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RESUMEN

Se aislaron inmunoglobulinas a partir de suero y calostro porcino mediante la técnica de
cromatografia de interaccion hidrofobica. 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 presentd una capacidad de 3.9+0.1 mg/ml de matriz en el aislamiento de
Ig's séricas porcinas y de 4.1+0.2 mg/ml de 1g's de calostro porcino. Esta capacidad super6 a Ia
de adsorcion de Novarosa EDA HA en un 18%. Sefarosa HA adsorbe el total de la IgC, y de la
IgA y el 55% de la IgM presentes en suero porcino, mientras que Ia matriz de Novarosa EDA
HA adsorbe el 81 %, de la IgG, el 17% de la 1gA y el 93% de la IgM. Esta notable
caracteristica de Novarosa EDA HA puede aprovecharse en el aislamiento de 1gM. La
adsorcion especifica de las Ig's séricas porcinas a Sefarosa HA fue mayor (6.5+0.3 mg/ml de
matriz) que la de Novarosa EDA HA (4.549.4 mg/ml de matriz). En el proceso de
escalamiento, la capacidad de Seforosa HA se vio afectada por el tiempo de acetilacion de la
matriz, el didmetro de la columna, el tiempo de almacenamiento de la matriz no acetilada y el
volumen de cama. La matriz no perdio su capacidad después de 20 corridas continuas, ni se vio
afectada durante el almacenamiento por 7 dias en Guanidina 4M, pH 7.6. No se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) al comparar las capacidades de adsorcion de Sefarosa HA 'y
el gel comercial T. Sin embargo, Sefarosa HA promueve la adsorcion de los tres tipos de
inmunoglobulinas y permite la aplicacion de la muestra cruda sin necesidad de diluir. Las
fracciones cromatograficas obtenidas de Sefarosa HA fueron caracterizadas
fisicoquimicamente. La fraccion albimina presenta un indice de actividad emulsi ficante de
165 m2/g. La estabilidad de las emulsiones formadas con esta fraccion no fue afectada por la
temperatura, ni por el tiempo de almacenamiento. La solubilidad en agua de la fraccion de
albumina 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 1g's libres de patogenos bacterianos y virales. Estas preparaciones
conservaron su actividad contrs E. coli K88 después de 15 dias de almacenamiento
refrigeracion 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 (IgA, 1gG e IgM) a
partir de suero y calostro porcinos, utilizando cromatografia de afinidad para caracterizar
parcialmente sus estructuras oligosacaridas 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 oligosacaridas de las IgAs porcinas son similares a las estructuras de N-
glicanos presentes en la [gA humana. También se observo que contienen menos estructuras del
tipo O-glicanos que esta inmunoglobulina. Las IgGs porcinas presentan estructuras similares a
las dela 1gG humana. Se observo que la IgG de calostro porcino se encuentra fucosilada que la
1gG sérica porcina. No se observaron diferencias entre las estructuras de las IgMs porcinas de
suero y calostro.

Los aislados de 1g's porcinas, la 1gG y la IgA séricas porcinas int.cnlcdollan con E. co/i
K88. Se cncolltrnron f11cll(S indicios de que In interaccion 0l 1gA se cstubl.ccc en parte, a
través do sus estructuras oligm;acaridas, Esta intcnlccion cs indcpendicnle del pll, es
silllilllr a la ck la 1gA de calostro porcino y pudiera constituir una estrategia adicionnl de

Xill



fol'ensn de la immmol.lolmlilm pam evitar la adhesion de patégenos al Inlcl0
gnstrointesl.inal del Iclchon, Los aisl;1dos de 1g's porcinas, la IgA y la 1gM séricas porcinus
intcnu:cional\lll con S c¢/t/o/emcsuis. No sl cnconlré evidencia concluyc.lllc (k la
Jixistc11da de una intcrnecion cllire los ol.igosjjcaridos de la 1gM porcina y el pill.ogeno. Las
prcpanlciones de 1Ig's porcinas y la IgA porcina inhiben la hcllmglutilincion de los
crilrocilos de lochollcll de 10 dias provocada por la adlmsina de E. coli K88 a bajas
¢,mc,mtracionos. La suma de resuhados indica que las illml.111loglobulinus :.iisladas y
irnrificiulns por nolllalogralla de inl.crncdén liidrofobica y por (:rom,l.togranu de afinid;1d
presenlan aclividad in vilro ctinlra los dos principales prnogenos bacterianos que cnu:J,Ul
diarrens en kchoncs, micntnis gt Ju fraccion dll!ll1liHl presenta potencial como aditivo
alirrlentario,



CAPITULON
L1 INTRODUCCION

organismos verlebrados del wtague de patdpenos, 5in el cerdo, Jas Ip's provementes de Ja
sangre de snerificio, son capaces de actuar efectivamente como sustituto de eafostro,
gonfiriendo inmunidad pasiva s Jechones neonatos (Gdmez, 1997 Ademas contribuyen o)
desarrollo del infestine de los Jechones recién destetados y actian como profilieticos en la
prevencion de diarreas en fechones neonmlos y recién destetados (Gatnau y Zimimerman,
199 h). Este hecho es muy importante si se considera que los leehones nacen sin anticuerpos
y al tiempo del destete no ha madurado s sistema inmune. Debido a Jo anterior Jos
lechones son susceptibles al atague de patdgenos entéricos comv Escherichio coli KER y
Salmonella cholergesuis, ) prevencion del ataque de tales pathgenos  permite ¢l
crecimiento dptime del cerdo y niejora la eficiencia productiva de la pranja.

Las 1g's presentan un reconocimiento especifico por determinados antipenos a los
que se unen para desencadenar una serie de respuesias defensivas encaminadas a anular al
agente exiraiio (Sinchez-Vizeaino, 2000), Adicionalmente existe evidencia de interaceiones
ne inmunolopicas entre los carbobiditos de las inmunoglobulinas humanas y alpunas
adhesinas bactertanas. Estas interacciones pudieran estar involueradas en un mecanismo de
defensa ablemative de los anpticuerpos (Lanim, 1997). No se han realizado estudios de este
pw con Ig's porcinas, pero es muy probable que sus oligosacdridos amlbién puedan actuar
conto receptores de las lectings microblanas. De esta manera interferirian en el proceso de
colonizaciin de las bacterias 0 las mucosas inlestinales, ahadiendo una caracieristics mdas ;
su usa profilctico,

La fuente comercial de inmunoglobulinas para los cerdos, e of plasmn sanguineo
deshidratado, cuya desventajn prinecipal es la de no presentar un conlenido de ks constante
y por tanto no se puede garantizar su efecto {Gomer, 1997), Debido a lo anterior, exisie of
interés de utilizar aislados de Jg's (Casadevall, 1999, Selk, 1999),

b islomiento de grandes contidades de apticuerpos de suero humane o de olros
vertebrados  se ha venido realizando por métodos de precipitacion  satina o aleahdlica.

Ambos métados son inespecificos y pueden alierar la esabilidad de las proteinos



disminuyendo fa calidad del producto (Foster, 1994),

Los mélodos cromatopraficos tienen la ventaja de ser altamente especificos v fas
condiciones de operacion se pueden ajustar para evitar Ja disminucion de la uctividad
bivlogies de las moléculas purificodas. Lo cromatografia de interaccion hidrofdhica (1)
promueve la sepuracion de proteinas en base a interacciones gue se establocen entre
Hpandos hidrolobicos inmovilizados v las superficies no polares de la proleina. La
adsoreion de proteinas al lipando se Heva a cabo mediante interacciones débiles, por lo gue
el dufo estructural o la moléeula v o sy actividad bioldgica es minimo al momenta de la

desorcion (Queiroz ef al,, 2001,

Duvante Jos Glimos afios b HIC e b utilizado en procesos muy especificos de
bloseparacion que involucran escalamientos a nivel laboralorio y planta piloto (Grunid,
T998; Sofer y Hogel, 1997, W y Karger, 1996), que ieluyen el aislamiento de hurmuonas,
proteinas del noeleo, enzimas y proteings recombinantes (Angelova er af., 1997, Commings
et ol 1979 Mhkal y Rejnkovi, 1982; Lefort y Ferrara, 1986; Queiroz of af ., 19993, Debido
i sy especificidad, a las eondiciones suaves o fns que se somete In maléeula y oa
posibilidad de escalamiento, se elipio a kb cromatografia de interaccion hidroldbien (HIC
para aislar inmunoglobwlings porcinas, para posteriormenie purilicarlas por cromatogratia
de alinidad y realizar una caracterizacion biologica parcial de su adhesion a los Pl enos

Lselerichia eoli KBS y Salmonella choleracsuis,



L2 REVISION BIBLIOGRAFICA

.21 La industria porcicola sonorense: importancin y problematica ambienia)

La industria porefcola en Sonora es una actividad econdmica muy importanie, gque
s¢ caracteriza por presentyr elevada eficiencia en fa produceion, la industrializacion y la
eomercializacion de sus productus (Andnimo, 20013, Senora ocupa ¢ sepundo lugar en la
produccion nacional de carne de cerdo y el primero en Jas exponaciones de este producto o
Japon, Corea y fos Estados Unidos de Novteamérica, Cuenta ademas, con Jos estindares
nuis elevados de produstividad a nivel nacional (INEGI, 1997 SAGARPA. 200 ).

51 éxito de esto industria se debe principalmente o gue mas del 70% de Jas unidades
de produceion emplenn un sistema de erin wenificade, GueE s carcleriza por contar con
asesoria especinhizada en las dreas de nutricion, penéica v sanidad. Las 500 naves de
produecion sonorenses, cuentan con dreas especificas (maternidad, pre-desiete, destete,
engorda, ele.), cerradas v techadas al 100% vy equipadas con muros 1érmicos ¥ con sistemas
para controlar fa temperatura (INEGI, 1997),

La calidad sanitaria es una caracteristion fundamental de la porciculiur sonorense,
b que se ha eonseguido implementado estrictos controles desde o erianza hasta el
consumidor. Bl soerificio se lleva o cabo en plamas Tipo Inspeceion Federal {115, al Bunas
de fas cusles  ban implementado sistemas HACCP (Analisis de Riespos, ldemificacion y
Control de Puntos Criticos) (Pérez-lispejo, 2000). Los avances sanitarios en las Branjas
porcinas, han comribuido notablemente a que Sonora se encuentre libre de Imporiantes
enfermedades virales como la peste porcina cldsica, el mal de Aujeszky v el ded ajo nzul,
Adicionalmente, permiten a esta industdn aumentar sus exportaciones afio ¢on afio
{Fomento Ganadero, 2002),

Actualmente el reto de Ia porcicultura mexicana ademds de competir, manteniendo
nivedes y estindares de eficiencia, produtividad v remtabilidad internacionales, ex también
el de ser una industris sustentable que muestre compatibilidad entre la oblencion de
beneficios econdmicos y 1a proteccion a los ccosistemas. 1 este aspeeto os indispensable
atender dos problemas ambientales relacionados con apuas v suclos. La demanda de
consumo de apua dulee por las unidades industriales para Ja produceion y el saerilicio de

animates ¥ para mantener la produccton de came en condiciones hipiénicas, es



considerable. Un solo cerdo sacriliendo pencra 500 L de agua residunl (Castillo er of.,
2002). Dado que la mavoria de Jos mataderos han quedado ceven de los nicleos urbanos,
esta demanda enlra en competencia directa con las necesidades de a publacion
disminuyendo ta disponibilidad v oumentando las posibilidades de contaminacion del
recurso (IFAC, 20000,

el sacrificio dinrio de panado poreinog en Sonora, se generan 30,000 1. de sahpre, de
bos cuales, el 100% son deseargados en el drenaje o vertidos lagunas de oxidacion cuya
apacidad i sido rebasada (SAGAR, 2000), Esta practica constituye wn pel; pro pelencial
de contaminacion para los suclos y las Tuentes acufferas de la region, ya que s¢ eslima que
ba sangre contribuye con un 40% a la Demanda Bioguimica de Oxigeno (1230) de las aEras
tesidunies del rastro (Braun, 1966, Lopes y Rivera, 1981). La Norma Oficial Mexicana
sobre descarpa de agoas residunles se bass en la aplicacion pradual de dilerentes fechas de
cutplimiento, 2000, 2005 y 2010, Lo carga de contaminantes total, medida por la D30
para ol 2005, no debert rebasar s 3 ton/dia (NOM-0O2-ECOL-1996). Unicamente T
sangre del saceilicio de cerdos aporta una DBO de 4 tonddia, S hien la norma presents la
severa limitame de permitic b pago por contaminar (Péres=-Lspueto, 20000, las presiones
ccodogicas conllevindn, evemualmente, a ejercer acciones encaminadas a resolver tan
nnportantes problemas de contaminacion,

Las alternativas para disminuir Ja DBO de las aguas de saerificio, son ¢l ratamienio de
lus aguas residunles y el aprovechamiento de subproducios, sobre todo de Ja BANPIG
(Lapjohane, 1999), La sangre animal es una execlente Tuente de profeinas que en México,
en el mejor de los casos, se subutiliza comn fertilizante o se procesa en minimas cantidades
como haring de sangre de regular digestibilidad (Salazar y Cumon, 19943, Lin otros paises
coma Lstados Unidos de Norteamérien, Espaiia y Canada, la sangre se wliliza como luente
de proteina y de inmuneglobulinas, en formi de plasma sanpuineo durante 1a lactancia y ol

destete del lechon (Borja, 1998),
1.2.2 Lactancin y dexicie de lechones

La hactancia y el destele son consideradas las etapns mas orfticas en la mayoria de las

cmpresas porcicolas. Bsto se debe, parcialmente, a gue on cstas elapas los fechones son



muy suseeptibles o adquiriv diversas infecciones (Thulin, 1989, Lisera, 2003), por ello
que dursnte estos periodos, se realizan prandes esfuerzos para incrementar los indices de

salud y erccimicnto de los animales.

L2210 Lactancia

Durante T Iactancin, Ja ingesta de calostro es fundamental para el techdn, Desde el
punto de vista nutricional, es un alimento muy digerible. rico en grasa, lactosa y caseina,
que permite el ripide desarrollo del cerdo neonato (Ruppa, 2002). Ademas, es un factor
indispensable para su supervivencia, ya que es Tn fuente natural de anticuerpos, Log
anticuerpos o inmunoglobulinas (1p's), son proteinas de defenss que protegen a los
vertebrados de las infecciones y que estdn presentes en ks secreciones mucosas, en el suero
yoen b leche (Drew y Owen, 1988), Los cerdos nacen sin anticuerpos sireulantes v sin un
tejido finfoide intestinal desarrollado. Por ello, requieren de la inmunizacion pasiva de)
calostro, durante Jas primeras hovas de vida, Su supervivencia dependerd de fa inpestion de
estr leche y de r adecuada absorcion de las inmunoglobulinas que contiene (Porter, 1969;

Clurtis y Bowrne, 19713,

Lin lechones neonatos que han sido destetados, s 1p's de plasma sanguines porgine
puaden sustituir al colostro (Qwen e al., 1961 Owen y Bell, 1964, Scoot ef of., 1972;
MeCallum ef al 19770 Drew vy Owen, T988). Estos concentrados promueven la
inmunizacion pasiva en relacion directa n la concentroeion de Ip's v producen N ores
resuliados cuando se administran durante 5 2 10 dias despuds del macimiento (Drew y
Cwen, V88 Asthington ef of., 1997). También se ha observado que son nmas eficientes que

el calostro y plasma de vaca (Gomer e al., 1995),

Por otro lado Jas 1g's del plasma protegen al cerdo contra las dinrrens (Oulnoy y
Zimmerman, 1991 Van der Peet-Schwering, v Binnendijk, 1995). Las mmunoglobulinas
provenientes del suero o del calostro recubren las poredes intestinales del lechon,
proporcionando cierta inmunidad local, mientsas su tejido linfoide se desarrofia (Horton,
1995 Pérez y Calvo, 1995). Algunos trabajos indican yue de esta maner profegen al cerdo
vontra Jas diarreas por rolavirus y £ coli, (Cordel ef of., 1991, Gomez, 1997, Bosi, of al.,

L9,



Existen diversas  preparaciones  comercinles o panir  de plasma sanguineo
deshidratadas por aspersion. Sin embargo, Ja concentracion de inmunoglobulings es muy
variada y una deficiencia en éstas, podeia provoear fiblas en Ta inmunizacion del aninal
(Cidmez, 1997). s por ello que los aislados de inmunoglobulings, representarian una

excelente alternativa para la inmunizacion del lechon.

1.2.3 Problemas entéricos en lechones

Las diarreas de origen infecciosn en Jechones son probablemente una de las
condiciones patalogicas mas costosas para o industria porcicola (Hog y Torres, 1997). Las
enfermedades gastrointestinales reducen la eficiencia alimenticia aumentando ef costo por
alimentacion en un 10-12 %, Ademas, elevan la mortalidad en 3 %, los gastos por
tratamientos médicos en 30 % v retrasan el tiempo de soerificio en 2 4 3 dios por cada dia
con diareen (Carvajal, 20009,

Lox problemas pastrointestinales en lay granjas porcicolas son muy comunes,
presentando una prevalencia del 30 al 50% (Carvajal, 20000, Yin lechones neonatos Ins
diarreas infeeciosas mas recuentes son causadas por los rotavisas y por Exchericlia coli en
el 63% de loy casos (USDA, 1992), Mieniras gue en log cerdos recién destelndos oy
principales agentes etiokdpicos son £ coli'y Salmonellu sp, Adicionalmente, otros ngentes
virales (fichre porcina cldsica, enlermedad de Anjeszky, PRRS, sindrome del vjo azul) o
bucterianos pueden generar euadros clinieos entéricos debido v que afectan T capucidad de
respuesta inmune de los cerdos, favoreciendo la proliferacion de patdgenos dipestivos

{Mota, 1998, Carvajal, 2000),

BE mantenimiento de R salud de fos animales de pranja, es esencial para 1o
produceidn en pran escala, Los problemas gastroimestinales infeeciosos y las actuales
condiciones de produccion comercinl enferman y estresan al intestine respectivamente,
sto provoca grandes pastos médicos y de alimentacion, retrasa el tiempo de matanza ¢
incrementa la tasa de mortalidad (Carvajal, 20000, 131 deseubrimienty y el desarrotlo de los
primeros antibioticos, han jugado un papel muy importante en la recuperacion de
enfermedades infeeciosas en los animales de granja, por 1o gue se utitizan come medida

correctiva, Adicionalmente ¢l hecho de  que estas sustancias  inorementan Ja conversion
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alimenticia y el erecimiento del animal, ha provoeado que se ineluvan de manera regular en
L dieta, en cantidades sublerapeaticas (Mota, 1998), Lo anterior representa un problema
potencial de salud para ¢l animal y eventualmente para ¢ consumidor, debido a la
capacidad de los microorganismes de adquirir resistencin a los antibidticos (Mathew of |
2001),

s por ello que  continuamente se investipan opciones al tratamicnto de diarmeas
que puedan aplicarse como estrategias preventivas para disminuir ¢ uso de medicamentos
(Doyle, 2001, Como ya se menciond, una alternativa profildction a las diarreas podria ser
el uso de inmunoglobulinas, Este estudio contempla la posibilidad de aislarlas mediante
cromatografla de interaceidn hidrofdbica y de caracterizarlas parcialmente, con la idea de

uny posterior aplicacion en Ja indusiria porcicola,



L3 OBJETIVOS

OBIETIVO GENERAL

Abslar vy purificar inmunoglobulinas porcinas, carcterizar parcisimente sus estrucluras
obigosaciridas y la adhexion in vitro de Excherichia coli K88 v Salmonella choleraesuis a

Fas inmunoglobulinas purificadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

a. Aslas inmunoglobulinas porcinas por cromatogralin de hidrofobicidad
a | Determinar la eapacidad adsortiva de tres matrices cromatograficas n base
de agarosa altamente acetilada y compararlas con un gel comervial.
2.2, Caracterizar fisicoguimicamente tos ahilados de 1p's y 1o fraceion albimina,

.3, Gienerar preparaciones de lp's séricas Mguidas, microbiokipicamente estables y
hbres de patdpenos,
b Purilicar las diferentes 12°s por cromatopralin de afinidad v caracterizar sus esteucluras
oligosacdridas mediante ensayos de manchas y lectinoensayos.
e, Ensayar la adbesion in vitro de £ cofi WB8 v 8 cheleraesuls o mucinas intestinales de

fechdn y o fas Tp's purificadas, ntilizando ensayis de manchas,



L4 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Este estudio se dividio en 3 etapas diferentes (Fig. 1) que comprenden;

I Alslamiento de Tp's porcinas por cromatografia de interaceion hidrofobica (HIC)

2. Caracterizacion fisicoquimica parcial

eoncentrados de inmunoplobulinas séricas porcinas

de Ta fraceion albaming v preparacion de

30 Parifiencion de Jgs por cromatopralin de afinidad para caracterizar sus esiruciuras

oliposaciridas y 1a interaceion in virro de patdpenos porcinos, con ¢stas.,
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CAPITULO N
AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS PORCINAS POR
CROMATOGRAFIA DE INTERACCION HIDROFOBYCA (HIC)

1LL INTRODUCCION
L1 L Cromatogratin de interaccion hidrolobica

las preparciones de anticuerpos para use onano o veteringrio se oblienen
principalmente por mélodos de precipitacion salina o aleoholica o bien, por el secado de
plasnia sanguineo. A pesar de sus venlajas, estos méodos son poce espectiicos, algunos se
vealizan en condiciones desnaturalizantes gue pueden alterar o estabilidad de 1 proteing
(Burnoufe 1995y v otros ny garantizan una cantidad y calidad constante de anbsuerpPos,
camo es el caso del plasma sanguineo (Gomes, 1997 Gomez er al,, 1998). 13 objetivo
global de los procesos de purificacion de proteinas comprende no solo la remocion de
contaminantes indeseables, sino la obtencion de las concentraciones deseadas de proteina y
su transferencia o un ambiente en que permanczea estable v lista para sy aplicacion
(Queirorz e al., 2001), Lay tenicas cromatogrdficas explotan dilerentes caraeleristicas de Ja
proteina con el fin de nislarla, Ia mayoria de ellas logra un alto poder de resolucion, s por
ello gue se utitizan cada vez mas en o purilicacion de proteinas, buscando ks condiciones
adecundas prarn optiniizar ¢l proceso de oblencion (Burnoul, 1995; Queiroz et af., 2001,

La cromatogralia de interaceion hidofobica (M1C) promueve o separacion de
proteinas medionte las interacciones gue se establecen entre ligandos  hidrofobicos
movitizados o Ja mabtz cromatoprafica y las superficies no polares de la proteina de
interés (Queiroz ¢f al., 2001), Las primeras sepnraciones crommtopraficas utilizando esta
ldenica se introdujeron a principios de los setentas, Inicialmente se trubajo con alquilaminas
ligndas a agarosa (Seph-Cn-NM2 donde n o= 2-8) (lir-el y Shaltiel, 1972; Shaltiel of of..
1973), sin embargo las condiciones de elucion  requerinn de soluciones amortipuidors
desnaturalizantes, como witralo-imidazol, que provoeaban cambios apreciables en a
coformacion de las proteinas, Amteriormente Tiselius (1948) habfa observado que Jas
proteinas que comunmente precipitan a altas concentraciones de sales neutsas (salling oul),
pueden adsorberse fuertemente a congentraciones menores a las gue precipitan, Ademds,

Nt gue algunas matrices ulilizadas en cromatogralia se vuelven excelentes adsorbentes de

Lo



proteinas i altas concentraciones de sal, Hoy en dia se whilizan adsorbentes como el sefades
{dextrano entrecruzade) v la sefarosa (agarosa entrecruzada).

Halpermy ef of. (1981), propusieron que en estas condiciones, 1a adsorcion de las
proteings se Heva o cabo mediante interaceiones hidrolobicas, Porath v colaboradores
C1973), fueron pioneros en la sintesis de alpunas matrices libres de cargn, para demostrar
que B interaceion gue une a la proteina y al adsorbente es del tpo hidrofobico (Queiros of
al., 2001). La teorin de Porath propone que la presencia de sal en las soluciones de
purificacion, modifica la estructora de Jas proteinas, aumentando la exposicion de parches
hidrofobieos {zonas de hidofobicidad de las proteinas), Tcilitando su interaeeion con el
adsorbente presente en una columna cromatogrdfica, Logicamente, cada proteina difiere en
s compasicion de parches y este hecho se aprovecha para su purificacion (Porath, 1986).

Van Oss ¢f ol (1986), concluyeron que las principales interaceiones involucraday on
L adsoreion de proteinag son las fuerzas de van der Waals, por elto el daiio estructural a las
biomoléctlas es minimo y su actividad bioldgica se mantiene (Queiroz ¢f af.. 2001 1 Las
condiciones de elucion tampoco daiian a fa proteina ya que se logran disminuyendo o
eliminando 1a concentractdon saling del medio (Melander v Horvath, 1977, Fausnaugh v
Regnier, T986, Roe, 1989). Durante los altimos afios fa HIC se ha wiilizado en procesos
muy especifiens de bioseparacion gque involueran esealamienios a nivel laboratorio y plann
piloto (Wu y Karger, 1996; Sofer v MHapel, 1997, Grunid, 1998), gue meloyen el
aislamivnto de proteinas sérivas, hormonas, proteinas del nicleo, ehzimas yoprofeinas
recombinantes (Commings ef o/, 1979 Mrkal y Rejnkova, 1982 Lefort y Ferrarn, 1986,
Angelov er ol 1997, Queiroz er wf, 1999), Debido a su especificidad, a lays  suaves
condiviones o lay que se somete i moléeula y a la posibilidad de escalamiento se elipio este

tipo de cromatoprafia para realizar este estudio.

