PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS COMERCIALES
EN CERDOS

Resumen

La inmunizacién de cerdos de 5 a 8 se-
manas antes de su sacrificio no interfiere
seriamente con su ganancia de peso, y dada
la crianza intensiva de cerdos, permite te-
ner un método de produccién masiva de
anticuerpos. Este puede ser el mejor método
para la produccion de anticuerpos en gran
escala que seria necesario para extender la
seroterapia a problemas de medicina hu-
mana y veterinaria. Constituye también
una alternativa més econémica que la pro-
duccién de anticuerpos en caballos.

Introducciéon

La transferencia pasiva de resistencia a
microorganismos o sus productos por me-
dio de la administracién de anticuerpos es
todavia una de las aplicaciones més espec-
taculares de la inmunologia. Asimismo, an-
ticuerpos contra miles de diferentes mo-
léculas orgénicas son usados extensivamen-
te en laboratorios clinicos o de investi-
gacion para la deteccién o purificacion de
antigenos. Sin embargo, los métodos em-
pleados para la produccién de anticuerpos
especificos en cantidades industriales fue-
ron disefiados sin tomar en cuenta la préc-
tica moderna de la ganaderia: muchos an-
ticuerpos administrados a humanos provie-
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nen de caballos, los cuales son destinados
exclusivamente a ese propésito, en vez de
utilizar otros animales que son criados en
gran namero como fuente de carne. Esto
no solamente eleva grandemente el costo
de produccitn, sino que también limita la
cantidad de anticuerpos producidos y sus
usos en medicina humana y veterinaria.
En México, por ejemplo, cerca de la cuarta
parte del ganado porcino, bovino, caprino
y ovino muere en los primeros 45 dias des-
pués del nacimiento, principalmente por
infecciones gastrointestinales (Uruchurtu et
al., 1976). Los humanos lactantes también
sufren, principalmente, de enfermedades
gastrointestinales (Kumate, Cafiedo y Pe-
drotta, 1977). En ambos casos, las enfer-
medades gastrointestinales se ven propicia-
das por el estado natural de inmunodefi-
ciencia del recién nacido, y tal vez puedan
ser prevenidas o tratadas por la adminis-
tracién oral de anticuerpos. El uso de an-
ticuerpos puede tener ventajas sobre el uso
de antibioticos, ya que no se seleccionan
las cepas de bacterias resistentes a drogas
y pueden actuar sobre algunos virus.
Aunque a priori la sangre porcina pue-
de utilizarse como una fuente de anticuer-
pos al igual que la de los caballos, canti-
dades enormes de sangre porcina son
desechadas en los rastros del mundo, o0 en
el mejor de los casos, la sangre es utilizada
como un producto marginal de la indus-
tria ganadera. En un intento de hacer un
uso mejor y mas provechoso de esta san-
gre, se disefi6 un protocolo de inmuniza-
cion con el fin de enriquecer notablemente
el contenido de anticuerpos en la sangre
de los cerdos al momento de su muerte
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en el rastro, sin interferir con la produc-
cién de carne,

La empresa no fue dificil: los cerdos res-
pondieron a la inmunizacién con un anti-
geno convencional (toxoide tetanico) con
niveles de antitoxina similares a los obte-
nidos en caballos (Larralde et al., 1974).
La inmunizacién no produjo efectos sig-
nificantes en la curva de peso de los cer-
dos. Si los cerdos responden tan efectiva-
mente a otros antigenos, como lo hicieron
al toxoide tetanico, este método puede pro-
porcionar una gran variedad de anticuerpos
a gran escala y a bajo precio, los cuales
pueden utilizarse para ayudar a resolver
algunos problemas en medicina veterinaria
¥, quiza, también en medicina humana,

Material y métodos
Disefio experimental

Una experiencia previa inyectando caba-
llos con toxoide tetinico demostrd que,
para una dosis dada de antigeno, el ni-
mero de estimulaciones antigénicas y el uso
de adyuvantes fueron dos de las variables
més importantes para desarrollar un estado
hiperinmune de interés industrial en perfo-
dos cortos de tiempo (Larralde et ol., 1974).
Consecuentemente una dosis constante de
toxoide tetinico, el equivalente de 160 L+
de toxina, fue utilizado en la inmunizacién
de cerdos. 39 cerdos adultos (Duroc-York-
shire) con pesos de 65 a 100 kg fueron di-
vididos en tres lotes: un primer lote subdi-
vidido en dos grupos de 8 animales cada
uno, fue inmunizado; el primero, con adyu-
vante completo de Freund y el otro con ad-
yuvante incompleto de Freund; un mes mas
tarde fueron reinmunizados con el antigenoa
sin adyuvante y una semana después del se-
gundo estimulo antigénico fueron sacrifi-
cados en el rastro. Un segundo lote de 17
animales se subdividié en un grupo de 8
animales inmunizados con adyuvante com-
pleto de Freund y un grupe de 9 animales
inmunizados con adyuvante incompleto de
Freund; un mes mas tarde recibieron un
segundo estimulo antigénico mezelado tam-
bién con adyuvante de Freund, quince dias
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después un tercer estimulo antigénico ad.
ministrado sin adyuvante y 8 dias después
de este estimulo antigénico fueron saerifi-
cados en el rastro. El tercer lote de 6 ani-
males fue utilizado como control.

