdo.
PSPD: Proteina soluble de carne do polio.



TABLA X

Fracciones detectadas en diferentes diluc iones 
de los extractos antigénicos de carne, frente el inmuno­
suero heterologo anti-PSC, por inmunodifusiôn en agarosa 
(pH 9,6), segun Ouchterlony.

Oiluc iôn Extractos antinônicos
PSB PSC A PSPO PSP

1/1 2 3 2 4
1/2 .2 2 2 4

1/4 1 0 1 1

La diluciôn l/l se obtiene al disolver 48 rng. do polvo 
liofilizado, de cada extracto antigénico, on 1 ml. de 
agua destilada.
PSC; Protoina solublo de c'arno do cerdo.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.
PSC A : Proteina soluble do carne de caballo.
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
PSP: Proteina soluble de carne de perro.



TABLA XI

Fracciones detectadas on diferentes diluciones
de los extractos antigénicos do carne, frente al 
suero heterologo anti-PSP, por inmunodifusiôn en 
(pH 8 , G), segun Ouchterlony.

inmuno-
agarosa

Diluciôn Extractos antioénicos
PSB P X A  PSC PSPO

l/l 2 1 G G
1/2 2 . 2 2 0

1/4 1 2 G 0

La diluciôn l/l se obtiene al disalver 48 m g . de pol­
vo liofilizado, de cada extracto antigénico, en 1 ml. de 
agua destilada.
pgp: Proteina soluble do carne rie perroI 
PSD: Proteina soluble de carne de vaca.
PSCA: Proteina soluble de carne de caballo.
P5C: Proteina soluble de carne de cerdo.
P5PD: Proteina soluble do carne de polio.
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cuerpo, al encontrarse en proporciones o concentraciones 
relativamente môs elevadas.

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

Los extractos antigénicos PSCA y PSC pre- 
sentaban comunidades antigénicas con el PSB cuando se en- 
frentaban, por inmunodifusiôn, a un inmunosuero, obtenido 
por inoculaciôn de este ôltimo antlgeno (tabla XIl). Por 
otro lado, como se puede observar en la misma tabla, no 
se detectaron fracciones comunes con los extractos PSP y 
PSPO (figura 11).

En muchas ocasiones se han demostrado cornu- 
nidades antigénicas entre protelnas séricas de diferentes 
especies animales. Bauer, (1.969), encuentra que, los ex­
tractos antigénicos de las diferentes especies animales 
dân reacciones heterôlogas, por inmunodifusiôn en plaça, 
en funeiôn casi siempre de su posic^ôn filogenética. Ka­
minski (1 .9 5 7), considéra la gammaglobuline de buey idén- 
tica a la de cordero.y, la humana igual a la del chimpancé. 
Asl mismo, diferentes autores (Murakami.y col., 1.969; Soe- 
tarjo, 1.964), han evidenciado comunidades antigénicas no 
sôlo entre las protelnas musculares y protelnas séricas, 
sino también, entre las protelnas musculares de diverses 
especies. Estos trabajos, no han aclarado si las protelnas 
musculares tienen un antlgeno comtSn con las del suero o 
bién, si existirla una fracciôn protéica sérica retenida 
por el musculo. Katsube e Imaizumi (1.966) sugieren que.

mms
UOTEC/



TABLA X I I

FraccionGS detec'tadas en los diversos extractos 
•antigénicos heterologos, por la técnica de inmunodiFusion 
en agarosa (pH 8 ,6 ), segun Ouchterlony, Frente al inmuno­
suero anti-PSB, obtenido por inoculacion parenteral en el 
conejo.

Extractos antigé­
nicos tic te ro logos .

Fr
Coinunes

accionca
Idénticas

PSCA 2 G
PSC 1 G
PSP 0 0

PSPO 0 G

PSB: Proteina soluble do carne de vaca.
PSC A : Proteina soluble de carne de caballo. 
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo. 
PSP: Proteina soluble de carne de perro. 
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
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Fin. 11.- Esquerna y reproducciôn fqtogrâfica de la 
inmunodifusiôn en gel de agarosa (pH.8,6) , segôn 
la técnica de Ouchterlony, realizada con diversos 
extractos antigénicos frente al inmunosuero anti- 
PSB, obtenido por inoculaciôn parenteral en el 
conejo.
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esta fracciôn puede ser uno de los factores antigénicos 
mâs importantes, relacionados con la aplicaciôn de la 
reacciôn de precipitaciôn a la diferenciaciôn de carnes. 
Desde un punto de vista préctico, son muehos los inves­
tira dores que, para diferenciar tejidos musculares de 
diversas especies, emplean inmunosueros de conejo obte­
nidos por inoculaciôn de protelnas séricas (Tammmenag, 
1.954; V/einstock, 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
tra s que Rangel (1.965)» demuestra que hay comunidad en­
tre la seroalbiSmina bovina y equina. Si alguno de los 
componentes detectados por nosotros fuese la citada se- 
roalbûmina, podriamos admitir la existencia de comunidad 
entre la procedente del caballo y del buey, pero no, la 
presentaciôn de reacciones de identidad inmunolôgicas, 
demostrables por inmunodifusiôn en plaça.

Finalmente, queremos destacar que, no se 
ha détectado ninguna fracciôn idéntica con los extractos 
heterôlogos ensayados. De esta forma, nuestro trabajo de­
muestra que, la reacciôn de precipitaciôn en gel de aga­
rosa présenta mayor especificidad que la reacciôn en tubo^ 
ya que, en este ôltimo caso, aparecerian-falsas reaccxo— 
nés positivas (debidas a las fracciones comunes observa- 
das frente a PSCA y PSC) que, naturalmente, se detecta- 
rîan y rechazarîan al efectuar la reacciôn sobre gel, y 
no dar reacciones de identidad.
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El inmunosuero anti-PSCA permiti6 la detec- 
ciôn de fracciones antigénicas comunes e, incluso idénti­
cas, con todos los extractos de protelnas solubles de ma- 
miferos ensayados (figura IP), mientras que, no se obser- 
varon llneas de precipitaciôn con el preparado antigénico 
de carne de polio (PSPO) (tabla XIIl).

Ya hemos citado el hallazgo de dos fraccio­
nes comunes entre el PSCA y el inmunosuero anti-PSB, que . 
podrlan ser las mismas que se recogen eh la tabla XIII de 
componentes heterôlogos, frente al inmunosuero anti-PSCA.

Entre el inmunosuero anti-PSCA y el extrac­
to soluble de carne de cerdo (PSC), hallamos dos fracciones 
comunes y, de ellas, una era idéntica. Cuando se enfrentô 
al extracto de carne de perro (PSP), Anicamente se diferen- 
ciô una fracciôn que, no sôlo era comun, sino también idén­
tica.

Diversos autores han demostrado la comuni— 
dad antigénica entre protelnas 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 domêsticas, 
contienen diferentes protelnas séricas, por lo que es 
perfectamente explicable, la puesta en evidencia de estas 
comunidades.

Dentro de las condiciônes de nuestra expe— 
riencia, no hemos observado comunidades antigénicas entre 
el inmunosuero anti-PSCA y el extracto de carne de polio.
En este caso, se puede pensar que, los componentes anti­
génicos comunes disminuyen o desaparecen cuando las es-
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FIG. 12.- Esquema y reproducciôn fotogrôfica de la 
inmunodifusiôn en gel de agarosa (pH 8,6), segôn 
Ouchterlony, realizada con diversos extractos anti­
génicos frente al inmunosuero anti-PSGA, obtenido 
por inoculaciôn parenteral en el conejo.



TABLA XIII

Fracciones dotée tadas on los diversos ox trac tos 
antigénicos hetnrologos, por la técnica do inmunodlTusion 
on agarosa (pH segun Ouchterlony, Trente al inmuno­
suero anti- PSCA, obtenido por inoculacion parenteral on 
el conejo.

Extractos antigé­
nicos hetnrologos.

Fra
Comunes

cc iones
idénticas

PSB 2 1

• PSC 2 1

PSP 1 1

PSPO 0 0

PSCA: Protoina soluble do carne de caballo. 
PSD: Protoina soluble de carne do uaca.
PSC: Protoina soluble de carne do cerdo.
PSP : Protoina soluble de carne do perro.
PSPO: Proteina soluble de carne do polio.
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pecies animales estân mâs alejadas, desde el punto de vista 
taxonômico (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 categorîa de protelnas (Kaminski, 1.957).

Como se seftala en la tabla XIV, el inmuno- . 
suero anti-PSC es el que ha permtido observar mâs fraccio­
nes comunes e idénticas con los extractos antigénicos he­
terôlogos (figura 13).

En este sentido, otros investigadores han 
llegado a resultados similares, hàllando componentes co­
munes con extractos cârnicos de vaca y caballo (Soetarjo 
1.964). Para nosotros tiene mâs importancia el hecho de 
detectar comunidades e identidades con perro y polio.

No hemos encontrado referencias bibliogrâ- 
ficas concretas que nos expliquen o confirmen los resul­
tados obtenidos frente a estos extractos cârnicos, pero 
indudablemente, ci'eemos que, el eleva do nômero de lineas 
de precipitaciôn conseguidas se debe, en parte, al fuerte 
tltulo de precipitinas obtenido en el conejo, por inocula­
ciôn de este antlgeno. Warnecke y Saffle (1.968), apoyar 
esta idea al considerar que, el antisuero de cerdo es muy 
especifico inicialmente, pero que, después de un proceso 
de hiperinmunizaciôn de noventa dlas, aumentan las reac­
ciones cruzadas con otras especies. En nuestro trabajo, 
la sangria final se efectuô después de quince inyecciones 
por via parenteral y a los sesenta y dos dlas de la pri-



TABLA XIV

Fracciones (Jetnctarias en los diversos extractos 
antigénicos heterôlogos, por la técnica rie intnunoriiFusion 
en agarosa (pH 0,6), segun Ouchterlony, Frente al inmuno­
suero anti-PSC, obtenido por inoculaciôn parenteral en el 
conejo.

Extractos antigé­ F racciones
nicos heterôlogos. Comunes Idénticas

PSB 2 2

PSCA 3 2

PSPO 2 1

PSP 4 2

PSC: Proteina soluble de carne rie cerdo.
PSC A : Proteina soluble de carne do caballo. 
PSB: Proteina soluble de carne de vaca, 
PSPO: Proteina soluble de carne rie polio. 
PSP: Proteina soluble rie carne de perro.
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FIG. 1 3 .- Esquema y reproducciôn fotogrôfica de la 
inmunodifusiôn en gel de agarosa (pH 8,6), segôn 
Ouchterlony, realizada con diversos extractos anti­
génicos frente al inmunosuero anti-PSC, obtenido 
por inoculaciôn parenteral en el conejo.
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mera inoculaciôn y, como también afirma Proom (1.943), el 
incremento del numéro de inoculaciones hace decrecer la 
especificidad del inmunosuero y, en consecuencia, aumen­
tan las reacciones cruzadas con otras especies.

Los extractos antigénicps de protelnas mus­
culares de bôvido, caballo y cerdo reaccionaron positiva- 
mente frente al in lunosuero anti-PSP, apreci^ndose frente. 
al extracto porcino, una linea de identidad (figura 14). 
Cuando el antlgeno procedla de carne de polio, no apareciô 
ninguna llnea de precipitaciôn (tabla XV).