1L MATERIALES Y METODOS
11.2.1 Obtencion de calosiro y suero porcinos

Ll calostro se obtuvo de (res pranjas poreleolas, realizandose 4 muestreos  diteante
el otofie ¢ invierno de 2000 v In primavera v verano de 2001, De enda mucstren se
obtuvieron 50-70 ml. de calostro provenientes de 4 cerdas recién paridas que fueron

(ransportados en hielo y abmacenndos o - 40 °C hasia s0 procesamiento, 11 suero se obiuve



o partie de sangre coleclada en Ja linea de sacrificio de un rastro Ti po Inspeceidn  FFederal
(T de fa ciudad de Mermosillo, Se realizaron 20 muestreos g partir de olofio de 2000 y
hasta el verana de 2003, Cada muestreo constd de 10 1 de sangre provenientes de §
antmales, que fueron ransportados en una hielera ab Laboratorio de Bioguimica v Biologia
Molecular de Proteinas (LBBMP) del Centro de Investipacion en Alimentavion ¥
Desarroflo AL (CIAD, ALCL).L B suero se separd por decantacion, previa voagulacion de fa
sangre @ lemperaturs ambiente, Posteriormente se enfiid a 4" ¢y se centrifugo a G000 5 g
durante 20 min a 4" C para remover malerial graso v se conpeld a - 40° O hasta su posterior

andlisis,

11.2.2 Cuantificacidn de inmunoglobulinas por inmunodifusion radia

Se cuantificd fa presencia de IgA, 1pG e 1pM por inmunodilusion radial mediante la
Iéenica de Fahey y MceKelvey (1965), utilizando placas de inmunodifusion comerciules
VET-RID (Bethyl Lab. fne. TX., USA). Se analizaron 4 muestras de suero y 4 de calosiro,
und por cada estacion del afio. B andlisis se realizd por duplicado, en muoestras nativas ¥ en
mestras reducidas y alquiladas (Shimizu er af.. 1974), Se aplicaron 40 p de proteina en
cada pozo. Las placas se colocaron on una camara homeda a 25 °C dusante 18 b, L]
didmetro del halo de precipitacion se midio con un ocular Fineseale (Horscale Div., USA)
¥ conoun lector VIET-RID (Bethyl Lab, ne, TX,, USAY La concentracion se estimd con
curvas patron de estindares de cada inmunoglobuling. Las muestras reducidus v alguiladas
se tralaron con Tris 0.6 M, ditiotreitol 50 mM, 11 8.6 por 2 h a 25° C y con Tris 0,6 M

iodoacetamida 50 mM plE 8.6 por 12 g 25 °C,

IL 2.3 Cromatografin de Hidrofobicida)
#2500 Matrices cromaiogrdaficas

Para «) aislamienty de jnmunoglobulinas séricas v calostrales, se probaron Ins
matrices cromatogrificas a) Sefarosa altamente seetitada {Selarosa HAY, b)) WNovarosa
etilendiamina altamente acetilada (Novaross EDA HA)Y y ¢) Novarosa polictilenaming
alamente acetiladn (Novarosa PE] 1TA)Y. Sefarosa HA fue sistetizada en o LBBMP del
CIAD. de acuerdo a Vizquez-Moreno ef af. (1992), a partir de 100y de Selorosa-6l3 ),
(Amersham Pharmacia Biotech., Upssala, Suecia). La sefrosa se il al vacto y se lavi

sucesivamente con 2000 ml. de etano! al 95%. 100 mlL de acelona y 100 ml. de piriding

12



(Sigma Aldrich, 8T Louis, M], USA). La acetilacion se llevd a cabo en presencia de 1)
ml. de pividing y 67 mi. de dcido acético por I8, 24 y 36 v con agilacion moderada y a 25
" Posteriormente el pel se lavd con 200 ml, de etanol al 95%, 100 ml, de deido acético al
FO% y sufieiente apua bidestilads para alcanzar un pld cercano a la neutralidad. (Vidzguez-
Moreno of af,, 1992,

WNovarosa EDA WA Tue sinietizadn en Ta Universidad de Tacson, a partir de 60 g de
Novarosa 10040 Act"™ (Inovata, Sweeden) Nltrados o vacio y suspendidos en 100 ml de
Ma GO 0.1 M a los que se afiadicron 50 3 de etilendiamina (EDA). La reéaccidn se levd n
cabo a temperatura ambiente por 24 Iy, previe ajuste del pHl a 11, con NaOI] 2M (Candia-
Phatw er af., 2001), Luepo de lavarse abundantemente con agua deionizada v eon metinol
para remover da humedad, la matriz fue acetilada sepan el procedimiento  deserito
(Vizguez-Moreno ef al., 1992), Nuvarosa PETHA fue penerosamente proporeionada por el

1. Roberto Guamin de | Universidad de Arizona, para este estudio,

1.2.3.2 Lsquema cromatogrdfico para el aislamiento de inmnoglobulings poreinas

El nislamiento de Jas Jg's se realizo en un sistema cromatografico de baja presion
lcono System (Bio-Rad, Hércules, CA, LSA), Las matrices sintelizadas se empacaron a
razon de 1 mL/min, en columnas abiertas de 0.5 x 15 om (volumen de cama, 2 ml.) Y en
columnas cerradas de 0.5 X 6 em (volumen de cana, 0.5 mb.}, Las matrices s¢ equilibraron
com & ovolumenes de Nap SO4 0.5 M, MOPS, 10 mM, pl 7.6 (solucidn A L3
fraccionamiento se realizd a temperntura ambiente aplicando 1 las columnas suers o
calostro a Ja molaridad de a solucion de equilibrio, La adsorcion de Ip's se Promovido en
preseneia de sal solucion A), lavando fas proteinas no adsorbidas con la misina solueion.

La clucidn se efectud en un solo paso eliminando la sal del medio, mediante In
apticacion de MOPS 100 mM, pld 7.2 a ta columnn. Las matrices se regeneraron con 3
volimenes de Guaniding-HCL 4 M, pld 7.6, sepuidos de un lavado con 6 voliimenes de
apua bidestilada y un re-equilibrio con 5 volimenes de NanSO4. 0.5 M, MOPS, 10 mM.
pit 7.6, Los fracciones cromatoprificas {ueron monitoreadas o 280 am en un
espectrofildmetro Spectronic 21 1) (Milton Roy. Rochester, NY, U.8.A) L cambio de
soluciones se realizd o Oy menor o jgual o 0,020, La concenlracion de profeing de cada

raceion se estimd por el médo de Bradford (P970) a 595 nm, wlilizando una curva



estandar preparada con albimina de suero bovino, También mediante la absorbancia o 280
. atilizando un coeficiente de extineion de 122 (Ay para 1 omg/mb), previamente
determinado, Dicho eoeficiente ¢s muy similar al reportado en la bibliografia para 1pG
bovina v de conejo y para las lg's humanas (Pharmacia, 2000: stoschecl, 1990). La
correlacion entre ambas medidas Tue de (.92, Se witizaron Mujos de 0.2 o § ml/min parn

medir lag diferentes capacidades de adsorcion de Tas matrices,

L2335 Capaciduades de adsorcion de lay matrices

Se determinaron las capacidades frontal, dindmica y estatica de Jas matrices, IIn
todos fos casos se utilizo el esquema cromatoprafico descrito y se ajustd 1a molaridad de
las proteinas, o la de Ja solucidn de equilibrio, La capacidad fromal se determing Bexann
Bofer y Hagel (1997), con soluciones de proleinas séricas o calostrales de § ma/mi., Las
voncentraciones de proteina se estimaron a 280 nm en Baceiones de 400 pl. Los
experimentos se realizaron por duplicado, utilizando un flujo de 0.5 mLAanin, ) punto de

rompimiento se obluvo con ta sipulente formula:

v 0

Diande;

QB35%: Capacidad de adsorcion (mp/ml de matriz)

Cryr Concentracion inicial de protefna (mp/m).)

Car 3% de CO (mp/ml.)

Y Volumen colectade al aplicar CA (ml.)

Uiy Coneentracidm de la proteing no adsorbida (mg/ml.)
Vi Volumen coleciado de Ta proteina no adsorbida (m).)
Vi Volumen de cama de Jo malriz (ml)

La capacidad dindmica se delerming aplicando a las matrices 120 myp de proteinas
de suero o de calosto, en soluciones de 8 my/ml. Los experimentos se Hevaron a eabo en
columpas abiertas y cerradas, a velocidades de fujo de 0.2, 0.3 y 0.5 mL/min. La capacidad

estitica se determing aplicando diferentes concentraciones de profelnas séricas (40-480 mp}

a by columnas abiertas de Zml. de cama. Se wtilizaron flujos de 0.5 v t mbimin, Lo



eapacidad de las matrices se expresa como los myg de proteing eluida entre el volumen de

cama del el Los experimentos se realizaron por duplicado.

HL3 Rlectroforesis SDS PAGE y cuantificacion por 1R de Ins inmunoglobulinas

La caracterizacion electrofordticn de las fracciones de lavado y elucion de Selfarosa-
HA y Novaross EDA-HA se realizd en condiciones desnaturalizantes y reductoras (8105-
PAGE), sepin Laenunli (1970). Se prepararon geles de poltacrilamida al 1%, aplicando a
ada pozo 30w de proleina. Las masas moleculares se compararon con estandares de
protefha alton VI (Sigma-Aldrich, 8T Louis MO, USA), Los peles se corrieron a 80
volls, en una cimara clectroforétion HoefTer Mighty Small 250 (Hoefter, San Franciseo,
CALUSAY ¥ se tieron con una solocion de azul de Coomasie. La presencia de IpA, 1eG e
IpM se detectd por inmunodifusion radinl  en lag muestras (suero y ealostrg) v e lay
Fraceiones de favado y clucion, segin Fahey vy McKelvey (19687, como se deseribe en la
seecion J1.2.2. Se utitizaron lns condiciones para determinar la capacidad dindmica (120 myg
de proteing en soluciones de 8 mg/ml., columnas de 2 ml. de volumen de sma), para hacer
b comparacion entre matrices. En ¢l caso de Sefarosa-HA los andlisis tambicn se

praciicaron en eondiciones sanmantes en I eolumna de 100 mb de cama

.4 Adsorcion espeeifiea de inmunoglobulinas porcinas a Sefarosa HA y Novarosa
EDA-HA

Para determinar by adsorcion espec(ficn de Ips a los mm!.ribus. se aplicaron 40 my de
proteinas del aislado de 1p's séricas porcinas, en soluciones de 4 mg/ml, o velocidad de 0.5
mL/min. Se wtilizaron columnas cerradas con voltmenes de cama de 05 ml. Las

fraceiones se obiuvieron sepin fa metodologla deserita (11,2.3.2),
4 L .

11.5 Knsayo de immunodeteccion en Ias feaceiones cromatogrificas

El ensayo de inmunodeteceion se llevo o cabo sepin Towbin o of. (1979, Las
fraceiones de elacion de Sefarosa 1A se separaron en un gel de poliacritamida al 10%, de
acuerdo a Lacmmli (1970) v se transfirieron a membranas de nitrocelutosn en una edmar

des transferencin. semi-Dry blotter 4332900 (Bluchler Ins., Labeonco, USA) Por 40 mtin, A



2.5 mAZem®, La cadena pesada de cada inmmunoglobuling se detectd con antisueros (Beihyl
Lab. e, TX., USA)Y producidos en cabra, contra la cadena (IgA), el ragments Fe, (TpGh o
tr cadena (1pM) de inmunoglobulings porcinas, respectivimente. Se utitizd antisuero anti
Ipdi de cabra Higada a peroxidasn, como sepundo anlicuerpo y se promovid el desarrollto de

color con 3,3 diaminobenzidina (Sigma Aldrich, 8t Louis, MO, USA),

HLo Caracterizacion de Sefarosa A
Hoo ! Consideraciones para el esealamiento

Para optimizar el aislamiento de Ip's se estudiaron los Metores de escalabilidad:
estabilidad de la columna en presencia de guaniding, estabilidad de la ngarosa ab Gentpo de
almacenamienta, ¢ influencia del tiempo de acetilacion en la capacidad de la matriz, Pars
estuding fa estabilidad de fa matriz en presencia de goaniding se wtilizaron dos eolumnas
con 2 mb de volumen de cama equitibrada con Ja solucion amortiguadorn A, se aplicd |
mk, de sucro porcino y se procedit al fraccionamiento de sus proteinas. Posteriormente se
regeneraron las matrices, se les aplicaron 2 voltimenes de guanidina-1CT 4M, pH 7.6 v se
shmacenaron a temperaturs ambiente y en refrigerneion por 7 dias. Después de este tiempo,
las matrices se Javiron con 5 volomenes de agua bidestilady, se reeguilibraron vy
huevamente se fracciongron Jas proteimas contenidas en 1 ml de suera porcino. La
i uencia del tempo de almacenamiento de la selarosa, sobre la capacidad de 1a sefarosa
HA, se estudid acetilandy mvestras de selirosa provenienies de dos lotes, of priners
almacenado por dos anpos v el sepundo por 12 dias,

Pura determinar b influencia del tiempo de acerilacion sobre la capacidad de
adsoreion se acetilaron tres lotes de Sefarosa por 18, 24 y 36 b respeetivaments, se
empacaron individualmente en columnas de 1,5 x 10 em hasta oblener un volumen de
cwma de 12 ml para eada caso y se determing ta capacidad de adsorcion de cada ped sepin

b procedimiento deserito en ka seccion 11,.2.3.2,

11.0.2 Escalamicnno
Ll escalamiento se realizo con el gel de Sefarosa HA, que presentd imayer capacidad
de adsoretin, Se sintetizd cantidad suficiente de pel para realizar 5 elapas de escolamiento,

eada una aumentando ¢l volumen de cama (2, 5, 12, 23 y 46 ml). Se empled el mismo

4]



esqiema cromatogrdlico aplicando concentraciones de proteina de 40 n 480 b Para cada
caso, las corridas se realizaron por duplicads. Bn un segundo experiments se cargaron
eclumnas con volimenes de cama de 46 y 100 mb con 680 my v 2 B de proteinas séricas.
Istos experimentos se realizaron 10 veees para comprobar Ja estabilidad de la columma en

ase a la pérdida o conservacion de la capacidad de la malriz,

H.6.3 Comparacion de Sefarosa HA con gel T
La capacidad del gel de Sefarosa HA se compard con fa del gel comercial T,

utilizando b metodologia deserita en Ja seceidn 11.2.3.2.

L3 RESULTADOS Y DISCUSION
H.31 Concentracion de Inmunoglobalinas

EV vador promedio de las protelnas twinles en el suero fue de BO(X0 mg/mi.,
mientras que el del ealostro fue de 241(7.7 mp/ml., lo anterior coincide con fo reportado
por Bowme y Curtis (1973) v por Hurle (2002). Camo se esperaba, la inmunoglobuting que
SC CHCONG en mnyor concentracion en ambas muestras, fue 1a 1pG (Tabla 1) La JpA ocupa
el tercer lugar en el suero y of segundo en el calostro, La concentracion de 1gM fue similar
en suero y calostro, 47605 y 4.540.3 mp/ml, respectivamente. Aunque por lo general, Ia
proporeitn de M en suero porcine es mayor que la de calostro (Fizard, 1996, los valores
ciaen dentro de los rangos reportadus (Butler y Brown, 1994; Sanehez-Vizcaino, 20003, Los
valores encontrados para la lpG oy 1o lpG de ambas Tuentes, también se encuentran en los
rangos reportados en la heratura (Butler y Brown, 19943, |

La inmunedifusidn radial se ha wtilizado extensamente para fa cuantificacion de
inmtunoglobulinas séricas v calostrales (Brandon ef al., 1971 Fleenor y Stot; 1981 Lori ef
al 199 Li-Chan y Kummer, 1997), sin embaryo, existen algunos factores que pueden
interleriv con el ensayo. Uno de ellos, es la agregacion de las 1p's y oo la presencia de
caseinn en el calostro (Fleepor y Stott; 1981, Li-Chan y Kammer, 1997). Por o anterior s¢
vealizaron dos ensayos adicionales, ef primero reduciendo y alguilando a las roteims y el

segundo, etiminando o la caseina del calostro (Fleenor y Stoot; 1981),

7



No e observaron diferencing signilicativas entre las concentraciones obtenidas parn
l2A ¢ 1pGonativas y reducidas y alguiladas. tin cambio, la 1pM de calostro presentd valores
stpnifieativaniente mds bajos (p < 0.05) on Tas muesteas tratadas. Lo antertor ocurriao a pesar
de gque e experimento se realizd con diversas concentraciones de 1oy dgentes reductores y
abquilantes. Una posible razon de este compartamiento serfa que las moléculas se apregaron
despuds del tratamiento (Shimizu ef of., 1974), Adicionalmente s¢ sabe que T 1gM puede
formar complejos con las lipoproteinas de la leche y del ealostro {Yauid, 2001, Lo anterior
podrfa explicar el porque este comportamiento no se presentd con la IpM del suery,

Pary ensayar el efecto de la eliminngivon de caseina sobre la cuantificacion de | 0l
se aplico quimosina al calostro, manteniendo la temperatura g 45 °C por 40 min, 13 suero
obtenido despuds de a coagulacion de Ta caseing, se apliciy a las placas de innmunodi fusion,
La Fabla 2 resume los valores de 1pG gue se obtuvieron con o soern lacien (52.84: 2,7
mp/ml) vy con el calostro (6529 Jmp/ml), Fstas diferencing preden deberse a o
saturacion del anticuerpo por un exceso de antipenoy presente en o} suero fotes o o {ue
durante la coagulacion de) calostro, se forma una matriz coseina-rass en la que queda
atrapido el suero y sus componentes y la cantidad de Ip's exudadas pudo no ser constante
CAbais, 19800 Tieard, 1996 Janeway er of 1999).Estos estudios deben completarse con

ensayos de BELISA para obener resuhados mis confinbles.

Tabla 1 Concentraciones de Inmuonoglobulinas en calostro ¥y suero porcinos

Mugsira Nativa Reduclda y Algullada Repotada ™
(mgimb) (mafmt) {mgimb)
AHDE OV (%) A RE V(%)
Calostro
18Gi 648 4 2.4 3,7 BAKA 32 49 30.70
ipA D4 402 4.2 U774 05 5.5 9.5-10
Y 44 2087 27 194 02" 105 2,3.3.2
Suern
| 54 406 24 8E L1345 17-29
IpA 23 00 4.3 25000 4.0 £.5-5
L 47 204" 24 58407 53 [
3w nedio de 1o pfservmdiones: 111 = Desvingion estindmr;

LA Onehiviente de varimeidig "= Botler y Brown, 19942 Stachee-Yizeaing, 2000;
Y U Hlerencin signilieative Puliey (pe .05}
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Tabla 2. Concentracton de 1 en ealostro y suero calostral

Catostro SUBMD calostral

Xo=DE CV (%) LSRR LV ()

12CH pativi (3.2 3 2] 32 528 12,7 24

X = media de 8 observaciones: 1,13 = Desviacion estandar;
CLV s Cloeficiente de variacion

Begun Neto et al, (2001), la concentracion de Ip's en el catostro se ve
inftuenciada por fa época del afio y el nbmers de parto del animal, mientras que ba dieta y la
raza no la afectan. Lo anterior se contrapone con los resultados de Norman y Hohenboken
(FOR1), Hidiroghe ctal (1992} y Pritcheit et af (19%1), quicnes encontraron diferencias enire
vazas, dietas y estado de salud del animal, pero no entre nimero de part y época del afio,
respectivamente,

lin este estudio oy se encontraron diferencins en la concentracion de | p's debidpg
o época deb afto, En la Figura 2 se observa que a lo Tarpo de las 4 estaciones, Tos vitores de
Ipti en calostro, fueron det orden de 63 a 66,5 mp/mb., los de TpA de 9.2 3 9.0 mg/ml. v los
de 1gM de 4.2 a 4.4 mg/ml. Estas simititudes on los valores pudicron estar influenciadasy
pror el mahio de das muestras, ya gque Unicamente se luvo aceeso en eada muestreo g 4
animales, al tiempo en que se tomaron {primeras loras despuds del parto), ¥ al vatamitento

que se les dio (reuniéndolas en unsa sola muestra), Los valores de los diferentes Isotipos de

de 25 a 27 mghml.Jos de IpA de 2.2 2 2.5 mg/ml y los de 1pM de 4.5 2 4.7 mg/ml..

L.3.2 Cromatografia de Bidvofobicidad
1320 Aistamicnto de Inmunoglobudings porcinas

L] cromatogramn tipico para o} aislamiento de lg's poreinis por HIC presento dos
picos bien detinidos (Fig, 4), Bl primero corresponde a ta foecion de tavado, constituida
por s proteinas séricas o calostrales no adsorbidas o Ja matriz, B sepundo vorresponde o la

elucion de Ias proteinas aigladas. Bste patron cromatogriafico fue el mismo con las

(e
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Figura 2, Dlecto de la época del afio en la concentracion de inmunoglobulings
calosirales "

a5 . T

B 20

14

11

Comceniracion {m

ke . s
e i B

i v e rf i
i i : T
ot S R . N i O

Ul gt Pioavers Vi

Muesiren
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diferentes matrices, columnas y volimenes de cama v es similar al observado en ol

aislamiento de Ip"s humanas ab wilizar JIC (Candia -Plata, 2000; Caseres v Mata, 2001),

H32.2 Capecidades aelsartivas e lay marices

La capacidad frontal de fas matrices, se determing aplicando 120 mg de soluciones
de protelnas séricas o calostales a concentracion de 8 mg/ml. Se utilizd un flujo de 0.5
mb/min. Cada matriz presentd una capacidad diferente (Fig. 5A y 513), sin que infhiyera el
tipo de muestra (Fig, 38), 130 promedio, 1a capacidad de Selirosa HA fue de 4.1 mg/ml de
matriz, la do Novarosa EDA HA de 3.3 mp/mL de matriz v Ia de Novarosa PETHA de 0.56

mg/ml de mayiz,

) 20 Al &0 £y

Fraceiones

Figara 4. Cromatopriama del islamienio.Aislamiento de  inmunoglobulinas
porcinas, sericas v calostrales, en matnices de agarosa allamente acetilada. Las
soluciones de proteinas de suero o de ealostro, se aplicaron a fas mateices HIC (A
s promovio Ia adsoreidn en presencia de NaaSO, 0.5M, MOPS 10 mM., pll 7.6, Las
proteinas no adsorbidas se Tavaron con esta misma solucion. Las inmunoglobulinas
adsorbidas se eluyeron con MOPS 10 mM, pH 7.2 (13),
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Figura 5. Capacidad Ironta) de fas matrices estudindas, A. Curvas frontales DALYy SUCro
porcino: () Novarasa PED HA, (m) Novarosa DA HA, (&) Selarosa HA, B, Capaeidad
frontal en m/ ml de matriz, para Sefarosa-MA (5-HA), Novarosa EDA HA. (NE-JAY y
Novarosa PELHA (NP-FA), Se aplicaron 120 mg de proteinas de suerol) y eulostro 3

Para determinar la capacidad dindmica tambien se aplicaron a las matrices, 120 my
de proteint de suera o de calostro porcine en soluciones de 8 mp/ml. Los EXPErimentos
con das proteinas del suero se llevaron a cabo en columnas ablertas v cerradas, a
veloeidades de flujo de 0.2, 0.3 y 0.5 mLimin. Los experimentos con proteinas de calostro
s¢ realizaron inicamente a flujo de 0.5 ml/min, Debido a be bajs capacidad de Novaross
PLEI-FA, Jos experimentos se realizaron Gnicamente con Sefarosa 1A v Novarosa EDA
HA. L da Tabla 3 se observa gue no hubo diterencin entre las columnas cerradas y abierlas,
Lo anterior constiluye una ventaja, debido a que la adicion de puanidina dificulta ¢ PrOCES0
de limpieza en las columnas cerradag, debido o Ja expansion de la matriz, En columnas
ablerlas y verrndas Sefarosa A presenta una capacidad promedio de 4 m /ml. de malriz,
mientras que Novarosa EDA HA 3.2 mg/ml. de matriz, Nistas capacidades coinciden con la

cupacidad frontal y como en el caso de dsta, no se presentaron diferencias entre Ja

(R



cnpaeidad de adsorber proteinas de suero o de calopstro,

Tabla 3, Capacidad dindmica de Sefarosa A y Novarosa FDA HA para
profeinas de suero v calostro porcinos

Mairiz Suero Calostyo
A L

Fa0k ¥ oapg

Ty

sefarosa A 3940 39400 42403 4,14 0.2
MNov-TidA-THA 3.3 401 34402 31402 3004 001

Flhugo 005 lLdAnin
e D corrodins, A e cobiimas alserts,
A Nbedin, BB s desvinetdn esbimdar

]

L andlisis de Kruskal-Wallis de los experimentos con diferentes flujos {(Fig.6),
mostrd que s capacidad de Sefarosa HA dependia de 1o coneentragion de proteina, Se
observaron capacidades de 6.3, 4.7 y 3.9 mg/ml. de matriz al utilizar Nujos de 0.2, 0.3 y {5
mb./min, respectivamente, En ¢l coso de Novarosa BEDA HA, Ia capacidad no  varid
significativamente, permancciendo en 3.2 y 3.4 mpiml de malriz, en los diferentes flujos
ensayados, Ouas matrices para HIC a base de Sefarosa enlrecruzada nl 6%, que han sido
utilizadis para el aislamiento de BSA, muestmn ¢l mismo comportamiento que sedarosa
HA. Lin este estudio e efecto fue menor o no se presentd en matrices mis entrecruzadas o
en aguellas cuyo wmaio de particula es mucho menor, como las de potimetacrilato

(Toyopearl) o poliestireno (Source) {Hanh ef al., 2003),

La capacidad estdtica se delerming en columnas abiertas de 2 ml. de camn. Se
aplhicaron diferentes cantidades de proteinas de suero (40-480 mp), en soluciones de 40
mg/ml. Bl comportimiento general que presentaron Jas matrices se muestra en la figurs 7,
donde se observa gue Ta concentracion de proteing total influyd en Ia capacidad de lag
matrices. Al aphicar 320 my se obluvieron las capacidades mas alias, punta en el gue se

saturd 1o matriz.
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Figura 6. Influencia de In velocidad de flujo en la capacidad dinamica de Jas matrices
aceliladas. A, Sefarosa HA y B, Novarosa FI2A HA,

En condiciones de smluracion se abtuvieron capacidades de 39400 mp/ml, de
matriz, aflujo de 0.5 mL/miny de 3.7 4 0.2 mg/ml. de mairiz, a Dujo de 1 mLinin (Tabla
4). Al aplicar ealostro a Sefarosa A las capacidades encontradas fueron 4.040.3 m piml de
matriz (0.5 ml/miny y 37402 mp/iml de mawiz (0.0 mL/nin. La veloeidad del fTujer
tampoceo alectd o capacidad de Novarosa EDA HA, donde se observaron valores de 324
0.2 mg/ml de maiz (0.5 ml/min) y 3.030.2 mp/mb de mateiz () mL/min), para e suero
y 3.1 £ 0.0 mp/mL de matriz (0.5 mLmind v 3.020.0 mp/ml. de matriz {1 ml/min), para
el calostro,

Los resultados obtenidos al determivor Iz capacidad  dindmica  (Fig. 6) y Ia
capacidad estatica de Sefarosa HA (Fig. 7 y Tabla 4), indican que fa capacidad de ésta
matriz e vio afectada por la velocidad del Dujo de la fase mavil, al aplicar la muesira muy

diuida (8 mpfml), Esta dependencia no se observd al aplicar muesiras mas concentradas
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(40 mp/ml.). Lo anterior podria constituir una ventaja pars la eficiencia de oy procesos de
escalamiento, ya que con soluciones concentradas a flujos mas allos, se obtendrian
resulindos similares v menor tiempo de permanencia de la proteing adsorbida en la malriz,

gue utilizando soluciones diluidas a Nujos bajos.

