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ABSTRACT. Some antibovine antiserums of lolstein, Zebd and F-1 {(Holstein-
Zcbu) breeds were obtained. These antiserums were studied vs the blood serums
of cach of the breeds. General results (common to the three breeds) and par-
ticular results {specific for each breed) were obtained. A deecp study of some
fractions and the effective individualization of others is recommended.

RESUMEN. 8e obtuvieron antisueros antibovinos de las razas Holstein, Cebil
y F-1 (Holstein-Cebl). Se estudian estos antisueros, frente a los sueros sangui-
neos de cada una de las razas, Se obticnen resultados gencrales comunes a las
tres razas v resultados particulares, especificos de cada raza. Sc aconscja pro-
fundizar el estudio de algunas fracciones y la Individualizacion efectiva de otras,

INTRODUCCION

Los resultados obtenidos por nosotros en el fracclonamiento proteice por electro-
foresis en papel, del suero sanguineo de bovinos de raza Holstein {Granado, iné-
dite, 1969) Cebli y el HibridoF-1 de ambos, nos impuso la necesidad de tratar
de buscar deniro de algunas de las {racciones cuantitativamente semejantes,
algunas diferencias cualitativas, que nos permitird conocer més profundamente
las diferencias proteicas de los hibrides resultantes.

Para ello recurrimos al auxilio de la inmunoelectroforesis que nos permitird
obtener mayor ntimero de fracciones (Berfeld, 1956; Block v cols., 1955; Brakke,
1855; Crewle, 1961 Erikssen, 1960; Grabar v cols., 1960; Kunkel, 1954; Laurel,
1963; Mac Donald, 1955; Tiselius y cols., 1953 y Weber, 1961 }. Sabedores de an-
temano que resultaria imposible hacer un estudio exhaustivo de cada una de las
[racciones proteicas nos inclinamos por senalar que aquellas que resultaran mas
perceptibles,

Para poder llevar a cabo las comparaciones entre los cspectros inmunoelectro-
foréticos del suero sanguineo de los F-1, {Holstein-Cebd), necesitamos previamente
el conocimiento de las Inmunoclectroforesis de sus progenitores Ja raza Cebi y la
raza Holstein.
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.

Para ello se inmunizaron tres grupos de concjos con los sueros de las razas Holstein,
Cebt y F-1, y los antisueros de cada uno de cllos se pusieron frente a los de
cada una de las razas.

MATERIAL Y METODO

Para llevar a cabo la obtencién de los antisucros de las 3 difcrentes razas bovinas,
se¢ formaron (res grupos de tres conejos cada uno y se inmunizaron segiin cl
sigulente esquerna.

ESQUEMA
Se comenzd la prueba el dia 22 de octubre de 1969,

Primera semana

la. Dosis dia 22 Se le inyecto 0.5 ml de suero bhovino -
1.5 ml de suero fisioldgico por vi intra-
venosa.,

2a. Dosis dia 24 Idem, al anterior.

3a. Dosis dia 26 Idem, al anterior.

d4a. Dosis dia 28 Idem, al anterior.

Segunda semana

2a. Dosis dia 1 nov. Se le inyecta 1 m! de suero movino -+ 1

ml de suero [{isiolégico por via intravenosa.-

3a. Dosis dia 3 7 Igual al anterior
4a. Dosis dia 3 7 Idem, al anterior
da. Dosis dia 5 7 Idem, al anterior

Tercera stmana

la. Dosis dia 7 nov. Se le inyecto 1.5 ml suero bovino 4 0.5
ml de suero fisioldgico por via intramus-
cular.

2a. Dosis dia 9 nov. Idem, al anterior

3a. Dosis dia 11 7 Idem, al anterior

4a. Dosis dia 13 7 Idern, al anterior
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Cuarta semana
la. Dosis dia 13 nov. Sc le invectd 2 ml de suero hovino por

via Intramuscular

2a. Dosis dia 17 nowv. Idem, al anterior
3a. Dosis dia 19 7 Idem, al anterior
ta. Dosis dia 21 7 Idem, al anterior

Es decir se comenz6 la primera semana con 0.5 ml de suero bovino mas 1.5 de
suero fisioldgico. Se le inyectd dosis en dias alternos cada dosis. Asi se le va
aumentando la dosis o sea la cantidad de suero bovine cada semana se le dis-
minuye 0.5 mi de suero fisiologice hasta que la dltima’ se le invetca 2 ml de
suere bovino pure.