En la bibliografla consultada, hemos encon­
trado pocos datos que hagan referenda al perro. Solamente 
Kaminski (1.957) cita la presencia de una reacciôn cruzada, 
muy marcada, entre la albûmina canina y las de cordero y 
conejo.

Los razonamientos expuestos con anterioridad 
en relaciôn con el procedimiento o pauta de inmunizaciôn, 
la contaminaciôn de los extractos solubles côrnicos con pro­
telnas séricas y la posibl.e presencia de reacciones cruzadas 
que obedecen môs bien a una analogla «structural de la mo­
lécule que a una verdadera especificidad debida a la especie 
animal, podrlan también ser argumentos a esgrimir, ante es­
tos resultados.

Cuando las plaças de inmunodifusiôn de Ouch­
terlony se prepararon con el inmunosuero de conejo, obteni­
do por inoculaciôn del extracto côrnico de polio, no se pu- 
do observar ninguna llnea de precipitaciôn, frente a los
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FIG. 1 4.- Esquema y reproducciôn fotogrôfica de la 
inmunodifusiôn en gel de agarosa (pH 8,6) segôn 
Ouchterlony, realizada con diversos extractos anti­
génicos frente al inmunosuero anti-PSP, obtenido 
por inoculaciôn parenteral en el conejo.



TABLA XV

Fracciones detectadas en los diversos extractos 
antigénicos hetnrologos, por la técnica de inmunodiTusion 
en agarosa (pH 8 ,6 ), s.egûn Ouchterlony, Frente al inmuno­
suero anti-PSP, obtenido por inoculacion parenteral on el 
conejo.

Extractos antigé­
nicos heterologos Coni unes

Frac c iones
Id en tic a;

PSB 2 0

PSCA 2 0

PSC 2 1

PSPO 0 0

PSP: Proteina soluble de carne do perro. 
PSB: Proteina soluble de carne de vaca. 
PSCA: Proteina soluble de carne de caballo. 
PSC: Proteina solublo de carne do cerdo. 
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
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distintos antigenos heterôlogos (figura 1 5 )• No obstante, 
entre polio y cerdo, la reacciôn resultô positiva cuando 
se empleô el^inmunosuero anti-PSC.

Estos resultados no coïncidentes, pueden 
explicarse por los diferentes titulos de inmunizaciôn con- 
seguidos en el conejo, al utilizar los antigenos proceden­
tes de cerdo y polio.

Ohtsuki (1 .9 7 5) senala que, la troponina de 
mûsculo de polio présenta multiples lugares o zonas antigé­
nicas y sôlo evidencia reacciôn positiva, cuando el inmuno­
suero correspondiente, se sitûa frente a carne de polio 
cruda o calentada a 7020.. En todos los casos es negative 
cuando la suspensiôn antigénica, tratada también térmica- 
mente, procédé de carne bovina, porcina u ovina. En nues- 
tros experimentos, no hemos sometido los extractos muscu­
lares a la acciôn del calor y, ademâs, trabajamos con pro­
teina s solubles, por lo que la analogie de los resultados, 
por precipitaciôn en gel, tienen iSnicamente un valor re- 
lativo.
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FIG. 1 5.- Esquema y reproducciôn fotogrâfica de la 
inmunodifusiôn en gel de agarosa (pH 8,6), segôn 
Ouchterlony, realizada con diversos extractos anti­
génicos frente al inmunosuero anti-PSPO, obtenido 
por inoculaciôn. parenteral en el conejo.
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V.D. EXTRAC70S SOLUBLES DE PROTEINA S filJSCULARES FRENTR A 
INT-!UNOSnFT?OS HOMOLOGOS Y HF7ER0I.0G0S, POR INT-1UH0DI- 
FUSION RADIAL EN AGAROSA (PH 8,6), SFGUM MANOINI.

V.D.1. Sistemas homôlogos.

V.D.l.a. Determinaciôn de las concentraciones ôotimas de 
los extractos antigénicos y de los inmunosueros 
a utilizar en las pruebas.

Como se observa en las tablas XVI, XVII, 
XVIII, XIX y XX, las 5reas mayores de los halos de preci­
pitaciôn corresponden siempre a las pruebas realizadas 
con môs concentraciôn de antigeno y menos de inmunosuero. 
Asi, en el s is te::, a PSB anti-PSB, la superficie medida es 
de 72,3 (+0,21), 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) 

2mrn . Elegimos los valores méximos de las tablas, dentro de 
las diversas concentraciones ensayadas, con el fin de que, 
al estudiar més adelante los sistemas heterôlogos, tuvié- 
ramos un amplio margen para comparer significativamente 
los resultados y, en consecuencia, valorar la presencia 
de comunidades antigénicas mis o menos estrechas.

Teôricamente podiamos haber elegido concen­
traciones incluso més elevadas de antigeno y môs diluidas 
de antisueros pero, como tuvimos ocasiôn de comprobar ex- 
perimentalmente y se&ala Heremans, (l.971), la intensidad 
del halo de precipitaciôn decrece en proporciôn a la dilu­
ciôn del antisuero. Esta circunstancia se traduce en la
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prActica, en una dificultad para medir el di^metro del cir­
cule ya que, los limites se hacen difusos,

Estos resultados, procedentes de los siste- 
mas homôloqos, nos han permitido elaborar las correspondien- 
tes rectas de regresi6n, cuyas gr^ficas se trazan en las 
figuras 16, 17» 18, 19 y 20. En todos los casos, la pendien- 
te aumenta al disminuir la concentraciôn del antisuero y, 
como seflala Ouchterlony (l.949), existe una relacidn lineal 
entre la concentraciôn del antlgeno'y el Area final del pre- 
cipitado, que también queda ratificada y demostrada en nues- 
tras experiencias.

V.D.l.b. Area^ los halo^ dp nrecinitaçiAn.

El sistema forma do por la proteina soluble 
de carne de perro y el inmunosuero anti-PSP, es el que dA 
un Area de precipitaciôn mayor (153,9 ± 0,92 mm^), seguldo 
por los correspondientes al polio, cerdo, caballo y vac9. 
Estos resultados no se corresponden exactamente con las 
determinaciones cuantitativas efectuadas a lo largo del 
proceso de inmunizaciôn, para contrôler el titulo de an:i- 
cuerpos, por precipitaciôn en tubo capilar.

La no coincidencia de estos resultados piie- 
de en nuestra opiniôn, explicarse al analizar el factor 
tiempo, que es fijo para la precipitaciôn en tubo capilar 
y variable en la inmunodifusiôn radial. Edelman y col., 
(1.960), senalan al estudiar la reacciôn de precipitaciôn 
cuantitativa que, a causa de la heterogeneidad molecular 
y de la diverse distribuciôn de los receptores actives en



100. A R E A

75

50

25

21,01 42,03 84,06 168,12

FIG, 16.- Pendiente de la recta de regresiôn en re- 
laci6n con las di£erentes concentraciones del inmu- 
nosuero anti-PRR, frente al extracto-antig^nico ho- 
m6logo, por inmunodifusiôn radial, segun Mancini.
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FIG. 1 7 .- Pendiqnte de la recta de regresiôn en re- 
laciôn con las diferentes concentraciones del inmu­
nosuero anti-PSCA, frente al extracto antigênico ho- 
mdlogo, por inmunodifusiôn radial, segiin Mancini.
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FIG. 18.- Pendiente de la recta de regresiôn en re- 
laciôn con las diferentes concentraciones del inmu­
nosuero anti-PSC, frente al extracto antigênico ho- 
môlogo, por inmunodifusiôn radial, segun Mancini.
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FIG. 19.- Pendiente de la recta de regresiôn en re- 
laciôn con las. diferentes concentraciones del inmu­
nosuero anti-PSP, frente al extracto antigênico ho- 
môlogo, por inmunodifusiôn radial, segun Mancini.
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FIG. 20,- Pendiente de la recta de'regresiôn en re- 
laciôn con las diferentes concentraciones del inmu­
nosuero anti-PSPO, frente al extracto antigênico ho- 
m6logo, nor inmunodifusiôn radial, segiln Mancini,
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las inmunoglobulinas, éstas presentan distintas capacidades 
de precipitar el antlgeno. Elio explicarla el hecho de que, 
una prueba de precipitaciôn de este tipo, no medirla toda 
la cantidad de anticuerpos présentes en el inmunosuero que, 
por otra parte, si podrla detectarse al emplear otra têcni- 
ca de precipitaciôn, en la que el factor tiempo sea varia­
ble. La utilizaciôn de pruebas de precipitaciôn, como la in­
munodifusiôn radial, en las que no se diera por finalizado 
el tiempo de incubaciôn hasta que se haya producido la pre­
cipitaciôn de todo el antlgeno présente, eliminarla el pro- 
blema.

V.D.2. Sistrmas heterôlogos.

V.D.2.a. Determinaciôn de las concentraciones ôotimas de 
los extractos anticênicos y de los inmunosueros 
a utilizar en las oruebas.

Para estudiar las posibles reacciones hete- 
rôlogas, se eligieron las concentraciones de protelnas mô- 
xima para ei extracto antigênico y, minima para el antisue­
ro. En este ôltimo caso, la cantidad de inmunosuero que se 
mezclaba con la soluciôn de agarosa, estaba en proporciôn 
del 3.07e, para todos los sistemas. Asl pues, los valores 
que utilizaremos para comparar las ôreas dë precipitaciôn' 
de los sistemas homôlogos con los heterôlogos y, las de 
êstos, entre si, serân siempre las obtenidas con las con­
centraciones que nos dieron halos de mâxima superficie y 
que, al mismo tiempo, conservaban los limites o contornos
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externes suflelentemente nîtidos, para que las mediciones 
de su diômetro fueran aceptables.

V.D,2.b. Areas de los halos de precipitaciôn.

Los resultados, recogidos en las tablas XXI, 
XXII, XXIII, XXIV y XXV, que estudian el comportamiento de 
los diverses extractos cornices frente a un inmunosuero her 
terôlogo, permiten diferenciar, en cualquier circunstancia, 
la protelna homôloga de las heterôlogas, cuando el antigeno 
no présenta contaminaciones o impurezas procedentes de otras 
proteinas musculares. Creemos que estas reacciones cuantita­
tivas, si las hubiêramos efectuado con una mezcl̂ '’ de protel­
nas solubles de diversas especies animales, pudieran haber 
llegado a valores muy prôximos, a los de las protelnas ho- 
môlogas puras y, en consecuencia, no tendrla valor en la 
diferenciaciôn de las mismas.

En el caso del inmunosuero anti-PSB, el ôrea 
m5s grande y, por lo tanto, responsable de la reacciôn cru- 
zada cuarititativamente mês importante, es la producida con 
el extracto antigênico PSP. No obstante, existen comunidades 
con todos los antlgenos détectables por esta prueba, siendo 
el extracto PSCA el que présenta un valor môs bajo (tabla 
XXI).

Frente al inmunosuero ânti-PSCA, las comuni­
dades antigênicas son, en general, menores que en el siste­
ma cstudiado anteriormente ya que, el caso de mayor afini- 
dad, como se observa en la tabla XXII, correspondra al ex­
tracto de protelnas solubles de carne de perro (PSP), cuya



TADLA XXI

Resultados de las prue bas de inmunodifusion 
radial, segun Mancini, correspondientes a las areas de 
precipitaciôn, de los diuorsos ex trac tos antigénicos, 
trente al inmunosuero anti-PSB.

