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$.0 ‘REBUMEN.
Se opurificaron O0S8 proteinas de membrana externa de S3/mo-
vn?lla typn: 9,%2,d,¥s, CON pESOS moieculares do 736,003"6 a
38,000 d y que corresponden a.las denominadas proteinas .formedoras”
de poros (porinas), ademss contienen menos del 1% de cnntamvnac-on.
con tPs. Estas preparationes s5€ emplearon pars snmunizsar ratones
ge ias cepa Balb/c y'las ceélulas oe hazo inmunes, se fusionaron
con ia jinea de mieloma murino 8p2/0. De los hipridemas resul-
tantes de la fusisn, se seleccions uno que -secretad anticueroas
menocionsles que recondbcen determinantes antigenicos COMpart:dps
VDDF 1as dos porinas. i
Ratones Balb=c inmunizados con el anticuerpo monacigna) aur -
ficado, o con suero de ratones proguctores de 1iQu 00 ascitrru
demuestran gue €s fa;liblé ia induccion gde reges 1diotipicas,
..8lendo aque . tal vez uno de los hechos mas importantes fue la inouc-
;c|'<‘m' de’ H\munldau activa contra el antfgeno- nominai ' (porinas de

S typhi).




2.0 INTRQDUCCION,

La fiebre tifpidea es una enfermedad febrll infecto-contagicsa

‘causada por Satmonella typhi. Esta &5 una bacteria Bram nega-’

‘-tiva movil de le tribu Salmoneilae de la familia Entero-

bacteriacease, De acuerao a la clasificaecion de Kouffman-White,
Salmonelfla. typni pertenece al! grupo D, el cusl también.se
integra por otras eapecies con 183 cuales comparte 103 .antigenos
somatices 9 y $2; sin embargo, se diferencia de eltas porque es la
é4nica gue presenta anligeno "Vi", La férmula: 9,12,d,Vi caracteri-

za a8 §, Iyphi en forma abrevisds (8).

Las primeras descripciones de la fiebre tifoidea se le atri-
buyen a Thomas Willis en 1689; &l describié los dlferentes signos
y Sintomas de la enfermecad asi come su duracién y severidad. A
pesar de ésto, durante &a&os, el padecimientec se confuandié con et

tifo - v no  fue sino ‘hasta 1782 - cusndo Ruvham describis ambasw -
enfermedades fFebriles como entidades ‘clinicas giferentes: ia
fiebre - pGtrida mal}gna (rieuré "tifoidea) y 1a nerviosa iente

(tifo) - (20,55).

Jenner en 1850, en su libro titulado “Sobre ta lIdentidad y ta no
lgentigad de las fiebres tifofdica y tifosa™, establecis que ias
lesiones de las- placas de . Peyer y nédulos (infaticos. eran

especificas de 1a fiebre tifoidea (59).
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william Budd, eon 1856 aelerming gue la enfermedad €5 transmi-
tida e través de la ingestidn de alimentoa y aguas contaminadas

con materia fecal proveniente ge individuos enfermos (20},

Eperth, en 1880, describié la presencia del bacilo tifoidico
en Seccidnes histologicas de ganglios linfaticos mesemtericos y en
nigado de pacientes con fiebre tifoidea; Preiffer, en 1885, reali~
16 el primer aisliomiento det wecifo @ partir de heces (12). L &i
mismo afio, Pfeiffer vy Ktlle demostraron que el suero de pacientes
convatescientes protegia & los cobayos contra gosis fetates de
bacilo ‘tifoigico y, en 1895, widal describio la presencia de sgiu-

tininas especifitaa en el suero Oe¢ pacientes con fiebre tifoidea y

sU. aplicacién en el giagné=tico de 13 enfermedaa (55},

Las Dprimeras inmunizaciones experimentales con.mncrourganis-
mos vivos de SgJsmonelita ftyoni fueron reajizedas en conejos por
Frankel 14 Simmens en 1886 14 en retones por Bayner y Peiper
en 1887 ; posteriormente Klikovich empleo bacilos muertos con el
m1smo propdsito. Les resultados obtenidos con .las exuerlen:na;
onteribres vaitimuiaron a weight en lnglaterrs v a Pfeiffer v xdlle
en Alemania a wtilizar, ﬁor primera ver &n 1897, vacunas produci-
_das con bacterias insctivadas, para la inmunizacién Ge humanos.

La vacuns de Rfeiffer vy XK0lle, estape hecha a base de Ducterias\
tratac=s> cen fenol e inactivadas por catar - a B58°C (B0), Estas
vaiLuitdsé  Guango fueron - wtliizades -en la Ingie, £€gipio, ltaliag 'y
jugairi¢a progugeron  una disminucién significativa en jia moroili=-
gadg y atenuscion de 10 sintomas e¢n 108 individues inmunizaedos que

sdguirieran fa enfermedad (49). En 1925, Besredgka Dproouso. el
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‘empieoc de - vacunas hechos @ base de bacterias.vivas atenuades vy
adminjysiradas por via oral. £l £fecto de las mismas fue eatﬁniuuo
en el ejército Frences; vy ain‘embargo 105 resultados odbtlenidos con
I§ miama, fueron malos ‘pues hubo decesos entre  {os ingividuos

vacunacos (29}).

Les vacunas tifoidicas elaboracas a base de bacterias muertas,
se utilizaron durénte décadas, sin poder demostrarse su efecto
protector real, pues se carecia de modelos animates que probaran
's; eficacia vy, ne se relaclionaba el efecte protector con atgon
indicador serolégico. £8to, de nhecho, no ae logré sino hasts 1955
{49,29). A patir oc¢ esta fecha y bajo tos euspicios de 18 Oorgani=-
zacidén  Mundial de |a Salud (OMS), se realizaron estudios de campo
E;‘VEE?ET;;T}. Guyana, Polonis y {a uUniotn Sovietica; en estos
fugares se investigs ia eficacia de vacunas preparadas con calulas
enteras oe Salmeonells typni insctivadas con acetonda, calor vy
fenol o con alcohoi. De los resuitados obtenidos en estas investi-
gaciones, se concluys oue la vacuna inactivada con acetona, desig-
nade con Ia 1etro K, resuwildé ser ja mejor, jya {gue 'z pretescisn
éunferida ne séloc fue ge mavor graba{ stno !emblan‘qe mayor.  dura-
cion, La vacuna inactivada <con calar y feno!, designada con la
letra L, tuvo menor eficacia gue i(a K y la inactivada con aicohuol
fue ta menos efectiva. Se oLSErvoé que §io proteccion inducida con
una s27a dosis de !1as vacunas K y L era aceplable; sin embarga,. el
empiec’ ¢e 40S OOSIS proparcionsba una inmunidad mas confiable y de
moyor ouracion (28). LoSs estudios realizados por Hornick y cols.
en voluntarios nhumanos (1968), usando 13s vacunas € y L, demos-

traron Que la proteccidén conferica por astas, estaba en fdncisn de
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Yas  dosls 'a los que o8 Ingividuos inmunizados estobun expueslos
(18). €1 hecho de que 'tos vacunas parenterales producian efepclos

colaterales indeseables moiivée !a bosaucda de nuevas formylas

H#as1a la fecha se han gstudiedo dos vacunas gue se administiran por

vis oral Y ‘aque se &laboranh con bacterias vivas. Una de ellas sBe
Dreéara con. uns cepa de Salmonelia typni dependiente de

estreptomicinag Y otra con una mutante deficiente en
UDP-4-galactosa epimerasa (designada por Germanier como Ty 2Y3})
(14,82). La efectividad de ambas vacunas fue valorada en votuf-
18rios humanos,. encontrangose resultados contradictorios en cuanto
8 18 oproteccion conferida por la cepa dependiente de eslreptomi-
cina (34). Lo voacuna de Germanier, protegid at B7X de los indlyi-
duos inmunizados cuando la dosis de desafio fue de 107 pacterias
{Clgg) (15}). Los estudios ¢ge campp realliados " con la -vacyna de
Gcermanier en A!ejandr:a. €gipto, indicaron que era copaz de indu-
cir protecclon en ef 985% de ta poblacidén estudliada (e7). sin
empargo, esta misma vasuna Fue aplicada o ni&oa en Chile (1983)
en tres dosis con intervatos de 2 6 2% dias entre cads une de

ellas ., .s6lo indujo proteccisn del 51 y 67X, respectivemente

1637

Ce-las experiencias anteriores destace =1 heche de que se
dgescongce ta naturaleza de los antifgenos de Safmonellia typhi

relacionados  directamente con 18 ° proteccion 'y, mas aon, ia

..respuesta Inmune del humano a dichos antigenos, Han sido numernsas

las investigaciones encaminadas a realizar la identificacién de

las antfgenos responsables de 18 inmunidad protectora en la Fiebre

tifoidea; la mayoria de eilas se han dirigido hacia el estudlo de
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i0s antiyenos presentes en Ja suberficic bacteriana, tales tams. oo
somztico "O" (encotoxina y/o Eipopolisscarido), et flagetsr »H@ +
el capsular "Vi". ODurante mucho tieMp0 Se pensé Que &i ant;aent
somatico "O" jugaba un papel muy importante en la proteccinan oor
1o que ©5e €1avOr6 una vacuna a pase del oligosacsrido de reﬁetv—
cion del |ipopolisacarido (LPS). La proteccidn obtenida cop ~ esnta

vacuna fue €s5cesa y de Corta duracion (25,30).

faor. lo que respecta al anltigene flagelar *H*, se ha nemostraon
que 1ampoco ests relacienado girectamente con la (AmuNi0ad orotec-
tora, Tuliy v cols. en 1862 oogcrvnrun que ai o BmunZar ch,h;et:et.
€oNn uha. tepo ruyoss de §. fyphi, se inducia ta Droduccion ae
anticuerpos coatltrs 21 antigene "H"; @5l05 nOp CORFErian prgtevi:an,
aon en titulos elevados (&5). Anderson, en 1988, encontré gue tas
ratenes inmunizados con uns mutante de .S, typhi Sin Flagelios
obtenian el mismo grado ae  proteccisn aue 168 1MNMUNiI8005  &£0%

cepas moviles ({).

