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1.0 RCSUMEN. 

Se purificaron dos protelnos de memorana externa de Satma-

nE'lla typn1 9,,2,d,i/1, con p~so& mo1ecu1e11e!> lit: 36,i:íOC 

38,000 d y Que corresponden a las denominadas proteinas formeaoras 

de poro5 (porinas), adem.:is contienen menos del 14 de contam1nac ion 

con LPS. C5tas preparaciones se emplearon para inmunizar ratones 

de las cepa Balb/c y las células de bazo inmunes, rus i onar tln 

con la 1 ínea de m1eloma murino Sp2/0. De lor. hitJr ídomas re~ul-

tante:. de la fusión, :.e selecciono QU~ <.>ecreta ant 1cueron5 

monoclonales QUe reconocen determinantes antigen1ca~ cornear! •dos 

por las dos porinas. 

Ratones Balb•c Inmunizados con el ant¡cuerpo monoclonal ~ur1-

f í cado, con suero de ratones productores oe Jiau.oo Jsc:t.~c· 

demuestran que es factible la inducción de reoes tdtotiolcas, 

slendo aue tal vez uno de los hechos mas tmpor1ante:1 fue la 1nouc­

Clón de inmunidad activa contra e1 anttgeno nominal {oor1na5 ae 

s.typhl). 



e.o IHTROOUCCION. 

Le Fiebre ti ro1dea e!'I una enrermedüd rcbrll 1nrccto-contagiosa 

causada por SoJmone//a typhJ. Esta es bacteria Gram n~ga-

·-tiva movil de la tribu Sa/monellae de la familia Entero-

bBcter/aceoe. Oe acuerao a la c1e.sir1cecl6n de kouffmen-Whlte, 

Sa/mone/lo tYDfJi pertenece al grupo o, el cual tamDilin se 

integra por otras e5Pecles con les cuales comoarte los antígenos 

som:&t icos 9 y tZ; sin embargo, se di ferencla de el las porque es la 

única Que presenta antígeno "Vi". La fórmula: 9,12,d,Vi caracteri­

za a S. rypfJí en forme abreviada (6). 

Las Primeras descripciones ae la fiebre ti fo idea se le atri­

ouyen a Thomas Willls en t659; él describió los diferentes signos 

sintomas de la enfermedad asi como su duración y severidad. A 

pesar de é&to, durante al'lios, el padecimiento se conrundló con el 

t 1 ro ruP. sino hasta t782 eunndo RuYham descrlbl6 4mba~ 

enrermeaaaes Febriles como entldaoes clínicas airerentes: Is 

fiebre P.útrida maligne Cf'ieDre tiFoldea) la nervíosa lenta 

(tiro) CZ0,55). 

Jennl'!r- en 1650, en su llbro titulado "Sobre la Identidad y la 

ldent1aaa ae las fiebres tlf'otalce y ti rosa .. , estaolectó Que tB!5 

lesiones de Tas Placas de Peyer 

especificas de la Fiebre tifoidea (5!5). 

nódulos linfliticos eran 



WI 11 lam Budd, en 1656 aeterm1no que la enfermedad es tran!lml-

ti da a través de Id in!'.11~st ton de 011mcnto~ aguas contaminaaas 

con matef'ia recal proveniente ar. individuos enrermos (20). 

tbertn, en tBBO, describió la presencia ael nacilo tifoid1co 

en .secciones histologicas de ganglios 1 inf."Jticos mcsentbricos y en 

higado de pacientes con fiebre t 1 fo idea; Pfei ffer, en 1Bf5, real 1-

:0 el Primer a1slomiento del oacJlo il oartir dP ti~c'.!!: {12}. en t:I 

mismo ai'io, Pre; rrer y ~l)l le demostraron Que el suero ae oaclentes 

convalescientes protegía a los cobayos contra dosis fetalen ae 

bacilo tifoia!co )',en t695, Widal ae.scrlbiO Ja nresenr;ia de ti9111-

tininae específicas en er suero ce pacientes con f1eC'lre tiroidea)' 

su ap11cac16n en el aiagnózt 1co de la enrermedaa (55i. 