Este esquema resulta en cerdos que fue-
ron inmunizados dos o tres ocasiones antes
de su muerte con adyuvante completo o
incompleto de Freund. En la {ltima inyee.
cién el antigeno fue administrado sin adyu-
vante en todos los grupos experimentales.
El antigeno mezclado con el adyuvante fue
administrado subcutdneamente en la punta
de las orejas derechas en volimenes fina-
les de 1 ml. Los animales testigos y experi-
mentales fueron manejados y alimentados
bajo las mismas condicicnes,

Antigeno y adyuvantes

El toxoide tetdnico fue domado por La-
boratorios Dr. Zapata * y preparado de un
lote de toxina tetinica cruda (Cl. tetani
Harvard A-47; con 46 Lf/ml, 320 L, /
ml, 800,000 dosis minimas letales raton/
ml) tratada con 0.4% de formaldehido, de
acuerdu a procedimientos esténdar (Daw-
son y Mauritzen, 1969). El adyuvante com-
pleto de Freund y el adyuvante incompleto
de Freund fueron preparados con 84.5%
de aceite mineral (Nujol), 14.5% de la.
nolina, y 1% de emulsificador 815 D (Col-
loids de México, S.A.), con o sin, respec-
tivamente, 2 mg/ml de M. tuberenlosis H37
R, sometido al autoclave y seco. Voliimenes
iguales de toxoide y adyuvante fueron mez-
clados vigorosamente para hacer una emul-
si6n conteniendo el equivalente de 160
L, /ml de toxina y 1 mg/ml de M. tubercu-
losts.

Coleccion de suero y ensayo de antitoxina

Aproximadamente 10 ml de sangre fue.
ron obtenidos de las venas marginales de
las orejas izquierdas de los cerdos al inicio
del experimento, una semana después de
cada estimulacién antigénica y el dia de su

* Antigua Av, Las Granjas Nim. 625, Mé-
xico 16, D.F., México.
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muerte. La sangre se mantuvo a tempera-
tura ambiente hasta que coagulé y enton-
ces se separé el suero por decantacién y
centrifugacién a 2,500 rpm (1,000 ﬁ) a
4C. El suero fue guardado a —20C hasta
que todas las muestras fueron obtenidas y
entonces se determind el contenido de anti-
toxina utilizando el mismo lote de toxina.

La determinacién de unidades antitoxi-
cas en los sueros fue hecha utilizando rato-
nes CBA isogénicos, de ambos sexos, y de
pesos (18-20 g) y edades (4 semanas apro-
ximadamente) similares. El procedimiento
consiste en: a) preparaciones estindar de
toxina y antitoxina tetdnica (Department
of Health, Education and Welfare. Bulletin
by Division of Biologic Standards, Natio-
nal Institutes of Health, Bethesda 14. MD.
U.S. Public Health Service, Dec. 15, 1952)
fueron mezcladas de tal manera que 0.9 ml
contuvieron 1 L. de toxina tetanica y 0.01
unidades de antitoxina; b) 0.1 ml de una
dilucién dada del suero por ensayar se afia-
di6 a la mezcla de toxina-antitoxina y. se
incubd a temperatura ambiente durante 1
hora; ¢) se inyectaron 2 ratones intra-
muscularmente en las patas traseras con
0.5 ml de cada muestra; d) los ratones in-
yectados fueron examinados dos veces dia-
rigmente y se anotaron los animales muer-
tos en los primeros cuatro dias; e) el do-
ble de la reciproca de la dilucion maxima
de suero que protegid a los ratones durante
los primeros cuatro dias fue tomada como
la concentracién de unidades antitéxicas
por mililitro de suero (UA/ml).

Nota: El procedimiento descrito arriba no es el
ensayo convencional para antitoxina tetanica
(Bull, of NIH, 1952), pero es un procedimiento
estindar en inmunologia industrial como una ma-
nera de vigilar la produccién de antitoxina dado
que los ratones son mds accesibles y baratos que
los cuyos.