Se ha tratedo de relacionar al antigenc "Vi"™ con o5 mecanis<
mos de proteccién. LOSs primeres estugios datan de 1934; fFetra .y
Pitt informaron de |e presencia tanto de dicho antiaeno en Cenas
de 5. .fypni aisladas ge pacientes con f.ebre tifoides, como l2
ue: sus anl‘cuerpos homélogos. en el suero de es!as_pergonas (Iés.
La fFalta de relacién de los antlcuerpos-antl-vi coh. ta -respuestla
inmune protectora Se he OEMOAtrodo pOr  VAri0S iNvest gadores
(19,53,68), sin embargo, en otras publicBciones se gemuestira .que
el antjgeno "Yi", por &i s0lo, 85 cavaz de inducir proteccién

(18,7), Es importante seralar la importancia que,(iéne el antigeno



Y5 .en la virulenc:a de 1a cepe infectante, asi come 15 Cehyaridn.

cia oe conservarlio durante ig preparacidén de vacunas (18 B3, 81y
¥

Youmans y Youmans, &n-196%, demosirarcren que la fractaoan - Doe
somal de Mycobacterium tuberculosis €ro efectivu pard indugir
Pz

inmundad pretectora en el raton contra ol rpto del microoraarn,

homologo., Estos resultagos condujeron a atslar gslas fracciones 3e

ds ferentes pacterias € investigat 5u capacidaed protectora. Aot

mente gran nomero de referencias sefalan }a induccion #He prate

cion.que confieren los antigenos ribosomales de gtros mitrooras-

- L

lf?-smos tales como Vetir vo cholerae, PSeucomaias aergiTosg
Sraprviococobs dureds, SIreplorecryds proeumonioe, Liosier g osnshow
tegenes oy Brucelio STras {38,70). L0 1970, Venncman

cols. demostraron gue, e¢n el rateén, las fréccienes riLosSoMa:es oe
Saimonelila typhimurium generadban proteccion contra la bacter:a
virulenta [(66). Resulladnos similares fueron oblenios pet Mol g
¥ Larralge (43). £n 1rapajgus  posteriores, Mglinari y Cabrera
:‘nemustrarnn que ias fratciones ribosomales de Sarmnnelldrlyun‘

tambsen thducaan protecc.on en ratlones (42).

Con el fin de encontrar a4 los antrygenos responsables de (a
proteccion inducida por estas fracciones ribosomales se han ven:do
regalizande  varaivs €stud 05, ¢on resuilades muy niver505: En tos
ptrmeros (ratBsgos gl respecto, yenneman y Coib. oCrelstaran g Ary
riuosomal como el gntigeno protector (66). Jonnsoen presenlo ev. -
dencias d¢ gue eron o8 proteinas ribusomales las que protegian ar
los rontohes (24). Smith y Big!ye sugirieron gque ambos antigentys

el ARN v las proteinas., se reduerran para potener una bueha proa-
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teccion (61); 5in embargo, en trabajos efectuades por Cisenstein
Misfeid 'y Johnson, S& OemMOStro due 18% fravciontgs ribosomales oo
Salmonelta 3e encontraban Lontaminadus LoNn LPS ¥y pProternas g

la envoiturs celular (10.39). Mag aogn, an treboyos pusterjores,
Misfeld ¥ Johnson demostraron que 1as proteines de la enhveltura
celular de Salmoneclla typhimurivm protegian a4 1os ratones con-

tro la infeccién por esta bacterio, en un grado semejante al indu~
cigo poOr 1as traceiones ¢ 2Lo5UMATES (40}, Lutosn exberimintos nonen
en. duda la efectividad de las fracciones ribosomales y apoyan lo
sugerida por Moles y Yosipovaisi, en el sentido de que reatmente

ios antigenus preteciores ae Sdlmoned{la se locaiizan or la

P

superficye rpactiPriana (371 "
Tn ioa sltimos aRous, 18s proteinas de membrana externa (PME)
de tas pacteri1a8s Gram nedgativas han cobragdo gran importancia  y.

drversos5 'Nvestigadores han eonfocade Sus e8tudics hacia el eéka-
plecimiento det papel que desempedan en ia relacioen
nuesped-parssito. Su importanc:sa Se pudo entender gracias al adve-
nimiento de mMB1lo00S especifices que permitieron separar 18 mem-
brana.externa ve.ls Citoplasmatica, Miura y Mizushima describieron

por primera ve: el aislemiento de la membrana externa de f£Scherd

c‘ehig coli empleando esferoplastos preparados con lisozima v

e

EDTA. £n 54 nvestigncion, dichas eStructuras fueron lisadas por

chogue  0OS5mMOtica y poSteriormente 5uU meranana exlerna LHe Separo de
lé~”c{lopla5malnca en un gradiente - de sacarosa {41). E] metodo
anterior fue muuiFICAUG por Osborn con el fin de disminuir }a can-
ligad de tPS en las opreparaciones de PME (46). Por su parte,

Schnaitman describie un metode Gue evita la obtencian de esfero-
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plastea y consiste en destruir las bactertas en una prensa
francesa, antes de conseguir la sedimentaci¢n de I8 enveliuca ce-
lutar Y posteriormente, fa solubilizacién de la membrana cite-

plasmatica coh un detergente no ionico.

La identificacién de tas PME ae efectué por medio ae i3 eplec-
lroforesis en geles de potiacrilomida. Schaaitman fue el Orimers
en reportar que £scherichia col/i contenia una proteine princi-

hal. la cual constituic el 70X de tas proleinas totales de a mem=-

“brans (57); poco gespuds, &1 y otros investigadores (59,2,21),

demostraron por electroforegis que en realidad no era una sinc

cuatro.

Schmitges vy ﬁennlng gescribieron una proteina principal que se
podia separar, electroforéticamente, en dos bandas (56). &n l&
actudal igac se sabe que Bl namero de las PME varia depencgiendo de
la informacién genatica de la pbacterisa y gque Su expresién puede
verse sfectads por factores teles como las condiciones de cuftivo,

temperatura, etc.

Las PME 'que maés ‘se han eétudiadu. son.tas de -E. coll.y’
S. typhnimurium. Dt Rlenzo, Kakamurs e incuye (1978) y Osborn y
wu (1960}, hicieron una revislén extenssa de elfas y las claslf!-
caron en proteinas principasles y mensres (9,47).

De las protainas princlipates se han descrito alrededor de 10,
sin  emuargo,  genersalmentec 5610 se expresan 5 de ell1as con mas de
100 000 copias por calula. Dentro de Vas protefnas principales se

cuentan:




1) tas proteinas ‘matrlces o porings, due intervienen en el
transporte pasivo de sustancias de baj}o pesp moleculsr 28 1rsvas de
ta. membrana. En el cusdro |, se muestron las caratteristicas gene-
rajes de las mismas,

;) La prateina modiflcabler por cailor, involucrada con los
procescs de conjugacién y aque actiya como receptor de fagos y -coli-
cinas.

3) La-lipoproteina de Braoun, 10 cudl e3ta unida covalentemente

4 12 peptideglicens y cuyla funcién e3 la oe mentener 1@ integridaad

estructural y Puncional de }e membrans.

En la figura %, se muestrs 18 Odisposicién de (oS componentes
ge fa envoltura c¢elular de las bacterias Gram negativas y en 1a

figura 2 e} arreglo de las protefnas de (s membrans externa.

Con respecto a las proteinas menores, sSe ha demostrado que
éstas - Intervienen como acarresdores en el transporie aclivo de

molécuias Yy que estén relacionadas con la repticacién cefular..

_Entre las menores  se encuentra la gnica proteina de membrana |

externa Que tlene sctividsd enzimstica (fosfolipasa A) (9, l@).ﬂ

Las evidencias de que !'as PME estan expuestas al medio.externon
ltevaton a investigar 51U ertcac!a como inmunégenos protectores;
Frasch y cois. encontraron que las PME. de Neisseria menpingiti=
dis grupo B ersn buenos inmunsgencs cuando se inoculsban 2 cone-
jos: - los anticuerpos anti-PME de |la bacteria presentaron astividad

bactericlida /p vitro mediada por complemento (13). Buchanan 'y
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Arke demostraron gue el antigeno cepaz de proteger & chimbBncés
contra uretrit)s gonococcica se encontrabs oresente on.la membrans
etierna de Neisseria gonorrhoese (5) y posteriormente, compro-
baron 'que {os anticuerpos uoiriqidos contra las PHE conferian pro=-
teccion especifica a cobayos en que previamente se nabia  inducide
una Infegcisn gonococcica experimental (4).

