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Las inmunoglobulinas de caballo antitoxina tetanica purificadas, con altas concentracién de anticuerpos y
actividad bioldgica, se utilizan como sueros heterélogosy sueros estandar para la produccion de la vacuna
correspondiente. No obstante, la seleccion de agentes precipitantes para la purificacién de las mismas
constituye un problema en términos de pureza, rendimiento y de economia, aun por resolver. En este
estudio se describieron las condiciones para el fraccionamiento de plasma antitoxina tetanica de caballo
mediante precipitacién con acido caprilico. A las muestras se les afadié solucién de acido acético/acetato
de sodio para alcanzar fuerzas iénicas de 0,05 a 0,4 moles/L y acido caprilico para obtener concentraciones
de 1 al 7 % (v/v), con agitacién vigorosa. Las proteinas no-inmunoglobulinas precipitaron en estas
condiciones, mientras que las inmunoglobulinas permanecieron en el sobrenadante. Se seleccionaron las
mejores condiciones de fraccionamiento y se comparé esta metodologia con la precipitacion con sulfato
de amonio. Los mejores resultados se obtuvieron cuando se afnadi6 el acido caprilico al plasma hasta
alcanzar una concentracion final de 3%, a una fuerza iénica de 0,2 moles/L y un pH ajustado a 4,5. La IgG
antitoxina fraccionada con acido caprilico se obtuvo con una media de recuperacion de proteina de
91-95%, la concentracion de proteinas fue de 27,1-29,3 mg/mL y la relacién albimina/inmunoglobulina de

0,019-0,021. Se alcanz6 una pureza entre 91-95% vy la actividad de antitoxina oscil6 entre el 93-96%.

Palabras clave: Inmunoglobulinas de caballo, antitoxina tetanica, acido caprilico.

Introduccion

El plasma humano y animal y las fracciones de los
mismos juegan un papel importante en la medicina
moderna. La produccién de antitoxinas es un proceso
biotecnolégico que incluye el uso de sangre animal,
obtenida por la inmunizacion de caballos, como
materia prima, que se procesa y se purifica antes de
obtener un producto final (1).

Los sueros antitoxinas fueron utilizados en los
tratamientos de la difteria, el tétanos, la rabia y el
envenenamiento por mordedura de serpientes.
Aunque las Inmunoglobulinas (lgs) totales o sus
fragmentos (Fab). a partir de plasma hiperinmune de
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caballo constituyen el principal recurso contra las
mordeduras de ofidicos, la vacunacién ha sustituido
el uso de sueros hiperinmunes contra la difteria y el
tétanos (2). No obstante, las antitoxinas siguen siendo
necesarias tanto para el tratamiento en algunas
regiones del mundo (3) como para la produccioén de
los antigenos que forman parte de las formulaciones
vacunales que incluyen el toxoide tetanico y la difteria.

Varios métodos se han implementado para la
purificaciéon de antitoxinas de plasma animal
hiperinmune. Las técnicas cromatograficas, tales
como la afinidad y de intercambio i6nico,
proporcionan un producto de alta calidad, pero el
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costo es mas bien alto y requieren equipos
especializados. Los métodos basados en
precipitaciéon de las IgGs o de sus fragmentos (Fab).
con sulfato de amonio por lo general traen una
pérdida en el rendimiento y la posibilidad de
formacion de agregados (4).

Un método alternativo para la purificaciéon de IgGs se
desarroll6 basado en la capacidad de precipitacion de
los acidos grasos de cadena mediana y corta (5).
Estudios previos describieron el uso del &acido
caprilico (acido octanoico, AC) en la purificaciéon de
las Igs a partir de diversas fuentes, incluidos suero,
liquido ascitico y anticuerpos de la yema de huevo IgY
de gallina (5-7).

Varios investigadores utilizaron el AC para la
purificacién de anticuerpos policlonales antitoxinas
(8-10,) debido a la capacidad selectiva del AC de
precipitar la mayoria de las proteinas plasmaticas no-
Igs, basicamente la albdmina, excepto la fraccién de
las Igs.