Elxtrac tos 
antigénicos.

Superficie 
en mm2.

Superficie 
porcentaje.

P3P0 25,/: (to, 17) 35,5
P5C 33,1 (to,S4) 45,8
PSB 72,3(tO,2l) 100
PSP 43(10,16) 59,4
PSCA .15,2(10,31) 21

PSPC; Proteino soluble de carne de polio.
P5C: Proteina soluble de carne do cerdo .
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.
PSP: Proteina soluble do carne de perro .
PSCA: Proteina soluble de carne de c aballo.
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TADLA X X I I

Resultados do Ins pruehns do inrnunorüfusion 
radial, segun mancini, correspondientes a las areas do 
precipitaciôn, de los diverses extractos antigénicos, 
f rente ai inmunosuero anti-PSCA.

Cxtroc tos 
antigénicos.

Superficie 
en mm^.

Superficie 
porcentaje.

PS PO 2S,5(tO,67) 20,9
PSC 27,3(10,15) 30,9
PSO 15,9(10,24) 10,0
PSP 37,3 (10,32) 42,3
PSCA 80,2(10,16) 100

P5PC: Proteina soluble de carne de polio. 
P3C; Protéine soluble de. carne de cerdo.
PSB; Proteina soluble de carne de vaca.
PSP; Proteina soluble de carne do perro.
PSCA; Proteina soluble de carne de c aballo
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superficie en porcentaje es sôlo del 42,3%.

Al analizar los resultados de los diversos 
extractos côrnicos, frente al inmunosuero anti-PSC (tabla 
XXIIl), nos encontramos con que, la proteina procedente 
de polio es la que présenta un valor més alto (71,4% del 
Area del sistema homôlogo). Este relative inconveniente 
para diferenciar la carne de polio de la porcina tiene in- 
terês prActico ya que, actualmente y, debido al menor pre-- 
cio de la primera, se utiliza la carne de aves de forma 
fraudulenta, como sustitutivo de otras de mAs valor econô- 
mico, en la fabricaciôn de ciertos embutidos y fiambres,

El extracto antigênico de carne de vaca. sôlo 
dA una lectura de 16,7% de la superficie de precipitaciôn 
del sistema hornôiogo, por lo que podria fAcilmente diferen- 
ciarse de la porcina, a travês de estas sencillas pruebas 
de inmunodifusiôn 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
mo s comprobar que la mayor afinidad o proximidad de les 
valores con los obtenidos en el sistema homôlogo. Ta pre— 
sentan el cerdo y el polio., mientras que, las proteinas 
musculares de vaca y caballo sôlo representan cuantitati- 
vamente el 31,0 y el 27,9% del Area de precipitaciôn co- 
rrespondiente al PSP anti-PSP.

Los resultados de las pruebas de inmunodi­
fusiôn radial efectuadas con inmunosuero anti-PSPO, han 
sido positivas, con valores mAs o menos altos. Las reaa— 
ciones cruzadas mAs importantes se establecen con las 
proteinas musculares de cerdo y perro.y, en menor grada, 
con las de caballo y vaca (tabla XXV).



TABLA X X I I I

Resultados de las pruebas de inmueodifusion
radial, segun Mancini, correspondientes .n las areas de
precipi tacion, do los diversos extractos antigénicos.
Frente al inmunosuero anti-PSC.

Extractos 
antigénicos.

Supe rficie 
en mm'-.

Superficie 
porcentaje.

P3PÜ 67, 9 (± 0,23) 71,4
PSC 95,0(tO,5l) 100
PSB 15,9(±0,63) 16,7

PSP 50,2(±0,71) 52,0
PSCA 27,3(±0,22) 20,7

PSPO; Proteina soluble de carne de polio
PSC: Proteina soluble de Carne de cerdo.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca .
PSP; Proteina soluble de carne do pe rro.
PSCA; Proteina soluble1 de carne de caballo.



TABLA XX I W .

Rüsultncios do las pruobas do inrnunodi fusion 
radial, sogi'n Mancini, corrospondiontos a las areas do 
precipitaciun, do los diversos extractos antigénicos, 
frente al inmunosuero anti-P3P.

Cxtrac tos 
antigénicos•

Superficie 
en nirn̂ .

Supo rfic ie 
porcentaje.

PSPO 75, A (t 0,31) 49
PSC 83, 3 (±0,1 7) 54,1
PSG 47,7(±0,21) 31,0
PSP I53,9(t0,92) ICO
PSCA 43(±0, 16) 27,9

PSPO: Proteina soluble de carne do polio.
PSC; Proteina soluble de carne de c e rdo .

PS3; Proteina 301uble de carne de vaca.
PSP; Proteina soluble de carne de perro .
PSCA; Proteina soluble de earne de caballo
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TABLA XXV

Resultados de las pruobas de inmunodifusion 
radial, segun Mancini, correspondientes a las areas do 
precipitaciôn, de los diversos extractos antigénicos, 
frente al inmunosuero anti-PSPO.

Extractos 
antigénicos.

Superficie 
en mm'̂ .

Superficie 
porcentaje.

PSPO 109,3(±0,1Q) 100
PSC 6 0 , n (t 0 , 31 ) 55,6
PSB 20, 4 (±0,44) 18,6
PSP S9,4(t0,3l) 54,3

PSCA 35, 2 (±0,45) 32,2

PSPO: Proteina soluble de carne de polio. 
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
PSB: Proteina soluble de -carne rie vaca.
PSP: Proteina soluble de carne do perro.
PSCA: Proteina soluble de carne de caballo.
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Si comparâmes estos resultados con los de 
inmunodifusiôn e inrnunoelectroforesis, nos encontramos con 
que, mientras las reacciones cuantitativas son positivas 
frente al inmunosuero anti-PSPO, las cualitativas son nega- 
tivas para todos los sistemas heterôlogos. Creemos que la 
explicaciôn puede radicar en el conocido postulado de que, 
al aumentar la sensibilidad de la reacciôn antîgeno-anti- 
cuerpo se disminuye paralelamente la especificidad.

V.E. COMPOSTCION AN7IGFNICA DE DIVERSOS EXTRACTOS DE PRO­
TEINAS SOI U PL F S MUSnUI.ARFS. FRENTE A IN^AUNGSUFROS 
HOMOLOGOS Y HV"̂ FPOI.QGOS, POR IMMUNOELFCTROFOPFSIS FN 
AGAPOSA (PH 8,6). SEGUN SCHFTDFGGFR.

V.E.1. Sistemas homôlogos.

V.E.1.a. Delerminaciôn de la concentraciôn ôntima de los 
extractos antigénicos a u tilizar en 1 as pruebas.

Las diiuciones de los extractos antigénicos, 
empleados en las inmunoelectroforesis, frente a antisueros 
homôlogos, fueron las mismas que dieron resultados ôptinos 
en las pruebas de inmunodifusiôn. Aunque es Sabido que co­
da sustancia sometida a emigraciôn electroforêtica sufrç 
una diluciôn relativa, al avanzar por el niedio gelificado, 
las inmunoelectroforesis eran satisfactorias al utilizar 
las mismas concentraciones y, por otra parte, los resul­
tados, asi obtenidos, eran môs homogéneos y comparables.

De acuerdo con esta premisa, todos los
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extractos utilizadds para inmunoelectroforesis tenlan 24 
mg. de antlgeno liofilizado por ml. o sea, estaban dilui- 
dos al 1/2 .

V.E.l.b. Nûmero de fracciones diferenciadas y movilidades 
electroforêticas.

Como se observa en la tabla XXVI, el extrac­
to de proteina soluble de carne de vacuno (PSB), frente al 
inmunosuero homôlogo, permitiô diferenciar, por inmunoelec­
troforesis, seis fracciones, de movilidades electroforêti- 
cas porcentuales comprendidas entre 9 (± 1,15) y 69 (t 0,69) 
(figura 21). Ninguno de estos componentes se corresponde 
con la seroalbumina bovina (movilidad po^centual 100), que 
se utilizaba como sustancia de referencia, a pesar de que 
ciertos investigadôres (Murakami y col., 1.969), como ya 
hemos citado en otra ocasiôn, resaltan el hecho de la con- 
taminaciôn de las protelnas solubles musculares con protel­
nas séricas.

Por otro lado, detectamos dos fracciones 
mayores, que se apreciaban perfectamente, en los inmuno­
sueros obtenidos a los ventiocho dlas del perlodo de in- 
munizaciôn, como se senala en la tabla XXVII. Las pruebas 
de c^'racterizaciôn inmunoqulmica, para glico y lipoprotel- 
nas, fueron negativas en el sistema antlgeno-anticuerpo en 
estudio.

No hemos encontrado traba.jo alguno que enu- 
mere las fracciones del extracto antigênico de carne bovi­
na, frente al inmunosuero homôlogo. Unicamente Kaminski, 
(1 .9 5 7), encuentra diez arcos de precipitaciôn, con seis



TAHL.l XXV I

r.iouilidaLlcs cluc trn fo rotic as ahsolutas, relativas 
y porc ontuales de los componnntes antigénicos, corrospon- 
di on tes al extracto do proteina soluble de carne de vaca 
(Pl'l) , trente al inmunosuero homélogo anti-P5D.

A n C D E F
1 -3,5(±d,,70) 3,5 n,40(±0,08) 0,09 9(11,,15)
2 0,5(t0,,40) 7,5 c,86(10,04) 0,20 20 (tn,,50)
3 4,3(+1,,00) . 11,5 1,33(10,11) 0,31 31 (10,,17)
4 D(±1,,50) 15 1 ,73(10, 20) 0,40 4G (te,,74)
5 5,5(±1,,00) 16,5 1,90 (±0,20) 0,44 4 4 (t 1 ,,26)
G 2G(±3:,00) 33 3,81 (±0,35) 0,89 89(10,,09)

Al. bovina 3C(+3 ,00) 37 4,28(10,34) 1 100
Dextrano -7(±1 ,00) 0 0 0 0

A= bumero dul compononto antigênico,
B= Dosplazamionto en mm. dosde ol pocillo. 
C = Desplazar.'i en to real en mm.
D= Movilidad absoluta.
E= Movilidad relativa.
F - Movilidad porcentual.
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Fin. 21.- Fsquema y reproducciôn Fotogr^fica de los 
componentes antigénicos correspondientes al extracto 
de proteina soluble de carne de vacuno (PSB), frente 
al inmunosuero homôlogo, por inmunoelectroforesis en 
gel de agarosa (pH 8,6), segiin Bcheidegger.
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componentes fuertes, en un suero de conejo anti-gamm-^glo- 
bulinas de buey.

Las seis fracciones halladas por nosotros 
pueden localizarse fécilmente pues, con la-excepciôn de 
los arcos de precipitaciôn nômeros 4 y 5, de movilidades 
muy prôximas, los demôs presentan valores suficientemente 
dispersos.