Russi vy cols. getectaron que |as porines extraidas de una cepa
rugosa de S.1yphfmurium protegian al ratém contra - une cepa
ti1s5a homologa. £l mismo efecto se obtuvo en forma pasiva con anti=
cuerpos especificos (31,32). )

Isibasi y cols. (22} demostraron gue la inmunizacién activa vy
pasiva con PME de Salmonells tyohi 9.12,0.Vi, protegtan at
raton hasta 500 veces la dosis letal media (Dlgp). En este modelo,
ias porinas Y la ompA fueron fas PME que jugaron el papel m&s
importante en le proteccién; sin embarge, coémp estas proteinas
estabarn :cn:amlnnuas con 8% de endotoxina cabia lﬁ duda'en'cuanfo,
a’ su papel real como a&tigenna Drolecxufes per se. Para poder '
Eiiminar este problema se decidié ostener tas prateinas. en. forma
‘pyra’ por varios-metodos. Uno de los seleccionados por este grupo
de investigacién consiste en extraer 3 las porinas mediante fnmu=

ncadtorbentey especffices elaborados a base ae anticuerpos mano-

clonales ¥ por otra parte, ta induccidn de inmunidag activa
meosiante anticuerpos antl~idiotipicos generados contra dichosB 7

Gntacusrpes menoclonates,
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tanoo te capacvao gef DiasmOCiloma eh Lusnio a1 gesarriilar an
vitrp B fn vive gp manera sndef.niga (33).
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resistencia  dengta la deficientia en te

fosforrifosil-transferase (GPRTY . en ima
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Deuide » la seteccion clunal y !

GE QUE uUP Nabr gL gaeda

s5e-furma psenctialmente a8l fusionarss

antmal Ton gna3 O#

bisemocytyma, i Bibi1Q0 SEIFEYACSs Uh antiTuEr DO Nonmoega

ctuerpo moncelonsl. S ta fusion se fleva u caoe tntre wuns  zeiuia
linfoide ae raton ¥ un pidshis i tome Fosictents 3 AR.aronuahihag,
Latau i én O ratén, 105 NiSfi0pAds 5¢ LUCDER prov3agar Lomo TUMGr s
en retones, cangienygo cantidades relativamente granges de anta=

cuerss monuclional.

Resulia ce particular importsncid asecurarse de que 1as
celulas iinfoides B seleccivns23e en 21 orocedimiento  de fusien,
‘sean aquelias Que se estan dividiendo y secretan antiCuergss acli-
-yamente Yy 6stasn, por supuesto, corresponden a ptasmabletlos Syrge-
do s tomd consecuencia Inmedsata del reto antigenice. Lsto sigeie
rléu que, 1tevar 8 cabo la fusien cuanun las cglutas d2 DEIC He un
ratén son extiraidas 2 &6 5 0ias Ogespués de ia administracion 9= un
antigeno, reditsa una Alte cantidad O2 hibrigos que secretanm anti-
cuerppn Que reaccionsn con Cicho antigenov., Par supuesto que esta
neterpquneidag e |a respuesta total, se encontraca clonalmente
distribuida en o poblacién total Oe hibridos ¥y as5i. sSe reqguerirs
ung serie dge ensayos de seleccién Y clonacidn agecuados para
vbtener, no solamente el anticuerpo de ta especificidag deseads,
5ina'lamu|en'ue ta afinidad v cla;e de inmupogitbutinag abr sy
unée vEl aislads, ia clona debe ser grapagada in v/ive B .in

vilre, §+ I8 8paricion de variantes no proguctoras ge anti-
cuerpe resulta  exagerada y 2lleo  amenazara 2 creciminnto gt
nivrigoma gesecdado, S& deperd obtener la lines cteluyisr origihal con

yns fueva claonacion.



Ltus GeVErMInANtIes ANTigen. oL . gue. 25lan r2t G-

tignactos Je oS anlicuerpos Hebta o R

MOid2Ula 9& 1AMURUGIOLU) 1NB Jue (153 tinys.

£l fenomeng igiotipice Ffue gescr.

pasteriarmeanie nor Yudin &0
efitsmialinygnzila SBUUQULIGoL en

tado (portadoures ce los

unticas oaferencias  ants

donanie y det roeceptor ecg

especifica figintepo) ge la sel!

entu .

St ac cste

igi0tIPprcas En MULNCE 0(TDS s5iatemas

LOS  geterminaates (55101203 29lan Sriuades an ¢l
Fal 26 1o Mmuiwcuia dé sRAMUNgY oBUiINg. ¥ angipalment :

en ia proximidas del witio act.

€1 terming idiot po dYenota Ias

1 cajuias

{variable) 4de 105 anticusrpos. DroyYuc:5as Lor

toaane

e antitueropos. Los geterm-nantps ERS

formadoras
ECiDtipicos U2 135 moleculas e inMUROGICULLE.N3E FuRron  1aAnt:

.gadog i en animales. iOMUAIIades Conanticuenpos especi ficos outen -

da0s contra un antigeno en particyiar’ 2n ahimalesy ganzt Laments

semejantes. Las enecas diferengias antrgan.cas 2antr2 Las 1amyno-

globujinas del donagor vy dei receplor fuerogn lds un.<ia2s setusnciag

ge ta regi6én .V de los anticuerpos relacionada ¢on la esoec:

vel anticuarpo. Por io tanto.!ads resouestas estuvisran resiring o=

das 3 G:choS determifiantes 182).
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A s vel, und AuRvd tarmaifologrd ade 4 4G

a .centinuacion se muasira
Cottowa : Determainante anirgen:co dispuesta st un aftiaens
(Agjeno al organismo).

Paratopo : Sitic G& COMEIinAcidn de un anticuef oo,

1gietopo : fLpitope tocafizaaon en un anticuerd
fdiotipo : TON,uni% CB Q1010POS T8 UM AR1:CUErDG
-7  '!!ulu::nos P EBpETIrICINAUES antigeh LSl 22 Mo et ispesnos e
- . un . 1adiyidue 2 grupo de individuos énx;559u¢s:1 i3

un antigeno asaa.




T aistoma inmenuiegico,interactia Lan jvs determininte
antigen+icos, denominados tambien gottodas, Gar Landuclao ce tas

Si1;05 de COMLINACioN Dara (0s antigenss opresentes ¢n 135 regicnes

hipervariaoles ge 108 domainigces YV en 133 molesdlan @d SOAMURGY L0 DU

linas,vs seas que estas esten ea |a superficiz tos lintscitos o

nue sean secretadas por ellos. Descuprimienins wmportantoes nan

gemostracoe en forma clara que uwno MEleCu?!d ©E anlicuerpo tienz  un

caracler doble.sgtos Dara  rfeLudesor 3 WA Zntiuent 2298 ¢ 2 sS4
ver,se vuelve ella misma Inmunogén coe,8un para o! animal que oro-
duce est  ANTICUETDG. LAS FeQiones variablas de una incunei!dbu-

lina Qade putoen BCluadr 50135 comn ged

crminantles onl:ae04¢asn pars
genersr QL0 CUnjuntio de antiCuerpgos Aue reconcien la snCivigudl 1=
dad de esa inmunogiobuling coms Tistinid de ANticuerpus con g:fe-
rentes especifigifiades. los conjuniss de determinantes anhtiganices
0 epitépicdd de las inmunogliobllifas 52 dendmmingrer sGiot:fus vy &
los anticuerpos inducidas contra ellos se les Ilame ant:-igigli-
pos. Cada epitypo idiotipico localizado en diferentes porciones
82 ta repion se identifica come un idiotipo.

§e nhan descrito determinantes idiQtiDicos Que sen L5io VL
(regién variable de 18 cadene ligera oe& uN antiiuerpo) sélo  ¥H
{region variable da la cadene pesoda de un anticuerpadl) o amoes,
gue 'ntsrvicnen va ey L1 ins sitias de union dei anli;ene
(?e;ioneu 'detefmlnanles de complementariegay COR) o en a3 -sitvos
6& [K:31 gominios VvV donde no se combinan (reglone? de la eslrpc-

tura .. RL) (B2).



Las cargcleristicas  duaive de las moloculas de anticuernc v
la spzrente presencra @0 el repertlofio G2 Ul iAYIvVidub COR - Gencs

que Todufiten pora oiros producius de ia region ¥V molivo 3 Jerne

para preoouner an 1974 Gue 1ask respuestas auloinmunitarias a los

idiotivos Orop1os podrisn constituir ia . base de tes  sisntemus
inmuﬁoregulduu:t; ge la reg¢ inmunelsgica en o5 zuales la homeos
tasia Se pressrve  POF UNa coparticipacién funcional de interac-
ciones igiotlipo-anti-1c0iotipo,

O¢ acuerdo a este modelo,un antigenc induce la produccion dge
yn - antacuerpo (ACY) caracterilado por sU giotipn (19TY. A sy ve?

BELE wilimo euliMitle ia »intES(Is Q€ un ANYICUErpd Bnti=-idiotipico

{apti~iol o  Ac?) portador del idiotipo 2 (id2) Que puede oesen-
cagenar ia proguccion ael anticuerggq anti-anti-idiot,pitco
tants=1d2 0 ACI) y 357 turesivemente (623 .

Por otre parte, Jérne postula la existencia de imsaenes del

anliheno (Fig. 4 ), esto es, que un Ac2 (AD2 0 anti-«diotipn)

.puede. ser- .13 imsgen del antigeno 7 s5er reconocido por un Ab1

T(idiotipe) 0. - un Ab3 (anti-anti-idiotipo} asi, seqgin Jerne, Ia

Eh&rada de un antigeno al organismo desencadens una respuesta. Con-
tra el - epitopo (E) del antigeno, mismo gue €5 recoOnNDCIiGO PO un
anticuerpo ton un partatopo P! portador de un idiotipo (H1).