Este es un método simple, en una sola etapa de
precipitacién y ventajoso que proporciona una
preparacion muy enriquecida de Igs con alto
rendimiento, en menor tiempo de procesamiento, un
producto mas puro y se reduce la posibilidad de
formacién de agregados dado que las Igs
permanecen solubles (4,8,11).

Las variables estudiadas por estos autores fueron la
concentracién de AC, el pH, la velocidad de agitacion
y la intensidad y algunos han incluido la temperatura
(12,13).

En el presente trabajo se evaluaron la influencia de la
fuerza idnica, la concentracién del AC y el pH en el
fraccionamiento de plasma de caballo hiperinmune
antitoxina tetanica y se determinaron las mejores
condiciones para obtener IgGs con la mas alta pureza
y rendimiento.

Materiales y Métodos

Plasma hiperinmune

El plasma hiperinmune anti TT fue producido y
recopilado de caballos inmunizados con el TT en una
emulsion oleosa adyuvante (14).
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Determinacion de la fuerza idnica y la concentracion
de acido caprilico en el fraccionamiento de la
antitoxina plasmatica de caballos

Para determinar las mejores condiciones de
precipitacién de los contaminantes proteicos del
plasma no correspondientes a IgG se estudiaron tres
variables: concentracién de AC, pH y fuerza iénica. El
plasma hiperinmune se filtr6 por membranas de 0,45
um para eliminar las proteinas coaguladas.
Volimenes de 50 mL de plasma se diluyeron dos
veces con solucién tampén acido acético/acetato de
sodio (Merck) para alcanzar diferentes fuerzas idnicas
de 0,05 a 0,4 mol/L. Las muestras se ajustaron a pH
5,0 mediante la adicién de acido acético 1,76 mol/L
(16). El AC (Sigma- Aldrich, EEUU) se anadi6 a cada
volumen lentamente con agitacion vigorosa y
constante hasta alcanzar concentraciones finales de
1 al 7% (v/v). Las mezclas se agitaron durante 1 h a
22-24 °C, se centrifugaron a 4800 x g por 30 min a 4
°C y los sobrenadantes se dializaron durante 48 h
frente a agua destilada. Posteriormente, se afnadio
NaCl (Merck, Alemania) hasta una concentracion final
de 0,15 mol/L. Las soluciones se filtraron y su pH se
ajusté a 7,2 mediante la adicion de NaOH 1 mol/L
(Merck, Alemania).

Determinacion del pH para el fraccionamiento con
acido caprilico

Volimenes de 50 mL de plasma hiperinmune se
prepararon como se describié anteriormente, con la
fuerza idnica seleccionaday su pH se ajust6 a 3,6; 4,0;
4,5; 5,0 y 5,6 con acido acético 1,76 mol/L. Luego el
AC se ahadi6 hasta la concentracién seleccionada en
el acapite anterior.

Purificacion de IgG equina por precipitacion con
sulfato de amonio

A voliumenes de 100 mL se les anadieron 20 g de
sulfato de amonio (20 % de saturacion) (Merck,
Alemania) con agitacién. La mezcla se mantuvo
durante 1 h a 4 °C. Después se centrifugé a 4800 x g
durante 20 min a 4 °C.

El precipitado se descarté y al sobrenadante se le
agreg6 sulfato de amonio hasta una concentracion
del 50% de saturacién. La mezcla se mantuvo durante
una h a 4 °C. Luego se centrifugé a 4800 g durante 20
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min a 4 °C. El precipitado se lavé con una solucién de
sulfato de amonio al 50% de saturacion de un
volumen equivalente al 30% del inicial. Este se
centrifugd bajo las mismas condiciones y el
precipitado se resuspendid en solucién salina
tamponada con fosfato 0,15 mol/L, pH 8,0. Luego, se
aplicé una diafiltracién a 22-24 °C con la misma
solucion y fenol a 1,5 g/L. El pH se ajust6 a 7,2
mediante la adicion de NaOH 1 mol/L (Merck,
Alemania).