En la tabla XXVIII, se puede comprobar que, 
el extracto soluble de carne de caballo (PSCA), enfrentado 
al inmunosuero homôlogo, dô lugar a siete arcos de preci­
pitaciôn (figura 2?), 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 comprueba que, el PSCA 
permite diferenciar un componente m-'yor, que se correspon­
de con la fracciôn nômero 2, de movilidad porcentual 24 
(t 0,73). La técnica NADI, para la caracterizaciôn de gli- 
coproteinas fué positiva para los componentes menores nu­
méros 3 y 6.

El sistema representado por el extracto so­
luble de proteina de carne de cerdo (PSC) y el antisuero 
homôlogo, evidencia seis componentes inmunoelectroforéti- 
cos (figura 23), de los que dos de ellos, tienen movilida­
des muy prôximas (16 10,04 y 17 ±1,03% en relaciôn a la
seroalbômina bovina) y, por lo tanto, dificilmente diferen- 
ciables (tabla XXX).



TAHLA X X V I I I

r/louilidadas c.loctroForsticaa absolutes, relativjs 
y poreantualas do los componontos antigénicos, corréspon— 
dinntüs al extracto do proteina soluble do carne de cabal.o 
(P3CA), Frente al inmunosuero homélogo anti-PSCA,

A B C n r F
1 2,S(±0,GS) A,S 0,52(10,09) 0,12 12(11,73
2 2(tO,SC) g 1 ,0A(t0,05) 0, 2A 2A(±Ü,73
3 9(t1,70) 16 1 ,05(10,20) 0,A3 A3 (±2, 00
A 12(±1 ,5G) 19 2,19(10,26) 0,51 51 (12,3/1
5 13(12,00) 20 2,31(10,2A) 0,5 A 5A(ll ,02'
6 17(12,00) 2 A 2,77(10,2A) G, 6A 6 A (10 , 20
7 29(13,00) 3 6 A,16(10,15) 0,97 97(10,22

Al. Bovina 30(13,00) 37 A,20(tü,3A) 1 100
Doxtrano -7(11,00) 0 0 0 0

A= Numéro del componente antigênico.
B= Onsplazami en to en mm. d e s d e el pocillo.
C = Desplczami i.’nto real en m m.
D= tlouilj Cad ahsotuto, 
r= ràouilidad relativa.
F= Movilidad porcentual.
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FIG. 22.- F.squema y reproducei6n fotogrSfica de los 
coinponentes antigénicos correspond!entes al extracto 
de proteîna soluble de carne de caballo (PSCA), Tren­
te al innunosuero homôlogo, por ininunoelectroforesis 
en gel de agarosa (pH 8,6), seg^n Scheidegger.



CO •
1 u TOo c •r-l cc E
u •H 0
E U 3 p
C 0 Ü o
•H N o O p I I I 1

cn c CL
(0 C o 3 O
Q) 3 #—1 [: O.
-P E C •H
C C E P
0) •H O
c JZ c.o 0 n TO
Q_ T) o a
E p u c
O O 0 rj
u "D 3 N CJ

O « •H P
CO o O CD
o c P

0 3 P a 1 1 1
ct E U o toCD C (t; a

H) r— 1 •H p •P
0 fP

m *-4 CJ CO
u 0) 0

4->
E C O
'H 0 4-) TO VO
3 U C TO
LT 3 0 P 0
O O P C P in
C 0- 0 O 1 1 ^3 CO r c
E o o • 0 to O
C *3 •H
'«-I L) E

-P Cl O TO
c u n. u SO
'O 0 (J

o TO u
u 0 13 Ora "O •H 0
N C 11

\0 C.'P Cl 0
0 0 c
4-> M o p p
a O c p o 1 OJ 1 I TO
ro c 0 C.) >N Up 0
CO E o o CH C3
u -p XJ

>X u>s CO 0
OT (-1c C) 4-) c .a

'O X 3
•H O 0 CM CQ œ CM •P
U >s a * 'P t- (M VO O
CO 0 fH I’j o COc E TO N
•H •H TO
E to (0 cN O 0 3 'P
0 U 4-) E 0
4-) C c 44
0 4-> 0 Oa ^0 •PP "O 0) cx

O c TO
0- o c:
o CL o \p
p CO x: p r- CM m CJ4J 0 c d CD
u P krH c IX
0) P rj
iH o C) cn
0 u ex



an t i  - PSC

PSC

3021

dextrano
alb. bovina

FIG. 23.- Fsquema y reproducci6n fotogréfica de los 
componentes antigénicos correspondientes al extracto 
de proteina soluble de carne de cerdo (PSC), frente 
al inmunosuero bomôlogo, por inmunoelectroforesis 
en gel de agarosa (pf 8,6), segun Scheidegger.



T I DL1 XXX

rilovyilifJadcs s I g c  tro forctic a s  absolutas, relatival 
y porcentual05 do los componentes antigénicos, correspon- 
diantes al extracto do proteins soluble de corne de cerdo 
(PSC), frente al inmunosuero homo logo anti-PSC.

A B C n E F
1 -1 (±0,50) 6 0,69(±0,06) 0,15 15(10,04)
2 -0,5(10.50) 5,5 0,75(10,05) 0,17 17(11 ,03)
3 5,5(tl ,50) 12,5 1 ,44(10,22) 0,33 33 (11,3 ::)
4 7 (+1,50) 14 1,52(10,17) 0,37 37(11,0 5)
5 11 (±1,70) 10 2,00(10,20) 0, 40 40(10, 55)
6 21 (±2,00) 20 3,24(10,30) 0,75 75(±1 ,70)

Al. Bovina 30 (±3, 00) 37 4,20 (±0,34) 1 ICO
Dextrano -7 (± 1 ,00) 0 0 0 0

A= Numéro del componente antigcnico.
B= Desplozariiionto on rnr.i. desrio cl pocillo. 
C= Desplazr.mionto real on mni,
D= Novilidad nbsoluta.
[= F.ouilidad rolativa.
F= filovilidad porcentual.
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Tormo y col., (1.967), aisi an vcnticuatro 
fracciones al efectuar la inmunoelFctroforesis del suero 
porcino, frente al antisuero homôlogo. La finalidad de 
este trabajo no se ha centrado en detectar un numéro mâs 
o menos elevado de componentes, sine como veremos mAs 
adelante, al analizar los resultados de los sistemas he-, 
terôlogos, hemos considerado de mâs interés, caracterizar 
las fracciones especîficas y con mayor capacidad antigé- 
nica. Estas pueden identificarse mejor, cuando es menor 
el nûmero de componentes antigénicos.

El extracto antigênico PSC, frente al in­
munosuero homôlogo evidenciô très fracciones mayores (ta­
bla XXXI), de las que, la ndmero 1, se observaba en el 
antisuero recogido a los doce dîas de inmunizaciôn, mien­
tras que las nômeros 4 y 6, se detectaron en el.inmuno­
suero correspondiente a la sangria S^, efectuada a los 
ventiocho dias. La dificultad para identificar los com­
ponentes nômeros 1 y 2, que aparecen muy prôximos en el 
inmunoelectroferograma, se resuelve al efectuar la lec- 
tura y observar que, el ndmero 1 es una fracciôn mayor.
En relaciôn con la caracterizaciôn inmunoquimica es de 
destacar, la naturaleza glicoprotéica del componente me­
nor nômero 5.

Estas técnicas aplicadas al suero porcino 
(Tormo y col., 1.967), diferenciaron una lipoproteina y 
cinco glicoproteinas, de las que una (movilidad 44%) po- 
dria corresponderse con la identificada por nosotros.

En la tabla XXXII, se resehan las movili- 
dades electroforéticas, correspondientes a las siete
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TABLA XXXI I

Filovilidades g Igc t roFo ré ticas absolutns, relatiua.3 
y porcantualBS de los componentes antigunicos, correspon­
dientes al extracto de proteîna soluble de carne de perro 
(P3P), Frente al inmunosuero homôlogo anti-P3P.

A B C D E F
1 -6(±1,0C) 1 0 ,1 1 (1 0 ,1 0) 0,02 2(11,70)
2 -0,5(10,50) 5,5 0,75(10,05) 0,17 17(10,10)
3 4(±1,20) 11 1 ,27(10,21) 0,29 29(10,04)
4 5(tl,50) 12 1,30(10,10) 0,32 32(11 ,43)
5 ■ 9,5(11,70) 15,5 1 ,90(10,11) 0,44 4 4(10,99)

6 14(12,00) 21 2,43(10,23) 0,55 55(10,01)
7 29(13,00) 35 4,15(10,35) 0,97 97(10,23)

,Al. Bovina 30(13,00) 37 4,20(10,34) 1 100

Dextrano -7(11,00) 0 0 0 0

A= Numéro del componente antigênico.
0= Desplazamiento en mm. desde el pocillo. 
C= Desplazamiento real en mm'.
0= Movilidad absolute.
[= Movilidad relativa. 
r= Movilidad porcentual.
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fracciones aisladas en el sistema formado por proteina so­
luble de carne de perro(PSP) y el inmunosuero homôlogo (fi­
gura 2 4). De todos los extractos antigénicos anal i 7. a do s por 
inrnunoelectroforesis, éste es el que présenta un componente 
de menor movilidad (2 +1,70% en relaciôn a la seroalbumina
bovina), que puede diferenciarse fôcilmente, no sôlo del 
resto de las fracciones del antigeno PSP, sino también, de 
las correspondientes a las demâs especies animales estudia- 
das.

Nuevamente nos vemos obligados a comparer 
nuestros resultados .con los obtenidos en el suero de la 
misma especie que, por otra parte, siempre se ha venido 
utilizando para la diferenciaciôn de proteinas côrnicàs, 
a través de técnicas de rutina.

Bruchieri y Grasso (1.966), aislan ventiun 
arcos de precipitaciôn y, resaltan la presencia de un com­
ponente de escasa movilidad (que denominan catôdico), que 
podria corresponderse con el de movilidad 2 ( ±1,70)%.
Para confirmer esta hipôtesis, séria necesario efectuar 
pruebas con inmunosueros absorbidos.

El extracto.de carne de perro (PSP), ha 
permitido aislar très componentes mayores, de los que el 
nômero 2 se détecta en el antisuero de conejo obtenido a 
los doce dias de inmunizaciôn, mientras que, las fraccio­
nes nômeros 1 y 7, precisan ventiocho dias, para que la 
respuesta de anticuerpos sea visible por la técnica (ta­
bla XXXIII). El componente nùmero 1, que es fôcilmente 
aislable por su escasa movilidad, es ademôs una fracciôn 
mayor, por lo que su importancia aumenta, en relaciôn con
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FIG. 2 4 .- Esquema y reproduceiôn fotogr^fica de los 
componentes antigénicos correspondientes al extracto 
de proteina soluble de carne de perro (PSP), frente 
al inmunosuero homôlogo, por inrnunoelectroforesis 
en'gel de agarosa (pH 8,6), segun fcheidegger.
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su panel en la idcntificaciôn del extracto antigênico de 
carne de perro.

Por ôltimo, la caracterizaciôn inmunoqut- 
mica para glicoproteinas fué positiva en relaciôn con el 
componente nômero 6 (movilidad 56 ±0,61%).

Finalmente, en la tabla XXXIV, estudiamos 
las seis fracciones halladas, por inrnunoelectroforesis, 
entre el extracto de carne de polio (PSPO) y el inmuno­
suero homôlogo (figura 2 5 ), Las movilidades de los dis- 
tintos componentes facilitan su localizaciôn en el inmuno- 
electroferograma, ya que no aparecen valores prôximos.