£l P1 ademas de reconocer a E, es tapa: de reconecer o . sef
reconocite  por un anticuerpo 2 (AD2) gue ileva un peratops P20y
yn igiotopo le, este 2 2% capatr de ser la imagen interna get

antigeno.
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Lute hecho podrra ce

2e (AL3) Cyye “F3
puete reconocer al a3ntigend o al 12 del AL suprimiendo o meqni fie

cando 18 respuetSta contra el antigeny.

Los mogelos iniciales d2l sistome de la red wygirieron aye
dsie era gbpierts y de extensién Elimitaga eft tentc gue €studios
mas JFECICT\(ES ltienden @8 80p0yar ufiag conligurscion Circuldr ge. con-

i
Juntos Jimitogos de idiotipos y anti-igintipus (62).

Experimenios recicntles sulde2ren que 135 redes idigtiprcas no
tienden hacis el infinito sino que se resiringen 3 uyna cascada
ciclics Que va de ADbI= AB2- AD3- Ab4- AbI- glc (48). En ia  actu-

alidad se eceplan diferentes clases de idiotipos (27) :

idiotipos privados : Son los caracteristicos ge una sola inmu-
noglobulina, estan codificados por los genes de la regién Dy J de
las inmuneglobulinas y por ende 5e encudentran en 18 poreciédn CDR3I.

loiolipos poblicos : Se encuentran 3 io isrgo de la porcién
va:iablc del Fab, pudiéndo encontirarse en la porcién CDRZ o en
rediones “rrumewofn' {regiones adyatentes 4 las regiones Nipervare
iabies) vy es un idiotipo compartido POr varios anticuerpos airi-
.gldos contra el mismo antigeno.

“~ .. . De acuerdo a 1as teorias de la red,para Cada paratopo,uucde

ehcontrorse un i0iotipo complementario adescucdo en otra molécyla
de  anticuerpo y viceversa. Dicho idiotibo tebe ser estereoguifi-
;amcn:y 5emejanté (tridimensional) @i epitepe del antigenc cantra
e} cudl 2i.anticuerpo estuvo Girigido originalimente.

Jerne liahb 1 supconjunto de moigcuias inmunoglobul inicas

Que tontieneon es105 idiotipos “conjunto inteérng enp- imagen" ;

Lindenmann lvs |jams homocuerpos (62).
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ctasiflcadu (3) ,atendiends § sul CoHrocleristicay de rpop~
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3.0 L OBJLTIVOS,

€i- gbgelivo general es gemostirar re generacion ae redes
idiotipicaa contra antituerpos monoclonales aqut . recanocen . a -

gntigenos proteicos de &, tyahi.

tos objetivos particulares del presente trabajo son:

A. Obtener y caracterizar un anticuerpo monocional aue reco-

noxca las parinas oe esta bacteria

8. tnducir una respuesta policlonal de redes igiotipicas con- L i

tra ¢! anticuerpo monoclional obilenido.

¢. Demostrar que en &¢stas redes Idiotipicas se generan ant -

cuerpés portadores de la imagen interna del antigeno (AD .2-B). .. _ o
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4.0 MATERIALES "~ Y METODOS:
4.1.M810008 Angtiticas.
4.1,1, Determinaclidn de protefnas.

Le cuantificacién del contenido de proteinas tanto en las pre-
-paraciones ce PME como en 185 de porinas gpurificadas,: se reali=-
18r0n UE acuerdo @) maetodo de Lowry (36) empleando Bibamina sérica

bovina comd proteina de referencia.
4.1.2, Determinacién de LPS.

€1 contenido de LPS presente en las oreparaciones de PME y
porinasy se determiné de manera inderecls cuantificendo el gonte-
nigo de scivdo 2-cete 3-mancoctulénica (XDO) de acuerdo’ al - metedo.

de xarxnanis (26). Empleando una curva patrén de KOO,

4.1.3. Electroforesis en geles de poliaceilamida en presencia de
dodecil sutifato de sodic (SDS-PAGEL).

'La SPS-PAGE para PME y porinas se reallzo en una unidad - elec=
troforetics  pdre getes verticales en placa (LKB instruments). en
condiciones caductoras y Sistema de amortiguadoras discontinuos
{33). £1 gel separador conl;n:a it.2% de Bcrilamida, 2.5%% de bis—

acrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCI D.39 M pH 8.8
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El gel " introductor contenfa 5% de acrifamida, 0.13% ue bis-

acrllamida, 0.1% de SD8& en amortiguador Oc Tris~-HCH 0.128% M -~ pH

6,8, . El . amortiguador de muestra fue Tris 0,125 M pH 6.8 conle-

niendo. BDS ai %, B-mercaptoetaneo! 2! Sk, giicerp! 3! 10% ¥ szul

de. bromofenc! a4l 0.00%5x,

La eteciroforesis se ilevé a cabo durante aproximadamente 6 h

empleando 30 mA por placa y como amortiguador dge corrimiento Tris

0.025 M, gltcinag 0.192 M, S05. al 0.1%X , pH 8.3 Posteriormente,

los geles se tiaeron durante 1 n en . una soluclén de s2ul de Cooma-

ssie R=-250 a! 0.25% en metanol-acido acético-agua {45:10:45). Se

destifAeron empleando une solucién de metanpl-aCido acstico-agus

(5:10:85) hasta que Bl fondo del gel guegare transparente,
4.1.4 Electraoforesis en geles oe poljacrijamids para LFS.

-La ‘electroforesis oara LPS se reallzo en una unidad electro-

foretice para geles verticales en place (LKB Instruments), en con-

diciones no redguctoras, geles sin S08 y aistema de amortiguadores

discontinues. (64,60).

£1 gel separador contenia 14X de acrilamida, &.5X de bisg=

acrilamiga . en amortiguador de Tris-HCI ©0.353 M pH 8.8, LI gel

introgyctor contenia 5% de acrilamida, 0.!13% de bis-acrilumide ‘en
amortiguador. de Tris-HCl 0.125 M pH 6.6, £I amortiguador de muess

tra contenia Tris 0.125 M, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al-10%

y .arul de bromofenci al 0.008%.
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La -electroforesis se ilevoe 8 cabo Ouranle apbra.madamente 8 &
empieando 30 mA por placa y cemo amortkéuaucr de carfamiento Trisg
0.025 M, glicina D.192 M, sDs al &.1n, i A Lunglure U3
electroforesis, lus geles se fijaron durante (2 a &5 =5 sptucron

el oze tratd s

de elahol-acido acético-agua (40:10:50). Posterior

Cale gel, gurante 15 min con 100 m! oge wuna sulucion, €8 &rc4s

peryooito &) ©O.7% en agua. E! ge) se [avo 4 veres, en inifcuginw

de 15 min c/u, con dgua Oesionilade, SeEgUiCe de uh tratamiente oo

la sotucion ae tincien [Qde esta sSolucion se prepararnn

15 min con
200 m! agregando, Yota 9 gota, 5 mi de nitratoc de olatse al 20 % 2

una -splucién de 2.8 mi de hidréxido de amonio toncentrasdc y 42 ml
de nidroxido de sodio el G.36 % (durante este procese Se forma un
precipitado cafe, e! cual desaparece rapidamente) finalmente se

afora 8 200 ml| con agus desionizada). Posteriormente ei ue! se

spmetie 8 3 lavados de 20 min coh ggua Uesionizage! de:tnues A€
Lltimo lavedo Se asgregaron 100 ml de solucion oe revelago (500 o

1

DR N A T

de estes spluci6n, contienen 25 mg de acide -
formaldeh!do. el 37 X) permaneciendo en ella hasta que

fuerfon visibles y el fondo de) gel permanec:s transparente

4.1.5 Inmunotransferencia.

ta 'electrotransferencia de PME o0 porinas de ios geles .de

DﬁlIBCrilamida 8 papel de nitrocelulosa (PNG), 2e ifev6 "8 ¢abo

durante - 18 h a 100 mA en.un gauipo Transphor (LEB (nstrumentsg)

emoleahuo como amortiguador glicina 192 mM, metanol al 20% en Tris

20mM, ‘pH 8.3 (61).

las 'bsncar'
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Al finalizar. 1a transfecencia, para comprobar que e€sta se hubiers
Ilevado 8 cabe, ei gel se tiX6 con arul de Coomassie R-250,.de la

,h)sma manera, una parte del PNC se tiI&6 con tints china (17). Otrg

parte del PNC se cofecd V' h a 370C en solucion de bloqueo fGeta-"

tina al D.EB'.‘fwegp 20 al 0.1%X en PHS (NaCl| ©0.18 M, fosfotos 0.01
M opH T.2)1); sééu-uo:de 4 favados con PBS~-T (Tween 20 at 0.t X en
PBS). Poster:ormente, ei PNC 3e incubé 3 h a temperatura ambiente
con el suero problema difuido 1:100 en PBS-G (gelatina al 0,25% en
PBS); después de & lavados con PBS-T, &l PNC se incubé 1.5 n a
temperstura smbiente con la dilucién 6pilimo ge antisuero de cabra
tonjugado a peroxigasa (anti-lg's de conejo 6 enti-lg's humanas);
spgulido de 2 lavados en PBS-T y 2 en PBS, el PNC se cojocd durante
20 - min en la solucién de sustratoc (4-cloro 2-naftol 2 mM, Hz0, al
0.08% en PBS), posteriormente se lavé con agua, se secd al aire ¥

582 guardé en obscuridad pars ser fotogrsfiado.
S 4,1.6 Anatisis Inmunoenzimatico (ELISA).