Otras observaciones

Todos los cerdos fueron pesados y exami-
nados clinicamente al inicio del experimen-
to y cada semana durante el transcurso del
mismo, asimismo se inspecciond el sitio de
la oreja donde se inmunizaron. Después,
las canales fueron clasificadas por un ins.
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pector ajeno a nuestro experimento. Mues-
tras de diversos tejidos (corazém, higado,
bazo, rifibn, pulmén, ganglio linfatico,
misculo y orejas) fueron colectadas para
;‘ealizar estudios histologicos convenciona-
es.

Resultados y discusién

Los cuadros 1, 2 y 3 muestran los
valores de unidades antitéxicas por milili-
tro de suero (UA/ml) y los pesos de los
cerdos en kilogramos (kg) registrados una
semana después de cada estimulacién anti-
génica, tanto en los cerdos testigos como
en los inmunizados dos y tres veces respec-
tivamente. El efecto de {a estimulacién an-
tigénica sobre la concentracion de antitoxi-
na en suero es claro, ya que en los cerdos
testigos permanece en valores de cero en
todos los tiempos, mientras que en los in-
munizados tiende a incrementarse de acuer-
do al tiempo y ntmero de estimulaciones
antigénicas, alcanzando al final concentra-
ciones con promedio de 63.8 y 106.7 UA/
ml para los animales inmunizados dos y
tres veces respectivamente (Grafica 1). El
efecto de los diferentes adyuvantes sobre
la concentracién de antitoxina en suero, no
es tan aparente como el niimero de estimu-
laciones antigénicas. De hecho, los resulta-
dos del analisis de varianza de dos vias,
resumido al final de los cuadros 2 y 3
no muestra diferencias entre los adyuvan-
tes. Obviamente, el nimero de estimulacio-
nes antigénicas y el progreso del tiempo
estin confundidos en el disefio, pero se su-
pone que el aumento de UA/ml es debido
a la estimulacion antigénica progresiva, ya
que los grupos testigos permanecen en va-
lores de cero.

El analisis de los efectos del tratamiento
sobre el peso de los cerdos es mas dificil de
realizar ya que aqui hay una relacién en-
tre el peso inicial y el peso final, y porque
el disefio resulté en dos intervalos de tiem-
po diferentes entre la iniciacién y la termi-
nacién de los experimentos para los anima-
les que recibieron dos o tres estimulaciones
antigénicas. Como primera impresion, el pe-
so final de los cercfos inmunizados y el del
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Cuabro 1

Concentracion de antitoxina en suero y peso de los cerdos no inmunizados, una semana
después de cada estimulacion antigénica de los grupos experimentales

ESTIMULACIONES ANTIGENICAS DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

Nimero o 1 2 3
de
cerdos UA/ml ks UA/ml ke UA/ml ks UA/ml ks
1 0 89 0 93 0 114 0 129
2 0 72 0 76 0 92 0 108
3 0 85 0 90 0 110 0 131
4 0 87 0 92 0 113 == ==
5 0 86 0 101 0 123 — e
6 Q 85 0 9 0 119 =5 =
o I120r grupo testigo sugiere que la inmunizacién
s inhibe la ganancia de un peso en un prome-
w dio aproximado de 10%. Sin embargo, la
g 00 N Grafica 2 sugiere que cuando se considera
o la relacién entre el peso inicial y el final, los
E 80 pesos de los grupos experimentales y el gru-
» po testigo aumentan de manera similar, ca-
£ yendo todos los puntos cercanos a una mis-
S 60 ma linea de regresion, y que los pesos bajos
5
» 40
h- 5 semanos 8 semanas
w
§ 20 s wol ' 140
2 £
g & wof o 120
0 v 2 3 2 wf . o
. e - wf 80
No de estimulos antigénicos i JL 1
o e W o

Grifica 1. Promedio de unidades antitoxicas por
mililitro de suere (UA/ml) en cerdos inmuniza-
dos con toxoide tetinico mezclado con adyuvan-
te completo (@——@®) e incompleto (O——CO)
de Freund, graficados contra el nimero de esti-
mulaciones antigénicas. Se grafican también en
los estimados de UA/ml de los cerdos no inmu-
nizados (/A /\) en los tiempos correspon-
dientes a cada estimulacién antigénica de los
grupos inmunizados para comparacién. Claramen-
te, la concentracion de antitoxina en suero au-
menta con las estimulaciones antigénicas, pero
no hay diferencias apreciables entre los adyu-
vantes,
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Peso inicial (kilogramos)