A pesar de que, generalmente, el nômero de 
fracciones antigénicas es superior cuando se emplea la 
técnica de inrnunoelectroforesis que, cuando se efectiSa la 
inmunodifusiôn en gel, en este caso, se detectô el mismo 
numéro con uno y otro procedimiento.

Este extracto de proteina soluble de polio 
ha facilitado la identificaciôn de très componentes mayo­
res (nûmeros 1, 3 y 6 ) cuando se enfrentô al inmunosuero 
correspondiente. Las très fracciones son de apariciôn 
precoz en el antisuero de conejo (tabla XXXV) y, dé ellas, 
la nômero 3 (movilidad porcentual 44 t0,44) es ademôs 
de carécter lipoprotéico. Es de sehalar, qub los demôA 
extractos antigénicos, correspondientes a mamiferos, han 
sido siempre negatives, en relaciôn con esta prueba inmu­
noquimica. Por otro lado, el componente menor numéro 2 se' 
corresponde, inmunoquimicamente, con una glicoproteina.



TABLA XXXIV

rr.ouilidades g I g c  tro fortStic as absolutas, rolativ/o! 
y porcontualcs de los componentes antigénicos, correspon­
dientes al oxtrac to do .jroteina soluble de carne de polio 
(F3P0), Trente al inmunosuero honiologo anti-PSPO.

A B C D F F
1 G, 5 (t 0,50) 6,5 0,75(10,06) 0,17 17(10,27)
2 4 (±1 ,0 0 ) 11 1,77(tO,1l) 0,29 29(10,29)
3 9,5(±1,50) 16,5 1,90(10,10) 0,44 44(10,44)
4 16(12,00) 23 2,66(10,23) 0,62 62(f0,37)
5 22,5(13,00) 29,5 3,41 (10,35) 0,79 79(1 1 ,65)
6 24,5(13,00) 31,5 3,64(10,35) 0,05 05(1 1 ,21)

Al. Devina 30(13,00) 37 4,20(10,34) 1 100

Dextrano -7(11,00) 0 0 0 0

A= NÙmgro del componente antigênico.
G= Desplazamiento en mm. desde el pocillo 
C= Desplazamiento real en mm.
D= rr.ouilidad absolute.
[= Rlovilidad relativa. •
F = filovilidad porcentual.
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Fin. 2 5 .- Esquema y reproduceiôn fotogrôfica de los 
componentes antigénicos correspondientes al extracto 
de proteina soluble de carne de polio (PSPO), frente 
al inmunosuero homôlogo, por inrnunoelectroforesis eh 
gel de agarosa (pH 8 ,6 ), segun 5cheidegger.
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V.E.2. Sistemas heterôlogos.

V.E.2.a. Determinaciôn de la ronçentraciôn ÔDtima de los 
extractos antiaénicos a utilizar en 1ns nruebas.

Los extractos antigénicos utilizados en las 
técnicas de inrnunoelectroforesis frente a antisueros hete- 
rôlogos, no se diluyeron, excepte, en el caso de la proteî­
na soluble de carne de perro (PSP) que, se diluyô al l/2.
En consecuencia, los antigènes procedentes de carne de va- 
cuno, caballo, cerdo y polio contenian 48 mg. de polvo lio- 
filizado por ml. y, 2 4 mg. cuando se préparé a partir de 
PSP.

Al discutir los resultados obtenidos por in- 
munodifusién citébamos la convenienCia de utilizar sistemas 
antigeno-anticuerpo més concentrados para las reacciones . 
heterélogas. Creemos que, con la inmunoelectroforesis, esté 
aûn més in^icado ya que el extracto antigênico se diluye 
de forma relativa, al producirse la emigracién electroforé- 
tica. En este sentido, podriamos ahadir que, si el extracto 
cérnico es heterélogo respecte al inmunosuero, al concen- 
trar el antigeno aumentamos las posibilidades de que los 
escasos grupos déterminantes de la reaccién heteréloga se 
acoplen a los lugares receptores de la molécula de anticuer- 
po y dén lugar a una linea de precipitaciôn visible (Carpen­
ter, 1 .9 7 5 ).
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V,E.2,b. Numéro de fracciones diferenciadns y movilidades 
electroforéticas.

De las fracciones totales halladas en el ex­
tracto soluble de proteina de carne de bôvido (PSB), la nu­
méro 2 (con movilidad porcentual 20 ±0,50) era comun a los
antigcnos de carne de caballo, cerdo y perro (figura 26).
En consecuencia, consideramqs que, este componente es el 
responsable de las fal sas reacciones positivas, que apare­
cen al efectuar las técnicas habituaies de diferenciaciôn 
de proteinas solubles cérnicas, entre las especies domésti­
ens estudiàdas.

Kaminski (1.957), al realizar pruebas de in­
munoelectroforesis con inmunosuero de conejo antigammaglobu- 
linas de buey frente a suero de caballo, encuentra cinco ar­
cos comunes, de los que sôlo uno, corresponde a una linea 
de precipitaciôn fuerte. Pensamos que, al sustituir los sis­
temas suero-antisuero o anti-gammaglobulinas por los extrac­
tos cérnicos y los inmunosueros utilizados en este trabajo, 
conseguimos disminuir'la proporciôn de falsas reacciones po­
sitivas, al eliminar algunas de las fracdiones comunes pro­
cedentes del suero.

Ya que très de los componentes antigénicos 
especificos de PSB, tienen movilidades de 40 ( ±0,74),
44 (±1,26) y 89 (±0,89)%, en relaciôn con la seroalbômina 
bovina y, por lo tanto, sin posibilidad de confusiôn con la 
fracciôn responsable de la comunidad antigénica (movilidad 
porcentual 20 ±0,50), la técnica de inrnunoelectroforesis
puede tener aplicaciôn préctica para la diferenciaciôn de 
proteinas solubles de mûseulo de buey.



|C

ont - PSB

p s b Q

I onti-PSB

-scQ

PSP Q

I onti -PSB

o

FIG. 26.- Fsquema de la inmunoelectroforesis en gel 
de agarosa (pH 8,6), segun Scheidegger, realizada 
con diverses extractos antigénicos frente al inmuno­
suero anti-PSB, obtenido por inoculaciôn parenteral 
en el conejo.
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Las fracciones nûmeros 3 y 4 de movilidades 
porcentuales 31 ( ±0,17) y 40 ( +0,74) respectivamente, 
tienen dentro de los limites del présenté trabajo, el mé- 
ximo interés como componentes fécilmente diferenciables, 
por tratarse de fracciones mayores y, al mismo tiempo, por 
su carécter especifico (tablas XXVII y XXXVI).

El anélisis de los diversos antinenos por 
inmunoelectroforesis, permite afinnar que, la analogia an­
tigénica con el inmunosuero anti-PSCA es mayor para las 
proteinas solubles de carne de buey (très fracciones comu­
nes), que para las de perro (dos componentes) y que, para 
las de cerdo (uno sôlo). Con las proteinas de mûseulo de 
polio no se ha encontrado relaciôn antigénica de ningiin 
tipo (figura 2 7 ).

Como se dé la circunstancia de que, la frac­
ciôn nûmero 1 (movilidad porcentual 12 ±1,73) se repite en
los "mosaicos antigénicos", correspondientes a las proteinas 
cérnicas de très especies animales (vaca, perro y cerdo) es, 
posiblemente, el componente que juega un papel més importan­
te, como responsable de las falsas reacciones positivas.

De las cuatro fracciones especificas, las de 
movilidad porcentual ,64 (±0,20) y 97 (±0,22), son las que 
més fécilmente pueden identificarse por inmunoelectroforesis.

En el-trabajo publicado por Kaminski (1.957), 
se citan siete arcos comunes entre el suero de buey y el 
inmunosuero de conejo antisuero de caballo, lo que ratifi- 
ca nuestra idea de que, se consiguen resultados més espe— 
cificos con inmunosueros anti-proteinas cérnicas que con 
los preparados por inoculaciôn de proteinas séricas.
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TABLA XXXVI

r/louilidados porcentualns, en relaciôn a la seroal- 

bûmina bovina, de las fracciones lionioloqas y lieterologes, de 

los diversos extractos antigénicos, diferenciadas por inmuno­

el cet ro fore s is en gel de agarosa, segun Scheidegger, f rente 

al inmunosuero anti-PSB, obtenido por inoculacion parenteral 

en el conejo.

Numéro
Fracciones antioénicn

PSPO
Homoiugas: l;';o\/i- 
lidad porcentual PSC

H-terolaoas 
PSP PSCA

1 9 (±1,15) - - - -
2 20 .(±0,50) + + -
3 31 (±0,17) - - - -
4 AO (±0,74) - - -
5 44 (±1,26) - - - -
6 89 (±0,09) - - - -

PSB: Proteina soluble de carne de vaca.

PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.

PSP: Proteina soluble de carne de perro.

PSCA: Proteina soluble rie carne de caballo. . 

PSPO: Proteina soluble de carne rie polio.
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FIG. 2 7 .- Fsquema de la inmunoelectroforesis en gel 
de agarosa (pH 8,6), segûn Scheidegger, realizada 
con diversos extractos antigénicos frente al inmuno- 
suero anti-PSCA, obtenido por inoculaciôn parenteral 
en el conejo.
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Al estudiar conjuntamente las tablas XXIX y 
XXXVII, que resumen los resultados del extracto de protei­
nas solubles de carne de caballo (PSCA), podemos afirmar 
que, el componente nûmero 2 (movilidad porcentual 24 ±0,73) 
es el més importante, en relaciôn con la identificaciôn in- 
munolôgica de este extracto antigênico, por tratarse de una 
fracciôn mayor y no compartida con otras especies animales, 
También, la nûmero 6 (movilidad porcentual 64 ±0,20) es 
especifica y de carécter glicoprotéico, por lo que puede 
jugar un papel notable en la identificaciôn de este extrac­
to antigênico.

El extracto antigênico de carne de cerdo pré­
senta seis componentes totales frente al inmunosuero homôlo­
go, de los que cinco, son fracciones comunes con proteinas 
cérnicas de vaca, caballo, perro y polio (figura 28).

El antigeno PSC sôlo présenta, de acuerdo con 
nuestrog resultados, una sola fracciôn antigénica (movilidad 
porcentual 75 ±1,70), que es, al mismo tiempo, un componen­
te mayor. Al tratarse de la fracciôn més anôdica y de que, 
el componente més prôximo tiene una movilidad de 48 ( ±0,66)% 
es relativamente sencillo identificarla en el inmunoelectro- 
ferograma y, en consecuencia, seré la més importante a la 
hora de la identificaciôn inmunoelectroforêt ica del PSC.

Los componentes nûmeros 1 y 4 son también 
mayores pero presentan extensas comunidades con los extrac­
tos de vaca, caballo, perro y polio (tabla XXXVIII).

Este inmunosuero anti-PSC, es el ûnico que 
permite observar arcos de precipitaciôn frente al extracto



TABLA XXX'./11

noviliclacJos poreontuales, en rclacion a la seroal­
bumina bovina, de las Fraccionea homologas ÿ heternlogas. Je 
los diversos extractos antigénicos, diferenciados por inmuio- 
electroforesis en gel de agarosa, segun Scheidegger, Frentj 
al inmunosuero anti-PSCA, ob.tenido por inoculacion parenteral 
en cl conejo.