Para - evaluar |a presencia de anticuernos.nnti-PME o anti-iP§
en €l suero de rgtones o en |oS sobrenadantes de hibridomas,.  se
emplec 21 metodo de ELISA (11). Para elio se recudriesron Dlncea’dé
poliestirenc de 96 po2os (Nunt Co.) durante toda la noche  a 40¢c,
con 80 ug/ml de PME o LPS en amortiguador ﬂev;u}onnnlus (carbonato
de sogio-bicarbonato 0.3 M, pH 9.6)}'aeguldo de | lavado con PBS-T
{Tween 20. a! O,1% en PBS), los poros se intubaron durante 1 .hr a
370C con 200 u! de solucidén de blogues (gelatina al 0.25% en PBS);
Posteriormente aé agregaron 100 wl de la miestra probliemy y 3e

incubaron por 3 hr & 379C, seguido de 4 lavados. con PBS-T las
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placas se incubaron 1.5 hr 8 379C con 1a dilucion sntima del antiw
8uEro ‘g cabra conjugaOD a percxicdasa; despues ae & I3vauoes  Lgn
PBETT 5 cotocaron 100 wi de la solucion oo susnt .o fo-fanilen- .
diamina y Ha0a (30%X) &l 0.04% en amortiguadar ue - .'" 105 DH B.G)
a tos 20 min i1a reaccidn %2 detuvo agregaenso ¢ I8ta de acido
Qulfﬁrlco 2.5 M. Finalmente 2! desarrollo de  color se deiegrming

T et

midiendo ia apsorbancia-a 490 nm 2n uUn ieclor de placas (Dynatér]

4.%1.7 Isoelectroenfoque . (|EF)

Se cmpled pars verificar la pureza de las porinas y sel anti-
cuerpo monoclonal. En ia tecnice de isoctectroenfogue se  separan
tas - proteinas atl alcanzar su punto isoeléctrice (DPunio en que -ta
proteina flene uns carga neta igual a cero), ¢l cua! se estapiece
mediante anfolinas y diferenclas de potencial en el gei de polias

ccrilamida. E! IEF Se realizé en las unioasdes oe elgctroforesis LK#
2147 Multiphor 11 y 2297 Mocrodrive S acorde a las especifica-

ciones del fabricante.

4.1.8 Radiolnmunaensayo en fase sotftda (RIA)

Parsa evalusr diversos sueros policlonales an(i—idiol{ni:us,se
reati1zo el Mmeiogdo U2 RIA -que consiatio en lo siguiente

Se ‘recuorieron placas de - 98 POZos . con  190ul - Oe DOrings
(2ug/mi) &n solucién de carbonstos pPH 9.5 dejanpdoias 'en }nfubaé

cién . a 37eC/in y toda la nncni a 49C, Al dia siguicnie se lavaron
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cton PBS-Tween 20 .al O.1% y posteriormente se bloquedrogn cun PBE~

ieche a!‘ 2% por 2hs/370C. tuego se volvieron a4 lavar y. se defaFon,
incubar a 379C t.5 h <con oiiuciones deblies seriadas de PILA
100l /bo20 o con

PtLA (1:2)-100ul/pozo.

BﬁlLA {(1:2) 100ui/poro.

Suerocs. de  ratones (1:2) inmunizados ‘con P1P {Ab3) .o SPILA
(Ab4) © S55F (control) o can mezcias -de H P1LA« (AD3) . PILA-GPILA
+PILA~{AD4) o PiLA-(control). El procedimientu de las mezclas
incluy6é la ingubacién-de ia mezcla 8 37°C/1h y su posterior cen-
trifugacison a 6000 x g para fuego tomar el sobrenadante y agregar
100i de eSt€ & 103 DOZOS COMO 8Se Mencioné antes,

Despuées de é&se tiempo,se lesvaror loS poizos vy luego se incu=-
baron cﬁn 20000 ctas/mip (S0upl/pozo} de gamss de cabra anti-raton
marcecas con 1-125 [e! marcaje se hizo actorde a la metugolugia
descrita por WElr.IQEE (69).1 13 se dejé incubar la piace por
|:5n/37vc y luego toda 1a noche a 4°C. Al siguiente dia se lave la

Ffaca y se ley6. la piaca czda pozo en centador gamma.
- Métodos Bacterlolégicos.
4.2.1 Cepas bacterianas.
3¢ .cimpiearon tas siguientes cepas bacterianas: Selmoneila
typn/ S0, oonada por .e) Instituto ‘Nacional ae Higiene; asi.ccmo

Satmonetia treoni 9,12,d, ¥l @islada de un paclenie con fieore

tifoidea,
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4.2.2 Cyltive de Bacteriss

‘Las butteriss empledas para ia obtencion ue'PMC s5e cultivaroun @
s7oe durante 8 n (fase de crecimiente 10garitmica) en medio msnimo
A {57) suplementado con 0.1% de extracio de fevadura y D.%5%. de
alucosa, en un incubador rotatorio (New Brunswick SCnEn{iFIC co.
a 200 rpm. Posteriormente |as . bacterias se ¢0SeCcharon DOr. ceAtri-
~Vfugaclbn ¢ - 1650 x g durante 15 min-a 49C. La pastiila.pacteriang

se.resuspendid en amortiiguador de Hepes G.01 M pH. 7.4, ‘ton-

servandose a ~20°9C nasta Su use.

Las bacterias empleacsas pars 1a oobtencién de LPS se cultiveron
durante 18 h a 379C en tioglicolato de sodlos {(Bioxon); posterior-
mente |45 bacterias se cosetharuvn por centrifugacidén, la pastilla

bacteriana se secd cCoOn acetlona. ..y se guardse a temperaturs ampiente

-nasia su wuso.

4.3, Métodos Bioquimices.

S 4.3.1 Aisiamlento de PHE.

La ‘obtencisdn de PME " de "}8s.cepas. trabajadas se realizsd ge
acuerdo al método de Bghnaitman (58). para etlo ias -bacterian
cosechadas en ta fase de cr55|m|enla ivgeritmico S8 ajustaron a

una absorbancia de 1.0 a 660 nm; posteriormente se -rompieron

mediante 3oNICACI6n 3 180 watts (Lab'tine Uitratrio Labsonsc. sys-

Rasta drsmie

tem sonicator) por perindes ce 2 min en bafo de hieto
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nuie ~1a -sbsorbancia a 0.3, Para eliminar a las bacterias enteras
s¢ centrifugé la suspensisn sonicads o 7000 x 9/15 min. Del sabre-
nadante se sedimentsé |a envoltura celular por ultracentrifugacién
a'zoo 00C x g/45 min 8 "4°C (18 80 uttracentrifuge Beckman Instrye
menté, Ing,y, és\a s5e S50flubilizé con Tritéen X-100 al 2X en Hepes
0.0t M pH 7.4. La fraccién insoiuble en Tritéen X~100 (membrana
externs vy peptidoglicane) se separ6 por ultracentrifugscion en las
condiciones antes mencionadas vy se resuspendié en Tris<HCI .(pH 7.2
conteniendo . 2% de Triton X-100 y EDTA SmM. Seguido de una incuba-
cidn a 379C durante 10 mlnh, se uitracentrifugd a 200 000 X g/43
min,/370C, tas PME se recuperaron en el sobrenadante y se mantu-

vieron a -700C husta que se utillzaron.

4.3.2 Purificacidén de Porinas.

La obtencidn de porinas se efectud embleandn el métndﬂ
‘descrito por MNikajido (44) . Las bac(er}as cosechadas en 'ia faﬁe
logacitmica de crecimiento se ajystaron a8 una densidad optica de
1.0 a 660 nm, poateriormente se rohuleron por spnlcacisn {(Lub line
Ultrateip Labsonic System sonicator) en perfodos de dos ﬁlnutns en
bafo de hielo haste disminuir Ia densidad optica a ¢.3, Seguldo de
ta eliminacién. ge jas nacterlﬁa entersa por cpntrifugacisn a 7000
x 9'/!5 mini, fa envolture celular Se obtuvo por uttragéntrifuga-
cisn a 160 000 x g/ 30 min/ 200C, ésta se solubilizé en . Tris 10
mM, pH 7 7 adicionade de 2% de 8D8, se incub6 30 min a 329C .y se
ultracentrifugé nuevemente. El sedimento se sometlé & una segunda
solubilizacisn oe  ascuerdd a las condiciones descritas anterlur:

mente y por-.ultracentrifugactén se phtuvo ta Dep!ldogllcann.‘;las
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proteines wunidas ‘s ella se extrajersn inctubando 2 h a 370¢ ;on
Tris 80 mM, pH 7.7 adicionado de 2% de 805, €DTA 5 mM, Naci 0.4 M
¥y, 0,08% de B-mercaptoetlono!, después de centrifugar a 100 000 x a
/30 min/280C; ¢! sobremadante se pase a traves dc una cojiumna de
Sephacryl §-200 (30 ¢m x 2.5 ©m, Pharmacia Chemical Co.) con una

velocicad de flujo de 4 mi/h.