{ mgiml ge matng;

{apacssad

s — J ]
100 200 00 400 {30

Protalng aplicada (g}

Figura 7. Comportamicnto de la adsorcidn de proteinas en Selaross HA. Se
determing la capacidad estdticn aplicando diferentes cantidades de proleinas séricas en
soluciones de 440 mp/ml.,

Tabka 4. Capacidad estitica de Sefarosa HA v Novarosa EDA HA en condiciones
safurantes

Mualriz Suero Calostro
B AmLimin __ b mldmin .5 mb/min J mlLimin
Vo I R A YabhE Xogne
Sefarosa HA 3.89:4000 37402 A0 403 374 02
NovelZDAHA 3.2:4:0.2 3.040.2 31601 104 0,1

A2 Medi, 1005 desvineion estindar



L esguema crotmatlografico deserito en este estudio, o uno m y similar eluyendo en
presencia de PBS, han sido ulilizados previamente en el Laboratorio de Bioguiniica de
Prateinas de CIAD, para el aislamicnto de Ip's séricas humanas, Inielnimente, con Sefarosa
HA se obluvo una capacidad de 2.8 mp/ml, de matriz (Vazguez-Moreno of af., datos no
publicados}. Pur otro Jado, Vepa-Martinez  (2002), encontrd una capacidad de adsoreion
para Sefarosn HA de 143 mg/ml.. al aplicar proteinas séricas porcinas, 13stoy trabajos se
rentizaron con diferentes velocidades de fujo, volimenes de cama, temperatura ambiente ¥
Hempos de acetitacion, Mas adelante se describe la influencin del tempo de acetilacion ¥

deb volumen de cama en la capacidad de Sefarosa A,

Por lo que se refiere o I temperatura, Hjertén (1977) y Jdennissen (T978),
demostraron que Ia interaceion de Jas proteinas en HIC, es directamenta proporctonal o fa
temperaiura, al igual que fas interaceiones de van der Waals (Srinivasan ¥ Ruckenstein,
2RO Cros antores indivan que by emperatura induee cambios conformacionales en las
proteinas gue aumentan la exposicion de sus sitios hidrofobicos (Wu ef af,, 1980), mientras
que otros indican que el fendmeno es producto de cambios en Fa entropia (Hjertén ef of.,
1974) o en la emtalpin (Maidacher e/ al., 1996), Para minimizar este efecto, lag corridas se

Hevaron a cabo a temperaluras entre 22 y 25 °C

En el sislamiento de Jp's séricas humanas, Novarosa EDA 1A presenta ung
capacidad de 7.3 mp/ml. (Candia-Mata e/ of,, 2001), Debido a la dilerencia con la
capacidad encontrada en este estudio (3.2 mg/ml. de mariz) se repiticron, Ja sintesis  con
Novarosa F00/40 Act it y log experimentos con suera y calostro porcinos, $in embarpoe, no
s¢encontraron diferencias entre tos resullndos. La capacidad de Novarosa DA HA para
muestras de suero poreing en las dos ocasiones Tue de 3.2 mg/ml. de matriz, Una posible
explicacion de Ja diferencia de capacidades entre ] suero porcine v el humano, es Que
presentan diferente viscosidad. Ademds, Jos volamenes especificns  de las 1p's porcinas
son diferentes a los de las humanas (Monkos y Turezynski, 1999}, Otro motive pudo haher
side que eb prolongado tempo de almacenamiento de Ja Novarosa 100740 Acy!Teh,

degradarn parcialmente a la matriz, disminuyendo su capacidad,



IL3.3 Electroforesis S8 PAGE y cunntificacion por IR de las inmunoglobulings

L figura 8 muestin la clectroforesis en condiciones desnatwralizantes y reductoras
de Tas fracciones cromatograficas de Sefarosa A, En I fraceion de elucion se observan 3
bandas principales. Segin el pawdn de migracion de los estdndares, 8 estas bandas fes
cotresponden masas moleculares de 74, 32-60 y 25 kDu respectivamente, La bands de 74
kL eoincide con la masa molecwlar de las cadenas pesadas de la 1gM  (Pastoret er af.,
P9 Crawley Y Wilkie, 2003), Es muy probable que en la banda de 52 a 60 kDa se
ereuentren fas cadenns pesadas de la lgA y la 1pG, ya que Ias masns moleeulares estimadas
para estos anticuerpos por SS-PAGI son de 58 v 52 kDa respectivamente (Pastoret ¢f af,,
1998).5¢ sabe ademds gue In 1pG porcing presenta gran heterogeneidad v un elevado
polimorlismo genético (Butler y Brown, 1994).5L0 anterior pudiera explicar el intervalo de
masas encontrade. La bandu de 25 kDa corresponde a tay eadenas figeras de las 1g's. No se

observd comtaminacion de albaming,

ki

M e

Figura 8. Llectroforesis SDS PAGE de las fracciones provieicas oblenidus de Selrosa HA,
Las Tracciones obtenidas al Traccionar suero porcino en Sefirosa MA, Tueron aplicadas en
un pel de poliserilamida ab 10%, Carei) 1, estindares de peso moleoular, carril 2 suere
poreing, careil 3 froceidn de lavado, carrl 4 Mraceion de elaeion,



I patron electrolorético de Novarosa BIDA HA difing del de Sefarosn HA (Fig. 9,
Podemos observar que en la fraceion de elucion se presentd una banda correspondiente o 66
kDa, patron se repitio constantemente, 1n la fraceion de lavado se observo una bands gue
corresponde a Jas cadenas pesadas de IpA-lgGoindicando que parte de éstas no fue
adsorbida. Los andlisis de inmunodifusion radial practivados utilizands las condiciones en
que se determind la capacidad dindmica (Tabla 5), sefialan que Sefarosa BA  adsorbio el
ttal de o lpA y de Tt 1pG y el 53% de Ja IpM, mientras que Novarosa BDA HA adsorbio el
§1% de Tn IpG. el 17% de T fgA y el 93% de la IpM, Novarosa DA 1A presentd una
selectividad notable para JgM que puede nprovecharse para su aislimiento. nor ejemplo

acoplands dos columnas con Sefarosa A v con Novarosa HA,

J b hs

N4

Figura 9. Llectroforesis SDS PAGE  de las fracciones séricas porcinas oblenidas de
Sefarosa HA y Novarosa EDA HA. Las fracciones cromatogrdfivas de suero POICINGY
obtenidas ¢n Selarosa HA y en Novarosa EDA-MA, fueron aplicadas a un el de
poliocrilamide al 10%, Cardl |: estindares de masn molecular, camil 20 suero [rorcing,
carrtles 3 y 41 frocciones de lavado y de elucion de Sefarosa FIA, respectivamente, carriles
3y 6 Traeciones de lavado y de elucion de Novarosn EDA HA, respectivamente,
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Tabla 5. Contenido de inmunoglobulinas séricas en lus fracciones de Sefarosa MA v
Novarosa EIDA 11A

Iramunapleluling suern Sefurosa MA Novaross EDAHA
Lavado Flueidn Lavado Elucion

1nA 2.3 4t N ENERIN RN 04401

)it AL 40T N WEL00 4.2 0.3 1405
% 4004 0,1 A 204001 0.3 40,1 3.7 40,1

*Coeendraciones estivmadig por 1R dencuerdo a Faliey y MeKelvey [ 1965)
" tadin y desvinon sstdmlen de 6 deteminpeiones
Wy dietectida

Los pairones eleciroforéticos del aislamiento de inmunoptobulinas a partir de
calostro porcino fueron muy similares en ambas matrices (Fig. 10 A v B 15 calostro
presento las siguientes bandas electroforéticus caracieristicas segun Hurley v Bryson
(1999): o 80 kDa apareee la lactolerring, entre 66-68 kDa se presenta la albuminag, las
cadenas pesadas de fa IpA ¢ 1pG a 53-58 kDa, las bandas de las diferenies caselnas
presentas masas moleculares de 36 y 26 kD, las cadenas ligeras de las 1p's de 24-25 KDy,
ta [} lactoplobuling de 19 kla y la proteina rica en cisteina de 15.4 kDa. La o lactalbiming

presenta una masa poy debajo de tos 14 kDa y en estos geles no pudo ser determinada,

B las fraceiones de elucion se observaron lag bandss caracteristicas de las cadenas
pesadas de Tas Jg's y das de las cadenas ligeras. B estas 0ltimas se observa una maayor
abundanein de proteinas que pudieran explicarse como una probable contaminacion con
caseing, ya que las masas moleculares de fas fraceiones o (81) (23 kDa) y 5 (24-26 kIDa),
sont las que coingiden con la masa de las cadenas ligerss de las 1g's {Hurley v Bryson,

1949),

n la Tabla 6 uparecen tos resullados de IR de lns fracciones cromatograficas. Se
apliciron Las eluciones de Sefarosa HA contienen et 92% de 1a 1pG, el 77% de 1 ) pA Yy el
5% de B 1pM, mientras que la elucion de Novaross DA A contiene menor cantidad de
IgAy mayor de lgM (37%). Las diferencias entre tn adsorcion de Jos dilerentes isotipos de
lg's de suero y de calostro, pudieran explicarse por una posible compelencia por 1os sitios

hidrolObicos con la caseing u otras proleinas presentes en b calostro, Particularmente se



sabe que Ta 3 caselna, cuya masa ex de 24 KDa, es una de las caseinas mas hidrolobicas (i

Paoka ef al., 2003)

klDa

80
66

36
24-26

14
15.4

Figura 10. Electroforesis SIS PAGE de las fracciones de calostro poreing oblenidas de
Sefarosn Ay Novarosa BIDA HA, Las fracciones cromatopraficas de ealostro POreineg
oblenidas en Sefarosn HA y Novarosa EDA HA, Se aplicaron a geles de poliscritamida ul
T% (A) Sefarosn A (A) y (13) Novarosa EDA HA para el aislamiento de Ip's calostrales
porcinas, (A). Corril 1, calostro porcino, carriles 2 y 4 fraceiones de lavade, carriles 3 ¥ 5
fracciones de elugion. (1), Careil 1 calostro parcing, carriles 2 y 4 fracciones de ulumnn
cirribes 3y 5 fraceiones de lavado,

En la Tabla 6 aparccen los resultados de R de Ias fracciones cromatoprificas
practicados en las condiciones en gue se determing la capreidad dingmica. Las eluciones de
Sefarosa HA contienen ¢ 92% de la G, el 77% de ta JpA v el 35% de Ia JgM, michiras
que la elueion de Novarosa EDA HA contiene menor eantidad de 1gA v mayor de Iz
(57%). s probable que la caseina u otras proteinas compitiersn por los sitios de adsorcion

con las 1p's,

H



Tabla 6. Contenido de inmunoglobulinas calostrales en las fraeciones de Selwrosa HA v
MNovaross DA HA

Inmtsaneglal i * Suero meforosn HA Novarosa EDATTA
Lavido Elueion Lavado Blyeiin

ompiml,

IgA 93503 ERe01 724 00T 0 58 +0.)
It id 12 3403 LD 6.1 4 0.3 R T
1uM A2 01 2.54:0.2 1.5 &0 180 24401

* Uoncentraciongs sstimads por R dencuerdo a Vabey y MoKelvey ¢ 683
M tldin v elesviivedn astindar de 4 determininbes

L34 Adsoreion especifiea de inmunoglobulinas poreinas a Sefarosa HA y Novarosa
EDA-HA

La adsorcion especilica de Igs a las maices, se determing aplicando 40 my e
proteinas del nislado de 1p's séricas poreinas, en soluctones de 4 mg/ml, a velocidad de 0,5
ml/min a columnas cerradas de 0.5 ml de volumen de cama, La Figura 11 muestra ol
cromatograma tpico oblenido. Scfarosa HA presentd una capacidad mayor (6.5 4 0.3) yue
Novaross EDA MA (4.5 £ 0.4) (Fig. 12). En ambos casos las capacidades Tueron WIAYOIeS o
las encontradas al aplicar proteinns séricas totales (Tabla 3), Lo anterior es un indicio de
que algunas de as proteings presentes en la muestea cruda, poeden interferit con In

adsorcion de las mmunoglobulinas a la matriz,
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Figura 11 Pateon cromatografice tipico de T ndsorcidn especifica de inmunogiobulings
sérieas porcinas o bas matrices de Sefarosa HA y Novarosa DA HA. A Se aplicd el atslado
de Ip's a la columna Javando las proteinas no adsorbidas con NapSO4 0.3 M, MOPRS, 10
mM. I3 Las proteinas adsorbidas se eluyeron con MOPS 10 mM.
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Figora 12, Capacidad de adsorcion de las matrices de Selirosa 1A y Novarosa EDA A
para aislados de inmunoplobulinas séricas porcinas.



IL3.5 Ensayo de inmunodeteceion en las fraceiones cromatogrificas

L ensayo de inmunadeteccion se flevo a cabo segin Towbin of af., (1979). Lus
Fraceiones de elncidn de Sefarosa HA se separaron en un gel de poliacrilamida al 10% de
acuerdo a Laemimli (1970) y se transfirieron a membranss de sitrocelulosa en una cdmara
de translerencia semiseca. La Figura 13 muestra la inmunodeteccion en las fraceiones de
suero poreino. Al poner en contacto 3 las tivas con anti 1pG o anti 1gA se revelaron manchas
lovalizadas en la regidn de la banda de 52-58 kDo, mieniras que con anti IRM se observd
una ligera respuesta en estn region y otva muy débil correspondiente  una masa de 74 kD,
Lo aterior pudiera explicarse como una reaceiin cruzada, ya que fos ensayos s¢ realizaron
con antisueros comeniendo anticuerpos policlonales, debido a que no fue posible disponer
de anticuerpos monoclonates dirigidos contra Jas 1g's porcinas. Una probable explicacion
de Jas diferenciay entre Tos ensayos de inmunodeteccion v las 1R seria el que das Jp's se

encontraban en el primer caso desnaturalizadas v en el sepundo en estado nativo.

kL

0y

24

Figura 13, Insayo de inmunodeteceion de la fraceion de elocion de Sefarosa HA al aplicar
proteinas séricas. A, Gel de polinerilamida al 10%. carril 1 estandares de masa molecular,
carril 2 Praceion de elucion, 3, membrang con anti TG, Comembrana con anti fgA, 1D,
membrana con anti 1pM
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1L.3.0 Consitleraciones para el esealamicnto

EF primer paso para tog estudios de escalamiento fue fa eleccion de la mualriz mis
adecuada, Para ello se tomaron en cuenta la capacidad, selectividad, faeilidad en el e
y un andlisis de costos, En ln Tabla 7 se puede observar la comparacion de diferentes
parametros enlre fas dos matrices, wilizando columnas abiertas con volumen de cama de 2
ml, Bl tiempo de operacion utilizando Novarosa EDA HA resulld mayor debido a s
oclusion constante de la matriz, Jo cual requeria de una mayor manipulacidn durante Ja
limpieza y el necesario reempaque en fa columna, Después de 20 corridas no se observd un
cambio apreciable en la capacidad de las dos matrices, sin embargo, Sefarosa HA adsorhio
myayor canfidad de los tres isotipos de 1g's gue Novarasa EDA JIA. Por todo o anterior se
decidics intentar el escalumiento del aislamiento de Ip's de suero poreino con ta matriz de

Selarosa FIDA HA.

Tabla 7, Comparacion de las matrices cromatoprificas

Parametro Novarosa EDA-HA  Sefarosa-11A
Volimen de cama (ml) 2 2
Fluje tmb./min l f
Capacidad {mlL/min) 3 3.7
Ciedos/dia 4 q
Proteina aisfada/dia (mg) 24 3
Horns laborndas/dis (h) ) 7.5
Costo por operador/h * (pesos) 210 F8
Comto de soluciones/ciclo (pesos) 282 282
Costo preparacian de soluciones/dla 5 i
Nimero de ciclosfinedio cronatografico 20 20
Cost/reempague/ dis (inin) b3 2
Cost tola) (pesos) 28540 20140
Tiempo por preparacion de selucionestdfa

(hy 02 .2
Tiempo de reempague por dia () 0.5 0,1
Tientpe tlad wtilizado  (h) 8.7 7.8

(I . R
Cronsiderimds sueddo e tderben aendémice en CIAD



Algunos aspectos de escalabilidad que deben considerarse antes de esealar un
proceso en HIC son, la estabilidad fisica y quimica de Ia matriz, b inffuencia de In
concentracion salina, el electo de compresion de a cama cromatogralics, o} ratamiento de
residuos, ete. (Andnimao, 19933, Debido i que se wilizo un esquema yo estandarizado no se
realizaron estudios con diferentes concentraciones de NaghOys. Un estadio anterior indica
que Jo capacidad de Sefarosa HA aumenta al promaver la adsoreion con Nap80O, 1 M, sin
embarge se observa contaminacion con albiming (Vepa-Martines, 2002), Adiciomlmente
se escogid al sulfto de sodiv ya que el uso de la sal de amonio encarece e} proceso por el

costo de da sal y el de ramiento de desechos (Anonimo, 1993),

ara estudiar laestabilidad de Sefarosa HA, se determinaron los cambios en I
capacidad de la matriz debidos al tiempo de almacenamiento v a In exposicion a puaniding,
El tiempo de alimacenamiento de lo Sefarosa influyd noablemente en g anpacidad de
Sefarosa HAL. La figura 14 muestra gue ta maxima capacidad obtenida en fa matriz
sintetizada a partir de Sefarosa slmacennda durante 2 afios, fue menor (298403 m piml, de
matriz), que la de la matriz sintetizada o partir de Sefarosa almacenada por §2 dias
(378402 mp/mL de matriz). La observacion al microscopio del lote almacenado durnte
tos adlos, mwostrd disgrepacion en parte de Jay esferas observadas, Lo anterior mado haber

afectado la capacidad de Ja matriz debido a un menor prado de acetilacion.

La Sefarosa HA fue bastante gstable b ratamiento con puanidina, no se observaron
cambios signilicativos en |n capacidad de matriz, después de mantenerka por dos semanas
almacenads en guaniding 4 M a temperatura ambiente v en refvigercion (datos no

niosirados),
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Figura 14, Influencia del tiempn de almacenamiento de la aparosa en s capacidad de
adsoreion de Selarosa A, Lote 1 (2), Sefarosa almacenada durante 2 aiios, Lote 2 (®),
Sefarosn almacenada durante 12 dias

La capacidad de Sefarosa HA  también se vio influida por el tiempo de acetilacion
de la agarosa (Fig. 15). Al aplicar 480 mig de suero a eoplumnas de 5 ml., se observer un
aumento del 65 % en da capacidad de las matrices acetiladas por 36 h, con respecto a las
aceliladas por 8 1. I HIC se observa un aumento en s hidrofobicidad y en fa capacidad
de Jas matrices » medida que aumenta el prado de sustitucion del lipando hidrofobicn
(Jennisen, 2000). B grado de acetilacion de amilosa, ciclodextrings y celulosa en presencia
de anhidrido gedtive depende, entre otras cosas, del tiempo de reaccion. Lo anterioy puede
deberse n que Jos grupos O libres presentan diferente disponibitidad y reactividad (Lee ef

al., F999 Hague, 1997, Xu, 2003),

36



20 Az AL AB0

Protelnas séricas sfiadidas {mg}

Figura 15, Influencia del tiempo de acetilacion en Ia capacidad de adsorcion de Sefarosa-
HA

IL3.7, Escalamientoe a nivel laboratorio, del aislamiento de Inmuneglobulinas xéricas
poreinang

LT escalamiento se readizd utilizando como fuente de 1p's al suero percing, Lste
contiene cantidades apreciables de IpA, 1pG e IgM derivadas de Ia inmunizacion natural de
s cerdos adultos. Dichos anticuerpos han sido capaces de conferir inmunidad pasiva al

bechdn al ser susiituidos por el calostro (Gomez et af., 1998),

Las estrategias para ¢l escalamiento fueron {as siguientes: Bnun Primer experinento
se aumento ol Nujo de la fase mavil y el volumen de cama de la mateiz, manteniende
concentracion de proteing (Sofer y Hagel, 1997). Se atilizo o concentracion usada para
obtener Jo capacidad estitica (40 my de proteina/ml. de solueion de suero aplicada), debido
A gue no se presentavon diferencias significativas entre 1a capaeidad estaticn v Ta dindmica,
Por otro lado, de emplearse concentraciones mas dituidas, se aumentarip el lempo de
residencia de la protefna de interds y por anto e riespo de suftir cambios conformacionales

que afectasen su funcion biologica (Wu et af,, 1986).

La figara 16 presenta log resubtados obtenidos para el esealamionto de Sefarosa 1A

del lote almacenado durante dos afios y acetilada durante 36 1. Se observa se observa que

kN



el volumen de cama afeetd Ja capacidad de la matriz: ab aomentar de 2 a 5 mb, se observe
wna pérdida de Ja capacidad del 10% mientras que fa pérdida de capacidad entre Ta columi
con volumen de cama de 2 ml oy la de 13 mL fue de corcn del 30%. Bl suments del
volumen  de cama puede provocar la compresion debido a Ja pérdida de soporte de Ta
matriz, afectande la difusion y la adsorcion de proteinas (Andnimo, 1993), La compresion
puede disminuirse wilizando matrices mas vigidas y digmeiros de eoluning mas anchos
tAnOnime, 1993; Sofer y Hagel, 1997). Los volimenes de coma miis prapdes (23 y 46 ml),
e empacaron en columnas con el doble de didmeto, probablemente por ello no se

presentaron diferencias entre sus capacidades.