Fraccionamiento con acido caprilico

Bajo las condiciones seleccionadas de AC, pH y
fuerza idnica se diluy6 100 mL de plasma hiperinmune
1:2 con solucién tampoén de acido acético/acetato de
sodio hasta alcanzar una fuerza i6nica de 0,2 mol/L;
el pH se ajusto a 4,5 con acido acético 1,76 mol/L.

El AC se adicioné lentamente con agitaciéon vigorosa

hasta alcanzar una concentracién de 3% durante 1 h
a 23-26 °C y luego la mezcla se centrifug6 a 4800 x g
por 20 min a 4 °C. El sobrenadante se diafiltré en las
mismas condiciones que el acapite anterior.

Determinacién de las concentraciones de Ilas

proteinas totales y la albumina

La concentracion de proteinas totales se determiné
por el método de Lowry (15). La concentracion de
albumina en los sobrenadantes asi como en los
precipitados redisueltos, se determiné por el método
del verde de bromocresol (16); los valores de
absorbancia se registraron a 625 nm, los resultados
representan el promedio de tres determinaciones
independientes.

Cromatografia de gel filtracion

Las muestras de 5 mL de cada antitoxina purificada
por fraccionamiento con AC y sulfato de amonio se
aplicaron a una columna de Sephacryl S-300 HR (2,6
x 100 cm Pharmacia Biotech).

La columna se equilibré y las proteinas se eluyeron
con solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,2 a
un flujo volumétrico de 2 mL/min. Cada fraccién fue
de 4 mL y las proteinas fueron determinadas en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 280 nm.
Marcador para el gel de filtracion de alto peso
molecular (GE Healthcare Bio-Sciences AB).
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Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de dodecil sulfato de sodio

El andlisis electroforético se llevd a cabo en gel de
acrilamida al 12,5% en presencia de dodecil sulfato de
sodio segin Laemmli, 1970 (17).

Las muestras se prepararon en condiciones no
reducidas. El gel se tind con R250 Azul Coomassie
(Sigma, EEUU). Se emplearon proteinas como
patrones de masa molecular con un rango entre 45y
250 kDa (Sigma-Aldrich).

Las bandas se visualizaron y se analizaron en un
escaner de imagenes (ImageMaster, Pharmacia
Biotech, Suecia). Para el analisis de las muestras de
gel filtracion se utiliz6 un gradiente de 4- 15% de
acrilamida.

Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo
utilizando el programa GraphPad Prism v4.00 (CA,
EEUU). Los resultados fueron analizados aplicando
ANOVA de un factor seguido de un estudio de
comparaciones multiples de Tukey. Se considerd
diferencia estadisticamente significativa para los
valores de p<0,05.

Resultados

Determinacion de las condiciones fisico-quimicas
para la purificacion de IgG de plasma de caballo
hiperinmune anti TT utilizando acido caprilico

Los resultados experimentales de la influencia de la
fuerza ibénica y la concentracion de AC sobre la
purificacién de las IgGs de plasma hiperinmune anti
TT de caballos, a pH 5,0 se muestran en la Figura 1.

Se observé que la recuperacién de proteinas en el
precipitado siguidé cinéticas similares, aumentan
cuando se utilizan concentraciones de AC
ascendentes, alcanzan el maximo a una
concentracién de AC de 3% (59,1 mg/mL), en el rango
de concentraciones de 3 al 5% las concentraciones
de proteinas son similares y no existen diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05), al aumentar
el AC a6y 7 % las cantidades de proteinas
recuperadas decaen ligeramente.



80 -

. Proteina no y- globulina
y 70 Precipitado
£ e
—
o 60 -
£
S
11 50 -
1
[
Q.
3 40 A
o
(U]
1
p | ¥ N\ e B _ ____
£ 30
2
[ ‘ Sobrenadante ‘
= 20 4
o v- globulina 27,1 g/L
10 A
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
AC %
——0,1 —a—0,2

Fig. 1. Efecto de la fuerza i6nica y la concentracion de acido caprilico (CA) a pH 5,0 sobre el fraccionamiento de plasma de

caballo anti TT. La fuerza i6nica se expresa en moles/L.