4.4 Obtencisén de Anticuerpos Monoclonales,

4.4.1 Obtencién de macréfagos de cavidad perijtoneal,

Los ratones Balb/c anestesiados en una camarsa de eter ae
fijaron bocs arriba & una tablilla, cerca de un mechero Buﬁscn. fe
a:rlq la piel para.exponer |3 pared abdominal, con cuidado s5e
fnyectarnn por via fop. 9 ml de soluclion de Hanks y se dié. up
masaje apgominal duronte 5 min, Posterjormente, con una Jeringa,
s5e rétiro el liguido ge ta tavidag peritonesl, el cual se centri=-
fugs a t200 rpm/18 min. £1 sedimanto se resuspendid en 5. -mi de
medio de Eagle modificado por Dulbecco y suplementado con 15% .de

“suero fetal! Dovino .(6FB). glutamina 2 mM, glicina 0.3 uM, -2-mer-
ca;luetunui.‘ﬁﬁ uM, eatreptomlicing 100 pg/ml y penicitina 100

O.l./ml {DEM-8) . Se colocaron 50 ul de la suspensiénh en cada Dozo

.de  1a.ptaca-ve cultlvo de 386 pozos (Nunc Co.) y se mantuvieron -en

un incuvcador, a 37%C, con atmosfera conirolada de humedad y 8% .de

G0z, hasts su uso,
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395

4.4.2 Lines celfutar de migioma,

Se emples ] tinea de mieiumy de rotnn 5p2/0 (deliciente en
HGPRT) . Las célufas Sp2 -5e¢ mantavictun en DIM.5 dentrn un ineuba-
dor, a 37°9¢C, con aitmésferda contrulade de nhumedad y 5% de COp.
Cuando 185 celulas alcanzaron ia fase de crecimiento fogaritmico

se cosecharon ( 200 x g/5min) para emplearins an ‘g fusién,
4.,4.3 Cetutas Esuienicas Inmunes

4.4,.3.1 Esquema de inmunizsci6én: ratones Balb/e fueron (nmunizs-

dos, por via intraperitoncal (i.p. el diag D con 70 ug de porinas

emulsificedas en adyuvanle compiglu de fround y los dias 30, 60y .

90 con 50 pg de porinas en Tris {90 mM}-EDTA (95 mM).

4.4,3.2 Optencion de celutas oe baio: cuatro dias despues de 1a
altima inmunizacivn, en conditiones de esterilidad, se exirsjo el
Baio y se deposild en una calJa de petri Conteniendo S ml de sblu-
cion . de Hanks. Denilru oe una campana de Flujo taminar, con et
ovjeto de liberar 18s celulas plasmaticas, se disqregé e) bazo; 13

auspensién, - asi obtenide, se ¢ojocté en un tubv de centrifuga

.c6nico (Nunc-Co.) y se dejaron bBedimeshlsr loes restns tisulares

durante . S min, 21 S0Drenadante Se reCUDErS Bn GLro tubo 'y Se cen~.
triPugdé a 200 x g/% min. B! paquete de ce'ulas'de bazo se reSus;
pendisé en 5 mi de DEH—SVV se tonts ef nomero de celubss viables en-
una camars oe Neuhauer, m;zclandn dos gotas de la suspension de

ce#lulas con dos gotas de azol tripan at 0.2%.
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4.4.4 Fusian,

ta fusion entre ias celulas de bazo y ias celulas de mieloma

se efectus de acuerdo al método descrito por reitlter ¥ Hlls!bgn

(e8y. Para fo cual, en un tubo de centrifuga conice de 50 mi su

meiclaron 6.6 x 100 cals. de baze/m1 y 3.3 «x 106  cals. 3pe/ml,

‘.seguido de uha centrifugacién a 200 x g/9 min ta pastilla celular

se resuspendis on 0.1 ml oe DEM-s y se agregé lentamente, 1 mi de

polietitengtical  4000. Después de dejar reposar la mezcia 1| min a

q7°c. s5e agregaron 8 ml de DEM«s, gota a gota, Yy Sse dej}d repozar
de DLM-5 y despuas

o1

min a 379C., Posterlormente se adlcionaron 30 mi

de 5 min se centrifugs a 150 x g/5 min. La pastilla se resuspendio

. Suavemente en. 5 ml de medio DEM-s y se colocargn 50 pl de ezta

suspensidn en cada uno de Ios 96 pozos de wuna placa de cultivo

(Munc Co.}, la cuai 48 h antes de la Fusjén habia sido recubiertes

cah ‘&crafagns murinos d¢ Cavidad peritoneal. A las 24 h 5@ Csus~

tituyo e! medlio DEM-5 por medio HAT (DEM suplemenlado con hipoxan-

tina, aminopterina y timldina}. Cada tercer dia se s&lilmentaron los

Cultives, retirondo ta mitad del medio de cada pPozo y reemplo-
tandoto con &l mismo volumen de HAT., De a8 misma manera, a! .décimo

primer did de cuftivo el medio HAT se subsStltuyé por medio HT (DEM

_Buplementado enn hipoxsnilnd y .iididina) en. el cual se mantuvieron

tas~ celulas ‘hasta eI ‘daia 17, Estq;mlsmo,ura 3¢ observaron at
b

microscoplio. y se alimentaron, con DEM-s, las  pozos  donde fueron

visinies colonias de hibridomas.
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4.4.5 Seleccisn y clonacién de hibricomas.

Cuando los hibridomas cubrieron ia tercera parte del fordo uel
pqzo de cultivo, se tamé el sobrenadante para cuantificar por Vei
método de ELISA, la presencis ~de anticuernos S8pecifenps. L0°
hibridomas secretores de anticyerpos anti-porinag s5¢ clonargn aqous

“veces por el meétodo de dllucion !imitante, que consistio en Jo
siguiente; Las céeluias se resuspendieron y se realizaron las dilu-
ciones necesarias, en DEM-5, pard tener 25 células/e.5 ml, Esta
suspension se deposite en la mitad de una nlaca de cultive de 96
PoI05, &5reyanda S0 wl por poro.

4.4.6 Expansioén de hibrigomas productores de antscuerpos monow

clionales.
A) Expansian 4n vitro. Este paso consistie ep  pasar las

cionas productoras 8 placas de 24 pozdos Yy posteriormente a botel-

las de 28 cm?@ {Nunc Co.). Una vezr gue tas telulas cubrieron ta

superficie de la botella se recuperd el sobrenandante de ctultivo v
fas células se crecieron en botelias de B0 com?, Los. sobrenpadante

jcidag del antictuerpo por

se ‘utilizaron parg determinar |a especi

electroinmunotransferencia, para determinar los isptipos ¥ pars

los ‘ensayos de proteccian,
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K B)‘Exp§na16n in vivo.

_'Ratnnes- (CB7 BL/B x Balb/e)Fy inoculados un mep antes con 0.8
'mlldé bflsiénn»(2.5.iD,!A-letramezllpentudecanc} fyeron inyectodos
por 1§ta‘i,p‘ con T m) de un quitive de hioridomas en Vase‘&e cre;
‘clﬁtenin logaritmica. Cuando el tumor se nii¢ evidente (aprox,  de

4 a8 & semanas} se gbiuve el liguldop de ascitis mediante punclbn

periteaeal.

$.4.7 Almatenamiento de telulas.

’-con uujexdlde copservar 3.108 nlbp(&omas obtenidos, 52 conge-
yluran 5 x t08% cetulas en ' mi de splucion crioprotectors (Q.parte;
dge SFH .+ pqrte‘de dimetifsul f6x1d0). Las celulas se cologaron én
un crio\ybu der glastico Y se guardgaran & -T09C durante 24 h,

pusteriormente -5 pasaron a nitrégens tiquido (-196°C).

k4.8 ‘Puriflecacion de anticuerpos monoclanales

Los sobrenagantes LIofilizados,  reconstituidos, pasagos ' por .
Litend AMICOM . (Sigma) b d(allzqdos. se pagaron exhaus{ivaheﬁ!l
.Der una Zdlumha de éFihiﬂad {ugrsda con suarc. de tabra anti-fc de

T 1gM deé catén,




La ubténclén del suerp de cabra anti=-Fc de tgM o retan réuus-

Srid uev(os sigyientes pHEos secbenciales H Se sacrificaron 200
'ratunes ,QIH ¥ ] nafllr det suero Se gurifice la jgM mediants
cotumnas de protlamina y ACA-22 ; con fta 1gW obleni@s se iamuniié
‘una cabra ( 3 mg, 5 veces COon und Semane de intervalo; lg primers
 vei4én ACF,(8 segunda y tercera en AIF y {gs Oos GIUimas en P8S5Y

‘ £} .Buerp ablenido (Ops semanas desoués op 13 Gll:ma inmuniu-

Cidﬂ se pa8¢6 exhausStivamente por uha Calumna de afFinigad de Sepha-

rp53 48~146 normal de rston {psra el

minar gnticuetpos de cabra
anti cadenas tigeras de raton},e! suerg Qe cabra anty-~fc-1gM oe
ratén resultante fue €] gue se emplen para eyatprar ol iamunoat-

serpentie.
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T 8.0 EBQUEMA  DE . TRABAJO

Obtencién de anticuerpos moaocionaies diripides contra

'A_'

parinss de §. typhi.