OBSERVACIONES

La segunda dosis de la tercera semana aparccicron muertos dos cenejos, uno
inyectado con suero Cebu y el otro con F-1. Pensamos que no haya sido preducto
de la inmunizacidn (o sca un shock anafilactico) sino de la otitis que presentaban
ambos concjos y que havan hecho un absceso. '

Se omitid la via intravenosa nor ofrecer peligro de shock anafilictico a dos conejos
pelig )
por lo que se utilizé la via intramuscular.

Preparacion del Gel de Agar

Se utilizé agar de tipe ion agar, preparado inmediatamente antes de ser usado.
Sc prepard al .29 v se usdé como solvente una solucién bulfer de verenal acetato,
de pH 8.6 y F.I. 0.075. Para cada placa se utilizaron 8.5 ml del gel de agar en
caliente. Las placas se usan al otro dia.

Fraccionamiento Electroforético

El fraccionamiento proteico se efectud por el método agaforesis utilizando sol.

buffer de pH 8.2 y F.I de 0.075,

El ticmpe de migracion fue de dos horas con 14 mA por placa, la imunodifusion
se hizo por el método de Qutcherlony, dejando la placa en cidmara himeda
durante 24 horas.

La coloracidn que se usa ¢s de Negro Amido al 2% y la decoloracion se llevd
a caho con una mezcla de Metanol-Acido-Acético agua. lLos sueros utihizados
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fueron 30 muestras de vacas F-1 de primer parto, 15 muestras de Holstein hembra
y 15 de Cebd comercial. Cada una de estas muestras luege de fraccionadas se
pusieron frente a cda uno de los antisueros de conejos, es decir todos los sueros
de F-1, contra antisucros F-1, contra Holstein y contra los antisueros de Cebi.
Y lo mismo se hizo con los sueros de IHolstein v de Gebil.

DISCUSION

Dada la escasa informacién (Cornelius, 1963 y Williams y cols.,, 1955) llegada
hasta nosotros sobre ¢l comportamiento immunoelectroforético de los sueros bovinos,
utifizamos para la inmunizacién el esquema antes descrito, en lugar del usado
por nosotros en otros trabajos, (A. Granado vy cols., 1963) para inyectar solamente
como antigeno el suero bovino, en solucién salina, y no acompanado con sulfato
aluminico, potisice, al fin de evitar la presencia de elementos coadyuvantes.

Una vez obtenidos los antisueros utilizamos la de todos los conejos, sacrificando
a veces la mayor cantidad de anticuerpo de alguno de cllos para de ese modo
evitar que inferviniera algin factor individual. (OQuicheriony, 1958, Hirschfeld,
1960 y Svenson y cols., 1955).

Para la obtencién del gel de agar asi como para la migracién inmunoelectrofo-
rética utilizamos el Buffer Barbital Acetato, en lugar de Barbital Citrato o Barbital
S6dico-Barbital Acido, al objeto de gue la migracién catodica y anédica pudiera
hacerse mas notable.

Se estudiaron separadamente los antisueros de cada una de las razas: Cebd,
Holstein y F-1 (Cebt-Holstein) y obtuvimos los siguientes resultados que dividimos
en generales y particulares.

RESULTADOS

Frente a los tres tipos de antisueros se obtuvieron varias fraccioncs movilizadas
anédicamente, de las cuales nosotros estudiamos cuatro:

1} Que migra a la zona de albimina
2} Que migra a la zona de ;o (presuntamente glicoproteina)
3) Que migra a la zona de @ {lipoproteina)

4} Que migra a la zona de @ (macroglobulina)
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En la zona de la migracién- catédica (o tal vez .pudiera llamarse endosmitica)
se obtienen también varias lineas de precipitacién en las que estudiamos:

1) La beta 1 lipoproteina
2) La transferrina

3) Tres fracciones en la porcién de las inmunoglobulinas que denominan
v v My v

Como cn nuestros estudios querfamos centrar la atencién en la zona de las inmu-
noglobulinas, se usd una dosis méis de suero para tratar de reactivar éstas. Como
consecuencia en las inmunocelectroforesis frente a antisusros-anti-Cebd v anti-
Holstein el exceso de anticuerpos redisolvié el precipitado de la albGmina arras-
trando algunas fraccioncs de las @, globulinas. Ne asi los anti-F-1.