La recuperacion de proteinas en el sobrenadante es
diferente a la recuperacion de proteinas en el precipitado;
con una tendencia a disminuir hasta alcanzar la cantidad
de proteinas mas baja cuando se adiciona AC hasta 3%y
en el rango de concentraciones de AC entre 3y 5% no
presentaron diferencias significativas (p>0,05), luego
aumentan ligeramente a concentraciones mayores de 5%

(Fig. 1).

Las concentraciones de AC menores de 3%
proporcionan un producto con una alta actividad anti
TT, pero un alto contenido de proteinas.

Sin embargo, al utilizar concentraciones de AC
mayores que 5% el porcentaje de proteina en el
sobrenadante aumenta, pero la actividad de
anticuerpos anti TT disminuye (Fig. 2).
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La mayoria de las proteinas plasmaticas precipitan a
la concentracion de 3% de AC, a concentraciones
mayores de 6% de AC precipitan proteinas
adicionales.

El analisis de proteinas por SDS-PAGE mostré que la
albumina precipit6é casi completamente al 3% de ACy
las IgGs no precipitaron entre las concentraciones 1-
5%.

Sin embargo a concentraciones mayores de 5%
algunas IgGs precipitaron (Fig. 3B); los
sobrenadantes tuvieron cierta turbidez y se
incrementoé la contaminacién con proteinas (Fig. 3A),
ademas la recuperacion de la actividad anti TT se
redujo en dichos sobrenadantes (Fig. 2).

La recuperacion de proteinas y actividad anti TT en el
sobrenadante para las fuerzas idnicas 0,2 a 0,4 mol/L
en el rango de 3% a 5% de AC no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05),
pero existieron diferencias significativas con respecto
a las fuerzas iénicas 0,05 y 0,1 mol/L (p<0,001).

Cuando se consider6 toda la informacion obtenida,
los mejores resultados, incluyendo la pureza y la
actividad anti TT, se obtuvieron a la concentracion de
AC de 3%y la fuerza idnica de 0,2 mol/L (Fig. 1).

El andlisis proteico por SDS-PAGE revelé que todos
los sobrenadantes contienen principalmente IgGs
(Fig. 3A) y los contaminantes fueron mayores para al
AC al 1y 2% (Fig. 3A, lineas 2 y 3) que en el resto de
las concentraciones.

Los precipitados estuvieron constituidos mayormente
por albumina (Fig. 3B).

Efecto del pH sobre el fraccionamiento de antitoxina
de plasma equino

En la Figura 4, se muestra la influencia del pH sobre
la purificacién de IgGs del plasma de caballo.

Cuando se tomaron en cuenta la cantidad de proteina
en el sobrenadante, la actividad anti TT y la pureza de
las preparaciones, los mejores resultados se
obtuvieron a pH 4,5; los valores de pH por debajo de
4,0 o por encima de 5,6 muestran un incremento de
los contaminantes.
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Fig. 3. Efecto de la concentracion de acido caprilico (AC) en
la pureza de las inmunoglobulinas de caballo a pH 5,0 y
fuerza idénica 0,2 mol/L. Andlisis por SDS-PAGE en
condiciones no reducidas de las proteinas en el
sobrenadante (A) y el precipitado (B). Linea 1: Patrén de
masa molecular (Sigma- Aldrich); linea 2: AC 1%; linea 3: AC
2%; linea 4: AC 3%; linea 5: AC 4%; linea 6: AC 5%; linea 7:
AC 6%; linea 8: AC 7%.
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Fig. 4. Efecto del pH en el fraccionamiento de la antitoxina
en el plasma equino. Recuperacion de proteinas, de
actividad anti TT y pureza de las IgGs.



Miranda-Cruz AR, et al. VacciMonitor 2014;23(2):63-72

kDa

260 & 5
. - -
97
66 -
-
47
1 2 3 4 5 6

Fig. 5. Efecto del pH en la pureza de las Inmunoglobulinas
de caballo a una fuerza i6nica de 0,2 mol/L y una
concentracién de acido caprilico de 3%. Andlisis por SDS-
PAGE en condiciones no reducidas de las proteinas en los
sobrenadantes. Linea 1: Patrén de masa molecular (Sigma-
Aldrich), kDa; Linea 2: pH 3,5; linea 3: pH 4,0; linea 4: pH
4,5; linea 5: pH 5,0y linea 6: pH 5,6.