“ B. . Purlificaci6n de ganticuerpos monoclionales: se aurlf«carbn
'énilcuerpos monacionales (denocminados PIP) y Be observd la gspeci-
Flcidad de uvalsn al antigens (porlinas) medlante ELISA. La pureza
Par atra parte se

de mongcional PP se corroboré mevjante HEF.

inocularen por via intraperitoneal ratones Balb-c con e) hiac idoma

P1P  y. el  ligquide ascitico resultantle sa& denominé PILA ,  se
demostrdé su capacldad de wunién al antigeno mediante ELISA Y RIA
en fase =6)ida,

c. Se tame. el ‘syers oe ratgnes <Drudﬁtt0rea ae L tauido.

ascitico (denomiﬁaaquP1LA) y se abservd su unien al antigeno (por
UELIBA ¥y RIAY. .Ademﬁa se corris en [EF empleando como testigos

syerosg de ratones normales,

0. - 9¢ inmunizaron ratones con el PtP en bazo, ol suera ‘obte-

nido 'se (e denominé AB3.

€. Se iamunizaron ratones con e! SPILA en Dazo, al suere

oblenida se le dengmine Ap4.




a1
¥, S¢ inyecie solucidn salina Fiainlourca (5%0). &n e} nezal
de ratants Balb-c cuyn syery fue denpminado “ountrots. :
G. Se probé ta.uaidén 9€ PP, PILA, SPILA, AB3, A4 y Contra!
al- antigenc, mediante RlA en fase s6iida.

H. §e prote ta capacidad ge inhipicien de PILA o 1as Dﬂfiné)i

ate

ton : SPALA,  ADB3, ADA Yy CORLFol mediants 1. tetnica dé RiA ea.f

solida.
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6.0 RESULTADOS

6‘1.; Alalamiento de PME.

Las preparacliones de PME de . Salmonella }rphl -afﬁladﬁé
meagiante . e] método de Schnaitman, contenjan 1 mg/sml de proteina .y
un 6% de’ LPS  como  contaminante, €l peso moulecuter de estas
i,nro{einas. determinado. por SD8~PAGE, sSe encantrd dentro del Jnle}e
Varufue 14 000 d 3 B0 00D ¢ (Fig. 5), destacandose ia presencia ae
proteinas con pescs moleculares de 14 000 d, 28 000 o, 38 000 O y
40 000 d. La heterogeneidad -del LPS contaminante se observa en  la
figura 2, mostrdndase el 1T7pide A con pess molecular de aproxima-
damente 12 000 . d y con diversos Dest‘ moleculares las unidades

T o1igesacaridicas de repeticion.
6.2.-Puriflicacién de porinas.

qu porinas de ;almanel/a typhs se obtuvieron de acuerdo
a1 Wmatoadd o€ Nikaido, el perfil crometegrafico de purlricacisn por
exclusiéen - maoiecutar se observas en la Fi§;7. Las corinas se reco;
fectaran en la fraccien 1, aue eluxs_ Inmeuin1dménye despues - ‘del
vnl@men vacio, &stas cuntenlan4men05'uel 1% de LPS -como cohtam!—

nante (flg: 8).




Flhgurﬁ 5, élec!ruiureslsj en geles ‘de poliaceilamida~503,
teﬁ_ldas con azul de Coomesie, de: :PME de Salmpnells typhi ais-,
’~lau;s por el,mEKuda dé Scnhnaitman {30 pg carrifes t vy 2){ 'aoétﬁas
dgi‘;glmanella typhi [30 wug carrties 3 y 41, ootenidas por el

-metodo de Nikaido. Marcador de pesos moleculares,carril 5,
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Figurs- 6. Electroforesis de LPS en geiga Ge woidcrramsae
terldas. con nitrato de plata: carril t, 5. typhi: 9,12,d.Vii

carrit 2, & typhi 901 y. carci) .3, &, typhimurium (Sug en

cada carrily.
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B.s.-uelqrqlna:ian de anticuerpos.

En la figura 8 se muestran las curvas

ae rétunes'lnmunlzanos cdn perinas de s,

ratones preinmunes. Cemd se puede observar

inmunizades reconocteron a las dar(nua‘cun

a una ditucién de $:400, a3

esps gueros, contra el LPG fue 272 0.8,

preipmune

(Absorbancia de 0,02).

la misma dfluclén
mientras

no ae encontrd reactividaa en contra

de titulacl!én de: suerc

typhi cy susre de

el Suero de o3 ratones

una absorbancia de 1.0

la reactivioso, de

que en el suero

dge ambos antigenos




DETEFMINACION DE Ac. SERICOS I RETGNMES I[IM\C

——)

A ANTI~PORIFAS CEATON W} o RNTI-CORINOE CRATON B) i
A GNTI LS CRATON M) N ABTI-LES (RATON BY
O ANTI-PORIMAS {SUER0 FORMALY @ AMII-LPS (SUERO NORMAL)
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{5ERS0 D L4 DILUCIN

fFicura B. .Determinacion  de anticuerpas anti-PME ¢ ant\»LPs.gn

sugrg 2v ratones Balb/c por el metodo de ELIBA.
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3 s.“~‘>Dbiu9clﬂn de Apticugrpos Monoclonales.

Ed desarrollo para la oblencidn del anticueragd monontonisl #1

se muestra en la siguiente Figura:

GECTON 0L KT (UERYS MERECLONGL £330

T AR v R
PNt A [y

<.
f o

!
t

<o
i

aa
j ICUSNEI: DU S

I

O EI IR DI LR N X A

-

Sy S5
S8 S
¥ ‘J'!','V‘QFI,I(“{" LTIy
Ve pRitiy e Vs v s

Figuras 9. Secuencid de ia determinacidn de asnticuerpos thn ios
{ soorenadanies, de 10% hibFidomas oue Gieron origen ai anticueroo

monoctionat Ps.

"
s,
h
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8.6, -Determinaclén det Isofipo.

L2 determinacion del lsptipo se efectud medliante la técnica ae
ELIBA. Como se observa en fas table 1, e} anticuerpo menoclonal.

anti-porinas es de clase lgM.

Tabla §, Determinacién del Isotipo del antlcuerps
monoclonal anti-porinas.®
i 'P“"‘“ T R T e— ‘S'EE"’*T‘ S
Anii-lg's | 0.30 - 0.38 0.0z - 0.03
voiivaiente |
Anti-tg M 1.10 - §.18 0.03 ~ 0.08

!
¢
i

_Anti-1g © 0.02 -~ 0.02

0.04 - 0.07

* Resultados por duplicado.

6.6.,~ Eapaclficldad de} Anticuerpo Monoclonal.

"Ls especificidas gel  anticuerpo monoclonal anti-parinas se
&cgéé;lﬁé;émélehndn el métﬁﬁu,dqrlnmunaelechulranﬁrerenc‘a{ En ta
figuro\9 se gbserva gue el munu;lunnl P|. solamente recQHOCB ias
.banuaé que corcesponden.a las prot_e‘inas formadoras de pofros. en ui

PHC que cantenia a todaw fas DME. (Flgura 10)
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Figura 10. inmunotransPerencia  de PME  de 5. typhi

?‘.12.d.vl~ .revelada. con sobrenadante de . cultivo.de los.nibridomas

’:*5ﬁpuuc\9re5 de!runtlcuerpo menoclonal Py 1592; Sp2-es-el .sodnrena- =

&anie ge cultivo del mieloma Sp2/o.
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6,7.~ . Purificacian del antlcuerpe mononclonal F1.a3 paryirc de

sabrenadantes de hibridomas,

Para cilo se reali?d uyn inmunoadsorbente con’ suero de €ab

anti-Fc de 1gM de raton. ) o ol

L - £En ta figura {1 se muestra el isoelectiroenioque del- anticuerno
“‘monoctonal Pt purificads (PIP} y o8 virias mugitron.
A) DEM
8) SFB

C) Suerp Normal de Raten.

D) Anticuerpo Monoclional Purificada (PtP).

£) Suérc de ratéen productor ae Liquido ASCilico (SPILA)..
{anticuerpo anti-anti idiotipico}
F,G,H). Liquido ascitico de raton con tumor formasco Dor‘ nibr;-
domz que secreta anticuerpos monocionales (PILAY.

t) L:nea celular de mieloma (SPé).
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VEF  de varise

muestras

PH acide

Figura .- 1!, Isoelectroenfoque del anticuerpo monacliaopal puris

flcade  (P1P) -a.nartif de sobrenadantes de - cultive -~ del - hibridoma

‘prducth"ka anticuerpu P1; SP2 es ¢l sobrensaante e cuitivo del

~mieloma SP2/0.
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8.8. Actlividad de} anticuerpo monacional PP

Una vez puro el anticyerpa monactanal (del cuwal e ohtuvh

fmi.t maily, 58 prous SuU capacldad de unirse a poritnas mediante
ELISA (Fig. 12) ; deblido tal ver & ias candicinnes.. de purtfico=
clen, ne abserva gue e} monocionmal PID  perdld su capacidad de

racongeer Bl -antigeno. Sin embargs como &8 opbserve en  esa

misma
Fsgura, el suers de ratones proguctores de {igquido ascitico
{SP1LA} muestra uns notable capacidad de unié&n a su antigeno £om-

pacable  a {a del )lguide ascitico (PILA}). El iscelectiroenfoque de
fa fig. 1t tambien muesirn que e&s3ie suerc (SP1LA)} presenta bandas
muy ‘maccadas en la reglién.de I3 Igh gue no estan presentss en los

sueraes normales.