Numéro
Free s i o ne s an t i c é n i c a s

PS’O1 idsd
: g a s : i.uvi- 
porcentual PSC

!i:tr 
t’SB

; ra1 ones 
PSP

1 1 2 (±1,73) + + -
2 24 ( ± 0 , 7 3 ) - - -
3 43 (±2 ,0 0 ) + - -
4 51 (±2,34) + + -
5 54 (±i;o2 ) - - -
6 64 (±0 ,2 0 ) - - -
7 97 (±0 ,2 2 ) - - -

PSC A : Proteina soluble de earns do caballo, 
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.
PSP: Proteina soluble de carne de perro.
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
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FIO. 28.- Fsquema de la inmunoelectroforesis en gel 
de agarosa (pH 8,6), segun Scheidegger, realizada 
con diversos extractos antigénicos frente al inmuno­
suero anti-PSC, obtenido por inoculaciôn parenteral 
en el conejo.



TABLA X X X V I I I

rr.ovilidaclHO porcentuales, on relaciôn a la seroal­
bumina bovina, de las fracciones homologas y hoterologas, 
de los diversos extractos antigénicos, diferenciadas por 
inmunoelectroforesis en gel de agarosa, segun Scheidegger, 
frente al inmunosuero anti-PSC, obtenido por inoculacion 
parenteral en el conejo»

Numéro
F raceiune s ;-ntinénic

PS ü
Po'iiüicgas: iïioui- 
1 idad porcentual PSB 1 ' S C i\

:ulonas 
PS P

1 16 (±0,04) - + +
2 17 (±1 ,03) + + + -
3 33 (±1,32) - + ■ — +
4 37 (+1 ,09) + + + -
5 40 (±0,66) - - - +
6 75 (±1,70) - - - -

PSC: Proteina soluble do carne de cerdo. 
PSB: Proteina soluble de carne de vaca. 
P3CA: Proteina soluble de carne de caballo. 
PSP: Proteina soluble de carne de perro. . 
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.



177

de carne de polio. Es posible que ello se deba a que, el 
grado de inmunizaciôn en el conejo, Pué més elevado que 
el conseguido por los demés antigenos.

De las fracciones comunes, las de movili­
dad 16 ( ±0,04), 17 ( ±.1,03) y 37 ( +1,09)%, en relaciôn 
a la seroalbûmina bovina, auarecen en las proteinas cér­
nicas de otras très especies animales, dando lugar, en con­
secuencia, a importantes problemas en la diferenciaciôn se- 
rolôgica de estas proteinas.

Los resultados obtenidos por inmuiToelrctro­
foresis al enfrentar el inmunosuero anti-PSP, a los extrac­
tos antigénicos heterôlogos son muy similares a los conse- 
guidos, previamente, mediante técnicas de inmunodifusiôn.
En ambos casos, se diferenciaron dos fracciones, comparti- 
das con la*; proteinas cérnicas de cerdo, caballo y vaca 
(figura 29).

Al estudiar el inmunoelectroferograma se 
observa que, las fracciones nûmeros 2 y 5 se repiten en 
el caballo y vaca y, en el cerdo y caballo, respectiva- 
mente. Frente al extracto cérnico de polio, el resultado 
es negative.

De 1 os très componentes especificos, los 
de mayor movilidad porcentual (56 ±0,81 y 97 ±0,23) se
encuentra n suPicicntemente aie ja dos de los comimcs para 
que, la técnica de inmunoelectroforesis pneda ap]icarse 
a la diferenciaciôn de proteinas, de acuerdo con los re­
sultados obtenidos en este sistema.
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FIG. 2 9 ,- Esquema de la inmunoelectroforesis en gel 
de agarona (pH 8,6), segun Scheidegger, realizada 
con diverse? extractos antig^nicos frente al irununo- 
suero anti-PSP, obtenido per .inocuIaci6n parenteral 
en el conejo. .
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En la? tabla? XXXIII y IXL ?e observa que, 
el componente mîmero 7 (movilidad porcentuai 97 +0,23)
es mayor, ademâs de especlfico y, por lo tanto, lo consi- 
derairio? como el de mAs interns para identificar el extrac­
to soluble de carne de perro. Menos importancia présenta 
la fracciôn nûmero 6 (movilidad porcentual 56 ±0,81) ya
que, aunque tiene car5cter glicoprot^ico es un componente 
menor, que no aparece hasta 0os sesenta y dos dîas de in- 
munizaciôn del conejo.

Al igual que al efectuar las reacciones por 
inmunodifusiôn, los résultados de la inmunoelectroforesis 
no han dado ninguna lînea de precipitaciôn al enfrentar, 
el inmunosuero anti-PSPO contra los extractos antigénicos 
de las dem5s especies animales.

En este sentido, las seis fracciones detec- 
tadas en el sistema homôlogo, hemos de considerarlas espe- 
cîficas, al menos, dentro de los limites de nuestra expe- 
riencia. De ellas, los componente? niimeros 1, 3 y 6 (ta­
bla XXXV) son ademSs fracciones mayores, que se identifi- 
can f^cilmente en inmunosueros obtenidos a los doce dias 
de inmunizaciôn.

V.F. EXTRACTOS ;80LUP1,F8 DF PROTE INAS MUSCULAPE-S . FREMTE A 
IiniUlIOSUFROS HOMOLOGOS Y HETEPOLOCOS, POR HEMAGLUTI- 
NACION PASIVA, SFGUN LEWIS Y KESSEL.

La sensibilidad de la hemaglutinaciôn pasiva 
es elevada. Chordi y col., (1.962), consiguen titulos de



TABLA IXL

rilouilidados porcsntuales, en rolacion a la serorl- 
bûmina bovina, do las Tracciones homo logas y hoterologas, do 
los divorsos extractos antigénicos, diPeronciados por inmino- 
slectroForesis en gol de agarosa, sogun Schoidogger, Frenfe 
al inmunoauoro anti-PSP, obténido por inoculacion parenteral’ 
en el conejo.

Numoro
Fr '-ce io nos a n t i n A a i c a 3

p ::PO
lic.Mcloqas : l .uui- 
lidaJ porcentual P5C

lieterolonns 
P3G PàUA

1 2 (+1,70) + ■ - - -
2 17 (±0,10) - + + -
3 29 (±0,04) — + - -
4 32 (±1,43) - - - -
5 44 (±0,99) + - +
6 56 (+0,81) - - - -
7 97 (±0,23) • - - ' - -

PSP : Pro toina soluble de carne de perro.
P5C: Proteina soluble de carne de cerrio.
P5B: Proteina soluble de carne de vaca.
PBCfl: Proteina soluble do carne de caballo. 
P3P0: Proteina soluble de carne de polio.
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hasta l/?50.000 con antigènes hidatlrlicos y, Tormo (1.966) 
hasta l/lO X con un extracto total <alino de A-sraris
suum, frente a inmunosueros bomôlogos obtenidos por inocu- 
laciôn parenteral en el conejo. F s indudable que, estos 
titulos de hemaglutininas se consiguen a expenses de una 
disminuciôn de la especificidad. Asl, Kagan y col., (1.959), 
llegan a ajustar la reacciôn hasta obtener una sensibilidad 
del 100%, a base de soportar una inespecificidad de 16%. Jung 
y Pacheco (1.960), con antlgenos pa-rasitarios, A.gcarî  lum- 
bricoides y Toxoscara çanis, elevan el tltulo de la hemaglu- 
tinaciôn a l/üO, para considerarlo con verdadera significa- 
ci6n diagnôstica.

V.F.l. Tani7.aci6a y sensibilizaciôn.

Boyden (1.951) sehala que, los antlgenos de 
naturaleza protéica se fijan a los hematles de cordero si, 
previamente, se han tratado con Scido tânico muy diluido. 
Chordi y col., (1.962); Keogh y col., (l.948) resaltan que, 
el empleo de hematles tanizados es ec;pecialmente ventajoso 
para antlgenos de naturaleza protfica.

Un exceso de écido tânico, provocarla la aglu- 
tinaciôn esponténea de los hematles, apareciendo falsos resul 
tados positivos que, se pondrlan de manifiesto, al ser positi 
vos también los contrôles. Por el contrario, las concentra - 
ciones excesivamente bajas de écido t5nico, serlan insuficien 
tes para la adecuada tanizaciôn de los g]ôbulos rojos y, de- 
terminarlan dificultades para su posterior sensibilizaciÔn 
con los extractos antigénicos (Pirofski y col., 1.962).
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En las tablas XL, XLI y XLII, se puede com- 
probar la influencia de la diluciôn del Acido ténico en el 
tltulo de hemaglutininas, utilizando hematles sensibiliza- 
dos con diferentes diluciones del extracto antigénico.

Utilizamos el antlgeno procedente de carne 
de polio porque presentaba*, junto a un elevado tltulo de 
precipitinas controladas a lo largo del proceso de inmuni- 
zaciôn, una menor concentraciôn de proteina por mililitro 
que los demés antlgenos.

La sensibilizaciôn 6ptima se consigne, igual- 
mente, a trave s de pruebas de tanteo, permaneciendo en con- 
tacto los hematles con la suspensiôn antiginica durante 30 
minutos a 37-C. (George y Vaughan, 1.962).

Mantenidas estas condiciones, pudimos ver qu?, 
la combinaciôn (tanizaciôn/sensibilizaciôn) més conveniente 
era la obtenida con la diluciôn de écido ténico 1/4O.OOO y, 
el extracto antigénico al 1/5 , que permit la titulos positives 
con reclprocos de la diluciôn del inmunosuero anti-PSPO de 
2^^. La mayor parte de'los investigadores, que han empleado 
esta reacciôn de hemaglutinaciôn pasiva coinciden en que, 
diluciones comprendidas entre 1/3O.OOO y 1/4O.OOO son las 
que aportan mejores resultados positivos (Borduas y Grabar, 
1.953).

La tanizaciôn y sensibilizaciôn varlan con 
cada lote de hematles e incluso con la edad o tiempo de con* 
servaciôn de los glôbulos rojos en ei laboratorio. Por ello, 
en nuestras experiencias, siempre efectuamos esta técnica, 
con el mismo lote de hematles, para todos los sistemas antl- 
geno-anticuerpo a estudiar.



TABLA XL

I n F l u c n c i a  do l a  d i l u e  i on  d e l  ne ido t a n i c o  nn n i

t l t u l o  do h o m a i j l u t i n a c i o n ,  u t i l i z a n d o  homat ioa s o n s i h i l i z a -

dos con o x t r a c t o  a n t i g é n i c o  PSPO a l  l / 5 .

fieclproco do la 
dilucion dol in-

Rueiproco 
omploada

do la 
on ol

dilucion du ac 
trataminnto do

ido ténic0 
honatios .

munosuoro anti- 
PSPO. 20 .000 30.000 40.000 00 .000

2 + + + +
2 2 + + + +
2 " + + +
2 ^ + + +
52 + + + +
62
7

+ + + +
2 . + + + + —
82
9

+ + *

2
^10

+ + +
2 + + + -
2 + — + + —
_12 .2 + +
_132 + +
_142
^15

+ — +
2
^16

+
2 — +
_172
.182 + —
.192
.202

Control - - - -
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t a bl a  XLI

I n f l u e n c i a  do l a  d i l u c i o n  d a l  ac ido  t a n i c o  on r l

t l t u l o  do h o m a g l u t i n a c i o n ,  u t i l i z a n d o  homat ioo s o n s i b i l i ; a -

do3 con o x t r a c t o  a n t i g o n i c o  P3P0 a l  I / I O .