En la Figura 5 se muestra el SDS-PAGE donde se
pudo observar la integridad y la pureza de las IgGs
influenciadas por el pH del proceso de precipitacion.

Las condiciones seleccionadas para la purificacion de
IgG a partir de plasma hiperinmune con AC fueron: pH
4,5;CA 3% y fuerza i6nica 0,2 mol/L.

Comparaciéon entre las antitoxinas obtenidas por
fraccionamiento con acido caprilico y precipitaciéon
con sulfato de amonio

Los perfiles cromatograficos de ambas anti TT se
muestran en la Figura 6; uno y otro mostraron picos
principales correspondientes a las IgGs y los
volimenes de elucién fueron similares; picos de
diferentes masas moleculares que correspondieron a
valores de Ve/Vo 1,07; 1,30; y 1,73, se observan en
aquella anti TT purificada por sulfato de amonio y
estas disminuyeron en el proceso de purificaciéon por
AC (Fig. 6). Las masas moleculares para los valores
de Ve/Vo, se determinaron por la curva de dichas
masas estandares generada por la columna (Fig.7).
La linea méas adecuada se generé utilizando el valor
Ve/Vo de las proteinas estandares contra el Log de

68

3,5 -
3 -
2,5 -
£
= 2
o
o]
N 45
[72]
Q
< 9
o PR
N
0 I B — T T \ LI
20 30 40 50 60 70 80
Fracciones Acido Caprilico

= = Sulfato de Amonio

Fig. 6. Perfiles cromatograficos de las inmunoglobulinas
por cromatografia de gel filtracién de la antitoxina tetanica
en Sephacryl S-300 HR (26 x 100 cm Pharmacia Biotech),
tampdn de calibracién y elucion de las proteinas solucién
salina tamponada con fosfato, pH 7,2 a un flujo volumétrico
de 2 mL/min. Cada fraccion fue de 4 mL y las proteinas se
determinaron a una longitud de onda de 280 nm.
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Fig. 7. Parametros operacionales de la columna de gel
filtracion S-300 HR. Proteinas estandares: Ovoalbimina (43
kDa), Conalbumina (75 kDa), Aldolasa (158 kDa), Ferritina
(440 kDa) y Tiroglobulina (669 kDA) utilizadas para
equilibrar la columna.
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sus masas moleculares, como se representa por la
ecuacion antes mencionada.

Las masas moleculares fueron cercanas a 990, 350 y
57 kDa respectivamente, correspondientes a las IgM,
IgA y albimina como contaminantes de la anti TT.

Los resultados de las cromatografias por gel filtraciéon
en SDS-PAGE se muestran en la Figura 8. Los niveles
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Fig.8. Andlisis en SDS-PAGE gradiente 4- 15% bajo
condiciones no reducidas de los perfiles de precipitaciéon
por sulfato de amonio y acido caprilico. Masa molecular,
kDa (linea 1), la IgG purificada por precipitacion con
sulfato amoénico (linea 2), e IgG purificada por
fraccionamiento con acido caprilico (linea 3).

de albumina y lo que pudieran ser IgM e IgA o
proteinas agregadas se observan en la anti TT
purificada por sulfato de amonio; estas fracciones
estan reducidas notablemente en la anti TT obtenida
por fraccionamiento con AC.

La Tabla 1 presenta una comparacion de las anti TT
obtenidas por precipitacion con AC y sulfato de
amonio.

Los resultados indican que la antitoxina preparada
por precipitacion con CA fue la mejor en términos de
recuperacion (%) de proteinas, la concentracion
(mg/mL) de albumina y proteinas y la relacién
albumina/proteinas.
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Tabla 1. Comparacion entre antitoxinas preparadas
por fraccionamiento con acido caprilico y sulfato de
amonio.