S Tt
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Figura t2. Unién del anticuerpo monoclaonal P{P a porinas : CL
ta- misma . ftigura se  myestira la actividgad del liquido ascitico
(F‘H.k)r y el Buero - de rataones . productores - de jiquido asc?tl:b»'

(SPILA).
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a)b.- S|s\em- de redes “idiotipicas genecfadas contra. el znti-

cuyerpo moncclonal PIP.L -

£l ﬁechu de que 5e obsarvara que el suero del ratsn produttor
de !fdu!uu asciticoc era capaz de unlirse a las porinas y que,
ademas, este mostraba por 1EFf bandas muy marcadas de |gﬁ'a; St
geria Qque se habia montado una recspuesta Inmune contra el anti-
cuerpo monocional P1 presente en el lfguido ascitice, de esta ma-
nera se procedid a montar el szperlmenlo de generar redes
idiotipicas contra el anticuerpo monoclonal Pt, ‘empleando  como
sistems de detecclén el radiolamunocanslisls (RIA en fase 561 tda).

Al suero del ratén productor de 17quido ascitico SPILA kS). el
suera de ratdo inmunizadc con el propio P4P en bazo , ;hora dentio—
minado AbJ (3): jos sueraos de ratones Inmunlzados can SP1LA én
baro, ahora denominsdos AD2 &6 AD4 (&) ¥y el suero de uﬁ raten
inyectads con 88F, suero denominado "contro " (C), se les deter-

mind su capacidad de unisén ai antigeno nominal (porlnas), ademf s,

. da’gue - en -éste. mismo slstema se lntenté probar la capacidad de

InRTBIcI6n de la unien de PiLa (P)'a lan porinas ge 5. typhl. tFlg. - ..

13).
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El ‘suero SP1LA (8) y el Ab3
_suaro Abé (4). POr otra parte,

(3) son capaces de unirse a3t

iavrltfgeno y no asi el en esta mtsr.na
figura, se puede observar (en la mitad deracha de la figura), que

de P con las demas muestras el suero 4 &s e} enico

.en- ja - mercia

capa: de interferir la unién de PILA (P) . al. .antigeno. .C.-es  el-

suero del ratén testiga.
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T.0 DISCUSION.
£l ‘agente causal de la Fietre tifosdes en ta 8. tyohi vy se

ha demostrado que ias proteinas d& membrana externs de ¢sta bacie-

ria..inducen oroteccion de un 100% al reto de hasta S00 verves la

D150 en ratones de ta cepa NIH; por otra parte, se observa nue en

inmunoelectirotransferencia el suero hiperinmune {(de conejo antis=

PME) ‘reconoce con mayor Intensidad las bandas protéicas correspon-

kﬁlenles al grupo de PME denominadas porinas {(proteinas formadoras
de poros). Por ese motivo decidimos obtener anticuerpos munuclu;

ﬁales contra tas porinas, ©n donde 13 primera etapa de es5te tra-

'baJo consisti® en purificar B las porinas, mediante exclusian
motecutar , la segunta parte en ubtener y caracterizar a 1os anti-

‘tucrpos mnnnplnnates dirligidns cootra esas protazinas y por Gitima

“la inducci6on de lfas . redes idiotipiCas contra este monocional

Empleantgo e} metodo de Nikaldo, que na sido utilizado en la
purificaclién de portnas de Salmonella typhimurium (44) ¥ que
comtina I8 solubillizacion de -.ias PME con un detergente isnico
(S0S) en-un amortiguador de fuerza i1énica alta (HaCl .4 My, se
Iugrufun purtficar dos proteinas, de peso molecujar entre 36 y 38
¥d. Lasé tuples, contienen menos de (% de LPS  como contaminunte
{28). £stas proteinas corresponden a dos poerlinas de. Salmonella

trphi.



Lds porinas purificadss se empiaaron nirs amunitar ralanes dge

{a -cepa 8aiuse, tos cuales resnsnhoieron Con tituios slevadeos en
cantra. ae 13 porinas {Ab3.=1.0 dil. 1:400) ¥ avhdue et Lere Fe

enconirang en bdja conterirllian en las preparaciones de porinas,
tomgien hubo FresSpPUESLa Se anticueroes €6 contra o es5a molécula
(ADS.=0.86 dil. 1184003, Gomo &g opsecva, ta respuesta contra gl
LPS. fue menor pereo copnp un vator 2tievados, uedido & aue proboble-
mente el LPS Torma un compleld of LPS=porinds (starreador-nagtansy
dange cofmo resultade una elavascion de |3 respuesta en  contra  2el
LPs. E€sta es la razsa per 12 due se obtuveieran hibridomas secre~
tores de anticuerpos rmonociongles anti-parinas v anti-LPS.

£1 aaticuerpo monociona! anti-porings rgconocen, per inmuag -
teans ferencia, a ias LBndas prote:ces correspandientes a fas dosg
PGrings. S5in empargo., para estadlecer 1A =sliliccciged  det canti-
.cuernn moLocienad anti-poranas, B35 . aecesaria {a owptenciosn de
mapas pepltigices de 1as 0ocrinas purificadss 2 identificar, por
{Amunotransferencia, 105 pebtitns Que e uURan A anticuerpo moao-
:konales v salo con etio se identificars al epitope due estd

siendo recanccide poc ef monocional.

Como se puede ver, los enticuerpos Fi our:ficades (PIP) ger~
gieron 5u.capacidad de wnidn 8l BATIFENV; D10 LMDIATHO. CUBNGY e

monacionaj a ratones, =2t

Yy no g& sioguear

itmunizs . can el
¢¢ reconocer al antigeno ta union et PILA @ ias
anticuerng 1P perdis at:.

porinas debjso A aue gl

Suyero de esius5 fue capar.

L&, pora 0o
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ta caﬁﬁciuau ﬁe ser reconocido,de #sta forma indﬁju ta  proguccien
de . un ADZ y por encontrarse en una concentraclien elevaca se !legs
a una respuesta de tipo AD3I ; mas aan, et syero de leas ratenes
proquctores de PiLA tambien fue tapaz ade reconocer at
Entléeno.tenlendu sdemas,un patrén por isoelectroenfoque unstln‘n
gt observado en su2ros de ratones normales; de tal manera-gue se
sugliere que por las dosls aitas de Pi se liegs a la induccisn de
anticuerpos * anti-anti-idiotipliecos (Ab3). Esta induccidn no ratica
en.un idiotipo situado en el sitio activo de P1 sinc tal vez en un
idiotipo regutatoria no asociado al 5itic se combinaclén del anti=-
cuerpgo. Por otra parte, debido tal vez a cuestiones 6ptimas de
concentracion, e! suerc de! ratsn inmunizade con BPILA no se& unid
ail antigenp pero si fue capiaz de inhibir (en aproximadamente e
40%) la unién de PiLA & las porinas, 1o cual sugiere la inguccién
de un probable A4 con caracteristicas de Ab2 bets {pudiendo
existir tembién AD2 mifa dado que fa inhibicién no fue del 100X)

E! trabajo realizads, ratifica de una mahera gruesa lg nbaer-
vado Por-otros iNvesStIQAQgOres, BUYgIrianoo que es posible la oblei~
¢i8n de snticuerpss mnti-idiotiplcos con caracteristichs de Anz §
Y Abe &, 198 cuales podrian tener aplicaciones variadas come por
ejemplo e! detrectar si la FPiebre tifoidea contleva un idiotipo
Abt en particular,io que seria de importancia diagnéstica; otra ue
fas splicacicnes  de 83tos anti-idiotipos (imagenes del antigeno)
saria el ‘inducir inmunidad sctive contra un patégeno como es el
:?so de 5. typhi en donde las vacunas que se emplean 'en ia
actuatidao provocan en parte efectos secundarios Indeseablea‘ como .
1o " es ta fiebre (provocada por ef LP3), malestar general y ayemns

de que na sz pueden administrar a Infantes.
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8.0 CONCLUSIDRES.

.Las porinas purlficadas empleadas para inmuntzar ratones
incucen la. produccidn de anticuerppos anti-porinas y anti-LP8,lo

an'terior se detlermind por ensayo de ELISA.

Les anticuerpos monoclionsies se elaboraron siguiecndo fa
técnica de fusion de Milstein y Kbkier y ase seleccionaron las clo=-
nas productoras de snticuerpos anti-porinas por ELIBA. Tambian -
se determinée gque el i501ipo Oe 108 anticuerpes es 1gM , su pureza
se determiné por 1EF y ceconocen por inmunctransferencia las ban-

daas correspondlientes 8 las porinas.

tos anticuerpos monocioneies peraieron su capacidad de union

@l antfgeno porinas 8! ser purificados.

El hibridoma productor de anticuerpos monoclonates Inoculado
por via intrsperitoneal a ratones Baldb/c . I!ndujo I8 produccisén de
liquido sscftico denominado PiLA y este  se wuni6 al antigenc
(poriaas) -por ELISA.‘Ademés el suero de .esos.ratones prnductnréa
de {faulido "ascftice (SPILA) también se une B antfigeno-y opor. IEF

revelu bsngas abundantes en la regidn de !gG

8e genera un sistema de redes idiotipicas al inocular en bazo
de ra(cnqs : PILA - para pbtener SPILA ; P1P para obtener el ADI y
SPiLA para obtener el Ab4, usando cumo control testigb un ratén

inocuiado con B8F. EJ siatema fue anajizadc por RIA.
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