Grafica 2. Relacion entre los pesos iniciales y {i-
nales del grupo control (/\) y los grupos in-
munizados (@ adyuvante completo; O adyuvan-
te incompleto) con intervalos de 5 a 8 semanas
entre el comienzo y la terminacién de los expe-
rimentos. La grafica sugiere que las diferencias
en los pesos finales son atribuibles a diferen-
cias en los pesos iniciales y no al tratamiento
ya que todos los puntos caen muy cerca de una
sola linea de regresion.
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CuApro 2

Concentracién de antifoxina en suero y peso de los cerdos que recibieron un total
de dos estimulos antigénicos, estimados al inicio del experimento y una semana
después de cada estimulacién

ESTIMULOS ANTIGENICOS

Tipo o 1 2
de

adyavante UA/ml ke UA/ml kg UA/ml kg
1] 84 14 87 100 108
0 83 14 86 100 —
0 92 14 87 100 118

Adyuvante 0 97 14 100 100 124

incompleto

de Freund 0 88 14 96 100 120
0 88 14 92 100 109
0 88 14 90 29 114
0 92 14 93 57 112
0 95 14 100 43 121
0 100 14 103 29 125
0 69 14 92 86 116

Adyuvante 0 90 14 92 57 114

completo

de Freund 0 98 14 100 29 128
0 100 14 104 100 116
0 90 14 91 72 110
1] 96 14 100 72 117

Cuadro de anilisis de varianza pars UA/ml

Fuente GL SS MS F P
Estfmules antigénicos 2 48561 24280 101.0 < <.005
Tipo de adyuvante 1 816 816 3.4 . >.05
Interacciones 2 1633 816 3.4 .01<P<.05
Residual : 42 10041 239
Total 47 - 61053
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CuaDro 3

Concentracién de antitoxina en suero y peso de los cerdos que recibieron un total
de tres estimulos anfigénicos, estimados al inicio del experimento y una semana
después de cada estimulacién

ESTIMULOS ANTIGENICOS

Tipe L] 1 2 3
. de -
adyuvante UA/ml ks UA/ml] ks UA/ml ke UA/ml kg
0 88 14 95 57 124 72 141
0 73 14 78 —— 128 57 119
0 82 14 4 85 57 102 129 119
0 86 14 90 57 115 100 140
Adyuvante
ictliecomplefs) 0 71 14 72 — 87 86 98
Fons 0 65 14 67 57 80 171 94
0 75 14 74 43 91 86 111
0 65 14 68 57 78 171 84
0 82 14 82 57 96 29 110
0 84 14 93 43 107 43 108
0 78 14 88 43 100 86 112
X3 0 82 14 78 57 86 100 97
b g 0 68 14 67 57 69 167 73
de Freund 0 76 14 76 57 93 128 112
0 81 14 93 57 100 128 115
0 77 14 80 57 97 171 117
0 85 14 89 43 106 86 121
Cuadre de anilisis de varianza para UA/ml
Fuente GL 55 MS F P
Estimulos antigénicos 3 105197 35065 63.6 < <.005
Tipo de adyuvante 1 153 153 2 >.05
Interacciones 3 903 301 .5 >.05
Residual 56 30862 551
Total 63 137116
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de los animales inmunizados pueden ser
explicados por sus pesos bajos iniciales.

Se desarrollaron abscesos de 5 cm apro-
ximadamente en las orejas inyectadas con
la mezcla de antigeno-adyuvante, muchos
de los cuales drenaron eventualmente ma-
terial purulento. Estos abscesos no afecta-
ron ostensiblemente a los cerdos. Después
de su sacrificio, las canales de los cerdos
fueron clasificadas como aptas para consu-
mo humano por un inspector de carnes,
usando criterios estandar. El examen mi-
croscopico de las orejas inyectadas, asi
como del misculo, bazo, higado, pulmo-
nes, corazén, rifiones y ganglios linfaticos,
revelaron infiltrado de inflamacioén cronica
y aguda en las orejas, deplecién linfoide
en bazo y ganglios linfiticos y estructuras
normales en el resto de los érganos.*

Estas observaciones establecen que los
cerdos criados para la produccién de car-
ne pueden ser inmunizados pocas semanas
antes de su sacrificio para enriquecer su
concentracién de antitoxina tetanica en sue-
ro, y presumiblemente de otros anticuer-
pos, sin lesionar ostensiblemente la pro-
duccién de carne. Esta alternativa a la
produccién de sueros en caballos, resulta
mas econémica dado que elimina la nece-
sidad de utilizar un animal exclusivamente
con ese fin, y los problemas que plantea la
coleccién de sangre en los rastros son me-
nores a los de reintegracion del paquete
globular en los caballos.