Antisuevo Anti-F-1

Antisuero anti-F-1, frente a los sucros Holstein y Cebt, pricticamente no marca
Ja zona de albGmina y donde se observa sc ve mas larga la correspondiente al
suero de Holstein v mas céncava la de log suerds de Cebii; frente al propio suero
F-1, las albiiminas sc ven muy semejantes cntre sl

En todas se observan bien las «; glicoproteinas auntuc a la téenica de coloracion
de Schiff o de N.AD.I. no se colorcan tan bien como en los sueros humanos.

La 2, macroglobulina y =, lipoproteina se observa bien en todas las razas, y muy
cspecialmente en las F-1.

La transferrina es muy visible en las tres razas y mercce un estudio especial mas
detallado, teniendo en cuenta su importancia genética y como transportadora
de hierro.

La B, lipoproteina ofrece en todas las razas, como un halo alrededor del pozuelo,
v no se colorea muy bien ni por el oil red, ni el Sudan IV.

Fn las inmunoglobulinas encontramos que la ¥, estd muy marcada en sueros de
razas Cebn.

En la Holstein se marca muy bien la linea correspondiente a ..

En las F-1 se ven difercncias en las zonas de 1., A; y v, M; donde hay unas lincas
méas marcadas que otras, diferencia que nosotros consideramos muy importantes.
{Sueros No. 83-84 0 102-109). Se ve muy nelamente mareada la fraccion ..
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Fiw. 1. Inmuncelectroforesis de sueros de bovidos de razas Holstein, Cebt e hibride F-1
{H-C) [rente a antisueros de F-1 {H-C). {Explicacién en el texio]

Frente a Antisuero Anti-Cebu

Debido a nuestra necesidad de realzar Ias Hneas corvespondientes a la inmune-
globulina, el exceso de anticuerpos de albmina, ha redisuclto ¢l precipitade
arrastrando consigo parte de lag o, globulinas.

La zona de la transferrina ofrece muwv neta y s muy semejante a todas las razas.
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Fig. 3. Inmunoelectroforesis de suevos de bévidos de razas Holstein, Gebt ¢ hibwido F-1 (13-G)
frente a antisueros de Ilolstein. (Explicacién en el texto),

Frente al suecro de Cebl son muy visibles las lineas v,A; v,M: v vu pero no
muy marcadas,

Frente a su propio sucro hay redisolucidén de la albimina por cxceso de anti-
cucrpo, y las otras [racciones se obscrvan bien.

El sucro de F-1, precipita muy bien con este anti-sucro en la region de las inmuno-
globulinas se marcan muy bien las tres fracciones v, A; y(M v v,
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Fio. 4. Inmunoelectroforesis de sueros de bévidos de razas Holstein, Cehd e hibrido F-1 (H-C)
frente a antisueros de Holstein, (Explicacién en el texta),

CONCLUSIONES

1} En los estudios practicados para la obtencidn de antisueros anti-F-1, se observa
que los antisuercs de concjo obtenidos por inyeccién de sueros de F-1 y Holstein
obtienen mejores fracciones que los de Cebi,

2] Aparccen diferencias notables a nivel de las transferrinas, fraceién que por su
importancia genética y fisiologica serd estudiada por nosolros préximamente.
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3} Aparecen a nivel de las inmunoglobulinas diferencias que deben ser estudiadas
més profundamente para determinar su cardcter heredilario o su relacién con la
mayor 0 menor resistencia del animal al medio que lo rodea.

4) Se sugiere la idea de efectuar un estudio mas detenido de las fracciones,
glico y lipoproteicas de los sucros, asl como de fracciones como ceruloplasmina v
las haptoglobinas.
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