]
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{mg/ml de ma
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Proteinas séricas aplicadas (mp)

Figura 16, [Influencin del volumen de cama y de Ja concentracion de proteina aplicada
sobre o capacidad de Sefirosn BA. Volomenes de cama: 2 m), (43, 5 mL (V), 13 ml, {1,

23 mL 0y y 46 ml (4.

kL)



En bas diferentes ctapas de escalamienlo se observd un compuorianiento general an
la capacidad de ta adsoreion de lag tp's (Fip. 16), caracterizado por un awmento gricdual en
la capacidad hasta aleanzar un maxime, después del cual se observa una disminucion. Bsle
patron se ha observado  anteriormente en el aislamiento de Jp's por HIC, mnto en peles
oMo e membranas cromstopralicas (Vega-Martiner, 2002; Caseres-Carrisosa, 2003),
Lste comportamiento pudiers explicarse en base o los fendmenns de multivalencia e

histéresis que se presentan en HIC (Jennissen, 2000,

B cromatografia de fase reversa, Bkstrim v Jucobson (1984), encontraron gue los
péptidos interaccionan con la maliz en un solo punto de union, mientras que Jas proteisas
lo hacen mediante moltiples puntos, En HIC, 1a posibilidad de contactos maltiples de las
protefnas con s ligandos hidrofdbicos de Ins matrices fue probada en varios estudios
(Hofstee, 1973, Hjerten e al., 1974; Jennissen. 1978), La proteina puede establecer
contactos multiples con uno o varios ligandos en diferentes etapas del process, de tal
maners gque la adsoreion v la desorcidn no muestran ¢ mismo camino (Jennissen, 2000),
Mientras se encuentra adsorbida, Ja proteina puede aumentar ln intensidad de sy interaceion
como resullado de uba reorientacion de 1o molécula o de cambios conformacionales e
permitan una mayor exposicion de las superficies hidrofobicas de ta proteing, de dal manern

que el proceso de desoreion no sigue el mismo camino que of de adsoreion,

Debido a que los cambios conformacionales dependen entre otras cosas del tempo
de resfdencia de n proteina, éstos podrian darse con mayor fcilidad en corridas farpas on
las que se esta aplicando una mayor concentracion de proteinas séricas, Por oo ade, o
multivalencin implica |a saturacion de Jos ligandos hidrofobicos de Ta marriz, 1o que se
traduce en isotermas de adsorcion de tipo sipmoidal (Jennissen, 20003 i consideramos of
total de la proteing adsorbida (la proteing eluida v la que queda en Ta fraccion puaniding),
i b eurva obstentda al utilizar un volumen de cama de 2 ml. de la Figura 17, oblenemos
una isolerma de vipo sigmoide (Fig, 17 A) Lo anterior pudiera indicar que al menos parie
de Ia protelni que quedd en la guaniding pudiers estar constituida por 1z's gQue aumentaron

su “alinidad™ por el ligando mientras permanecian adsorbidns (Fig, 17 13).
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L4 segundo experimento de escalamiento consistio en aplicar 680+2.6 mpy 2 e de

proteinas serivas a columns de Belrosa HA, con volimenes de cama de 46 y 100 ml.

respectivamente (Tabla 8), Se realizaron 10 corridas cromatopraficas sin GUE se preseniari

pérdida de la capacidad de la columna, Las capacidades de adsorcion fueron de 2.8 y 2.3

mp/mL, pora las columnas de 46 y 100 ml. de cama respectivamente. No se presentaron

viraciones en el patron de elucion en las diferentes etapas del escalumiento (. 18),

aungue siose notd compresidn en la columna con mayor volumen ¥ la presencia de un

hombro al aplicar concentraciones de proteinas altas.
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Tabla B, Efecto del escalamiento del aislantiento de inmunoglobulinas séricas POrCinas, en
la capacidad de adsorcion de Selfarosa HA

Vsl Proteina Lavasdo {iluidn Chmniding  Protetng recupetadn Capacidad Je adsarcion
A 11 S L) Ml do matyeds
ml LT LR E T T TH T [ ————
i Mo 1D 18422 THE DD L5 402 w0 AR
A Hug 3 T AT 1755 0.3 1A 04 yg 03 35
Ah Ot t 5000 KA 302 2 05 i1 AR
L] J00H 5 )i d: 58 I . R YRk 3.0 2.4

T TH I AR Y

Figurs 18, Resolucion de Selarosa HA a diferente concentracion de proteinas séricos
aplicadas, A, 80 my, B. 240 mg, C. 480 mg, 1. 640 my,



Uno de los principales problemns que se presentaria en o escalamiento a nivel de
planta pitote con Sefarosa-HA, s Ja disminucion de fa capacidad de adsorcion al aumentar
el volumen de cama, como indican la figura 16 y Ja tabla 8, Fste efecto pede reducirse
aumentando el didmetro de la columna (Sofer y HMagel, 1997y Adicionalmente puede
utilizarse una columna de etapas  en donde cada etapa puede visunlizarse come un
adsurbedor tipo tangue de volumen constanie. 13l solvente Huye de unp elapa hacia otr,

mientras que el adsorbente permanece {ijo (Tejeda ef af., 1993,

Para evilar problemas de distibucion de ujo en columnas oy anchay, podria
utilizarse fa cromatografia de coma expandida EBA (por sus siglas en inples), BEn esta
cromatopralia el adsorbente se expande por fa accion de la presion con gue se aplica o
solucion de equilibriv, formando un techo Nuidizade que permite 1a adsorcion de

profefng de interds evitando 1o compresion de 1a malriz,

IL3.8 Comparacion de Sefarosn HA con Gel T

LI coneepto del aistamiento de proteinns mediante cromatoprafia de adsorcion
tHolitica (TAC por sus siglas en inglés), e desarrollado por Porath ef al. (1985). Li pandos
conteniendo gropos SH (originalmente mercaptoctanot), se inmovilizan & matrices de
agarosa activada con divinilswlfons para formar los peles 170 Estos peles  exhiben yna
adsorcion selectiva de inmunoglobulings que se promueve en presencia de sal (Maisano of
e, VORS: Parath of af., 1985, Belew of of,, 1987 Oscarsson y Porath, 1989, Por ello,
Porath (1990) y Berna o ol (1998)  reagruparon  TAC y HIC como cromatoprafia de
adsorcion promovida por sal (SPAC, por sus siglas en inglés). En base a fo anterior se
realizo la comparacion con Sefarosa HA,

No se encontraron dilerencias significativas entre los dos peles wilizando o
esquenta cromatoprifico va deserito. Lo capacidad dindmica det gel 7 fue de 3.6340.3
my/mb, mientras que fn de Sefarosa HA fue de 3.900.1 mp/min, mientras que ka estdtica
i, 19) e de 3.740.1 y 3.9, Bl comportamiento de kg dos matrices s diferente, en el ped
T s observa una mayor adsorcion de 1p's a bajas concentraciones, mientras que vcure Iy

contrario en Sefarosn HA, Lo amterior constituye una ventgja parn el aislamiento con
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Selarosa HA yn que [a muestea no lendsi que diluirse,

La Figura 20 muestra Ia electroforesis 818 PAGE de las facciones cromatogridicas
de Selarosa HA y del pel 1. Las eluciones de ambos peles presentan o banda caracteristics
de bas cadenas ligeras (23-25 KDa) v 1a de Jas cadenas pesadas cuyn niosa os de 55-58 K,
EnoTa elucidn de Sefarosa HA puede observarse tambidn fa banda de 77 Kia
correspondiente a la IgM (Pastoret er al., 1998). Las inmunodifusiones radiales (Tabla 9),
mostraron gque el geb T isla preferentemente a la IgG, mientras que no adsorbe ¢l 20% de
la IpA y el 70% de la 1gM. Como ya se menciond, la Sefarosn HA retiene a Ja ) 20, alalpA
y al 52% de Ta 1gM. Lo anterior representa una vestaja cuando se pretende aislay 1 mayor

cantidad de los tres idiotipos en un solo pase,

idad mg/ml de matriz

f:f; ey

Gofarosa A

| f L.

1} Ana a0n (it

Proteina aphivada {mp)

Figara 19, Capacidad de adsorcion de inmunoglobulinas porcinas de Scfarosns HA {A) y
de peb T (m).Las matrices se equilibraron con Nag80,  0.5M, pH 7.6, se cargaron  con
diferentes concentraciones de protelnas de suero porcino, se tavaron con Na; S0, 0.5M, phl
7.0 y se eluyeron con MOPE 10mM, pIt 7.2, La eapacidad se expresa como fos my o
proteina ehuida entre el volumen de cama de la matriz.



hia

IV

ity

Figura 20, lideciroforesis S5 PAGYE de fas fracciones len.\mpmiwuh de Sefarosn HA y
Gel T, 1), Esténdares de masa molecular, 2). Sucro ;mwmu 3y 4). Fraceiones de lavado v
elucion de Sefarosn HA, respectivamente. 4 y 8), Fraccivnes de Javado y elucion de Gel T,
respectvamaente,

Fabla 9. Contenido de inmunoglobulinas en las fracciones de Sefaross HA y Gel T

Immunaploboting® Muero Sefarosa HA Giel 7
Lavado Elucidn Lavado Flucion
.......... )‘1 J’/],‘I“J‘.,....”,. I It 1 P It PRI YR EI
l2A "5 40 M3 224001 0,5 4: (003 PR
(JH L5407 M1 208 4009 M} 2008403
I 4040, P84 001 2.2 400 2.8 400 1.2 400,04

" e e ones estimaday por 11 Jeacuerdo i lubey v '\hlwl\.w{t')n‘”r)
" Midin wodesviieion estidir de 6 determingniones
* I detectindy

Lin las condiciones de este estudio Sefarosa HA puede compararse con ¢l pel T, o
que no acurre con olras matrices de interaceion hidrofdbica  como ta lenil y la oeti
sefirosn, gue presentan una alta selectividad por s alboming (Berma ef al., 19948),
Adicionalmente el aislamiento de Ip's en Sefarosa HA se lleva o cabo en un solo LS,
mientras que en otras cromatografias, come la de afinidad, se requicre de una combinacion

de métodos, que incluyen a ta cromatografia de intercambio idnico y a la de alinidad
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antecedidas por la precipitacion de proteinas con suifato de amonio (Huse ¢7 al., 2002),

LEnwe Jos métodos de afinidad utilizados en el aislamiento de by's destaca el uso de
columpay acopladas con receplores bacterianos que son reconocidos por ¢l lragmento
eristalizable (Fc), de los anticuerpos. Los mis estudiados v witizados son la profeina A de
Staphplococens anrens y o proteing G de Streprococens spp, las cusles se unen a [pG de
diferentes especies y con mucha menor afinidad a otras I's (Forsgren v Sjoquist, 1966;
Goudswaard of af., 1978). Las principales limitaciones que presentan son ol costo del
proceso y el que las condiciones de elucion se Heven a cabo en pH gue pueden dafiar o las

inmunoglobulings (Vijayalakshmi, 1998),
2 it

Por oto Tado la proteina G posee sitios adicionales de unidn para albvimina yoad
macroglobuling por lo que son frecuentes contaminantes en tos nislados (Huse of ., 2002).
Algunos ligandos de bajo peso molecular que mimetizan Jos sitios de unién de la Profeing
AL presentan capneidades entre 29 y 51 mg/mL para fa purificacion de | 2O humana, bovina
o de cabra (Lihme vy Hansen, 1997, Fascina, 20003 Sin embargo muestran una pohre
selectividad para otro tipo de inmunoglobulinas, mientras gue Sefarosa HA puede aislar los

tres {ipos en condiciones muy suaves de elucion y sin contaminaciom por albinting,

Algunas  proteinas muestran afinidad por metales debido o que POSCEN FeRiones
ricas en histidina. Por ejemplo, la Gy muring posee un sitio afin a metales cerca de Ia
repion carboxilo terminal de la cadena pesada (Male v Beidler, 19947, En base a to anterior
se ha utilizada la cromatoprafia de metales inmovilizados (IMAC) para aistar anticuerpos,
incipatmente del tipo 1pG. Los principales contaminantes son la feriting y [a afbOmina:
bas capacidades de las matrices van de 15 a 17 mp/ml. dependiendo del Iajo (Mate v
Beidler, 1994; Baden ef of., Y995; Vaguero ef of., 1999 Zacharioy y Liran, 2000; Ishibashi
et atl., 2001), Viequez-Moreno y Candia-Plata (1996), aislaron IgA, 120 ¢ IpM porcinas, en
un solo pase, ulilizande NI quelado w unn mawriz de Sefarosa-IDA obteniendo una
capacidad de 29 mp/ml.. Bl principal problema que encontraron fue la lixiviacion de) niquel
en las fracciones de elucion,

LHilizando Sefurosn HA no se core of riesgo de que el aislado de 1g's COMIEN R
metales que pudieran ser Wxicoy para el animal, sin embarpo su capacidad de adsoreion es

bajn comparada con o de IMAC, Lo anterior pudiers resolverse  wiilizando  un A yor



volumen de cama en columnas mas grandes v mas anchas. Sin embarpge fa compresion de
b esterus de agarosa Hmita la difusion entre particulas de la fase movil y a velocidad a fn
que esta puede Huir. Kstos problemas pueden disminuir considerablemente si se utiliza
cromatoprndia de camas expandidas (EBA)Y o membranas cromatograficas (Huse of af.,

4002,

Coneluido el estudio con Sefarosa MA y una ver gue se obtuve la cantdad
suftciente de aislado de Jp's se procedio o 1o elaboracion de los concentrados Hguidos de
l's. A éstos se les practicd un andlisis microbioldgico y un ensayo de reconocimiento con
E eoli K88, Debido nque duante el proceso del aislamiento se obtuvieron ademas de los
aislados, cantidades considerables de fraccion albomina, se procedid a la camcterizacion
fistcoquimica pareinl de désla, evalumndo su comenido de aminodcidos y dos de sus
propredades funciomales, la solubilidad y 1o capacidad emulsilicante. Fsios emas son log

gue setratardn en el siguiente capitulo,
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CAPITULO I

PREPARACION DE CONCENTRADOS DE INMUNOGLOBULINAS ¥
CARACTERIZACION FISIC UQUiMI(W PARCIAL DE LA VRACCION
ALBUMINA

L INTRODUCCION

ILLY Preparaciones orales de inmunoglubulinas

La aplicacion por via intravenosa con inmunoglobulings ha sido establecida como
lerapi y prevencion de infecciones bacterinnns y virales (Kormhuber, 1984; Kliegman y
Clapp, 1991), Después de la administracion inlravenosa de as Ig"s. aumenta el nivel de
estas en suero ¥ tejidos, conliviendo inmunidad pasiva, Sin embargo, se ha observado gue
B admitnistracion  intravenosn, no resulla Ul para el tratwmiento de infecciones
pastroimtestinales, ni en humanos, ni en animales (Owen ef af., 1961 Stephan er of., 1990),
o cambio, los tratamientos orales con immune slobulinas humanas (Burnes ef of., 1982,
Ebina, 1990), o bovinas (Tacket ef af.,, 1988; Stephan ¢t af., 1OV0) resultan mds cxitosos

sobre todo en o prevencion de dinrreas infecciosas,

La administracion oral de concentindos de Ip's de calostro o hueyo provenientes de
animales hipertnmunizados, conlieren munidad pasiva contra rotavirus (Bogstedt, 1996),
También se ha demostrado que estas preparaciones previenen la disrren Por rolavirs

cuando se usan como profildeticos (Ebina, 1996 Tarner, 1993, Se piensy que gsias

prepariaciones tienen la capacidad de inhibir ka adhesion del virus o las mucosas intestinales,
En mamiferos neonatos se ha observado que fas preparaciones orales de lg's, resisten o

ataque de proteasas y retienen su aeeion neutralizante (B3lum, 1981 Hilpert, 1987),

Las preparaciones a partir de 1g's séricas también se han oiilizado en ¢l ralamiento
de digrreas por rotavirus en infantes mayores, observindose una reduccion de la duracian
de L diarrea, en la exerecion del virus y unn recuperacion significativamente (<0,05) mas
rapida que en los controles {Guarino, P4, i cerdws privados de calostro ¢ infectados

con rotavirus, s¢ observd que ks 1p's del plasma poreino,  pueden conferir inmunidad
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pasiva, aumentando la sobrevivencia del anbmal infectado (Gomes, 1997, Lin cerdos a tos
gue se les suministraron 1g's plasmaticas a partiy del destete a los 21 dias del nacimiento ¥
hasta el din 58, se observd un efeeto protecior contrn diarreas infeeciosas, asi vomo Mejoras

en el apetito y of crecimiento (Van der Peet-Schwering, y Binnendijk, 1995},

L2 MATRIALES Y METODOS
HL2.1 Preparacion y analisis microbhinlogicos de concentrados de inmunoglobulinus

La solubilidad de los aislados de [’y liofilizados se determing segan Hall (1990,
como se deseribe en el articulo anexo. Los concentrados se prepararon a partiv de éslos
aislados solubilizados en PBS pld 7.2, a concentraciones de 50 mpéml.. Fstas PYCPREACT s
se ddividieron en 6 propos para realizar los andlisis de estabilidad mivrobioldpiva vy
prsencia de virus, Los ailisis microbivlogicos se realizaron en 4 prupns de scoerdo al
Manual Bocterioldgica de ta Administracion de Drogas v Alimentos de Estados Unidos
(1995). Istos incluyeron cuenta total en placa, coliformes por namero s probable
(NMP). Staphylococeus aurens en agar Baird Parker y Salmonefla sp (pre enrigquecimiento
en caldo lactosado, enviguecimiento en caldo letrationato y siembra en los agares: Hektoen,
sulito de bismuto, xilosa-lising desoxicolato y Salmonella-Shigella).

Los andlisis se realizaron inmediatamente después de la preparacion de 1oy
concenteados y 15 dins después, Cada gropo de concentradn constiuyd un tratamisnio
diferente, CGrupo A control almacenado a 257 C; grupo 13 almacenado a 5°C grupo Ceon
(L1% de sorbato de potasio y shmacenado a 25 C; prupo 12 con 0.1% de sorbato de o lasio
y abmacenado i 5" C. Los dos grupos restantes se¢ enviaron a la Facultad de Veterinaria de
lo UNAM con la Dra, Rosalba Carreon para Ja deteccion de los virus por prachas de
seroneutralizacian. Las pruebas se aplicaron para los siguientes virus: Ojo Azul, Aujeszhy,
parvovirys porcino virug de la Gastroenteritis wansmisible v Sindrome Respitatorio y

Reproductive Porcing (PRIUS),



HLZ.2Z Interaccion entre inmunoglobulinas porcinng y E. coli K88

Lo internccion de Ip's con £ eofi KRB, se determing sipuiendo los procedinientos
e Ruhber af, (1996) y de Wood y Warnke (1981 que se describen o detalle en ¢l capitalo
siguiente. Las eluciones de los aislados de Tg's provenientes de Tas columnas de volirnenes
de cama de 5, 23, 40 v 100 mb v el concentrado de Jg's almacenado durante 15 diss
(refrigeracion mas 0.4% de sorbato de polasio), se inmovitizaron en membranas de
nilrocehdosa y se pusicron en contacto con £ coli K88 biotinilada. 8¢ inmovilizaron dos

concentraciones de Ip's: 1y 0.85up. La interaceion se reveld con el sistema avidina-

NL3, RESULTADOS Y IMSCUSION

L33 Preparacion de concentrados de inmunoglobulinas

Previo a fa preparscion de los concentrados se determing 1o solubilidad de Jas [ps
aishidas, Esta se vio influenciada por el pH y en proporcion directa por ta fuerza ionic
(Fig, 210, Tin soluciones con fuerza ionica de .25 M se encontraron valores del 74 al 97%,
Los valores miximos se obiuvieron a pli 8. Las inmunoglobulinas se resuspendicron en
PI3S, pl 7.2 4 coneentracidn de 50 mg, Las preparaciones se dividieron en 6 RIUPOS ¥ 5
fes practied el andlisis microbiolopice.

La tabla 10 muestra el andlisis microbiologico  inmediatamente despuss de la
preparacion de Jos concentrados y tuego de 15 dias de almacenamiento en diferentes
condiciones. No se defectd fa presencin de patdgenos en ningune de los tratamiontos,
Pespuds de 15 dias de ahmacenamiento la cuenin total de orpanismos aerobiuoy (LIPCmL)
fue mayor en ks preparaciones almacenadas a temperatura ambiente, gque en las
atmacenadas en refvigeracion, 11 efecto combinado de la reliigeracion v del sorbato de
potasio permifid que las preparaciones conservaran ln calidad microbiologica inicial.

Il dcido sdrbico y sus xales no son Wxicos para ¢l hombre ni los animales VI RE Se
metabotizan por rencciones de [ eliminacion, La sal de potasio es la sal mas wilizada,
inhibe el erecimiento de hongos v de bacterias que atacan carne ¥y derivados, (Robach ¥y

Solos, T982). También inhibe ¢) crecimiento de Salmonella, Staphyvlococeus aurens (1o ¥
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Ruobach 1980), Listerfa monocyiogenes y otras psicrofilag (Moir v Pyles

shelef 1996),
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Figura 21, Influencia del pH y la fuerza idnica en la solubilidad de los vislados de

inmunoglobulinas séricas porcinas

Tabla 10, Andlisis microbivlogico de los concentrados do inmunoglobulinas séricas

porcinas después de 15 dias de almacenamienio

Andhsig Inicial Almacenamicnio por 15 dias

9 by L d
Mesualtlicos aerobios (UFC/mL) <10 100 20 ] 1)
Coliformes (NMP/ml.) < 3 3 3 i < 3
Sarfmonella spp - - .
Staphyvtococens avreuy (UFCiml) = 10 <) =10 =11 = 1)

A temperatura ambiante b 0.1 lemparaturs amblente y 0.1% de sorbato de putagio
B BTG v 0.1% de sorbate de potasio
it
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Las prachas de seroneutralizacion para la deteccion de 1og virus porcinos: Qjo Azl
Aujeszky, parvovirus porcine, gastroenteritis transmisible v sindrome respiratorio v
reproductiva porcine (PRRS), resultiron nepativas 1o que indica gue las preparaciones
cuentan con wna excelente calidad microbioldgica producto de las estrictas medidas de
calidad impuestas en la granja y en el sacrificio, ademas de las buenas pracicas de
manufaciura seguidas durante la separacion cromatogrifica v las operaciones  de

preparacion de Jos concentrados,

DL3.2 Interaceion de las Ig's poreinas con . coli K8%

La inferaccion de las 1p7s de los concentrados v de las eluciones de los nislados
obtenidos en diferentes volimenes de cama, se proba inmovilizando | ¥ 0.5 gz de In's en
tiras de nilrocelulosn y poniéndolug en conteto con £ coli K88 biotinilada. Fsta bacteria
es une de los princtpales agentes paldgenos de lechones neonatos yorecién destetados
(Carvajal, 20007 Mota, F998). Todas las Ig's  interaccionaros con In bacteria (Fig. 223, o
apterior es un indicio de que el tempo de permanencia en o matriz no alectd la
luncionalidad de tos anticuerpos v de que ésta permancein estable on las Preparaciones,
despuds de 15 dias de almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion y con 0,1% de

sorbato de potasio,

Figura 22, Interaceion de 1p's séricas porcinas con £ coli K88, La interaceion se Probd a
dos niveles A, 1 (e B, 500 np, €, control. Se inmovilizaron Ip's de los concentrados
almacenados durante 15 dias (earrdl 1) y de las eluciones de Ip's obtenidas utilizando
Sefurosa WA con volimenes de cama de 5, 23, 46 y 100 ml, (corriles 2, 3, 4 y 5
respectivamente).
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La administracion oral de Ip's séricas protege a los cerdos neonalos yoa oy recidn
destetados comra las diarreas infecciosas Cacont ef af., 1972 MeCallum o/ al 1977 Drew
y Owen, 1988: Gatnaw y Zimmerman, 1991: Van der Peet-Sehwering, y Binnendijk, 1995),
20 da figura 23 podemos observar que la reactividad de las Ip's séricas con £ coli K88 ey
comparalile a la de tas 1p's calostrales, La concentracion minima de Ip's serieas en la que
se observo reaceion con £ colf KB8 fue de aproximadamente de 63 1 2. Lo reactividad fue
stmilar con Ip's colostrales aunque se observa una mayor intensidad en fas manchas, Lsta
inferaecidn debe comprobarse con estudios cuantitivos y queds por determinar si Ja
concentracion de 63 ng de Ip's porcinas es GGl para conferir profeccion a los lechones

contri & coli lER.

Debido n que existe una relacion directa entre 1a concentracion v el tHempo de
administracion de las 1p's séricas y sus efectos proteciores, pueden administrarse en mayor
cantidad y durante un kapso mayor de tiempo, para iguatar electos de las calostrales {Chwen

el ali, 1961, Arthington ef al . 1997; Gomer ef al., 1998 Quiroz, ef af., FOURY,

] "o A
L A R 3
i

Vigura 23, Comparacidn de ln interaccion de las lps séricas y las fgs calostrales con £
coft K88, Las Tp's fueron inmovilizadas en doble dilucion seriada desde 0.5 pg hasta 1 ng.
AL lps séricas, 13, 1gs de calostro, C. contro).

Por definicion, tos anticucrpos son aquetlas moléculas cuva produceidn viene
provocada por Ta invasion de un antigeno al orpanisme. Bl amicuerpo tiene como principa)
ubjetivo ¢l de reconocer especificamente al antigeno, a través de su region variable, De esta

manera forma un - inmunocomplejo que permitird la posierior destruceion de la sustancin
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invasory (Sdnchez-Vizeaino, 2000% Fsta se Heva o cabo mediante ol reconueimienty que se
efectin en la repion Ve de los diferentes isotipos de Ip's. Por eiemplo, la 1pGE oy la 1pG3
humanas son reconocidas por receprores Fe expresados en macro fagos y neutrdfilos gue se
inen a ellas para destruir a los inmunocomplejos, Algunas bacleriag como stapiylocaoceus
drens, expresan receptores bacteriales, que se unen de manera no inmune a) ragmenio e
interfiriendo con sus funciones efectoras (Forspren y Sjoguist, 1960; Goodswaard of wl.,

FOTRY.