Las primeras inmun1zac1ones exoerimentafes con microorganis­

mos vivos ae SsJmoneJ/¡¡ tyOhi fueron real 1zaaas en conejos oor 

frankel S1mmons en 1886 en ratones oor Sauner )' Peloer 

en t887 ¡ posteriormente 1( 1 ikovicn empleo ba~l los muertos con el 

mismo oropóslto. Los resultados obtenidos con las experiencias 

~litC.fiOrt:. t:;:d1mu1aron a wr1gnt en Inglaterra y a Pfeíffer Y ll:ól re 

en Alemania n utillz.:ir, por Primera vez en 1897, vacunas proauci­

das con bacterias inacti·1adas, para Ja inmunización ce humanos. 

ae Pfe1rfer y K~lle, estdDff hecha a base ce bacterias 

tratac_!> con fenal e inact lv.iaas por" calor 55oc (!30). E'.stas 

~.:. ....... •id:'. (..ut1nuo fueron utllizaaas en la JnCHL t:g1pto, Ita!'ª v 

;;uoafr1Cd oroauJeron una disminución slgn1r1c-ativa en la moroili­

caa .,. a1enuac1on ae 1os síntoma!. en los ina1v1auos 1nmun12aao~ que 

aaau1rieron Jo enfermedsa <•9), En 19r5, Besredka nrouuso et 



empleo de vacunas hechas a base de bacterias vivas atenuados y 

administradas por vre or-al. El erecto de las mismas fue estudiado 

en el eJér-cl to Frences: y sin emoargo los resultados obteniCJos cCJn 

le mismo, fueron malos·oues hubo decesos entre los individuos 

vacunados (29}. 

Las vacunes tiíofdlcas elaboradas a base de bacterias muertas, 

se Utl 1 izaron durante décadas, sin poder demostrarse su efecto 

protector real, pues se carecía ue modelos animales Que probaran 

su eficacia y, no se relacionaba el erecto protector algún 

indicador serol6gico. tsto, de hecho 1 no se logro sino hasta t955 

(4'9,29). A pat ir de esta fecha y bajo los auspicios de la Organt-

zación Mundial de la Salud (OMS), se real Izaron estudios de campo 

-~--~-en Yugoslavia, Guyana. Polonia y la Unión Soviética; en estos 

lugares se Investigó la eficacia de vacunas preparadas con c~lulas 

enteras ae Sa/mone/IB tyon; inactlvaaas con acetona, calor 

renal o con alcor101. De los resultados obtenidos en estas inves\1-

gaciones, se concluy6 oue la vacuna inactlvada con acetona, deslg-

naae con la 1e\rd j(, r·c:!iulló :..c:r la mejor, ,;;. r.uc l: p~c::.c~C'i~n 

cc.nrerida no Sólo rue oe mayor graao, sino tambl@n de mayor dura-

c16n. La vacuna inactlvada con calor y reno!, designada con la 

letra L, tuvo menor eficacia Que la K y la lnactlvada alcohol 

fue la menos efectiva. Se observo que la orotección tnduciaa con 

una s~IJ dosis de las vacunas K y Lera aceptable; .sin emoa.rgu, el 

empleo ae aos dosis proporcionaba una inmunidad mhs confiable y de 

mayor duroc1on (Z.5), Los estudios real izados por Hornick. co 1 s. 

en vo1untar10'- humanos (1966), usando las vacunas K Y L, demos-

trbron aue ta protección conrer1ca por estas, estaba en f~nción de 
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las dosis a las Que los lnt:Hvlduos Inmunizados estaban expUí'filos 

(16). El hecho de Que tos vacunas parenterales producian erectos 

colaterales Indeseables moilvO la Oúsau~da de nuevas formulas. 

Hasta la Fecha se han ~studiado dos vacunas Que se administran por 

v la orn I Que se elaboran con bacterias vivas. Una de ellan ne 

prepara con una ceoa de S11/mone/ln fYOfli dependiente de 

eatreotom1ctns otra con uno mutante deficiente en 

UDP-4-galactosa eplmerasa (designada por Germanier como Ty 2~3) 

La erectlvidad de ambas vacunas fue valorada en volun-

terios numanos1 encontrán~o~e resultados contrao1ctorios en cuanto 

la oroteccl6n conferida oor la cepa dependiente de estreotoml­

cjna (34). Lo vocuna de Germanier, protegió al B7X de los 1ncilvi­

dU05 Inmunizados cuando la dosis de desafío fue de 107 bacterias 

(0150) (15). Lo5 estudios de c;.:impo real izados con lB v11cuna de 

Germanler en AleJandría, Egipto, indicaron Que era capal de Indu­

cir protecc1on en el 95X de la población estudiada (67). Sin 

embargo, esta misma vacuna fue epi lcada o nil'lios en Chl le (1983) 

en tr-es doa1s con in\erva1os de z. 6 21 días entre cada ut1a de 

e 1 1 as Sólo inCUJO protecc16n del 51 y 67i(, respect 1vemente 

(' 6). 