Roc ip roco do la 
dilucion dol in- 
munosuoro anti- 
PSPO.

Roc iproco 
omploada

ds la dilucion do 
on nl tratamiento c!

ac ido tanico 
3 h n [;! a t i 0 5.

20 .000 30 .000 40.000 80 .OOC

2 + + + +
+ + + +

23 • + + + +
2^ + + + +
2 ^ + + + •+
26 + + + + —
2 ? + — + + -
2 « - + + -
2 " - + — + -
gio - - + -
2 II - - + -
2 I2 - - + — -
213 — - - -
214 - - - -

2 15 - - - —
2 1 6 - - - -
217 - - -
2 IB - - - -
219 - - - -
2 20 - - - -

Control - - - -
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TABLA X L I I

I n f l u e n c i a  de l a  d i l u c i o n  dol  ac i  do ta n i c o  on o l

t l t u l o  de h o m a g l u t i n a c i o n ,  u t i l i z a n d o  homat ios s o n s i b i l i z o -

dos con e x t r a c t o  a n t i g é n i c o  PSPO a l  l / 2 0 .  /

Rociproco de la 
dilucion del in- 
munosuero anti- 
PSPO.

Rociproco
omploada

do la dilucion do 
on el tratamiontü d

ac ido tanico 
9 homatiea.

20.000 30.000 40.000 80.000

2 + + + +
2^ + + + +
2^ + + + +
2^ + . + + +
25 + + + +
2^ + ■ + + + -
2^ + + + -

2® + + + -
.92 + — + - +
210 - - +
2l1 - - + -
212 - - — -
2^3 - - - -
214 -  , - - -
215 - - - -
216 - - - -
217 —» — - -

218 - - - -
219 * " - - -
220 - - - -

Control - -, - -
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V.F.2. ■Si.s1'rm-~'9 V’omôlorros.

En la tabla XLIII, se comprueba que, los t.l- 
tulos de hemaglutininas mâs elevados que mantenlan los con­
trôles neqativos, correspondieron a los sistemas realizados 
con extractos antigénicos procedentes de carne de vaca, ca­
ballo y polio, que consiguieron val ores de 2^^ (figuras 30, 
31 y 32) mientras que, para el cerdo y perro sôlo se llegô 
a diluciones cuyos reclprocos eran del orden de 2^̂  y 2^^ 
respectivamente (figuras 33 y 34). Karpas y col., (1.970), • 
utilizando esta reacciôn de hemaglutinaciôn con inmunosueros 
anti-Ig G de vaca, caballo y cerdo, frente a sueros homôlo- 
gos, consiguen titulos de henaglutininas més elevados en los 
sistemas procedentes de la vaca que en los de origen equino 
o porcino.

Como esperôbamos, los resultados cuantitati- 
vos por hemaglutinaciôn pasiva no coinciden con los obteni­
dos por inmunodifusiôn radial ya que, segun Gordon y col., 
(1.958), la ta sa de hemaglutininas es independiente de la 
concentraciôn de anticuerpos précipitantes, pudiendo inter­
venir en la hemaglutinaciôn otros anticuerpos bloqueantes 
o incomplètes, junto a'los de carâcter précipitante.

V.F. 3. Sistemas 1-eterôloaos.

Los cinco inmunjsueros de conejo, préparados 
por inoculaciôn parenteral de los extractos protéicos solu­
bles de carne de distintas especies, reaccionaron positiva- 
mente por hemaglutinaciôn pasiva frente a los anticuerpos 
heterôlogos, con las excepciones de ïos sistemas PSP anti- 
PSG-y PSPO anti-PSP. ,
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TmiL.I XLIII

Titulos maxirnos alconzados por hotiiaqlutinacion 
pasiva de los extractos antigénicos homologos Trente a 
los diversos inmunosueros, obtenidos por inoculacion 
parenteral en el conejo.

ÜÎlue iones de lo s extrac-
Inrnunosuoros to3 antine nicDS homologos.

1/5 1/10 1/20

anti-PSG pIG 2" 2^
anti-PSCA 2 I 6 28 2^
anti-PSP 2 '° 2^ 26

anti-PSC 2 II 2 ^ 2 ’

anti-PSPO 2 I6 2 II 2 "

P5D; Proteina soluble dn carne do vacn. 
P3CA: Proteina soluble de carne do caballo. 
PSP: Proteina soluble do carne de perro. 
PSC: Proteina soluble de carne do cerdo, 
PSPO; Proteina soluble do carne do polio.
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PIG. 30.- Rcprodrcctôn Fotonr'Fica una place Pcrgppy, m  
] 1 que CP Via pFrrtunrlo une nr'urba dn V’nrne al n t p r-i én pecice, 
(Ip ecu P r do con 1 o c ci.miinnVPc de t o : A ̂ t f r <a,m PFB ( n no t PIT a 
<=01 nb] p dp cernp dr- ve-̂ e ) , Innunocnr ro dp conp jo ''Pti-PSH y 
éri do f^ni " '0 dilnldo el l/nc.000.

J.a Fi 1 a A por’ppcnondp a iqc c o nt-pol pc rcali'/adnc Fror- 
+"p e dilucionpc cncccivec do cuppo dr ro»irjo nonre] inacti­
ve do .

Fn lac Filec P y G , cl ard lppno cp dilnvô al l/5, ob- 
cprvéndocp patrôn po ci t i A-o inalnco pn 1 a pyo i-capi ôn né ocre 
16 (tltulo: l.ec fil ne D y F corrccpondcn a] c n t f gcno
diluido a 1 l/lO, que ncroi t iô ot>tcnpr un tltulo de 2^. Rn 
lac Filac P y O , P’I antincno Fuc diluido al l/PO y cl tltu­
lo dp hcm.acl ut i na.ci 6n c6l O 1 1 pa6 a, p ̂ .
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FIG, 31.- RcprodurciÔn fotogrôficn de una plaça Perepex, en 
la que ce ha efectuado una prueba de hemaglutinaciôn paeiva, 
de acuerdo con loc ciguientes datoe: Antlgeno -PCA (protei­
na soluble de carne de caballo), inmunosuero de cone.io anti- 
PSCA y ôcido ténico diluido al I/4O.OOO.

La fila A corresponde a los contrôles realizados fren­
te a diluciones sucesivas de suero de conejo normal inacti- 
va do.

Fn las filas R y C, el antlgeno se diluyô al I/5 , ob­
server do se patrôn positivo incluso en la excavaciôn nilmero 
16 (tltulo: 2^^). Las filas D y F correcponden al antlgeno 
diluido al I/IO, que permitiô obtener un tltulo de 2®, pn 
las filas F y G, el antlgeno fué diluido al I/20 y el tltu­
lo de hemaglutinaciôn llegô a 2^.
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FTG. 32.- Reproducciôn Fotogre Fica de una plaça Percpex, en 
la que se ha e Fee tuado una prueba de hemaglutinaciôn pasiva, 
de acuerdo con loc siguientes datos: Antlgeno PSPO (proteina 
soluble de carne de polDo), incuuosuero de conejo anti-PSPO 
y écido tlnico l/dO.OOO.

Ta Fila A corresponde a los contrôles realizados fren­
te a diluciones sucesivas de suero de conejo normal inacti- 
vado.

En las filas B y C, el antlgeno se diluyô al I/5 , ob-
servôndose patrôn positivo incluso en la excavaciôn nômero
16 (Tltulo: 2^^). Ijas filas D y F corresponden ci antlgeno
diluido al l/lO, que permitiô obtener un tltulo de 2 . Fn
lac filas F y G, el antlgeno Pué diluido al I/20 y el tltu-

11lo de heniugiutinacién fué también de 2 .
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Fin. 33.- Reproduceî6n fotogréfica de una plaça Perspex, en 
la que se ha efectuado üna prueba de hemaglutinaciôn pasiva, 
de acuerdo con los siguientes datos: Antlgeno PSC (proteina 
soluble de carne de cerdo), inmunosuero de conejo anti-PSC 
y écido ténico diluido al I/4O.OOO.

La fila A corresponde a los contrôles realizados fren­
te a diluciones sucesivas de suero de conejo normal inacti- 
vado.

Fn las filas B y C, el antlgeno se diluyô al I/5, ob- 
servôndose patrôn positivo en la excavaciôn mimero H  (tl­
tulo: 2 ). Las filas D y F corresponden al antlgeno di - 
luido al 1/ 10, que permitiô obtener un tltulo de 2^. Fn
las filas F y G, el antlgeno fué diluido al I/20 y el tltu-

7lo de hemaglutinaciôn llegô a 2 .
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FTG. 34.- Reproducel6n FolonréFica de una nlaca Perepex, en 
la que ce ha c Fee tua do una prueba de heman] ut inaci.ôn pasiva, 
de acuerdo con los s i nu i en tes datoe; Antlgeno PSP (proteina 
soluble de carne de perro), inmunosuero de conejo anti-PSP 
y Ici do ténico diluido al I/4O.OOO.

î.a Fila A corresponde a los contrôles realizados Fren­
te a diluciones sucesiva s de suero de cone jo normal inact i- 
V a do .

Fn las filas B y C, el antlgeno se diluyô al 1/ 5 , ob­
server dose patrôn positivo incluso en la excavaciôn nénicro 
10 (tltulo: 2^^). Las filas D y F corresponden al a.ntlneno 
dilui do al I/IO, que uermitiô obtener un t f tulo de 2 . Fn
las Filas F y G, el antlgeno Fué diluido al l/20 y el tlru-

6lo de bemaclutinaciôn lleoô a 2 .
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A s l , en la tabla XLIV, el inmunosuero anti- 
PSD di6 un tltulo de l/2^ contra el extracto côrnico de 
caballo y, sensiblemente menores, l/2^, l/2^ y 1/2  ̂ para 
el cerdo, polio y perro. Ya que, el tltulo obtenido frente 
al antlgeno homôlogo fué de l/2^^, creemos que es preciso 
conseguir niveles de hemaglutininas superiores al menos a 
1/ 2^^, para considérer que, en el extracto côrnico hay pro- 
telnas solubles homôlogas y que, por lo tanto, la reacciôn 
tiene carâcter especifico. Karpas y col., (l.970), emplean- 
do inmunosueros anti-Ig G de vaca, obtiene resultados nega- 
tivos por hemaglutinaciôn frente a un suero equino, porcino 
y de polio. De confirmarse estos resultados, séria posible 
pensar que, las fracciones antigénicas inespeclficas, res­
ponsables del tltulo de hemaglutininas en*las reacciones 
heterôlogas, estarlan ligadas a las protelnas solubles câr- 
nicas o a protelnas séricas, ajenas a la Ig G.