Existe evidencii de otro tipo de interaecion no inmune que se Hevario o cabo entre
tos oligosaciridos presentes en g region Fe de las inmunoglobulings y las mdhesinag que
expresan algunos patdpenos (Wold er al., 1990; Rubl ef of., 1996, Schroten ef of., 1908),
Lapim (1997), indica que dichas interseciones pudicran estar invelueradas en un
mecanismo de defensa allemative de o aticuerpos, Do esta monera, al unirse las
adhesingy del patdgeno a los oliposacaridos de lag In's, se impediria la adhesion de los
patdpencs a las mucosas epiteliales. Para explorar ests hipotesis se realizé la tercera clapa
de ¢ste trabajo que consistio en purificar a los principales isolipos de Ig's del cerdo,
caracterizar a sus estructuras oligosaciriday v el posible reconogimicnto de dstas por bos dos

principales patdpenos bacterianos de fechones (1, coli K 88 ¥ Salmonella choleraesnisy,
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Functional Properties of Protein
Fractions Isolated from Porcine Blood

G RAMOS-CLAMONT, 8. FERNANGZ-MICHYEL, L. CARRILLO-VARGAS , K. MARTIREZ-CALIERIHN, AKD Lo VAZOUEZ-MOREND

LCARSTRACT: Red cell concentraty, sertm, albumin, and Immunoglobulin fractions were separated from porcine
Cblood collected at a BACC-dmplemented (Hazard Annlysis and Critical Control Polints system-implemented)

- sloughierbouse in Hermuosille, México, Functional and microblological propetiies were examined. Red eell concen-

- irate and serwm dsolates were ligh In prowin (92 and 85%, respectively) but limited In siethlonine and Isoleucinge,

L Porcine serum and albumin fractions showed emulsifying properties comparable (o bovine sources, Poreine nimu-

- noglobuling were 36% soluble. All fractions wore of excellent microbiologleal guality. These resulty Indicate the
-optimal sanhary conditions during slaughter and processing procedures, ns well as the putentia) funciionality off

Cporcine protein fractjons,

. Keyworda: HACCE poreine serum, pmﬁ:hiné i .lbih)ﬂh, p‘m'i:i.m.'e' Iimmunoglobulin, functional and miceshiological

Cproperties

Introduction

BHZ)E)U I8 CEINIROSIED CF HIGHLY FUNCTIINAL PROTUEING, SUCH AS §)5

wAstobin, allwmin, and immuonoglobutin and lag o rlch essen-
tinbaminn acid profile. b Mestoo, porciie stanghterbouse bioud is
pencrdly wasted, creating a serious pollugon problem (Lopez and
Rivera THRE Pirie Espeju 200) A minimal pan ol this bload Is pro-
cexsed Intn blood meal by extensive heat treatment, whicly de-
stroys some of the protein funetonal peoperties (Roasgeois anid Le
Rusus F2) 1 absi, this vype of processiag resudis i products ol in.
conststent mtridonal gualliy {Geedin 1977), Altertntive porcine
btood processimg shieahd be implemented norder w reduce gon-
raminoadion,

Proteins Hke bluod protelns, perform imponant woles in the
fanevianalioy of fands s pharmaceutieads, as welt ag nf blohmyghead
syshns (Wafuand 1996), Solubibivy fs a Tunctional propesy of prinu.
ey feripertance o b its significant mluence o the other progentios
of predeing (Halilng 19615, In genernd, proting wsed or functionality
an e 5y Dave high solubibity, inoordet e provide good emulsion,
foarn, gelaton, ond whipping prevpertes (Vajdan( 1956G),

Blood products have been safely ased Gor fumctionality 1n e
Euraprean Beed industey for ity years Rearson omd Dumson b7).
Bovine plasma bs vsed as 2 suckmi get ephateeiment {Beymiowr and
athers 197, as a wesdured meat protedn (Tervel and athes 197y
Watlsnmer-Pedersan 1979: Roddas and others 19955 w clarify wine, as
afoaninyg agent in haked goods, and n ey sebstiiates (Baes and
ik 1974), Plasmin preotein s o very strong bisdee apon Bus g s
protebns sucl as albamin und globaling are goad enabsfiors (Ooker-
marand Hansen 20004, Oral Ingestion of bovine fimmuanogtobulbin-
eichudd preparations hivve been lound e eflective n experimoen-
sl anboad aosdels s well as in bumsn clinieal telals againse
pustroenterics CTacket ord others 1990, 1992; Lee and athees 15594),
nfants supplementast with bovine immunoglobulin prepamtions
were protected gpainst rotavirus (essow and oiheres 1807,

Tenehe pasy yeea s, soone guthoars have studbed g moeitong
ettect of porcing Dlood by cuceal fortifleation (Eelaney 1975 Bates
anud ovhers 19740, Autbe and others U84} studled the gelation
praperties of glehin peepared feew pog Btood red celt concentre,
Muore fnvestigation is needed about ather unetional propertics of
paredne blomd protein fractinns,
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The suceessiul asage ol bload products depends on mierabial
suloty regukring elose inspoction and carelul colection and han
dting procedures (Pearson and Ditson 1997), e microbiologicat
salety of the fond aod feed supply, partieularty animal producs,
has Decome an increasingty importens conewen wa the pablic and s
also a facior alfecting ndermational ede (Corlent 1998), Mg shaugh-
ber ity in Sonor bave Seused on e devetapment and appli-
envbon of quatlty assurance progrnns such as the Hazoand Anabysis
apted Critbeal Control Poims (AU sysoen g coniral chemieal,
physical, and biokopgleal iaeards duving shpher T raeha-Rios 199,
Tl implementayiun of this systen s belng recotmamendsd Tor the
conteot ol food-barme pathogens inamnal products (Corken 19905,

I this paper seme al the functional and microbinlophal proper-
Hes uf protelns lokated trom porcine blood frem n Federal Inspagt-
e Staughter Plant comypslying with the HACCP system are tepivted,

Malerials and Methods

Materials

Sepharose CLER wis purchased from Amersham Pharmacia
Biereeh (Uppsaly, Sweden)s miveobiologion) media were abtatoe
from Difen Lab (Deted, Mich,, US.A L potasshin sosba e was T
Chilssn Co. e (Mokya, Inpun ) all aher reagents of anadytical grade
were prarchasid from Siprwa Adeich (5, Louls, Mo, 1.5.A,),

Sample preparation

Twelve samples o0 10 Lot blood each weere collected 1 open
tralgh n sterile contalners at the beeding line of s sloughierbouse
(Feederal Inspestsd Plant) i Hermmsillo, Méxice, This plant complics
with the HACCP system. The Bluad (o anticoagitant added) was
transparted I closed comainees a4 0, Coe Iy the labridory, e
blovd cosgadated 0025 °Cy aned serum sepsrated from red coll con-
cenivnie by decaniation, Hall of the obsaimed seeam ned red el
saneendrate were lyophillzed and siored st 000 unill anakysis,
Unitveticd serun was fazen al -0 "0 untéd Iractionation,

Critlent conirsl points
HACER iplemanted syste (o the slaughier pland inchided
testing o sy hevds for Salmonelle before dispatel o staughisring,
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PFroperties of fractions from porcine blood . . .

sunltary dressing procedurs, pre-evisceration antmicrelial wash,
flial wash step apphied to the carcasa, viscern and besd, produt
wash, and praper chilting procedures, Also, monitering sl angimi-
crobyial concertrsthon by willer, Wil gy Pressine, capcass Wmper-
tare, nndd verifleatan of room wanperature (dats not shown}, All
aperationy [ rnsporng, maraiacian aul siovage of Dleod sod
blaod froctions wers conductd b aceordsnce with good sanikiion
pragtices Louve 2000,

Analytical chrpmatography

Atbumin and immuneglolubin fractions were obiained by by-
drophobic interaction chramatngrapiy (I3 usiog bighly acetyba
ed Sepharose G (HA-Sepharose) packed Into a 1085 om column
as descrtbed by Vazquez-Moreno and athees (19825, Belelly o HA-
Gupharose column was equilihratsd with 1§ velubes of B3 M
My 50y, 10 M MERE, pI 76 Dhalfee A A volunme ol mi ol serm
wag dlasolved i equal volute vl T M NogB0,, 20 mM 3-0N-mor-
pholine) propanesuloni ackd (MOPSL pI 75 The allhumin fracon
(apsbotaady wirs rernovied sith buffor A, Timmanogiolading were oluedd
with 10 volumes of § 0 mh MOPS, ptl 72 Al chromatographic proce-
g ware monitered by adsorption spectropharotstey s 280 mn,

Proximatey annlysis

Composition of ted celd cuncentrate, serum, and albumin s
tlong wern deternyined oy descrilxod by ACAC TS0 Prolein, mis-
ture, Upplds, aned ashywere included In this analyis, Moo Kjekiahl
nltrogen wits converted t percent proletn using the fietar 626, For
amibng acid determination the samples ware hydmlyzed with 6 N
FICE ot 195 70 for a b (Laeas and Sotely 19K, A Technivoo aning
actd anabyvar model RC-2P (Tereyiown, New York, BY, U84 was
ik, Trypiophin content wiss mensured by the eolorimssic meh -
od aftey alkaline hvdrolysts (Rama Dao and Krishnan 1975 Locas
and Sogeln 1B,

Solubility

W o seluhilivy (95) of serumy G5 ond serum fretons (51)
wis determined by the dve binding method of Bradfovd (976,
Briufly, 5 mbof 5 and S8 peatehy ispersions weee preparest inm
distilled detonized waior 1o give suspensions containing | mg/ml,
1o astebtion, 5F proteing woeee dispeesed in 5 ml, phosphate il
saflone (RS of jonic strength 07015 M amd 0.25 M respectively, n
s disperstons, pi wias adjustend o 5000 80, white 51 disper-
flons from G0t 8,0, Al preparations were shakess inoa mching plile
shoker (Relinble Soionslic 55, VW, Bawvia, B, URS A ap 20 oweld-
intdrns preer mdn Fow B ket poc g tesiperaiun, and ventriligud a
4350 g for 15 min (J2-MI Beckman Guntrituge, Palo Alo, Calif,
U.S.AL. After microfiliation (0,42 i} of supsroatants, due proteln
cuntenis wire determined by the method of Bradford (78 using
a Boviae seedm flnnmin (B5A) stardard cueve, Solubiliny was ox-
pressed in percniage of ksl protetn comssriation, Alldeterml
natlons were dole o riphivates,

Emulsifying activity index

Brnuslulity were preparest 1o conlain 0.5% of proteln (noving oy
porcie serum, hovine slbamin, aud porehine atbumin fracdond and
Y g ol sovbean il (b ofl plise volume = 0.25). Emudsions were ho-
miageniaed Al LG rpad wsing an Dlatireax T2 homogenlaer
A Wiarks, bric, Wilpdngten, NC, UUSAL for 2 min an s "

Trnulaifytng activiey was evaluaiest by spectrotudzidhy aceond-
gt Bearce nnd Kinselld (8783, Triplicate shiquots of each emul-
ston wiree takaen anmd silured S00-fold witl 0.0 sodium Jdodecyl
sudlinte (5B sohution, The absorbance o dus dilcied emutsiens
warp fissred ab SO0 b Spectronic 2 speciophotomeer

AN 1 avind bzl bt btk Rem i w e M’.nJ-’()

IMItan Roy, Rochester, NY, USA0 The emulsifyiing actvity was
exprissed an its emalsilylng activiy indox (BAL EIA = 2T/Hbe where

T wirbdity; 7= 2.3 AL = absorbames ot 500 nm and 1 e Hghepat

iy ntd; o = o] b vobpme, b = 25, 01 £ = coneamraton of pro-
]

s (60, 5%0 beborg Qoo easdston s Tpemed,

Brmulsion stability

Evnulsion siobilivy Q48) was determinated in triplicate aliguots of
enech ernulston (o BAR and according to Hill (1898), Brielly, 10 g
allepuies s ol emalsions ware poced 6 gloas containes and rang-
feepresd it o weanber bith at 830 "5 Gae 1 thers stobsd do25 "Gl EA was
tmeagured i semires after 24 land 14 d of storsge. Samples wen
centrifugged ar 1400 « g e U min and the free oll expulsed was re-
mpvesd and wedphied, The weight ol released ail, divided by initl
weight (ol i the sampie) and mualtiplied by 100 was espressed as
ol il teleased from the emulsion, The more oll released the less
e enndsien stahlly,

Immunoglobulin preparations

Elared chromutographic fractions tomunaglobubn fraciions)
were exiensively dialyzed against distbled water and [reere-driod
(Virtis Beotchop 645, Gardiner, MY USAD Immunoplobulin was
resuspended in phosphate-bulfered sadlne (PBA), pH 7.2, 1 give
sulutions consnlning SG oy mb of protedn, These preparations were
distributed fon 4 groups for microbivioglcal anabysts,

Microbiological analysis

The mierebiad gually of different ractions was conducted ac.
corsing w2 Faosd and Dreg Adminkstraden Bacieriological Anahajcal
Wlanual (F12A 1995, Tlese snslyses nciudled arolic plate counl
s (Encurin ansd Poeler 19895 and colifarms by the myast probable
number (MPN] dilution lechnigue Oiching and guwers 1985), -
pleplococes aurey by divect plate count method using Baicd Parker
iy {ennet and Lancetle 19495 Selmonelfa was isolated aflera
pre-envichment nlactose Bt followed by s selectve eoriclimaent
ittty broth, Selective plating mediadncluded prowth in
Huekanen enerls (5) agar, Idsmuoe sublive (85 agar, Sydose bysine
cesowychatare (XL agar, asd Salmomalla-Shigelian (55) agar {An-
dress v others 195 Analyses Tor mmuonoglobulin sobatisng
were vomduciod bomadinely after prepacotion and 15 o bater afier
slorage of difforens conditions, Groups a and I3 were a:ualmla
skl o 205 70 o 8 0 respectively, while groups ¢ and d were
stoved e 25 "Coand 8 U contining U0 % polassivm sovbe,

stntlstieal analysls .
Ivperinnuesnns e repliviated 3 dndepeident s, Descripove atls-
thes i cortdugted, AT oo siodegioad satsples wete phated in dapiianie.

Results and Discussion

Proximate analysis

The cumposidony ol serem, ned cell concentrate, and albumin
Inalate are prosented In'fable L Molsture contents of alb 3 lractions
warre lrorm 20w L%, Protein ranged B D% I senom, 52% In
red st concentrane, wd 97% o the albumin feaction, The forter
feaecrion presentsd the lowest amount ol mincrals Guby) and phds,
wd vhe Bighest coneentrminn of protein, These resulls were cone
sisrent with those reportd for red celt concentie and piasma sy
lages leoe bovine Biood Clybor and others 1975).

Amibrpe acid compositlon of serany, red cell concentrate, and al-
[amin fraceisng (Toble 2) shwed ol essential nming acids, How-
sveer, miethivrine wag the et liadtng amion acid for seeam and yed
cell conventreate ank ihrypophan for the sthumin faetion, oleu-

Wol, G, Mo A, 2003 1197
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cing lnall fractions was Jower than those levels Indicated by KD/
WHOIUIN (1985) Tor chilibren 6 e 12y On the other hand, all 3 igo-
laters apprisred Lo be excellent sovrces of histidie, lysine, lenvine,
vallne, phenylalanine, and Meeonise, In e, seram and rd cell
concentrate could be complemented with praeins that provide
methloning and iseleucine, such as cnseinge [Ockerman ag
Hangen 2000}, Albumin could be badanced with cascinate and syn-
thetle trymophan, ]

Coneenteation ol thrzonine, valine, phenylalaniae, and hisi-
dine ol porcine seram were higher Uian those reportd o be con-
e b bovine plasima, whibe levels of beacine and soleacine were
shdlar, However, values ol lysine and meshisnine are bwer for porcine
than those reported o bovise plasmn (Tybor and othees 1975),

Solubility

Serum and blood fractlons were eege-dried since this proce-
duge has Hitle elfect on prstein sotubllity CTybor and athees 1975),
a vatyable chavartiertstls for tie funciional applicatian of proteing
I Tood systerms, that in wer affects emulsilicaton, fammliyg andg
geladion (rewWicand Klarenboek 1983), On the contrary, reatments
that inchude dragtic changes 1o pH, temperniure (highy, and loole
strengul usually depature proteing, leading to farmatiun of sggre-
ey and fosg of Divlogical acovities such as seem antdbadies (g
tunil and Sypien 18573,

Protels solubility of porcine serum was dewrmined as a unction
of pl (Figure B The sdnbmom solublity oceurred acph 6.9, at
which approximately 70% of the prowin was soluble, while at pH 6
to B0, selubility increased from B5% to 929%, Bovioe and poulery
plasma profeing were reported to be solubvie an 95% and 90 %, -
speciively, al pl g (Tybor and sthers 1975, Del Rio de Reys and
athers 100, Parcine serum prasonted higher content af some
hydrophoble aming acids, valing, leucine, and phenylatanine (Ta-
Ble 23 (ha Bovine seewm CPvbor and others 19750, 1 his faet, n
part, explalng e ditferences in thelr solubitiyy behavior,

Both prodein solubilities of poreine aliumin and mmunogholn-
Fin fractions wees Hile alfected by chanpes n pH, while o stpnificant
elfect was observed at dilTerent lonic sttengths Ftgure 23 snd 1),
Ad expected, for albumin Faction, smuximum solubiity ocoureed In
defonlzed water wheps approsimalely 90% of the proteln was solu-
Dler i ahie teestaeed b vabues, Bod 0,05 amsd 5,25 M salt concenirations
showmd less protein sulubllized D in waler (Figues 2a),

Porcine immunoglobulin fractions were mo solubbe in .95 M
P than in 0,15 M salt and delonized water (Pigare 2b) and masi-
mum ssHubility vecurred an pH R0, with approstmotely 96% of the
profein smlubhe, Bovine Cabn factions 1 and 17 ontrols) showod
D2% seubyilivy a the same condons (data not shown),

Emulsifying activity index (EAD

ST determine the abilicy of poreine serum proteins to ald lov
mation and stabilzation of ol -water (ool eomstsiany, tle
rnfsilylng activity index was Divestgated. Table 3 shows EAD of
pareine serum and porcing albumin fracton, and also of bovine
serum nad afbumin (s conarsls). The area of nterface stalilfzed
Der unitweiphs of pecdelt was slighty laeged for poreing serum (172
wisits) than for Hs afbumin fracton (065 unit), etk hovine con-
irots b e eimolslfying activity probably due o teir ditferenee
I solubility,

Porcine prrotelng had simifar values os hose reported by Pearce
wind Kinsella (F974) for sodium caselnnte (514 166}, and higher
s whey proteing (1A 101) and ey albumin (1A 199, Theres
fore, the prosedns studied are subtable alernatives for furming and
stabilblaing oiw emmubshons. THas been shown Dt prowelns stalilize
Tand emulsions and form THms that lpart greater stability go
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Tuble 1. Proximate composition of lyephillzed porcine
blood fractions

Aed cell
rencentrate Borum . Albumin
Yoo os8d g% % sd ov(™) % sd cvi%h)
Muoisture 2.0 024 3.8 a8 R 62 20 0078 4.0
Priztaln 920 085 1.0 B0 247 28 HT0 040 o4
L Ippic)s Gy on3 7a 13 (48 GA 02 0 88
Ash a1 060 Ay 4.6 0.2Y 4.5 1.2 001 0.0

0o 20 Dt e wore epndugiod 4 oach sampla
mil ek geviation, sy conthclent of vaiathn

Tabie 2-Amino acid composition® ot lyophiiizod poreine

Bloed protein

froctions

Amino acid

Aed call

" moencentrate g/100g protein

(X = 80}

Serum

(X = B0}

Albumlin
{X = 50)

Essontial
Valing
Methionirg
I5erlauging®
Leucing
Trypiephan
Lysing
iistlcling
Thraonine
Pherytalaning

Nonaasentlal
Asparic acid
Gilutamic A
Tyrading

Sodng

Proiine
Alanirg + Gilysine
Cylaing
Arglnine

15.64 & 008
0377 4 004
200 5 .07
12.80 & 0.82
1438 4 0.07
T2 4042
341 £ 10
B3 0.6
722 ¢ 0.0

TAET « 1.00
10,36 4 0.82
G.00 1 045
G2 £ 080
994 5 077
8,05 & 0.46
048 2 008
4450 & .60

638 » 0,35
50,07 4 0.01
127 2 010
14,86 21,35
148 2 0.09
T a7
D36 2 058
P54 093
T7H w QG

10.59 £ 0.B5
Nl g QB
306 G208
286 ¢ 0.20
226 & 0,20

12,63 + 1.00
0.48 & 0.0
G487 x 0LBO

D01 4010
b0 .45 4 0.0
1.66G 2012
G.83 & 0.40
ALA3 % 0,09
.00 2 0.37
4581 5 0.33
4.83 2 0.09
500 2 .40

7,33 £ 1.32
B.20 & 0,44
20T 4 0.22
A & D414
418 & 0.0
324 & 018
LO7 & 000
101 008

(¥ 3 BDY:Menn valuws and atandsd

[{IGY

davintion of 3 indwpendant detiarminn-

gt ovbing iy seid (Relabive o FAQIAWRHDAN 1005 Enmegy ang protain

TRgurarhanti)

bt imiting amma sk

-
100
o N
vw’f
g ] .
% 70 /
3]
) | ) |
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Properties of fractions from porcine blood . . .

Table 8-Comparlvon of emulsitying setivity and emulsion
stability of serum and albumin fractions from porcine and

Table 4--Microbiolegisat anatysis of porcine red coll con-
aentrate, serum, and albumin fraction

baving blood . Albumin
Emulsifying Emulslon Red cell  Horum  fractlon
activiy wtnbility Mase S i
A . asophibc asrabes {GEUA « 100 =10 e 10
Idex me/g (% of oll releasrd) Cotitrms (MPH) e <A 3
0.5% 24 n 144 Salmonela® il g el
Sourch (X & 8} {X & 50} (X & 50 Staphylococoys aureus (CEUIM < 10 < 17 % 10

3.4 4 008
1.5 010

2.0 4 000
l'ﬁ.u + Ur:".(.‘l

Pordng sanm 76,2 % 540
Boving saram (control) 201,02 4.53
fPorping albumin rpetion 1650 & 5005 00w 0.0 1.3 % 007

fpving sllmin (contral) TRE.A4 4 B75 0.4 4 0.04 1,40 2 006

(RsDY) Mean valugs aod atundand deviniian ol 3 indgpaagent datnrtimlioon
e

gmulsis shn smaller nonprotein amphiphiles such as monoglyce-
eridos or Tween B0 (Dickinson and Suiinsby 102),

Emulsion siability

The percent ol vl reloased from emulsions prepared with por-
cioe seram and albumin fractions was determited afer 24 11 g
14 & of temperature treatment (D0C {or Lh), Bmulsions preyed
with abbsumin fractions (0.5 and 1,3%) were more suble than those
prepared with seram (2.0.and 3.4%). Poreine albumin fraction
shawed a almilar behavior gy Bavine albmin, Other frequently
asud blood prodeing, sueh as e olbumin powder, cosein, whey
poweer, soy Nour and soy iolate are reported to have T8, 5.2, 1400,
and 94% of oft relepsed slter 20 b of fompersluey reatiment, -
speetbvely (I 1896),

sMicrobiolological analysis

Froeze-dried seeant red ol concentrate, aod albumin frctions
were microbintogivslly analyeed (Takhle 4), Red cell comeentrat rad
tlon contained less than 0 vishle aceoble CPU/ gram, while in

“Pot datantmg in 26 9
moe R4, Duphcales waem condueied an macts oarplo,

Table 5-Microblotogical analysis of Nauld Immunogioby.
iy preparations after 15 ¢ of storage ,

Stared for 16 ¢
Initlal  a ] t it

Magephilic asrobes (GFUML) <i) 100 B 1«10
Cotitarms (MPRmI) w0 <3 =B w3 o«
Salmoanaffa

Staphyloporcus aueus (CFLY/mLY

TNt dateciadd in 25 sl

W GOl w) raom fgmpenigre

I3 1 Yapotansivey wotbadn Gl room fany:

o tontrol slom ot ) "G

d 0% posansium sodate otored o % UG

now 4. Dupllcnies were sondusted al gach freatmant consition,

<10 <10 <M 10 <30

serum amd alliomin fractions, the ot visble mesophilic aeries
(CFU gram) were less than 10, All samples tested contalned less
ihan 3 MPRZg ol coliforms ond bacterlal ealonles, Indicating the
presenee ol Salmonetls or Staphylocorcis anrens was ot abserved,

tnjdial microbiologicat anatysis for Hauid immunoglobalin soh-
HNons showed high-gquabity preparationg (Tble 5. Alter 15 d of slor
age, totat viable aeroble counts (CEU L) were higher in prepar-

100
A B P
il
&0
)
£ 80 .
g
=
(8
L4 70
)
2
5 )
70
0
! | ] | | |
5 G 7 B Q9 8 7 £ 8
pH

strongth. Delonized water [0), 0.15M (D), 0.20M (5).

S i @yl it neardlbalie Joms al e @ e

' Elyure Z-Solubllity of porcine albumin fraction (A} and porcine Immunoglobulins (B) as a function of pH ond lonle
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Hemy stored i room ensperatare 1han e at 4 0, The comldned
elfeet of low lemperiure and potassiom sorban: shiwed no chang-
n by Lonnd viadle aeribic organisms, with espect to inltlad resule,
Fotassiom sochate not unly Inhilitg malds eifectvely but alse has
antimicroblal acvivity 1o maey baeterial species that ave invabeed in
wpailnge of fresh pouliry, fsb, aod meats (Nobach and Salos R
Fenema 19963, tn dddBion, thiere ape reports whene polassiuin sor-
bate 15 vaed o indid the growth of Safmemeltia, Staphylococens
awrens U and Robmch 1900), Listerin manocyopenss and other
palcrateophic spoilage Dacierla (Molr anpd Bylea £992 1 and
Shetef 18961, The presence of cobilorms, Salmanella spy, and St
phvloeiious aureus were not observest initialby ol afer 15 d. Fue
ther aoalysis of vim) clearanee is necessary 1o determing the safely
of these preparalions,

Conlusion

p)iu‘:ll\liz PRUTIN FAACTIONS CONSTITUTEA GOCHO ALTEINATIVE T

olfser prowedn seurces. As expeciod, hoth red cotl concentrag
and seruem lsolates weee high in peotodn but limiting o methionine
and fsoleusine, with valles siribar o eguivadent bovine fractons,
Poreloe seram and sthumin Draclion have emulsilying propertics
comprrabby o bovine sources and nre eoer tan oter reported
prreteines wsed in the food Indusiey (sueh s cselo, epp allaamin, soy
proteisng), Parcine irnmurogglobaling solation and processing meth-
ads employed sid nos affecy selabibity, This action wiy 56% solu.
biler at pH LA they cap casily be inearparated Dntag lguaid peepara.
tans for veterinary praphylactic parposes. b this siady, the
microbial quality of ood and s components, seram, red concen-
ke, and albomin poreing feaciions indicate the pood sanitary
conditions nt he slaughierhouse and fack of contminatlon while
ublalndng Bood prosein fracions,
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CAPITULO (Y
PURIFICACION DY INMUNOGLOBULINAS PORCINAS POR
CROMATOGRAFIA DE A FINIDAD, CARACTERIZACION PARCIAL DE SUS

IV.EINTRODUCCION

IV.L1 Dhiarreas en cerdos

La mayoria de las enlermedades que pueden aparecer durante Ja crin de lechones
son de cardeter digestivo y atcan preferentemente a los mas débiles provecando en algunos
easos, o contagio del resto de lo camada. Los procesos dinrreicos ocasionan Pérdidas de
Huidos corporales dando Tugar a la deshidratacion (Carvajal, 2002 No prevenir estas
diarrens, 0 no tratarlas cuando aparecen, conduce en la mayoria de Jos casos o la muerte de
bos animales. SEoésta no se produce, los lechones quedan débiles, enfermizos vocon
dificubad para saliv adefante de forma rentable (Mota, 1998). Muchas de las enfermedades
pueden ser prevenidas o se pueden redueir sus efectos, con una adecuada ingestion de
calostro o de inmunoglobulings durante fos primeres dias de vida del lechon (Carvajal,
2002; Manteedn, 2003).

Los problemas pastrointestinales en las granjas porcicolas son MUY COmunes,
presentando una prevalencia del 30 ol 50% (Carvajal, 20000, Fn lechones neonatos bas
diarreas infecciosas mis frecuentes son causaday por Jos rotavirus y por seherichio voli en
el 63% de 1os cosox (USDA, 1992). Mientras que on los cerdos recién destetados o
principales agentes elioldgicos son £ coli y Salmonefla choleravsuis. Adicionatmente,
otros agestes visles (ebre porcing clisica, enfermedad de Auzesky, PRRS, sindrome del
ojo azul) o bacterianos pueden penerar cuadros clinicos entéricos debido a que aectan a
capacidad de respuesta inmune de los cerdos, favoreciendo la proliferacion de patdReNnos

digestivos (Mota, 1998; Carvajal, 2000),
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WAL LT Colibaeitoyis

Bxisten cepas de 2L eoli capaces de causar diarrea, Bsios cepras se clasifican como

enterotoxigénicas  (ETEC),  enteropatopénicas (EPEC),  enleroinvasivas (N0,

enterohemorrigicos (EHEC) y enterohemorrdgioas productoras de verotoxinas (VITEC)
(Walker, 2000} £ eoli se encuentra ampHamente distribuida en las pranjas poreinas
presentando cepas particulares que cavsan estragos en s es Tses del desarrollo de los
cerdos; lechones neonatos de 1 a 15 dias, lechones en pre-destete v cerdos destetados a
partir de las 3 semanas (Carvajal, 20000, La mortalidad por colibacilosis es del 70% en
lechones de 1 semama o menos de vida, del 10 al 20% en lechones de mas de 2 semans Y
menos del 10% en cerdos que han superado 1a etapa de destele (USTIA, 1991 3.