Anti TT purificada

Parametro Acido Sulfato de
caprilico amonio

% de proteina recuperada 93+2 73+3
Concentracién de proteinas 28,2+1,1 39,1+3,0
mg/mL
Concentracion de albumina 0,56+0,03 4,3+0,1
mg/mL
Relacién 0,020,001 0,11+0,02

albumina/inmunoglobulina

Discusion

Se ha demostrado que el AC precipita las proteinas
no- IgGs del suero y otras fuentes bajo determinadas
condiciones fisicoquimicas, manteniendo las
inmunoglobulinas en el sobrenadante. Este proceso
se utilizé y se describi6 su combinaciéon con la
digestién con pepsina (4) para purificar fragmentos
F(ab),.

A pesar de los estudios y utilizacion del AC es
necesario mejorar las condiciones fisico-quimicas de
los procedimientos para la purificaciéon de antitoxinas
de caballo y obtener productos, tanto para el
diagndstico como para el uso en la inmunoterapia,
con un alto nivel de purezas y actividad especifica de
anticuerpos.

La fuerza iénica y el pH del medio donde se encuentra
la proteina son los dos factores més importantes que
afectan la solubilidad y las propiedades funcionales
de las proteinas (18).

En el pH seleccionado para investigar la influencia de
la fuerza i6nica sobre la precipitacion de las proteinas
no IgGs del plasma de caballo, observamos que los
niveles de proteinas precipitadas se incrementaron
con el aumento de la fuerza iénica (Fig. 1); pero en
ninguna de las condiciones experimentadas las
proteinas “contaminantes” precipitaron en su
totalidad, como se demuestra en la Figura2y la Tabla
1, donde se aprecia un contenido de albimina aunque
muy disminuida.
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Resultados similares en los comportamientos de la
recuperaciéon de proteinas tanto en el sobrenadante
como en el precipitado asi como el comportamiento
de la actividad de las IgGs reportaron Raweerith y
Ratanabanangkoon (4).

Una dilucién adecuada ayudaria a mejorar el proceso
de precipitacién con AC. En los experimentos se
utilizé el plasma diluido 1:2, como proponen Morais y
Massaldi, 2012 (13). Algunos autores utilizan el
plasma sin diluir (11) para no aplicar un paso de
concentracion de las IgGs pues estas permanecen en
el sobrenadante; otros recomiendan una diluciéon de
1:3 (5). Seria interesante evaluar la influencia de la

concentracion de proteinas totales en los
rendimientos de la precipitacién con AC.

La concentracion de las proteinas no-
inmunoglobulinas presentes en el plasma

(principalmente albimina) representa un 6 al 7%, por
eso la masa determinada para la concentracién de AC
es de 3 a 4% para precipitar dichas proteinas del
plasma diluido 1:2 y en los experimentos representa
una relacion proxima a 1 en cuanto a la masa de
proteinas no-inmunoglobulinas/AC, esto coincide con
lo reportado por Morais y Massaldi, 2012 (13).

Otros investigadores declaran concentraciones de AC
de 6,8% (5) y 7% (19) para el plasma sin diluir y otros
utilizaron un 2,5% AC (5) para el suero diluido 1:3;
esta concentracion representaria un 7,5% si
multiplicaramos por el factor dilucién 3.

En el presente estudio corresponderia a un 6% de AC.
Al parecer esta variacidon esta en dependencia de la
cantidad de proteinas contaminantes presentes en los
plasmas o sueros utilizados.

El pH 4,5 utilizado, esta cerca del punto isoeléctrico
de la albumina, favoreciendo asi la fuerza de la
interacciéon hidrofoba. La hidrofobicidad del residuo
octilo del AC, a pH bajos, domina, permitiendo que
proteinas acidas como la albumina precipiten en la
solucion; las inmunoglobulinas, debido a su punto
isoeléctrico (pl) basico y carga suficiente,
contrarrestan dicha hidrofobicidad y permanecen en
el sobrenadante (20).