Como se comprueba en la tabla XLV, el tltulo 
môs elevado en una reacciôn de hemaglutinaciôn heterôloga 
se obtiene también entre protelnas de caballo y vaca, bién 
entendido que, en este caso, el sistema es inverso, o sea, 
PSB anti-PSCA. Fmpleando este inmunosuero y, en el limite 
de nuestras experiencias, séria preciso también, un tltulo 
cuyo reclproco no fuese inferior a 2^^, para dar verdadera 
significaciôn diagnôstica a la reacciôn de hemaglutinaciôn 
pasiva.

Frente al inmunosuero anti-protelnas solubles 
de carne de cerdo, los titulos correspondientes a las reac­
ciones de hemaglutinaciôn pasiva heterôlogas han sido môs



TABLA XLIV

Tl tulo maxitno obtonido por hornanlutinac ion pnsiua 
do los hoiiiatlos sonsibilizodos al l/5 con los civoraos ox- 
tractos antigénicos, frente al inmunosuero anti-P3B.

Hematles sensi- 
bilizadüs con:

Recinrocü de la dilu­
cion del inmunosuero. Cor. 1: ro 1

PS PU
.3PSP 2

PSC A 2" —
PSC 2 8 -

PSD : Proteina soluble de carno do vaca.
PSPO: Proteina soluble do carne de polio. 
PSP: Proteina soluble.de carne de perro.
PSCA: Proteina soluble do carne de caballo. 
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
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TABLA XLV

Tltulo maximo obtenido por honinglutinncion pasiva 
do los homatios sonsibilizados al l/5 con los divorsos ox- 
tractos antigénicos, Fronto al inrnunosuoro anti-PGCA.

Hematles sonsi— 
bilizados con:

Heciproco de la dilu­
cion del inmunosuero. Control

PSPO 2' —

PSP 2^ -
PSB 2’ -

3PSC . 2

PSC A : Proteina soluble de c arno de caballo. 
PSPO: Proteina soluble do carno do polio. 
PSP: Proteina soluble do carne de perro.
PSB: Proteina soluble do carne do vaca.
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
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bajos y, en algunos casos (PSP), incluso negatives (tabla 
XLVI). Karpas y col., (1.970) trabajando con un inmunosuero 
anti-Ig G porcino, sôlo consiguen un titulo de ordên supe­
rior, entre el antlgeno bomôlogo y el de procedencia bovina. 
En nuestro trabajo, el tltulo detectado para el extracto 
cârnico de cerdo es l/2 y desciende a 1/2 para el de va­
ca. Fn consecuencia, niveles de anticuerpos que representen 
reclprocos del tltulo superiores a 2 , tendrlan capacidad 
diferenciadora o, lo que es lo mismo, significaciôn diagnôs­
tica .

Kemos visto, al analizar los sistemas homôlo­
go s, que el extracto côrnico de perro (PSP) permite llegar 
a diluciones de l/2^^, frente al inmunosuero anti-PSP. En la 
tabla XLVII, se r'^'cogen los resultados de las pruebas de he­
maglutinaciôn, correspondientes a los sistemas heterôlogos. 
Los titulos mas prôximos se dan con los antlgenos de proce­
dencia bovina y porcina, siendo negativas las reacciones 
frente al extracto de polio.

Las diferencias môs marcadas entre los titu­
los de hemaglutinaciôn, correspondientes a los sistemas ho- 
môlogos y heterôlogos se obtuvieron con el inmunosuero anti- 
protelnas solubles de carne de polio (tabla XLVIII). Dentro 
del limite de nuestro trabajo, reclprocos del orden de 2^ o 
superiores, pueden ser significatives  ̂ la hora de considerar 
la reacciôn como especifica. Fs posible, que este mayor gra­
de de diferenciaciôn, detectable cuantitativamente, tenga 
como base, el distinto origen y clasificaciôn zoolôgica en­
tre aves y mamlferos.
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TABLA XLVI

Tltulo mnximo obtnnido por bemanlutinacion pasiva 
do los hematlos seonibilizados al l/5 con los divorsos ex­
tractos antigénicos, frente al inmunosuero anti-PSC.

Huma ties sonsi­
bilizados con:

Rociproco do la dilu­
cion dol inmunosuero. Control

PSPO 2 ^
PSC A 28 -
PSP - -
PSB 2^ -

PSC; Proteina soluble de carne do cerdo. 
PSPO; Proteina soluble de carno do polio. 
PSC A : Proteina soluble do carno do caballo. 
PSP; Proteina soluble de carne de perro._ 
PSB: Proteina soluble de carne de vaca.



TABLA X L V I I

Tltulo maximo obtenido por homaglutinacion pasiva 
r!o los homatios sonsi bilizados al l/5 con los divorsos ex­
trac Los antigénicos, frente ol inrnunosuoro anti-PSP.

hematics sonsi- 
!jilizados con : .

Rociproco de le dilu­
cion dol inrnunosuoro. Control

PSC 2= _
PSC A 2 '̂ -
PSPO -
PSB 2 *̂ -

PSP: Pro toina soluble de carno de perro. 
PSC: Proteina soluble de carne de cerdo.
PSCA: Proteina soluble de carno de caballo. 
PSPO: Proteina soluble de carne de polio.
PSu: Proteina soluble de carne do vaca.
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TADLA X L V I I I

Tltulo maximo obtnnido por hemaglutinaciôn pasiva 
da los homatios sonsibilizados al l/5, con los divorsos 
extractos antigénicos, Frente al inrnunosuoro anti-PSPO.

Heinaties sensi— 
bilizados con:

line ip roco do la dilu­
cion del inrnunosuoro. Control

PSC A 2''
PSC 2^ -
PSP 2 -
PSB 2'' -

PSPO; Proteina soluble do carne do polio. 
P3CA: Proteina soluble do carne do caballo. 
PSC: Proteina soluble do carne do cordo.
PSP: Proteina soluble do carno do perro.
PSO: Proteina soluble do carno do vaca.
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.Scria de interé-- completar estas experi en- 
cia s rcalizando pruebas de hemaglutinaciôn pa'^iva con ex­
tractos antigénicos, preparados por homogeinizaciôn de una 
mezcla de carnes de diferentes especies. De.este modo, 
séria posible comprobar si, se e]evaba el tîtulo en las 
reacciones heterôlogas, al ser mayor el niîmero de compo- 
nentes antigénicos présentes o st, por el'contrario, el ni- 
vel de anticuerpos detectado's por la reacciôn, permanecfa 
invariable.

Una vez considerados los resultados del ané- 
lisis cualitativo de los extractos cérnicos, por inmunodi­
fusiôn F inmunoelectroforesis, es posible llegar a conside­
rar que, el alto porcenta je de inespecificidades, detecta- 
das por hemag]utinaciôn pasiva, obedece més a las estrechfs 
comunidades demoetradas que a las caracterlsticas propias 
de la reacciôn.

En consecuencia, peiT'amos que result aria m/s 
correcto utilizar en la hemagutiiT'ciôn pasiva, extractos en- 
tigénicos més.especificos, o sea, preparados en los que Sf 
hubiesen eliminado les fracciones comunes entre las di fer en­
tes especies animales, que emplear extractos totales y elf- 
var el titulo de la reacciôn cuantitativa hasta un nivel ce 
verdadera significaciôn diagnôstica.
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CA^TTUI.O VI.

COMCLU0IONFS.

15) Utilizando en todos los casos adyuvante 
complète de Freund, el proceso de hinerinmunizaciôn del co­
de Jo , fué més eficaz con el extracto antigénico de proteina 
soluble de carne de cerdo (PSC), que con los demôs extractos 
inocula do s. La re spues ta ni5s baja de precipitinas se obtuvo 
con los antigénos procedentes de carne de caballo y vaca 
(PSCA y P0B, respectivamente).

25) Considérâmes que ônicamente las bandas 
con valores densite^étricos altos (superiores al 25%), sir- 
ven para la diferenciaciôn de protelnas solubles cArnicas 
por electroPoresis en gel de no1iacrilamida.

35) F] nûmero mAyimo de componentes antigé­
nicos diferenciados por inmunodifusiôn en gel de agarosa 
se alcanzô en los sistemas homôlogos, con extractos anti­
génicos diüuidos al l/2 (24 mg. de polvo liofilizado por 
ml.), mientras que en los heterôlogos, el numéro mAyi.mo de 
fracciones se obtuvo con el antlgeno no diluido, excepto 
cuando las pruebas se realizaron Frente al inmunosuero a,;- 
ti-PSP.

45) FI elevado porcentaje de reacciones cru- 
zadas y positivas falsas, que p nca m t a n  las pruebas conven- 
cionales de precipitaciôn en tubo,en la diferenciaciôn de



2 0 2

«̂ xtracto'î c/'rnicon procpciente'̂  dp divprsap ppppci.<̂ 9 ani­
males, çp debe, en nuestra opinion, a lan artinlias comimi- 
dades e incluso identidades anttpfnicas de 1 os extractos 
protéicos anal 17,ados por inmnnodifusiôn e inmnnrvei ectro- 
Foresi<?, con la excepciôn de! inrrmnosuero anfi.-PSPO, que 
no reaccionô frente a 1 os antfnenos Vieter6loqos,

5- ) Fn las con die ion p»; de nuestra experien- 
cia, los resultados de la inmunodi Fusi<5n radial nos han 
permi<'ido diferenciar los sistemas bnmôlogos de los hete- 
r6lono<?^corrcspondientes a los extrartos antinfnicos c^r- 
nicos de las especies animales estudiadas.

6̂ ) la caracterizaci^n inmunoqufmica de las 
fracciones inmunoelectroforéticas ha hecbo posihle la dife- 
renciaciôn de los componentes niicoproiéicos de los extrac­
los solubles de la. carne de caballo, cerdo, perro y polio, 
y los lipoprot^icos, solamente, de la Altima especie citada,

7^) For inmunoelectroforesis, en gel de aga- 
rosa, hemos identificado los componentes mayores y de carAc- 
ter especi Fico, cuyas movilidades electroFor^ticas porcen- 
tuales, en relacîAn a la seroalbumina bovina, son las 
siguientes:

PSB: 31 y 40 
PSCA: 24 
PSG; 75 
PSP; 97
PSPO: 17, 44 (1ipoprotetna) y 85.
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ô5) Cons-ideromos que, la preparaci6n de ex- 
tractos ant'i n̂ -ni COS con las fracciones mayores y especlfi- 
cas, citadas en la conclusiôn anterior y, exento^ de los 
componentes comunes e inespecificos, facilitaria extraor- 
dinariamente, la diferenciaciôn inmunolôgica de las car­
nes, basada en las reacciones de precipitaciôn.

9 5 ) La sensibilidad de la hemaglutinaciôn 
pasiva, para los sistemas antigeno-anticuerpo estudiados 
en nuestro trabajo, era maxima cuando los hématies se 
trataban con f.cido t^nico al 1/h0.000 y cl extracto anti- 
g^nico al I/ 5  (9 , 6  mg. de polvo liofilizado por ml.).

105) De acuerdo con los resultados obteni- 
dos con la reacciôn de hemaglutinaciôn pasiva y, dentro 
de los limites de nuestra experiencia, consideramos que, 
los reciprocos de los titulos minimos de heniaglutininas 
que tienen slgnificaciôn especi Fica son de 2^^ para los
extractos c-'irnicos de vaca y caballo, de 2̂  para el cerdo,

7 5de 2 para el perro y de 2 para el polio.
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