
Centro de Investigación en Alimentación y 
Desarrollo A. C. 

lnmunoglobulinas séricas porcinas: Purificación, 
generación de concentrados estables y 

caracterización parcial de la adhesión de 
patógenos porcinos a sus estructuras 

oligosacáridas 

Por 

GABRIELA RAMOS CLAMONT MONTFORT

Tesis aprobada por la 

COORDINACION DE CIENCIA DE LOS ALIMENTOS 

Como requisito parcial para obtener el grado de 

DOCTORADO EN CIENCIAS Hermoslllo, Sonora Diciembre de 2003 



























RESUMEN 
Se aislaron inmunoglobulinas a partir de suero y calostro porcino mediante la técnica de 

cromatografía de interacción hidrofóbica. Para ello se utilizaron las matrices sefarosa 
altamente acetilada (Sefarosa HA) y Novarosa etilen diamina altamente acetilada (Novarosa 
EDA HA), utilizadas previamente en CIAD para el aislamiento de inmunoglobulinas séricas 
humanas. Ambas matrices fueron capaces de aislar las inmunoglobulinas porcinas en un solo 
paso. Sefarosa HA presentó una capacidad de 3.9±0.1 mg/ml de matriz en el aislamiento de 
lg's séricas porcinas y de 4.1±0.2 mg/ml de lg's de calostro porcino. Esta capacidad superó a Ia 
de adsorción de Novarosa EDA HA en un 18%. Sefarosa HA adsorbe el total de la IgC, y de la 
lgA y el 55% de la lgM presentes en suero porcino, mientras que Ia matriz de Novarosa EDA 
HA adsorbe el 81 %, de la lgG, el 17% de la lgA y el 93% de la IgM. Esta notable 
característica de Novarosa EDA HA puede aprovecharse en el aislamiento de lgM. La 
adsorción especifica de las lg's séricas porcinas a Sefarosa HA fue mayor (6.5±0.3 mg/ml de 
matriz) que la de Novarosa EDA HA (4.5±9.4 mg/ml de matriz). En el proceso de 
escalamiento, la capacidad de Seforosa HA se vio afectada por el tiempo de acetilación de la 
matriz, el diámetro de la columna, el tiempo de almacenamiento de la matriz no acetilada y el 
volumen de cama. La matriz no perdió su capacidad después de 20 corridas continuas, ni se vio 
afectada durante el almacenamiento por 7 días en Guanidina 4M, pH 7.6. No se encontraron 
diferencias significativas (p<0.05) al comparar las capacidades de adsorción de Sefarosa HA y 
el gel comercial T. Sin embargo, Sefarosa HA promueve la adsorción de los tres tipos de 
inmunoglobulinas y permite la aplicación de la muestra cruda sin necesidad de diluir. Las 
fracciones cromatográficas obtenidas de Sefarosa HA fueron caracterizadas 
fisicoquímicamente. La fracción albúmina presenta un índice de actividad emulsi ficante de 
165 m2/g. La estabilidad de las emulsiones formadas con esta fracción no fue afectada por la 
temperatura, ni por el tiempo de almacenamiento. La solubilidad en agua de la fracción de 
albúmina fué del 91 % a pH 7.0. La solubilidad de las inmunoglobulinas porcinas aisladas en 
Sefarosa HA, fue de 90 a 96% en soluciones salinas a 0.25M. A partir de ellas se elaboraron 
concentrados de lg's libres de patógenos bacterianos y virales. Estas preparaciones 
conservaron su actividad contrs E. coli K88 después de 15 días de almacenamiento 
refrigeración comparable a la de las inmunoglobulinas de calostro. Los ensayos de manchas 
indican que dicha actividad fue comparable a la de las inmunoglobulinas de calostro. 
Posteriormente, se purificaron tres isotipos de inmunoglobulinas porcinas (lgA, lgG e lgM) a 
partir de suero y calostro porcinos, utilizando cromatografía de afinidad para caracterizar 
parcialmente sus estructuras oligosacáridas y para ensayar el reconocimiento de estas por E. 
coli K.88 y Salmonella choleraesuis. Los ensayos de manchas y los lectinoensayos indican que 
las estructuras oligosacáridas de las IgAs porcinas son similares a las estructuras de N-
glicanos presentes en la lgA humana. También se observó que contienen menos estructuras del 
tipo O-glicanos que esta inmunoglobulina. Las IgGs porcinas presentan estructuras similares a 
las dela lgG humana. Se observó que la lgG de calostro porcino se encuentra fucosilada que la 
lgG sérica porcina. No se observaron diferencias entre las estructuras de las lgMs porcinas de 
suero y calostro.

. 
Los aislados de l g ' s  porcinas, la lgG y la lgA séricas porcinas int.cn1cdo11an con E. co/i 
K88. Se cnco11trnron f'11cl'l(:S indicios d e  q u e  In interacción ,.,011 lgA se cstubl.ccc en parte, a 
través do sus  estructuras oligm;acáridas, Esta int.cn1cción c:s indcpcndicnlc del p l l ,  es 
si111il11r a la ck la lgA d e  calostro porcino y pudiera constituir una estrategia adicionnl de 
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,fol"ensn de la immmo1. lolrnlilrn pam evitar la adhesión de patógenos al 1n1c10 
gnstrointesl.inal del lc1chón, Los aisl;1dos de lg's porcinas, la lgA y la lgM s6ricas porcinus 
intcnu:cional\lll con S. c/t/o/emcsuis. No s,1 cnconlró evidencia concluyc.111.c (k  la 
,ixistc11da de una intcrncción clllrc los ol.igos¡¡cáridos de la lgM porcina y el pi11.ógcno. Las 
prcpan1ciones de lg's porcinas y la lgA porcina inhiben la hc11rngluti11nción de los 
crilrocilos de lccho11c11 de l O días provocada por la adlrnsina de E. coli K88 a bajas 
c,mc,mtracionos. La suma de resuhados indica que las i11m1.111oglobulinus :.iisladas y 
¡rnrificiulns por no111alogralla de in1.crncdón liidrofóbica y por (:rom,1.togranu de afinid;1d 
prcscnlan ac1ividad in vilro c.t.1n1ra los dos principales prnógcnos bacterianos que cnu:J,Ul 
diarrens en kchoncs, micntnis qtrn Ju fracción al11!1111i1Hl presenta potencial como aditivo 
ali rr1cntario, 
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