Al definir las mejores condiciones para la produccion
IgGs de caballo, se decidié diluir el plasma 1:1 con una
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soluciéon tampoén de acido acético/acetato de sodio, la
fuerza ionica de 0,2 mol/L, el pH ajustado a 4,5 y anadir el
AC hasta una concentracion final de 3%, con agitacion
vigorosa durante 1 h a temperatura ambiente.

Cuando se respetan estas condiciones, se obtiene
una preparaciéon enriquecida de IgG que da un
rendimiento de aproximadamente 91-95% de
recuperacion de proteinas pero tiene una actividad
anti TT muy cercana al 100%.

Estas condiciones difieren de las descritas como
6ptima por otros investigadores (11) pero coincide
con lo planteado por otros (5,13). Las condiciones de
fraccionamiento por AC propuestas en este estudio
mostraron resultados superiores (recuperacion de
proteinas de un 91-95% y una pureza de 91-95%) al
ser comparados por los obtenidos en otros trabajos
(13). Morais y Massaldi obtuvieron una recuperacion
de proteinas de un 90% y una pureza del 90% (13);
Rojas y cols, informaron una recuperacion de
proteinas de un 53-67%.

Los resultados demuestran que la anti TT fraccionada
con AC fue superior, con mayor rendimiento, menor
contaminaciéon de otras proteinas, ademas de la
albimina, que el plasma anti TT obtenido por
fraccionamiento con sulfato de amonio, lo cual
coincide con lo reportado por otros investigadores

(11).

Se evidencié que la precipitacién con AC es selectiva
para las IgGs y es evidente el bajo nivel de albumina
y otras proteinas del plasma. Estas condiciones
pudieran ser tomadas para la purificacion de
antitoxinas para el uso en humanos, pues la mayor
pureza de las anti TT fraccionado con AC, junto con el
bajo contenido de proteinas no-lgs y los agregados.

Estos resultados sugieren que podria inducir menos
reacciones alérgicas, pues la presencia de estos
contaminantes, juegan el papel mas relevante en la
incidencia de reacciones adversas tempranas que la
presencia del fragmento Fc en IgG intactas ya que
pueden estar involucrados en la actividad
anticomplementaria de las antitoxinas (9).

En conclusién, se describieron condiciones para al
fraccionamiento de plasma hiperinmune de caballo en
la producciéon de antitoxinas, el procedimiento fue
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superior en comparacion con la precipitaciéon con
sulfato de amonio, se obtuvo una preparacion
altamente enriquecida de IgGs con un alto
rendimiento, actividad anti TT adecuada y buenas
propiedades fisicoquimicas.

Debido a su eficacia y simplicidad, este
procedimiento es Util en la produccién de antitoxinas
de caballos.
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Using the caprylic acid in obtaining the horse immunoglobulin anti tetanus toxin

Abstract

Purified horse anti tetanus toxin immunoglobulins with high antibody concentration and biological activity,
are used as heterologous sera and standard serum for corresponding vaccine. However, the selection of
precipitating agents for the purification of them is a problem in terms of purity, yield and economy, which still
remains to be solved. In this study, a procedure to fractionation horse plasma anti tetanus toxin by Caprylic
acid precipitation is described. A solution of acetic acid/sodium acetate was added to the samples to achieve
different ionic strengths, 0.05-0.4 moles/L, and caprylic acid was added to each volume to reach final
concentrations from 1 to 7% (v / v), with vigorous stirring for 60 min. Non-immunoglobulin proteins
precipitated under these conditions, while immunoglobulins remained in the supernatant, which was then
diafiltered to remove caprylic acid and concentrate inmunoglobulins. This methodology was compared to
that based on ammonium sulfate fractionation. The best results were given when caprylic acid was added to
plasma, until a final caprylic acid concentration of 3% was reached, at ionic strength 0.2 moles/L and pH
adjusted to 4.5. The IgG recovery was 91-95% by using the caprylic acid method. It was achieved a protein
concentration of 27.1-29.3 mg/mL and an albumin/immunoglobulins ratio of 0.019-0.021. The purity was 91-
95% and the anti-tetanus toxin activity recovery of 93-96%.

Key words: Horse immunoglobulins, antitetanus toxin, caprylic acid.
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