Las principales cepas que afeetan u los lechones son las cepas BETEC productoras de
toxina labil al calor (LT) v de woxinas estables al calor (Sta y SThy. Estas cepas producen
hipersecreciones  acuosas con moco, que provocan la deshideacion del animal
(Winketman, 1995, Weay y Woodward, 1997, Hall, 1989). También producen adhesinas
Himbrinles, las coales median la adbesion de la bacteria a la superficie intestinal, como prase
Randamental de la invasion bacteriana. Estas fimbriag incluyen o tas KBS (1), K99 (175},
DRTP (K0, FAT (F107) y FI8 (2134P) (Hall, 1989; Wiay y Woodward, 1997), La /. coli
que expresa fa fmbria K88 es la mds frecuente en Jas colibacilosis de los cerdos neonatos y

vecién destetados (Westerman ef af,, 1988 Alexander, 1994, Hampson, 1994),

VL2 Salmonelosiy

Las bacterias del género Sulmonefla son bacilos anaerobicos faculiativos, Crom
negativos, moviles, no esporwlados y con flagelos perilticos (Schwartz, 1.998), Kon capoces
de sobrevivir en gran variedad de condiciones ambientales por fargos periodas de tempo,
Se ban identificndo 2, 213 serotipos en funcitn de sus carncteristicas antigénicas y aungue
se lan aislado varios de eltos en carne de puereo, Ia enfermedad en tos cerdos es producida
por Sulmonella choleracyuiy y por Salmonella (yphivyrium.

La Torma de salmonelosis que causa mayor impacto en s explotaciones porcin
de Amdérica es ta sepricémica, la cual s¢ presenta en techones entre ¢l destete ¥ log cineo
meses de edad (Ferris y Thomas, 1995, Lazo of af., 1999 Cano of al,, 2001), Vsia es

causada por S eholeraesily y se caraeteriza por inapetencia, letarpia, febre, disnea, dinrres
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mnariltenta 4 dias posteriores a la infeccion, Los brotes con alia mortalidad son asociados a
comdiciones de estrés y los lechones que mueren presentan hemarragias peneralizadas v
cianosis en las extremidades, las orcjas, Tnnariz y el abdomen {(Davies v Funl, 1999y,

Bl cerdo se infecta con Salmonefla via la ingestion de alimentos contaminados
aunque tambicn es posible la ransmisidn por acrosoles (Davies v Funk, 1999), Tray |
ingestion, Salmonella se adhiere por medio de fimbrias ab epitelio intestinal en ¢l fleon ¥y
penetra por endocitosis a través de lag microvellosidades o por ¢l espacio inter-enterocito,
La mulliplicacion bactertana se produce en ¢l 1ejide linfoide con virulencia variable on
tuncion de fa cepa (Coma, 1998). Los factores bacterinnos que promueven by colonizacion
¢ invasion de los tejidos del cerdo por Salmonella sp juepan un papel esencial en sy

patopenicidad.

IV.1.2 Factores bacteriangs que promueven In colonizacion de las células cucariotns

La patogenicidiad bacteriana se determing en base a los mecanismos estructurales ¥y
biogaimicos que permiten al microorganismo causar dafio a lay eélulas eucariotay v oy
tejidos que ka conforman. Sus principales propiedades son by copacidad de invadis (etidas
Cinvasividad) y Ja habilidad para producir toxinas Qoxicigenicidad), (Meithofts 1997
Duinng 1997: Smith, 1998). La invasividad comprende Jos mecanismos de colonizacion. la
hibitidad para burlar o veneer a loy mecanismos de delensa det hudsped v 1a produceion de
sustancias celulares que facilitan la invasion, Laoxipénesis requiere de Ja partici pracidn de
sustuncing solubles o asociadas a la bucteria, gue provocan efectos eitatdaxicos en calulas
remolas ab punto de invasion (Quinn; 1997),

Para que a infeccion se inicie en o lechin, es esencial que se establozen ung
interdecion estable gue permita o la bacteria adherirse al epitelio intestinal del cordo. [y
despuds colonizarlo, Los mecanismos injciales de adhesion son reversibles, involueran a los
exopolisacaridos det glicocalix que forman peliculas sdlierentes v a luerzas de atraceion no
especificns conto las interacciones hidrofobicas, las cleciroestations v las vibraciones
atdomicas y moleculares que resultan de dipolos Muctuantes de frecuencias similares {(Todar,
T998). Posteriormente se establece Ja adhesion frreversible mediante ¢l reconocimiento
biolopics de lay baclerias por  receptores moleculares espeeificos  tocabizados en I

superficie de las célubas cucariotas (Heithofier af.. 1997; Todar, 1998),
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W2 Adheyinas fimbricles

Ln el wanseurso de la evolucion, muchos microorganismos patdenos han aprendido

a explotar la presencia de plicoproteinas, plicolipidos y proteoglicanos de la superlicie

celular, wilizindolos como receptores, Bl reconocimiento de lectinas microbianas

(adhesinay), por los carbobidratos presentes en los plicoconjupados permite o los microbios

adherirse o infectar la eélula (Fintay of af, 1989, Roberts er al., 1994: Rostan y ko,

1997}, Las adhesinas de los patdgenos Gram negativos se encuentran principalivente en

cestruciuras denominadas pili o fimbriag, Las fimbrias son apéndices larpos y lexiblos que
se extienden de a superficie de la bacteria, Estan constituidas de una secuencin ordenada de

subunidades proteicas  de piling que forman una estruetura cilindrica {Dalton v Muarch,

9B, La punta de fay fimbrias se comporta como lecting especifica pata oligosaciridos

superficinles de Ia eélula hospedern (Hacker of @, 1997 Dallon y March, 1998),

Lo secrecion, el ensamble y el anclaje de Tas fimbrias son procesos complejos que
requicren de numerosas proteinas auxiliares. La secrecion de pilinas se leva n cabo [ror
wansporte activo, desde el citoplasma hasta Ia superlicie celular. I proceso es auxilindo
por al menos 20 proteinas, entre las que destacan s chaperonas que estabilizan a los
pilinas, evitando gue se plicguen o s unan a otas proteias (Hacker er af., 1998}, Las
chaperonas transportan a las pilinas hasta un complejo proteico exterior, formado por
proteina C, que regula el inicio del ensamblaje de ta Timbria, Bl ensumble es secuencial,
inicia ean Ja porcion adherente que es desplazada af exterior y el resto de las subunidades
de pilina s van incorporande 1 su otro exiremo, empujando la punta adberente hasta que
la Tibrilla adquiere la longitud adecuadn. Por ultimo, la proteina peripldsmicn H sefiala ¢)
Bk det procese y presumiblemente origina ¢l anclaje de la Gmbria o la pared welular
(Hultrgren e af., 1991 NeitholT, of af., 1997,

La primera fimbria deserita como factor de adhesion Tue la [imbria tpo 1 que se
expresa en muchas cepas de I cofl, patopénicas o no. La adhesion de esta limbria a la
superficie intestinal de mamiferos se inhibe especificamente en presencia de Demanosa o
de o)~ metitmanosido, por ello es conocida como espectlica o sensible s manosa (Firon ef
af., 1982, Eshdat y Sharon, 1984). Posieriormiente Firon v codaboradores (1983),

determinmron que Ta fimbria Upo T se une a receptores celulares que contengan la estruclura
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Man (F-3)Man[H1-»d)CGleNAe, Las cepas de £ coli enterotoxipénica que provocan
diarreas en Techones expresan cineo tipos de fimbrias diferentes. Aquellas gue expresan Ja
fmbrin K88 son las mbs frecuentes en diarreas de cerdos neonalos y recién destelpdos

(Wilson y Francis, 1986; Moon v Bunn, 1993),

Existen bres variantes antipénicas de la £ coli KBS (K88ab, K88ac, K88 ad), Kstay
difieren en su especificidad v rutas de adhesion o los células epileliales delb intesting de)
lechon (Rapace y Hagler-Rapacz, 1986), Ademas existe evidencia de que T KEB ambién se
receptores para la K8 (Francis of al., 1998),

Se hanidentficado varios posibles receptores (plicoproteinas y glicolipidos),
utilizando glicoproteinas o fectinns de plantas para bloguear a hemaghuinacion o In
adheston de KES al borde cepitlo, Se coneluyé que Jos receptores soh staloglicoproteings v
que Jox residuos de fucosa, galactosn, GlucNae v GalNA¢ estan iivolucrados en g
ieraceidn lectina-receptor.  Las principales scouencips gque median la unidn lecting-
receptor son Gal (31-3) GalNAeFue(a 1-2), Gal (b 1-3) GleNAe, Gal (xh-3) Gal {Tirickson
efal., 1994), Una lectina especifics para Gal ([31-3) Gal inhibe la interaceion de K88ab en
s mucings intestinales ded cerdo (Metealfe of af., 1991 Payne ef al,, 1993 Francis ef «f.,
T99RY. Ein o que se refiere a Salmonella sp se ha reportado que posee fimbrias especilicas

para manosa (Firan ef af, 1983),

1V.1.2.2 Consideracioney para reallzar estnding de adhesion de bacterio

Las eélulas epiteliales de los eucarionas superiores wesentan una enomie diversidad
en s estructuras oligosacdridas de sus plicocomjupados (Varki, 1993). En organismos de fi
misma especie los patrones de plicositacion del tracto gastrointestingl difieren dependiendo
deb tipo de células, de su estado de diferenciacion/maduracion y de la POSICIHN (ue osupan
en tos ejes vellosidadesicripras, Las células menos diferencindas presentan estructuras ricas
i manosa, mientras que las maduras expresan oligosaciridos complejos (Paulson y Colley,
s Varki, 19935 Pusatai y Bardocz, 1996), La edad ded animal también Juega un papel

inportante. Se cree que la susceptibilidad de los lechones a £ cofi K88 se debe a gue Lo
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adhesing puede reconocer a los receptores de las mueosas del lechdn, micntras que no

oeurre lo mismo eon los receptores del cerdo madure (Willemsen ¥ [e Giraaf, 1992,

Los estudins de adherencie bacieriana a T mucosa del cerdo yoolas especies
presentan diversas lmitaciones, entre ¢llas la de haberse realizado enpleando modelos de
cetulas ransformadas como las CaCo2, que presentan importantes cambios en suy patrones
de phicosilacion, con respecto a los de las células normales {(Niv, 20000, Owos estudios no
consideran Jos cambios en la glicosilacion debidos a fa edad, utilizando células o tejtdos de
animales maduros en ver de jovenes o recién nacidos, Por cllo, e necesaro reatizar
estudios sistemiticos en 1o etapa de desarrollo de interds, Miller y Hosking (1981)
desarrollaron un sistema para aislar Jas mucinas a partir ded moco de las heces, Con este
sistema pueden monitorearse cerdos en diferentes etapas de maduracion sin necesidad de

saerificarlos y estudiar la adhesion de las bocterias a dichas mucinas,

IV.L3 Medidas preventivas para combatir Ins diarreas porcinns

1l uso frecuente de antibidticos para controlar patogenos y promover el erecimiento
del lechon, ha contribuido en pron medida g | resistencin antimicrobiana de imporianies
patogenos del cerdo. Adicionalmente, puede conducir o que eepas matdpenas sl hombre
tambien Ja adquieran (Witte, 1998). Lo anterior constituye un problema para b industria
porelcola y pora In salud pithlica. Iin consecuencia a lista de antibidticos antorizados para
aceferar el crecimiento del cerdo disminuye afio con afio, creandn la necesidad do explorar
diferemtes allemativas para mantener lx salud de los halos panaderos,

La biosgueda de formas eficaces para prevenir enfermedades infecciosas ha
condueido al establecimiento de medidas de Indole higiénicn sanitarto, al diselio de nuevas
vacunss y a1 uso de produstos inmunoprofilicticos. Las preparaciones de Ip's provenientes
de animales hiperinmunizados o no, se prueban continuamente en ¢l control de diarrens en
los animales de granja (Jin er al., 1998). Por oo lado, ¢l descubrimiento de que Tn
ndherencia representa tno de los pasos determinantes en el proceso inleetivo, ha conducido
a investigar si las adhesinas de los agentes cansales pueden sightficarse como componentes

de vacunas, Bn consecuencia, tales organelos estin siendo probados como inmundpenos
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(Wizzeman, 1999), Adicionalmente se estudia la habilidad de algunas bacterias probidlicas
para inhibir la adhesion de bacterias patdgenas al tracto gastrointestingl {Bloombery ¢f of,,

993 Jin er ol 1990; Lehio y Salminen: 1997: Jin of al., 2000).

Seoeree gue una de las estrategiog de los probictcos es la de compelr con Jos
patogenos por les oligosaciridos de los receptores de la mucosa intesting (Reid er al.,
2007). En eambio, algunas glicoproteinas presentan oligosacaridos que son reconocidos por
bas lectinas microbinnns, evitando por competencia la union de éstas al intestino, Tal ey el
vaso de Ja Jactoferring bovina eayos plicanos pueden actuar como receplores pary las
adhesinas de Eocoli v Shigella flexneri (zar et af., VI82, Lonphi ef al., 1993 Teraguchi o
af 19496). Los oligosacdridos de la inmunoplobuline A humana también Presentan

reveptores para adhesinas especificas a manosa {Wold er af,, 1990),

IV. L4 Inmunoglobulinas porcinas
WA Caraeteristicas estrichurales

Las inmunoplobulinas (1g's) son plicoproteinasg sintelizadas por ¢l sistema inmune
humoral de los vertebrados, en respuesta especifica a una sustancia extrabia, Se encuentran
e el suero y fTuidos tsulares de 1odos los mamiteros en Torma de seereeion (anticuerpos) o
unidas o la membrana de los finfocitos B (receptor BeR). Loy I's se forman con cuatpy
:adenas polipeptidicns, 2 pesadas o M, con masa molecular de 55 4 77 kDa v dos lzeras o L
con masn molecular de 23 26 kDao Las dos cadenas pesadas se unen por puenies

disuluro, al igual que la cadena pesnda con la ligera,

Las codenas My las L mantienen idéntica estructurn entre ellas, Cada cadenn se
divide conceptualmente en dominios de 110 aminoscidos (Butler y Brown, 1994), |as
cadenas 1L oconston de dos deminios, uno variable (VL) hacta el érming amine v otro
cottstante (€L}, hacta el término carbuxilo (Sdnchez-Vizeaino, 2000). Aproximadamente
una cuarta parte de la cadena pesada, hacia el extrome amino, constituve su region variable
(VI Dependiendo det tipo de inmunoglobuling, la eadena pesada constard de wes (en g
e lgA) o cuatro (e IpM e 1gE) repiones constantes (CHT, CH2, CH3 v CHA) (Sancher eof
al., P97, En las cadenas M existe una region adicional, gue no forma parte Jde os

dominios, denominada repion bisagra. Se Jocaliza entre Jos dominios CHI y CH3,
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proporcionando fexibilidad a ta moléeuta, Los dominios variables (VL ¥ VH) se unen
especHicamente al antigeno, mientras que Jos constantes permiten la diferenciacion de oy
isolipos. Lin la regidn constante de Jas cadenas H, en particular en Ja zona CH2 y en I
repion bisagra, se localizan cadenas de oligosaciridos unidas o las la's (Sanchier Vizeaino,
2000,

En el cerdo se han descrito cuatro isotipus de innnmoglobulinas: IpGi, TgA, 1pM ¢
Ik (Butler y Brown, 1994), Lo existencia de fa 1D porcina no ha podido demostrarse de

mitern concluyyente (Butler of of., 1996).

Las cadenas lperas de lay Ig's porcinas (x y A) muestran homaologfa con las
sectenciay de aminodeidos (an) de las Ip"s humanas (Bwler ¢f af., 1995). Los cordos
presentan proporeiones iguales de esdenas iy A igual que los humanos (Butler ¥ Brown,
199d). La JpG porcing presenta seenencias de an similares 8 la humana, amque He
caracteriza por ser una moléenla mas compacta debido a una delecion de 4 aa en la region
bisagra (Butler e af,, 1996), Se han dererminado 5 subclases de IpGoporeina (1pGy, TG
Itz 1aGia @ 1G4, aungue estudios de hibridacion de DNA jndican fa exisiencia de por Lo
menos 8 genes que codifican para la region constante Cy (Mexrper er al., 1971 Butler e al..
[990),

Lo TgA poreing se encuentra en forma dimériva (Courtis y Boume, 1970, Uxiste un
sodo pene que codifica para In Coc de Ja TgA pero ocurre on 2 formas alélicas ) 2A" u IpA"
que se diferencian en ka region bisagra, la primera se compone de 10 an mientras que la
segunda de 6 an Lay dos fonmas se encuentran en {a misnia PIOPOICION si Que s¢ conozea
sioestas diferenciag estructurales afectan la funciom de la A (Butler er of., 1990), La 1pM
sC presenta en su forma pentamérica unida por cadenas J, No se han deserito diferentes
subelases de Ight en el cerdo, aungue si se ha podido observar una variante alotipiea en

plgnos animales (Sinchez-Vizeaino, 2000),

La 1gGioes Ja immunoglobuling predominanie en ¢l suero v ealostro POTCHIOS
constitiyendo el BS y 80% respectivamente, mientras que en |n leche constituye ¢l 20% de
las Iy's presentes, La lgA se encuentra en vn 3% en suero, 14% en ¢l calostro y $2% en Lt
leche madura, mienteas que Ja IpM, constituye ¢f 14, ef 6 v ol 18 % respectivamente

(Cotrtis y Bourne, 1971). Bourne y Curtis {1973), reportan gue 1oda a fpG Ja mayoria de
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L dpM v cerca del 40% de da IpA del calostio son de origen sérico, La G del calosteo

parece estar compuesta principalmente por la subclase IgGo,

La constilieion de Ja placenta porcina impide ef paso de 1g's de la madre al feto, por
ello, Jos cerdos nacen sin anticuerpos circulantes v requicren de Ja inmubizacion pasiva
oblenida mediante laingesta de calostro, La absoreion intestinal de | p's durante el periodo
postnatal es inmediata (Bourne y Curtis, 1973). 1) cese de la absorcion no selectivi,
depende del régimen alimenticio y de fa edad def cerdo, ocurre entre lay 24 y 30 I de edad
y se extiende hosta 86 b on condiciones de ayuno (Lecee y Morgan, 1962; Butler of af.,
P981). Kin cerdos de | semana de vida, se observa que la IpA y 1a IgM se acumulan en las
eriptas intestinales donde se cree, aetban como barrera de defensy contra la inviasion de
patdgenos (Butler of wl., 19815 Lamm, 1997), La IpA wtibiza varios mecanismos [rra atacar
microorganismos: aglutindndolos, interfiriendo con la sgcion de sus flagelos y blogueando
las interacciones enbre las adhesings microbianas v sus receptoves epitelinles on Ias
mucosas. Existe evidencia de que los oligosaciridos de las inmunoglobulinas muacden actuar
como yeceptores de alpunas adhesinas fimbrinles, interfiriendo con n union de ésias

altimas, a Jas células epiteliales (Lamm, 1997),

WAL2 Imporiancia de los oligosacdridos de lay imunogplobulinas

Al remover a los oligosaciridos de las plicoproteinas queda de maniliesto gue
imervienen en fa actividad biologicn ¥ Ja estabilidad de la moléeula, también se ha
comprobado gue confieren proteceion a) calor y a la protediisis, modulan interaceiones
proteina-proteing y dirigen o In proteing hacia sitios particutares de Ja célula v QrRAniging
{Varki, 19933,

linlas inmunoglobulinas la glicosilacion es camcter{stica de la region constante y la
regidn bisagra, sunque timbién se han encontrado antieuerpos plicosilados en la repion
viriable (Carayannopoulos y Capra, 1993). La composicion de los carbohidralos de las
inmunoglobulinas varia considerablemente sugiriendo que un dsolipo presenta varias
isoformas, cada una con propiedades Hperamente diferentes (Jefteris of af.. 1999 lefTeris of
o TOR0), La presencia de carbobidratos influye en la conformacion, solubilidad y

secrecion de s 1p's y en la regulacion de su vida media (Delsenholer of af.. 1976,



Hickman y Korleld: 1978 Lund e al., 1990; Matsuda er it F990), Lin el vaso de la 1pG,
se ha comprobado que al deplicosilarln, pierde o disminuye su capncidad POfa unirse o
receptores celulares, para inducir las reacciones de citotoxicidad mediadas por anticuerpos
y para activar el complemento (Mickman y Kornleld, 1978: Koide ¢f al., 1977 Sanchosz-
Vizeaing, 20005 Varki, 1993),

Lixiste evidencia de interacciones no inmunoldgivas entre los carbohidratos de Jas
1as humanas y algunas adhesinas bacterianas. Lamm (1997), indica gue eslas inferaceiones
pudicran estar involueradas en un mecanismo de defensa alternativo de log anticuerpos, e
ha abservado que la capacidad de Ja 1A de calostro de inhibir fa adbesion de Helicohacier
pyfori al epitelio gistrico, se reduce significativamente al tratar a la | A con ok, fucosidasa
(Falle er al., 1993), Las cadenas Mangc 1+6 (Man o0 1-3) Mane, 146 {Manc 1-3) Man (3 1-4)
GleNAe (3 1-4) GleNAe, de Ja lgA secretoria (IpAs) v 1a lgAy inhthen la adbesidn mediada
por-da Ambria tipo | de £ eofi (Wold er af,, 1990, las eadenns sialil o 223 galactosa de
IpAs ¢ 1pA] inhiben la adhesion de la fimbrin 8 de la £ coli causante de meninpitis v
sepsis en neonatos (Schroten ef al., 1998) y tos receptores Gal (P 1-3) GleMAc v stalilados
de JgAs ¢ 1pAL inhiben da adhesion de fus adhesinas de Actinomyees maestundii y
Srepiovoccns gordont respectivamente { Rulll e af., 1996). No se han realizado estudios
de este tipo con 1p's porcinas, pero es muy probable que sus oligosacdridos también puedan
actuar como receptores de las tectinas microbianas, afindiendo una caracieristica mas a la

perspectiva profilactica de los concentrados de inmunoglobulings,
IV.2 MATERIALES Y METODOSN
IV.2Y, Purificacion de 1gA, 1pG e IgM por eromatoprafia de afinidad

Se acoplaron por separado 2ml, de anlisueros anti JgA, anti Gy anti 1M de cerdo

' medio {Rem-En-Tee., Copenhagen, Denmark) o g aRarasi

a b oprame de Minileak ™
activada con divinil sulfonn sepim el procedimiento indicado por el proveedor. Los geles
fueron lavados con agua bidestilada, suspendidos en carbonato de sodio 0.3 M ¢ incubados
por 24 Iy con 2 mL del antisuers (40 my de proteina) diluidos en polictilenglicol al 7 %, ph

8.0. Posteriormente se empactd ¢l gel en columnas cromatograficas abiertas de 0.5 x 10 e,
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i fujo de 0.5 mbl/min y se boguearon fos grupos activos restantes recireulando
etancbamina L2 M pH 9.0, por 4 I, Los peles se lavaron con 3 volimenes de M35, p 7.2,
3 volimenes de plicina-HCE pH 3.0 v nuevamente con 3 volinenes de PRS, pil7,

A wada columna se fe aplicaron de 2 a 15 mg de proteina de Ja fraceion de elucion
de Sefirosa HA dializada contrg PBRS, pH 7.2, Las columnas se lnvaron con PRS, el 7.2
Mujo de 0.25 ml/min y se eluyeron con plicina-HCL pH 3.2 con Mujo de 0.5 mLAnin, La
fraceion de elucion se newtrahizd con Trizma base 0.2 M, pH 800 Las corridas
cromatoprificas s¢ monitorearon espectrolotométricamente a 280 nm. La concentracion de
proteing se determing a 395 nm por el métodn de Bradiord (1976) wilizando albiaming de
suero bovine como estindar y por espectrofotometria a 280 nm, wtitizando un coeficiente
de extineiin de 1.22 (Aygy para 1 mg/ml), prevismente determinado par el aislado de
inmwnoglobulinas obtenido por HIC, Dicho coeficiente es similar al repurtado para lis 1g's
humanas, bovimas y de congjo (Pharmacin, 2000: Deuisher, 990

Lacpureza de as inmunoglobulinas se determing por SDS-PAGE de Jas Trocciones
cromatogrificos (Laemmbh, l‘)"f()). La eomfirmacion de la presencia de los tres isotipos, por
inmunodeteceidon en membranns de nitrocelnlosa utilizando en cada caso antisucros ant
lgA. anti IpG oo antilpgM de cerdo como anticuerpo primario v ant 1pG de cabra unido a

pervxidasa o anti 1pG de congjo unido a fosfatasa alealing, como anticierpo secundario.