De hecho actualmente en algunos paises
se utiliza este sistema de poduccién éje an-
ticuerpos para su uso por via parenteral
en la prevencién de algunas enfermedades
(Agrosintesis, 1979).

Con las cantidades enormes de anticuer-
pos que pueden obtenerse de esta manera,
es posible tratar de disminuir el alto indi-
ce de mortalidad que se observa en los re-
cién nacidos de ganado porcino, bovino,
ovino y caprino en México (Uruchurtu et
al., 1976) y cualquier lugar que utilice

* El examen microscopico fue realizado gen-
tilmente por el Dr. De la Concha del Departa-
mento de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacio-
nal Auténoma de México.
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métodos primitivos de ganaderia, aumen-
tando asi la eficiencia de la produccién de
carne. Una manera de intentar lo anterior
seria el administrar suero por via oral a
los recién nacidos;cﬁuea existen observacio-
nes previas en lechones que indican que
aquellos alimentados con una dieta suple-
mentada con suero se desarrollan mejor
que sus controles (Kurcyn et al., 1976;
Quiroz, Olguin y Garza, 1975) ; asimismo
que la IgG por via oral es capaz de prote-
ger a recién nacidos de algunas enferme-
dades bacterianas (Brandenburg y Wilson,
1973), y mas recientemente se demostrd
(Snodgrass y Wells, 1978) que anticuer-
pos administrados oralmente protegen efi-
cazmente a borregos de una enfermedad
gastrointestinal causada por rotavirus, con-
dicién muy similar a la observada en hu-
manos (Espejo, Calderén y Gonzalez,
1977).

Dado que en los humanos la proteccion
por el catiostro y la presencia de enferme-
dades gastrointestinales es muy similar a la
de otros mamiferos, resulta muy interesante
la posibilidad de administrar grandes can-
tidades de antisuero en la leche de la dieta
de nifios expuestos a riesgos altos de con-
traer infecciones gastrointestinales bacte-
rianas o virales o ambas, como un medio
de alcanzar niveles terapéuticos de anti-
cuerpos en el lumen intestinal a pesar de
las condiciones desnaturalizantes de protei-
nas del estomago y el intestino delgado
(Jeffcott, 1972). Asi pues, el optimismo
concerniente a la seroterapia oral no es ex-
travagante, aunque requiere de mas expe-
rimentacién antes de ser implementada.

ue el contenido de anticuerpos en ani-
males inmunizados se incremente con el
niimero de estimulaciones antigénicas y con
el uso de adyuvantes es, por supuesto, tri-
vial inmunolégicamente, asi como lo es el
hecho de que los cerdos producen anticuer-
pos, ¥ han sido ocasionalmente usados co-
mo donadores de cantidades limitadas de
anticuerpos destinados a medicina veteri-
naria o a reactivos biolégicos. Se recalca
que las observaciones muestran que es po-
sible acoplar la ganaderia moderna con la
industria de reactivos biolégicos, utilizan-
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do mas adecuadamente la sangre. El aco-
plamiento facilitara la produccién masiva
de anticuerpos necesaria para extender el
uso de la seroterapia en medicina veteri-
naria y en ciertas condiciones humanas que
probablemente requerirdn de grandes can-
tidades de anticuerpos. Cambiar la produc-
cién de grandes cantidades de biolégicos a
especies tales como el cerdo, es hoy eco-
némicamente sélido e inescapable en un
futuro cercano. Las curvas de peso, la cla-
sificacion de la carne y las autopsias reve-
laron efectos insignificantes del protocolo
de inmunizacién sobre el resto del organis-
mo y en particular sobre la cantidad y ca-
lidad de la carne. La utilizacion de anti-
genos y adyuvantes debera someterse a las
mismas pruebas de inocuidad a las que se
somete a las vacunas con el fin de elimi-
nar el temor a la contaminacién de la car-
ne. En este caso en particular, el adyuvante
completo de Freund con su producto posi-
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blemente no deseado (M. tuberculosis), so-
metido al autoclave no fue necesario para
la produccién adecuada de anticuerpos, y
puede no ser usado. Asimismo se deben te-
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mo portadores, v. gr. pseudorrabia.

Summary

Immunization of pigs 5-8 weeks prior to
slaughter does not seriously interfere with
their weight gain and leads to a method
for the massive production of antibodies
due to the intensive breeding of pigs. It
may be the best method of producing the
large quantities of antibodies necessary to
extend the serotherapy of veterinary and
human medical problems, and offers an eco-
nomically interesting alternative to the pro-
duction of antibodies in horses.
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