TV.2.2 Caracterizacion parcial de los oligosaciridos de Ias inmunoglobulinay

V221 Ensayos de manclas y lectinoensiyns

Para el ensayo de manchas se inmovilizaron TgA, 126 o 1pM, de suero v ealosto
porcings y de suero humano, en tirms de pitroeelulosa, Se aplicd 1pl por mancha, en doble
dilucion seriada, desde [pg o 250 ng, hasta a 0,12 np. Las foteraceiones no especilicay se
bloguearon con TTRS (Na€] 0,13 M, Tris HCI20 mM, CaCly 1 mM, MgCly ¥ mM y 0.05%
de Tween 20}, conteniendo 4% de leche descremadi, Posteriormente se incubaron con
diferentes lectinas biotinitadas (Ruhl er al,, 1996; Sumar o of., FO90), La afinidad lectina-1p
se observo utilizando o) sistema avidina-fostatasa alealing y NIFT/BCIP como sustrato,

i el caso de los Jectinoensayos (BLLAS, por sus siplas en inglés), las placas se

Moguearon segin el procedimiento deserito en ol parafo anterior, Se aplicd  cada
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inmunoglobuling de manera individual en placas de ELISA septn el procedimiento de
Rhodes er al. (1993). Las inmunoplobulines en TBS, pH 7.5, sc aplicaron a tas placas de
ELISA en doble dilucién seriada, incubindolas por 16 hon 4 °C, se lavaron (res veees con
he misma soluciin amortiguadora y se bloguenron por 3 a con TBS conteniendo 0.5%
tween y 1% de leche descremada, Posteriormente  las placos se ineubaron durante 2 h g
temperatura ambiente, con Ja bateria de lectings biotiniladas (10 pp/mby (Candia-1?lain,
20000, La inferaccitn se reveld con avidina-peroxidasa (171000 en THS. P 7539, eon
ortofenilendisming y H,0; como sustrato. Se wilizé un lector de ELISA (Microphate
Readerd 50, BioRad, CA, LSA) para medir la absorbancia a 450 nm, Los andtisis se
realizaron por triplicado. 1 punto de corte se determing cow la media aritmética del control
negalive mas dos veces su desvincion estdndar. Las diferencias entre lus afinidades de las
I's  porcinas, séricas y calostrales se obtuvieron por medio de un andlisis de ICruskal-

Wallig,

Liv baterin utilizada estuve constituida por Jas sipuientes lectinas: Canavealia
ensiformiy (Con A), Pisum sativiim (PSA), Mackia amurensiy (MAA), Lrvitring cristagalli
(RCA) Triticum ydgaris (WGA), Artocarpuy Infegrifolic (Jacaling, Ulex CHPOPACHY
(LAEA-S), Ricimay communiy (RCA- 1), Sambucuy nigra (SNAJ Plraseolus valgeniy (PHA-E)
s Victa vitlosa (VVA) La jacaling se incluyd en este estudio debido a gue reconoce a fos O-

oligusaciridos de la region bisagra de Ja 1gAT humana (Skea e af., {988),

IV.2.2.2 Determinacion de la presencia de O-glicanns en las nnatoptobulinay porciny

Para determinar Ia presencia de O-oligosacaridos en I fgA sérica porcina, CLy
interaceion resuhd positiva en el ensayo de manchas con Jacaling v Ficia vitlosa Oectinas
que reconoeen Q-oligosacdridos), la IpA inmovilizada on membranas de Tmmobilon P se
sometin g una ) eliminacion sepin el método de Duk e o, CE97) Seoanilizd IpA sérica
bumana coma control, Despuds de incubar las tiras en NaON por 16 I a 40 °C, se procedid
Al ensayo de manchas con las mismas lectings como en la seceion amerior. ba presencia de
O-oligosaciridos se confirma al observar una disminucion en fa intensidad de las manchas

despuds del tatamicnto (Duk e af., 1997),
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IV 2.3 Interaceion in vifro de las Inmunoglobulinas porcinas con E. coli K88 y
Sulmonclly choleraesuiy
V300 Cultive y biotinitacion de bacteriay

Las cepay de [0 eoli K88 y Salmonella chiteraesudy Tueron donadas por el Dy,
Cartos Eslava de Ta Facultad de Mediving de Ja UNAM a través de 1 Do, Pvelia Acedo
Felix, Las bacterias se sembraron en caldo nutritivo y se incubaron durante 36 hoa 37 °C,
en unn ineubadora con agitacion Lah-line lnstroments (Melrose, Park, 111, LISA)Y o 100 ypm,
Posteriormente se centrifugaron a 13, 000 x 3y se lavaren 3 veces con solucion balanceada
de Hanks y  se ajustd o turbider con un nefelomero  de Mo Fardand ¥
especthroltométricamente a una concentracion aproximada de bacterias de 2 x 10"

organismos/mb. (Ruhl er af,, 1996)

Las hacterias se biotinilaron sepin Ruhl ¢r af. (1996) con ligeras modificaciones, Se
mezelaron 0.9 mlL de bacterios en solucion de Hanks, con 0.1 m), de dimetisulfonido
copteniendo 0.2 myg de NHS-LC biotina (Sigma Aldrich S Louis, MO, UsAY  Se
incubaron por 4 hoen Ja osewridad a 25 ° C con agitacion lenta y 8¢ Javaron 5 veees con

solucion de Hanks,

f1°2.3.2 Iensayo de manchay

Para el ensayo de manchas se inmovilizaron las Ig's de suero y calostro en tiras de
nivrocelulosa, Se utilizd como control la sipuiente bateria de glicoproteinas: ovoatbiming,
astalofetuina boviny, fetuing boving, mucina gastrica porcing vy mucina maxilar bovina,
Coma control negativo se utilizd albimina de suero boving y como control posilive BSA-
pal (1-3) gal (Glicorex, Sweden). Este control consiste de alhiming unida covalentemente
al epilope gal (1-3) pal que reconove la £ coli K 88 (Brickson ef af., 1994),

Jodas Jas proteinas se aplicaron en doble dilucion desde 1 pp hasta 1 ng. £
tratamiento de las membranas se Hlevd a cabo segin Ruh! ef of, (1996) con modiBenciones
en el procedimiento de blogueo. Para el Dloqueo de las interaccioies no especilicas, so
probaron diferentes Gemipos y concentraciones de Jeche deseromada, BSA o pelating en
TTBS, pH 7.8, Las mejores eondiciones se dieron utilizando 4% de leche deseremada vOh

de blogueo. Sin embargo, hubo que anadir el procedimiento de Wood y Warnke (1981),
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agregando bioting y aviding lbres, parm garantizar & i) inhibicion de lus inleracciones
inespeviticas. Posteriormente se pusicron en contacte eon 5 x 10° células/ml, de hacterias
bioiniadas, se incubaron por 12 h a 4 °C, se lavaron con T3S, pH 7.8, e incubaron por
media hora con avidina-fosfiasa alealing, se lavaron noevamente ¥ se deswrotlaron fas

manchas wilizando el sustrato liquido BCIPANBT (Sipma-Aldrich, St Louis, MOLUSA).

1V 2,33 Interaceidn con inmumaglobulinas disociadas

La adhesion in vitro de L coli y S choleraesuiy se examing en muestras de cada
isotipy de Ip's, separadas por clectroforesis SS-PAGE v transferidas a membranas de
nitrocelulosa en una cdmara de translerencia semi-dry bloter modelo 433-2900 (Bluchler
g, Labeonco, USA) utilizando una coriente de 2.5 mAZm® durante 40 min. Las
membranas  fueron puestas en contacto con las bacterias Bioliniladas sepun el
procedimiento deserito en el paso anterior. Al mismo tiempo se Uevd a cabo la

inmunodeteceion de cada inmunoglobuling come se deseribio anteriormente

1234 Actividad hemaghatinante de lay adhesinas de F. coli K88 N choleraesiis
emplearcly eritrocitos e fechon v cerdo adulio

Se ajustd la concentracion de bacterias a aproximadamente 10" arganismos/mi,
(Meng ¢ al., 1998} v se pusicron en contacto con  eritrocitos de cerdos adulios y de
techones de [ dias. Se ensayaron eritrocitos teipsinizados y sin tripsinizar, 1l ensayo de
hemaglutinacion se Hevd a cabo sepin Jaffe (F980), por Ia téenica de doble dilicion seriada
en presencia y en avsencia de Ca™" y Mp'™,

La inhibicion de la hemaglutinacion se ensayd con mueing bovina, asialoletuing ¥
fetuina bovinas, ovoalbiming, inmunoglobwlinas porcinas, mucus intestinal oblenido de
techones de 10 dias de vida,

Laas mucinas intestinales se aislaron de las diferentes porciones del intesting de) gnclo
y de Jas heces de lechones, por doble precipitacion ctandlica (Miller y Hoskins, 1981),
Postertormente Tas mucinas se Hofilizaron v al momento de su uso se resusperdicron en
solucion balanceada de FEPES-Hanks contenienda un voctel de inhibidotey de pProleagas

(Hottman-La Roche, Suiza).
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V.3 RESULTADOS
IV.3 L Purificacion de 1gA, 1pG e 1gM por eromatogratin de afinidad

LatpA, Ja dpGoy fa JgM porcinas, fueron purificadas por eromiatogralia de alinidad,
wpartiv del aislado de Jg's oblenido de Sefarosy HA. Se utlilizaron columnas ahbierias
empacadas con matrices de agarosa activada con divinil sullona {(DVE) o In matriz
comercial Mint Leak (Kem-En-Tec., Copenhagen, Denmark), A estas matrices se Jes
acophd para cada caso anti 1gA, Anti IgG o Anti 1gM de cerdo {Bethyl Labs, USAY. Para Ia
purilicacion se aplicaron a las columnas entre 2 ¥ 15 mg del aislado de 1p's, previamente
dinfizado conira agua bidestitada, lofilizaday v resuspendidas en PI3S p 7.2, Se sipuid el
esquema cromatoprdlico de Vizguer Moreno ef af, (20003, con ligeras modificaciones, Las
proteings no adsorbidas se avaron con PIRS pH 7.2 hasta Ol nm = g 0.01 v las
adsorbidas se eluyeron con Glicina=-HCL plt 3.5 {s¢ ulilizo este pll para prevenir la
posibile hidrolisis de tos dcidos sidticos presentes e¢n la moléeula).

La Ggur 24 muestra un cromalograma Upico de égias purtlicaciones.  Laos
capacidades oblenidas  para estas matrices Tueron 0.6, 0.4 y 0.2 mp/ml, de matriz para

Apnrosa Ant 1g0, Agarosa Aot IgA y Agarosa Anti 1gM, respectivamente,

o ka figura 25 se nprecia fa electroforesis 818 PAGE en peles de poliacrilonida al
HY%0 y el ensayo de inmunodeteecion para Ja 1gCG o porcina, Las bandas en bas gue se earp la
protefng ehuida de -l columna Agarosa-Anti 1pG (Fig, 25A, carriles 3 y 3) presentaron wna
misa motecular correspondiente a 32-54 kDa o gue concuerda con ta masa vepurtack para
lag cadenas pesadas de la [pG porcina (Pastoret ef af,, 1998 Crawley y Wilkie, 2001,
También se observd la banda correspondiente a lns cadenas lgeras (2325 k a). La

interaccion de Ty proteing eliida transferids 0 membranag de nitrocelulosa (Fig. 258) vy

puesta en contacto con anti 1g€ poreina dirigida o 1o cadena pesada v, fue positiva,

HY
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Figura 24. Cromatograma dpico de Ja purificacion de inmunoglobulinas porcinas cn
malrices de sgarosh activada con DVS, acopladas para cada easo con Anti- IpA, Anti | 20
o Anti [pM de cerdo. AL Las 1p's aisladas de Sefarosa HA se aplicaron a las columnas y lag
proteinas no adsorbidas se lavaron con PBS pH 7,2, B. La [Faceion adsorbida fue eluida con
GH-HCI, pli 3.5, C, Pico de elucion tipico pars 1gG, 1. Pico de alucion tipico para IpA o
InM,
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Figura 25, Electroforesis DS PAGE y ensayo de immunodeleceion para gl porcina A,
Ciel de poliacrilamida al 10%, carril 1 estdndares de masa molecular, carriles 2 vA aislado
de inmunoglobulings de Sefarosa 1A, camiles 3 v 5 elucion de Agarosa Anti (. B
Conlitmacion de la presencia de 1gG por inmunodeteccion con Anti (i de cerdo
especiiiva para el fragmento Fe.

La figura 20 muestra la eleetroforesis SDS PAGE en gel de poliacrilamida a) §10% y
el ensayo de inmunodeteceion para IpA porcina, Las banda correspondiente a la fraceion de
clucion de la columna Aporosa-Amti IpA (Fig.26A caril 3) coincide con unn misa
molecular de 56-58 kDa correspondiente a Jas cadenas pesadas de 1a 1gA porcing (Pastoret
ef al., 1998). También se observo la banda tipica de Jas cadenas ligeras (23 25 kDa). La
nleraceion de la proteina eluida translerida o membranas de nivrocelidosa (Vig. 2613) v

puesta en contacty con anti IgA poreina dirigida a Ja cadena pesada a, fue positiva,
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Figura 20, Elecooloresis SIS PAGE v ensayo de inmunodeteceion para IpA porcing A,
Gel de poliacrilamida al 10%, carril | estdndares de masa molecular, carril 2 aislado de
inmnoglobwlinas de Sefarosa 1A, carmil 3 elucidn de Agarosa Anti IgA, 18 Confirmacion
de da presencia de TgA por inmunodeteccion con Anti IgA  de cendo especifica para la
eadenacy,

Ui segunda confirmacion de la presencia de IgA consistié en inmovilizar proteina
de das fracciones de elucion de agarosa Anti | BA Y Agarosa Anti 1gG y ponerlas en conlacio
con jacaling biotinilada. Como se observ en la figurs 27, la resccion de la elucion de
Awarosa anti 1gA fae positiva, Al comparar a s JgA. poreina con la IpA humana se observo
que esta allima presentd una mayor respuesta. Lo anterior puede deberse o que 1a IpA
humana presenta 3 sitios de O-glicosilacion en la region bisagra mientras que fa IgA

poreina, solo 1{Brown y Butler, 1994),
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Figura 27, Ensayo de manchas con jacaling para las eluciones conteniendo IpA e Ipl
purilicadas por cromatografia de alinidad. 1) IpA humana 2) IpA poreina sérica, 3) lpA

porcing calostral, 4) IpG humana, 5) 196G porein sérica, 6) 1pG poreina calostral,

La electroloresis SIS PAGE en pel de poliaceilamida o) 10% y el ensavo de
immuanodeieceion para 1lgM porcing se nuestran en la figura 28, Las banda correspondicne
i B fraceion de elucion de 1a columna Aparosa-Ant IpM (Fip, 28A carril 3) coincide con
una mdsa molecular de 72 kBa correspondiente a fos codenas pesadas de fa 1gM porcina
(Pagtorel ef af., 1998). La interaccion de Ia proteinn eloids wansferida o membranas de
nitrocelulosa (Fig. 2813) y puesta en contacto con anti 1gM poreina dirigida a o codena

pesada p, [ue positiva,
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Figura 28, Elcctroforesis SDS PAGE v ensayo de inmunodeteecion para IpM porcina A,
Gel de poliaerifamida al 10%, carri! 1 estandares de masa molecular, carrl 2 aislado de
inmunoglobulinas de Sefarosa HA, carril 3 elucion de Agarosa Anti el B, Confirmacion
de To presencin de Igh por inmunodetcecion con Anti IgM de cerdo especifica par la
cadenapt,

1V. 3.2 Ensayos de Manchas

IV.3.20. Ensayo de manchas para led

Para iniciar la carseterizacion de los carbohidratos de 1pA porcing se inmovilizaron
en tras de nitrocelulosa 2 pg de TgA humana (IpA), 1pA sérica porcina (IpAS) ¢ IpA de
calostro porcing (JgAC) y se dejaron interaceionar con las diferentes leclinas biotiniladas.
Posteriormente se realizaron dobles diluciones scriadas de as In™s (500ng & 1 np). se
inmovilizaron en tiras de nitroceltlosa v se pusicron en conlocto con 1as Tectinas gue

dieron positiva la imeraceion en el ensayo anterior.,
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La Tigura 29 muestra Jos resultados obtenidos al inmovilizar 2up de Jas 1gAs. Por
nspeceion visual se enconird que la interaccion con Jacaling e mayor en la [pAlL
despuds en fa IgAS y mis leve en o 1pAC, Lo anterior puede deberse a gue en la repion
bisagra de I lpA 1 se encuentran 9 sitivg potenciales para O-plicostlacion, de los cuales 5
estin ocupados (Allen, 1999). B0 cambio, ta region bisagra de la l2AyS posee anicamenlc
unsitio potencial para O-glicosilacion (Brown y Butder, 1994; Brown of al.. 19953,
Respecto a las diferencias entre la IpAS y Ta INAC (Fip. 30), se sabe que In IpA poreina
puede encontrarse en dos Tormas la IpA, v 1a 1pAg, ésta alima contiene Gnicamente 2
aminodeidos en su region bisagra v ninguno de estos es un sitio polencinl de ghicos lacidn
(Brown ef af., 1998). Iin el calostro humano la 1gA predominante es 1a IpA 7 (Royle et al.,
2003). No existen trabajos en calostro de cerdo sin embargo, una pusible explicacion seria
que en el calostro porcing hay mayor cantidad de JpAy, que de lpA,. listo indicaria la
presencia de wna menor proporeion de O-Olipossciridos, otro indicio de que esto puede

acurrir son los resultados con la fecting VVA (Fig, 31), gue sipuen el pawdn de Ja Jacaling,

Todas las TpAs reaccionsron con Con A, PHAE y WOA (Fig. 29), Esto indica Ia
presencha de estrneluras biantenarias y blantenarias bisectadas (DiVirgilio, 1998), La lgA
humana, presentan dos sitios conservados de plicosilacion en Asn 263 y Asn 459 de I
region Fo, ocupadas en snomayoria por estructurss biantenarias, alrededor del 20% de las
cunles se encuentran biseetadas con N acelil ghicosaming (GlueNae) (Matty et al., FO9R),
La lpA porcina también muestra dos sitios potencinles para N glicasilacion en su cadena
pesada (Brown y Butder, 1994). Por 1o que es probable que estos sitios lambién se
encuentyen veupados por Neglicanoy blantenarios, atgunos de los cuales estén bisectados,
Las diferencias entre 1gAS e INAC (Fig. 30}, pudieran deberse a ta presencin del
componente secreforio en ésto dllima. No extsten estudios del componente secretorio de la
lgAL de cerdo pero en humane se han encontrado 7 sittoy plicosilados ouurdos

principalmente por N-plicanos biantenarios (Royle et al,, 2003).
En Jas estructuray biantenarias de los N plicanos de Ja lgA humana, las galactosss

preden encontrarse unidas o Ac. Sidlico por enlaces o 2-6 y o 2-3 (Mattu et al,, 1998),

Unicevidencia de gue existen sidlicos en o 2-6 en fa IgA porcing, es resphesli
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observada con Ja lecting SNA (Fig. 30, i cambio Ja respuesta con Ia lectina MAA Jue
muy débil. indicando gue probablemente el nivel de sidlicos en o 243 ey muy bajo. Las
lpAs porcinas reaccionaron con | lecting BECA que reconoes  estructuras abiposaciridas
del tipo 1 con terminacion en Galfil-4GleNAe (11 Virgilio, 1998), Lo anterior, aunasda al
resultado con la lecting MAA, pueden ser un indicio de que parte de las estructurss
biattenarias de las lpAs porcings presentan terminaciones en galactosa. La respuesia de lay
lpAs porcinas con la lectina ULAT, fue menor que  la encontrada con Ta IeA humana,
Debido a que UTA es especilica para o Fucosa, estos resultados pudieran indicar un menor

grado de estructuras fucosiladas on las 1gAs poreinas,

Las tres 1pAs reaccionaron con PSA indicando la posible presencia de estructuras
iantenarias complejas terminadas en palactosn, Se observd reaccidn, aungue débil de las
IpAs porcinas con RCA| (Fig. 29 y Fig. 31, Esta Jecling ey especticn o estructuras
tetrantenarias terminadas on galactosa, n la IpA ) humana, esie tipo de estructuras (10 y
lelrantenaring), constituyen aproximadamente e 13% de los N-glicanos presenles v se
eneuentran principalmente en el fragmento Fab (Mattu et ab, 1998), La feeting ROA
vecohoee Gal3i-4 terminal, 1o cual también podria ser un indicio de que parte de las

estrocturas biantenarias de 1 IpAS v L IpAC terminon en galactosa,

Para condirmar la presencin de O-Oligosacaridos en s IgA porcina la 1pAS v 1o
L2 AT fueron sometidas o una 3 eliminacion (Duk er af,, 19979, Las le's se aplicaron a tims
de Immaobilon Iy se incubaron en NaOH por 16 I n 40 °C, posteriormente se procesdio al
ensayo de manchas con las mismas lectings, para observar los posibles cambios en la
intensidad de las manchas, al compararlas con los controles, Se pudo observar que en
electo, tanto la intensidad de las manchns de IpAS como de 1pA disminuye, coneluyendo

fque [pAS ambién contiene O-oligosaciridos (datos no mostrados).
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Figrra 29, Lnsayos de manchas para inmunoglobulinas A, Se inmovilizaren 2 pu de
inmunoglobuling en tiras de nitrocelolosa v se incubaron con Jas diferentes leetinas
biotiniladas. JgAH, TpA humana, 1gAS, 1pA sérica porcina, 1pAC, 1pA de calostro PN,
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Figura M) Diferencias en ta interaceion de las IpAs porcinas con al punis leetinas, La JpA
sérica (1pAS) v la JgA de calostro (JpAC) se inmovilizaron en tiras de nitrocelulosa en
doble dilueion seriadn (250 ng a 012 np) ¥ se pusieron en contacto con las feclinas  de
Tacalina (JAC), Vieia villosa (VVA), Triticun vidgaris (WGA), Phaseolus vidlpariy (PHA-

), Canmavadi ensiformis {Con AY y Pisum sctivim {IPSA).
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Figura 310 Similitades en ta interaceion de las IpAs poreinas con ulgunas lectings, La IpA
sérica (JgAS)Y v o IgA de calostro (0gAC) se inmovilizaron en tims de nitroceluloss en
doble ditucion seriada (250 ng o 012 np) v se pusicron en contacio con las feclinas de
Mackia amurensiy (MAA), Ulex curopacus (UEA-D. Ricinus communiy (RCA- D,

Sumbucus nigra (SNA), v Eritring cristagalli (FECA),
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V324 Ensane de manchay pora e

’

La Tigura 32 indica que li especificidad gue muostraron tas diferentes lectinas
brotiniladas para: 1pG humana (TpGH), o Ipgh sérica porcina (IpGR) ¥ la 1pt de calostro
poreino pGC), concuerda con las estructuras enconiradas en IpGH, reportados en la
bireratura, L 12G humana presenta un sitio de plicosilacion en la Asn 297 del fragmento Fe
lolland y Jefferis, 2002), Este sitio se encuentra ocupado por estructuras biantenarias y
puede presentar diferentes isoformas, dependiendo de 1a presencia de fucosa en ¢l centro
quitobtasa, de la presencia de un biseeto con N acetil plueosaming ¥ la presencin de una o
dos palaciosas terminales. Una caracieristica de Ja Il es que anicamente o 10% de sus

estroctaras se encuentra sialilada (Radaey v Sun, 2001,

La respuesta observada en Ja interaccion de las TpGs porcings con las fectinas Con
A PHA Yy WOA (Fig. 33) indica fa presencia de estructuras biantenarias complejas gue
pueden presentar una biseeto eon N-aceti) glucosamina (i Virgilio, 1998), La interaceidn
que se presentd con BCA es unindicio de o presencia de palactosas terminales unidas @
GleNAe por enlaces o 1-4 Otra informacion que apoya lo anterior o e vbgerva i
feraceion muy leve con SNA yue reconoce a sidlicos en o 2-6 Y ninguna con MAA, que
reeontoce o siglicos en o 2-3, Lo anterior indica que exislen escasas estructuras wrminaday
e Ac. Sidlico y mayor ndmero de estructuras terminadas en palactosn. Sin cmbarpe, no se
presentd interaeeion con RCAT, que también reconoce galactosas terminales. Se desconoce
el porque ocurrit esto, aungue existen reportes de escaso reconocimiento de RCA 1 pog

alpunay galactosas terminales en alpunas proteinas plasmaticas (1Hies ot al., 2002).

Las diferencias principales entre la 1gGS v La [pGC se observaron con SNA ¥
LIEAT (Fig. 33), SNA presentd mayor interaceion con 13GC y menor con 2GS, Lo anterior
pudiera ser un indicio de la presencia de una mayor cantidad de estructuras sialiladas en ¢l
calostrn, Iin calostro bovine se han encontrado pequefias diferencias en la concentracion de
feido sidhico de 1o 1pG (Morgan er wl, 1981 1n ef caso de UBAT, se también se observd

nna mayor interaeeion con fa [pGe gue con IpAS,
: L
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Figura 32, Ensayos de manchas para inmunoplobulinas G, 8¢ inmovilizaron 2 g de
ihmunoglobuting en tivas de nitrocelulosa vy ose incubaron con las diferentes Jectinas
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riotiniladas, TgGH, Tt humana, 1pGS, 120G sérica poreina, TpGO, G de calostro poreino
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Figura 33, Interaccion de las IpGs poreinas con algunas lectinas, La 1pG sérica (JpGS8) %

ki IpGode calostro (1gGC) se inmovilizaron en tims de nitrocelidosn en doble dilucion
seriada (250ng a 0.12 np) y se pusicron on contacto  con las dectinas  de  Comavalia
epsiformis (Con A Phaseolus vidgaris (PHASEY, oy curopaciy (LUEAD, Eritving

creistagalli (BCAYy - Sambucus nigra (SNA),
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V325 Ensaya de manchas para lgh

Lo TgM humana s una glicoproteina que contiene del 7 al 12% de carbohidratos
distribuidos en § sitios de N-glicosilacion localizados en el fragmeno Fo de su moléeula,
en fay posiciones Asn-171, Asn-332, Asn-395, Asn-402 voASS03 (Mickman e ol 1972
Chibayashi f al., 1989). Los oligosaciridos unidos a la Asnd0? ya 1a Asn-563 son del tipo
altos en manosa, mientras que el resto (Asn-171, Asn-332, ¥ ASn-303) son estructuras
trinnenarias complejas gue contienen fucosa, Ae, Sidlico, palactosa, N seetitptucosaming y
manosa. (Ohbayashi e af., 1989 Bn Ia Figura 34 podemos observar que las diterentes
lpMs interaccionaron con Ja lecting de PSA que reconoce estrcturas iantenariag y won la
lecting de Con A que es especifica para estructuras alas en manosa, Lo anterior es un

idiciv de que existen este tipo de estructoras en las 1pM del cerdo,

Se observe interaceion de las IpMs poreinas con SNA, que detecta Ac. Siglico en
posicion w2« 6, pero no eon MAA que es especilicn para sidlico 22-3, Lo anterior coineide
con fo reportado en 1gM de ratdn y de hamano, gue presentan principalmente deidoy
siiticos en posicion o= 6 (Hickman e e, 1972, En el cuso de las lectings GUE FRRONOCe
a walnetoses terminales con enlaces b 14, fas leMs poreinns no reaccionaron (RUAYY, 0 su
reaccim fue visualmente menor que Ja de IpM humana, indicando que probablements Ja
mayor parte de Jas estructuras terminadas en estas gadactosas se encuentren sialiladas.
Tambicén se observd respuesta con VLA, aungue esta (e visualmenle menor que la de de
la TpM humana, indicando  que probablemente existan menos estruciuras fucasilodas e
bas TgM poreinas que en fas humanas, aungue esto deberd comprobarse con posteriores
anibisie, Las TeMs no interaccionaron con las lectinas JAC ni VVA, las cuples reconocen
Q-oliposaciridos, Lo anterior concuerda con o reportade para fa [gM humana que conliene
Gnicamente N-ghicanos en sus estructuras oligosacaridas conservadas (Mckman er al.
972 Ohbayashi er al., 1989). in os ensuvos de manchas en gue se aplicaron las IpMS ¢
MO en dilucion, no se observd dilerencia visual en las imeracciones lo cund podrin

mdicar que Jos carbohidratos de ambas inmunoglobulinas son my y pureeidos,
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Figura 34, Insayos de manchas para tnmonoglobulinas M. Se inmovilizaron 2 pi de
inmunoglobuling en tiras de nitocelulosa y se incubaron con Jas diferentes leclings
Motniladas, IghMI, 1pG o humana, 1pMS, IgM sérica porcing, 1pMC, 1pgM de calostro
POFCING,



1V.3.3 Lectinoensayos

Loy lectinoensayos se practicaron con el objeio de observay posibles diferenciax
etre Jus carbohidiatos de das inmunoglobulinas porcinas provenientes de suero y de
caboston. La figara 35 muestra que Tas interacciones entre In ) RA serien y la lgA calostral y
las leetinas JAC, VYA, WGA y PHACE fueron dilerentes. La A sérica muestra volores
nEs altos con JAC y VVA que la lgA de calostro, Lo anterior es un indicio de una mayor
O-ghicosilacion en Ia foente sérica. Las imeraceiones con WG A ¥ PHA-L indican que la
A de calostro presenta una mayor cantidad de estructuras biantenarias bisectadas,
probablemente debido a la presencia del componente seeretoriv glicosilado, B da figura 33
se observan Jas inlerneciones entre Tas [pAs séricas y de ealostro v has lectinas ConA,
ULAT, SNA, MAA, LCA y RCAL No se encontraron diferencias signilicativas con of
amdlisis de Kroskal- Wallis, entre las interacciones de las lectinas y las pAs de tns dos
fuentes. Lo anterior s un indicio de gue ol prado de fucosilacion, sialilacion y

gatactosilacion de ambas IpAs as similar,

Las interacciones de la 1pGosérica y la lpGoealostral con diferentes lectinag fueron
similires excepto con UEA 1, donde se observe mayor interaccion von leli de calostro
indicando Ta posible existencia de mayor grado de fucosilacion (Fig. 36) Ln ¢l caso de o
laM, 0o se observaron diferencias entre las dos fuentes estudiadas, por o que se deduce

que presentan estructuras de oligosacaridos muy similares (Fig, 37).
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Figura 35, Interuccion de 1pA sérica (8) ¢ IpA de calostro (C) con Jas Jectings Jncaking
CIAL), Vicia villosa (VVA), leeting de trigo (WGA) y Tecting I de frijo] (PHA-E),
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Figura 36. Intersecion de IgA sérica (8) e JgA de colostro (C) con Jas lectinas de;
coneanavaling A (ConA), Uley ewropaeny (JEAD, Sombucny migra (SNAY Mackio
anrensis (MAA), Lritvina cristagalli (RCA) y Ricinus communiy (RCA D,
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Figura 37. Interaccion de 1pi sérica (8) ¢ IpG de calostro (C) con Tas tectings de:
concanavaling A (ConA), Uex curopacuy (UEAD, Sambrous nigra {SNA) Pivum sativim
(PSAY Y Phaseolus vulgaris 1 {(PHALE),
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Figura 38. Interaccion de 1gM sérica (5) ¢ 1gM de calostro {C) con las lectinas de:
concamavaling A (ConA), Ulex europaens (UEAD), Sambucig nigra (SNA) Pisum sativam
(PRA), y Phaseolus vudgoris 12 (PHA-E)

V.34 Interaceion dn virro de las Inmunoglobulings porcings con E coli K88 y
Salmonella choleriesiiy

N3 AT Inferaceion con 5 coli K&K

La figura 39 muestra el ensayo de manchas que reveld Lo unian de £ eofi KRR con
las diferentes 1p's. Como puede observarse, fa bacteria interacciond con o aislady de n's
(humanas y poreinas), con el suero porcino y con fa lpA e IgG porcinas; no se [rEsento
iteraceion con la JgM. Para explorar Ia posibilidad de que b interaceion fuera del tipo no
imunogenico, I 1gG y 1a IgA porcinas ueron disociadas en sus cadenas 1 gerns y pesadas
e un pel de poliacrilamida al 8%, transferidas o membranas de nitrocelulosn o heubadas
con la i coli KBE biotinilada . Lo IpA  (Fig, 40 presentd reconocimienty en fa banda

correspondiente a la masa molecular de la cadena pesada, Lo anterior es un indicio de e

87




la internceion que presenta Ba lpA se esté estableciendo entre Ja adhiesing de fa bacteria y
tos carbubidratos del anticuerpo, Tixisten reportes de U este tipo de interacciones pueden
establecerse con los oligosaciridos de las diferentes 1A himanas (Wold ef ., FOR0; Falk
efal, 1993 R e w1996 Schroten ef ol 1998, Queda por Lnsayar el reconocimicnto
de fa J5 coff K88 por e ragmento Fe de 1a IpA porcina, ¥AOQUE SE CONooe que exisne un
Hpo de anticuerpo en camellos, consttuide ‘inicamente por cadenas pesadas, Do esta
naner el antigeno reconoce una seonencia especifion Jde esta region (Ewert e af., 2002).
S embargo, un punto a favor de nuestro ensayo es gue la proteina se encuentra
desntaturabizada y por tanto el sitio de reconocimiento alterado por el desdoblamiento de

proteing.

Be haobservado que la capacidad de la pA de calostro humano de inhibir la
adhesion de Helicobavier pydari al epitelio gdstrico. se reduge si poificativamente al tratar o
b TpA con o-L Tucosidasa (Falk ef af,, 1993). Por otro laso, s cadenas Man {ve F-0)Man o,
-3 Man(o 1-00Mange 1-3) Man (f 1-4) GleNAc(] T-4)GleNAw, de Ja 1pA seeretoria y i
de lgAz bumanas inhiben la adhesion mediada por b timlria (i po bde £ocoli (Wold ¢ af.,
19903, tas cadenas stalil (o 2-3) galactosa de | pAs e lpA T inhiben la adhesion de Ja fimbria
Bode da Ko enlf cansante de meningitis v osepsis en neonalos (Schroten of al., 1998) vy los
receplores  Gal(f 1-3)GHeNAe y sialilados de IpAs © TgA) inhiben Ta adhesian de las
adhesinas de Actinomyces naesiundii v Strepiococens gordoni respectivamente (1uh! e

al., P99,

Iin o Fig. 41 se observan las inleracciones de £ coli K88 con A de suero y
calostro poreine. La IgA de calostro presentd mayor interaceiin AUNGUE 5¢ requieren
estidivs cuantitativos mediante ensayos de BELISA para poder determinar  se exision
diterenciis, Debido g que Ja JgA de porcino presenta un solo sitio potencial para fa
phicosilactdn de O-glicanos, podria ser que e reconocimienty de la adhesing de la £ colf
KBR fuera por lns estrueturns las estructuras de los N plicanos, Existe estodios gue indican
que faadhesing de ésta bacteria reconoce a las estructuras Dianenariag complejas presenies
en Ja transferring humana (Grange ef ol., 20023, Estas estructuras son del mismo tipo que
los Neghicanos presentes en la fpA humana v, de acuerdo a los ensayos con fectings,

tamibicn se encuentran en fa [pA porcing,
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Figura 39 Internceion de E coli KER con dilerentes fuentes de bimunoglobulinas. A
iymunoglobulinas 114, Ips séricas humanas, 1P Ips sericas poreinas, 8 suero porcine  1pA;
tpA sérica poreina, 1pG: g6 sérica porcina IpM: 1gM sérica porcing, 13 blanco,
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Figura 40, Interaccion de tpA en condiciones reductoras y desnaturalizantes con £ coli
ANS. A, Gel DS PAGE de acrilamida al 8% camil | estindares de masa molecular, 2
I3SA-gal (o0 1-3) pab 3 1gA sérica; B Western blot de carriles 2 y 3 en conlacto con la /2
podi KES biotinilada,
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Figara 41, Comparacion de Ta interaccion de JgA sérica y de IgA de calostro con K, cofi
AN BSA-gal control de BSA-pat (21-3) pal, YAe IpA de ealostro poreing, TA IpA sérica
poreing

La interaceion £, coli KBR-1pA sérica, no se vio afectada por el pH {Fig. 42), Lo

anterior representa una venlajo para la electividad de fos concentrados de | Bs,

B A -t firdh ssaparo ol
\ 3.0
A0
5 ()
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7.0

Figuwra 42, influencia del pH en la interaccion de IpA sérica con £ coff K88, A. control de
BSA-pal (o] -3) gal, B 1gAL 1A sérica poreina

Erclo gun 43 se observa que la £ eoli K88 interacciond fuerlemente con la
BSA-pal (ol -3) pal por ser este uno de los ephopes que reconoce 1o adhesing wasente en la
i N

bacteria (Francis ¢r af., 1998). También se observé interaccion con mucing boving maxilar
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voeon asinloleluing,

Iintre dos principales receptores pary /2 coli K88 se encuentran ghivolipidoy y
plhicoproteinas, especialmente del tipo sialoglicoproteinas o agquellas con terminacion en
palactosa, Adicionabmente se sabe que toy residuos de fucosa, gatactosa, v GalNAC estan
mvoluerados en b interceion lectina-receplor (Francis, P98, La estructura de la mueing
submaxilar boving (MSB), estd compuesta en un 56,7%, por aliposacaridos, la mayoria del
fipo Oeplicanos (Fpman, 1968; Bettetheim er af,, F972), Los principales monosaciridos de
la fraceion carbobidrato de lo MBB, son Ja GalNAce, el acido sithicy, Ja palactosa vy a

fucosa, Lo anterior explicaria la interaceion de fa bacteria con Ja glicoproleing bovina,

Lo maléeula de fetuinn completa no fue reconocida porda & eoli IKER, mientras gue
la Yetuing desialilada si (Fig. 43). Lo anterior puede ser un indicio de que la adhesina de la
bacterin estd reconoviendo residuos de palactosa IboTedy como los presentes en las
estructuras hicosiladas de Ja TpA, Se sabe que fa fetuing presenta 5 silios de plicosilacion,
3 de los cuales son para Neglicanos (Nilsson ¢f of.. T979), Otra prowina gue ha mostrado
ser reeonocida por la adhesing de £ cofi K 88 a ravés de estos residuos es o transferving

(Cirange of af,, 2001),

Los carbohidratos presentes en b mucina pastiica poreina no fueron reconocidus
por la adhesing de ks £ coli K88, ain cuando se aplicd un iratamicnto a Ia glicoprateina
para eliminar el deido stalico (g, 43), Lo mlerior pudiera deberse a diferencias en el i 1
de mugina. Se sabe que Jos animales pueden expresar mucinas diferentes en diferentes
tejidos, por ejemplo, las mucinas del estomape de los cerdos difieren en las de su intestine
en by secwencias de sus oligosaciridos, en Jos isdmeros que presentan ¥ oen sus

terminactones (Pérez-Vilar v Hill, 1999; Thomsson ¢/ af., 1949,
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Figura 43, Intercein de £, coli K88 con diferentes ghcoproteings, BSA. pali 3SA pal
(el -3) gal (controb positivo), F fetuina, MP, mucina porcing, MPH mucina Poreina
desialilada, MB, mucing submaxilar bovina, AF asialofetuing, OA ovoalhiming, BSA
athaming de suero bovino (contral negative),

Parn ensayar la adhesion de la £ coli K88 en el intesting de verdos de regicn, se
aislaron las mucinas de 4 lechones neonatos de 10 diss, Las mucinas se obluvieron P
dable precipitacion etandlica, o partir de las dilerentes porciones del intesting delgado de

los lechones {(dundenn, yeyuno e ileon) v de las heees de los mismos.

L ensayo de manchas de las mueinas eon £ coli 188 (Fig. 44) mosird una My or
ftgraecion con las muginas de duodeno, posteriormente con las Je Yeyuno y pot ulime por
las de ilion. Lo anterior concuerda con ko reportaco en a bibliografia (Francis ef of., 1998),

No se observo interaccion con las mucings aisladas de las heces (datos no muostrados).

43



i 3 " K ClU(JCilB no

o o v yeyuno

Ileon

Figara 44, Ensayo de manchay de lainteraecion de £ cofi K88 con mucinas de lechones do
HO dias, I duodeno, Y yeyuno, 10 ilton,

3.2 Interaceion con Salonella choleraesuly

Lo 5 eholeraesuis interacciond con el aistado de [p's humanas y porcinas ¥ con
mayor intensidad con la IpA y 1gM séricas porcinas (Fig, 45A) Bn el caso de Jas
plicoproteinas se observd inferaceitn con ovoallmiming v con la BSA-pal (0] -3y pal (Fig,
A51). Firon ef af, (T983), reportaron la presencia de una fimbria QUE TeConoce Munos,
mientrins que Giannasca ¢ of. {1996) observaron la adhesion de de Salmonella typhimurium
a estructiras gal (ol -3) gal, Lo anterior coineide con lay respuestas observadas con B8A-
gal - (ocd-3) gal y eon o ovoalboming que se encoentra plivositada con estriciuras alas on
NN,

La interaccion de la lgA disociads con 8 chofernesuiy fue negaliva, mientras goe
con 1gM no Jue reproducible, Se requicren posteriores anlisis para camprobar i
interpceion se tleva a cabo, La posibihdad existe debido a la presencia de aliposaciridos

nhtos en manosa en la moléenla de 1pM.

93



18

" IgA

M

IgG

B

BSA-gal

A

Figura 45, Interaccion de Salmonella choleraesuiy con las Ip's POrCings ¥ ocon otras
plicoproteinas A Inleraceivn con inmuneglobulings 14, aislado de s séricas humanas, 1P,
aislado de Tgs séricas porcinas, 8, suero poreing JgA, A sérica poreing, 1pG, 1pG sérica
porcina IgM, 1gM  sérica porcina, B blanco, B: BSA pal (13 gal, I, fetuina, MP, mycing
porcing, MB, mueing bovina, AF asialofetning, OA ovoalbiming, BSA albumina de suero
bovine (control nepative)

Lo figura 46 presenta las intwracciones de S, oholeravsnis con las diferenles
porciones de intesting de Jeehon, A diferencia de la £ eoli K88 que interaccions en YO
medida con el nistado de mucinas del duadeno, la Salnonella inleraceions de igual manera

con todas [as porciones.
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Figura 46. Ensayo de manchas de In interaceion de Safmonella choleracsuis con mucinas
de lechones de 10 dias. 13 control negativo, B5A-pal control positivo, Clave 100 techones
tratacdos con probidtices, clave 129 Jechones no tratados, I3 duodeno. Y: yeyunoe, I tlon,
H: heees,

IV.3.4.3 Actividad hemaglutinante de las adhesinay de L

coft K88 v S choleraesuiy en

eritrocifos  de fechan p cerdo adulio

La actividad hemaglutinante de las adhesinag de las bueterias palogenas se ensiayd a
partic de by sangre de § lechones y de § cerdos adubtos. 1n la abls ) podemuos notar gue
ambos patdpenos presentaron mayor tiulo de hemaghiinacion en animales neonatos gue en
adultos. Lo anterior puede deberse a que los receptores a tos gue reconocen estas adhesinag,
cambian a través de Ja maduracion del cerda, Fxisten evidencias de gue estn ocurre en ¢l
tracto gastrointestingl y a partir de ellas se ha originado Ia explicacion de fa susceptibilidad

de los lechones al atague de estos patdpenos (Francis e al., 1998; Grange of af., 1998),

La fimbria de £, coll KE8 presentd mayor capacidad hemaglutinante, Esta se vio
influida por el dipo de tratamiento, presentando  dependencia por Ca™ v Mp"
Adicionalmente se observd que los erifroeitos sin tripsinizar se aglutingr mds que log no
tripsinizados, Lste comportamiento se ha observado en ensayos de hemaghtinacion con
eritrocitos de conejo, en presencin de F, coli K88 (Meng er af,, 1998), 1o anterior prueda
constituir un indicio de que el receptor reconoeido en el eritrocito por la adhesina,

pertencee al tipo de tus ghicoprowinas, A partir del intestino de Jechones se ban aislado
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recepiores para L coli K88 delipo glicoproteina (Francis of af., 1998 Sun or af.. 200m, v
ghicolipidos (Grange er el 1999, Iin el caso de 8 choleraesuis se observd un tiulo de
hemaglutimacion muy bajo, probablemente debido s gue ¢l receplor que reconoce no - se

ciwsuentra en bos eritrocitos,

Tabla 11 Actividad hemaglutinante de £ coli KBS v 8 choleraesuiy en esiltoeitos de

cerda adulto ¥ lechdn

AR A
5. ooff ¥ BE 5. cholerassiis
Tratamlento Adutto Llechon - Adullo o bechon
Tripsinizados 2 i {-) i
Tripsinizados + Ca'™® y Mg™ 4 16 () 7
Sin tripsinizar + Ca*? y Mg** 8 ap ) A

Al Actividad bemaglatineole

Los ensayoy de inhibicion de la hemaghutinacion de las sdhesinas de £ coli K88 se
realizaron con mucina submaxifar bovina, mocina pastrica porcina, ovoalboming, albimina
de suero bovino, asialofetaina, aislado de mueinas de dundeno de lechon, aisladn de Ip's ¢
LA Se wiilizaron concentraciones de 2mg basta 0.5 pg/ml. Lo tabla 18 resume los
resultacdos obtenidos, Como era de esperarse bas mucinas del duodenn def lechon inhibieron
la hemaglutinaeion a muy bajas coneentraciones (0,5 pemL), La mucing submaxilar
boving y 1o asinlofetuina también mostraron inhibicion n concentraciones del orden de los
nanogramoes coincidiendo con los resultados observados en Jos ensayos de manchas, Las
preparaciones de [p's porcinas inhibieron la hemaglubinacion a coneentraciones de 8 pg Al
probablemente por la accion conjunta de la 1pG oy fa lgA que en ¢l ensiuyo de adbegion
maostraron actividad contra £ cofi K88, La minima concentracion inhibitoria de | A Tue de
gl Lo anterior es un indicio de s importancia de esta inmunaglobuling en la
proteceion del lechdn contra las enfermedades patdpenas. Sin embargn deben realizarse

ensayos para observar la efectividad de las inmunoglobufings en animales vivos,
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Tabla 12 Inhibicion de ln adhesing de 1 coli I 88 on presencia de plicoproteings

Minima consenlracién inklbloria

Glicoproteina S 11,1 14110)}
Preparaciones de lg's 0.007
A porcing 0.004
Alslade de mucina de dusdenn de lechon 0.0005
Mucina subtmaxilar bovina 0.008
Asialotetuina 0.062
Mucina gastrica poreing P
Mucing gastrica porgina desialitada 2
Ovoalbuming M
AlbOming de suern bovino M.




»  Las matrices de Sefwross MA v Novarosa BDA HA son capaces de aislar 1y's

CAPITULO YV
RESUMEN DE HALLAZGOS Y CONCLUSIONES

Reswmen de balazgos

k)

sericas y de colosiro porcing en un solo paso

Selarosi HA presento ana eapneidad de 3.9:0.1 mg/mb. de matriz en of aislamiento
de Tgs sérivas porcings y de 4.1 0.2 mg/m), de matriz en el aistaimiento de Ip's de
calostro poreing, Esta capacidad superd o la capacidad de adsorcion de Novarosa

KA HA en un 18%,

La matriz de Seforosn HA adsorbe ¢l total de Ta 1pG vy ol de la IpA v el 52% de I
IpM presentes en suero porcino, mientras que la matriz de Novaross DA A
adsorbe el 79% de la lpG, el 17% de la IpA v ol 89% de a | M, Lsta selectividad

tan notable de Novarosa DA HA puede aprovecharse en el aislamicnio de PGS

Lo adsorcion especilien de Jas Tg's séricas porcinas o Sefarosa MA fue Mayor
(0303 mpfml de matriz) que Ja de Novarosa EDA MA (4.5460.4 mp/ml. de

matriz),

La capacidad de Sefarosn HA se vio alectadu por ¢ tiempo de acetilacion de
wiadriz, el didmeno de la columna, of tiempo de almacenamiento de fa matriz no
acetilada y e volumen de cama, La matriz no perdid su capacidad despuds do 20
corridas continuas, ni se vio afeciada durante el abmacenamionto par 7 dias on
Ouanidina 4M, pHl 7.6,

Con el esquema cromalogrifico atitizado en este estudio no se encontraron
diferencias significativas (p =0.05) entre las capucidadus del pel comercial T
(16350 3mpAnl, de matriz) v la capacidad de Sefarosa A (3.900.1 mig/ml. de
mairiz), Sin enybargo, Sefarosa HA muestra mayor selectividud para los tres tipos de

inmunoplobulions, mientras que ¢ pel T es mds selectivo pars 1pG,

LV patron de adsorcion de la matriz de Sefarosa HA permite aplicar ¢l suero PO
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a altas concentraciones (40 mg/ml. de proteing), micniras que para el pel T ses

eclectivo requiere de diluciones mayores,

L indice de actividad emulsifieante de la Traccion albiming fue de 165 ma/p, Ly
menor gue ¢l encontrado para la albimina sériva bovina, perg mayor gue ¢l de el
caseinato de sodio, Jas proteinas del suern de Tn leche, las proteinas de | soyay I
ovoalbimina. La estabilidad de fas emulsiones formadas con ta fiaccion albtming
porcing es mayor ol de todas las proteinds mencionadas excepto a la de o
albtiming sérica bovina, Lo anterior demuestra fa potencialidad de esta fraceion

cormno aditivo alimenlary,

La fraceion albiming presentd una solubilidad mixima on apun de 91% a pld 7.0,

Esta cardcteristica facilita su incorporneion en alimentos Hiuidos.

La sotubilidad de Tas inmunoglobulinas porcinas fue de 90 a 96% en soluciones

salinas .25M siendo aceptable para la elaboracion de preparaciones orales,

La refrigeracion y fa adicion de £, 1% de sorbato de potasto evitaron la profiferacion
de mesofflicos serobios en Jas preparaciones liquidas de inmunoglobulinas, 1n
dichas preparaciones no se detectaron orpanismos coliformes. Swfmonedla i
Staphytococens atrens en las preparaciones de inmunuglobulines en Jox diferentes
tradamientos. Ademds, no se detectd fa presepcia de los virus porcinos: del Qo
Aunl, de Aujeszky, del parvovirus porcine, de pastroenteritis iransmisible y el

sindrome respiratorio y reproductive porcing (PRRS),

Las preparaciones de inmunoglobulinas almacenadas por 15 dins, mostraron  una

actividad contris 2 coli KBS comparable a la de las inmunoglobulinas de calostro,

se Jogro b purificacion de la 1pA, la IpG y 1o TpM de suers y calostro POYCINGY POr
cromatogratin de ofinidad. Las capacidades de Jas matrices agarosa Antd 1i2(3,
agarosa Anti 1gA vy agarosa Anti IgM fueron 0.6, 0.4 y 0.2 g/l de matriz

respectivamente.
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Los ensayos de manchas y los lectinoensayos indican que las estructurns
oliposaciridas de las gAs poreinas son similares a las estructuras de N- plicanos
presentes ent la JpA humana, Tambidn se observd gue contienen menos estirueturas
deb tipo O-plicanos que ésta inmunoglobuling. 1n o gue se reliere a las Ips
porcinas se encuentsis una concordancin con fas estructuras de la IpGi hamang,
Adicionalmente se observd gue ln 1gG de calostro POFCING SEencuentra mas
sialtlada y fueosilada que la G sérica poreina, 1n el caso de las | M poreinas 1o

se observan diferencins entre Jag estructuras de las Nuentes séricas y de calostro,

Los aislados de Tu's porcinas, 1a 1pG y 1a IpA séricas poveinas ilernecionan con £
coli KBE. Se encontraron fuertes indicios de gue Ta interaceion con IpA se establece
A travids de sus estrueturas oliposacaridas, Bsta interaceion es independicnte del RN
similar o ko de la IgA- de calosire porcine v pudiera constituir una esiralegia
sdicional de defensa de la imunoglobuling para evitar fa adhesion de pathgenog al

trpcto gastrointestinal del fechon.

Los aislados de Tp's porcinas, la 1pA v la 1pM séricas POPCINNS ITQraccionaron o
S cholevagsnis. No se encontrd evidencia concluyente de que ly existencia de una

iteraceidn entre los oliposacaridos de la IgM porcing y ¢l paldpenn,

Las preparaciones de Ip's porcinas y la 1pA porcina inhiben la hemaghutinacion de

bos erttrocitos de lechones de 10 dias provoeada por Ja adhesing de £ coli K 88

Conelusiones

Las inmunoplobulinas  séricas porcisas fueron aishadus  ripida v oficientemente
empleando cromatogradia de intersceion hidrofdbica: Ja capacidad de la matriz de
Selarosa HA fue igual o la del gel T, sin embargo mostrd mayor especificidad por
los tres tipos de inmuneglobulinas, B process de aislamiento wilizande Sefarosa
HA, fue escalable a nivel laboratorin,

Los concentrados de inmunoglobulinas séricas poreinas mostraron excelente calidad
microbioldgica y reactividad contra £ coli K88 después de 15 diss de

slmacenumiento.
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* Aocoli KBS nteracciond con Ja IpA v la 1pG porcinas mieniras que Swlmonella
choleraesniy con la IpM y Ja 1pAL En el caso de Ja JgA, se enconlro fuerte evidencia
de que parte de esta interaceion ocurre entre los oligosaciridos y Tas adhesinas del

patdpeno y de gue no se ve afectada por el pld.
*  Las estructuras de los oliposacaridos de Jas 1p's séricas y de calosiro POICinG son

semejantes, por o gue pueden wtilizarse indistintamente. a Jas cobcentraciones

adecuadis,
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