oe tas e~perlencles anteriores destaca ~I hecho de que se 

aesconoce la naturaleza de los antfgenos de Satmonell11 typhl 

r~lacion3dos directamente con le· protecclon y, más a~n. la 

respuesta Inmune del humano a dichos antígenos. Han sido numerosas 

tas Investigaciones encaminadas a real ilar ta Identificación de 

tos antfgenos responsables de lll inmunidad protectora en la r1ebre 

\lf'Oidea: la mayoría de ellas se han dirigido necia el estudio ele 



los ant19e-no~ Presente~ en la !:lUDerf1c1c bi:1cter1ana, t<)l':'::. c.011,;--, 

som:.t•co "0" (endotoxina y/o l1t.topol1sucárido}, el f1iJíl~ler "H"' 

el capsular "Vi". Durante mucho tiempo se pensc auf· el c1n:>9enC1 

somatico "0''. Jugaba un papel muy 1moortante en la protección DOr 

lo que se elat.Jor6 una vacuruJ i3 oase del ol 1go:5act.r1do ae reoet•­

cion del l 1popo\ 1sac<1rido .(LPS). Lu. proteccion obtenida e!>t<l 

vacuna fue escasa y de corta durocion (25,30), 

Por lo Que respecta al 1ir1l1Y<:nto r1ogclar "H .. , 5e 1'1<3 nemostr'fon 

QUC tamooco está relacionado U1rectamente con la 1nmu~1aaa pr~tc:-

tora. TullY '( cots. en 1962 ooservaron QtJI:." <Ji 11Hriun.¡,<.1r ,;t;.~.;.J"=:c.:-: 

con una ceoa rugosa de S. typt11, se inducia la proctucc1ori de 

anticueroos contra el 11nt1geno "ti"; estos no conrerian oroH:"~.:.;,,n, 

aún en títulos elevados (65). Anderson, en t968, encontró oue !<J~. 

ratones inmunizados con una mutante de s. tron1 sin ílilg¿olos 

obtenlan el mismo grado ae proteccl6n aue los inmu~11aoos CD~ 

ceoas m6v11es 11). 

se ha tratado de relacionar al antígeno "Vitt con los mecanis-

mos de orotecci6n. Los orir.leros estudios datan de 193.1.; ~el 1;1; 

Pitt informaron ae le oresencia tanto de dicho antígeno en cepas 

aes. tyon1 aisladas ae oac1entes con r1et>re tifoiOea, como Ja 

de sus anticuerpos homologas _en el suero de- P.Stas. persona5 (12}. 

t..a falta de relaci6n de los anticuerpos anti-Vi con la re~oue~td 

inmune Protectora se he demostrado por var 105 1nvest 1gaaores 

(19,53,66}. Sin embargo, en otras Oubliceciones se Clemueotra :::iue 

el antígeno "VI", por Si solo, es caoaz de inducir orotecc16n 

(t6,7), Es Importante señalar ta lmport<tnc1a Que tícne e! antí~eno 



Vi en Ja viru1enc1D de la cepfJ lnfectonte, así corno li.J trJnv~r.,:~,...,-

cia ae conservarlo durant:; la preparación de vacunas ( 113 53' ~\, ' 

Youmans y Youmans, en 1965, dcmof>trarori ciue la rract1on ~<:'-

somül cJe Hrcobacterium ruberculos.s era efect1vu pnr~1 onrluc 

homologo. Cstos resultados conduJeron a ili!:.lilr csla!:i fracc.;1:_1 :->~s :n; 

mente gran n~mcro de referencias se~aldn lü 1naucc1on ne rra·e~-

c1011 Que confieren los ant1gcnos riDosomales de otro~ microor~d-

p.- 11ce11.; ·-,·,1."> {38, TO). tr, 1970, '.'cr.n<:ru<Jr' 

cols. demostraron que, en el raton, las fri'.lcciones r1t10;.omdi<:•.s !'.e 

StJlmonel/tJ typfJimurium gt:nrraoHn protecc.ion o::ontra la lli1t:ter•a 

"'ru1enta \ti6). íle~ulta(!w~ s1rn1lares fueron ütJtenioos iJl'r Mú:•· 

l.o..1rralde (-43). t:n t .. üb<JJ(l5 oo.s.1cr-1ores, Molinar·• 'f Cati•·er.~ 

·r1emostraron que las fraccione!> ribosomales oe Satmont.>//,J trtifl, 

trJmb1en 1nduc1an proteci..: •C-n en rdlont.>~ t4-2). 

con e1 fin de encontrar· u Jos ant1genos respon!>tJO!t'::> tle 

pr·oteccion inducida por e::-.tds rrr:icc1oncs r1bosomilles !it' han rclu 

reDl•ZClndo es!uCJ•Os, con rP.!:.Ultado5 muy aiv•~rsos. Cn ¡._,5 

r.wrmero;, lr¡jDBJUS iJI fE.'~Decto, verinemun 'I col~. ucrcoittlí'Jn t.Jl p,¡c•¡ 

r 1tiosomol cor"o el 1Jnt igeno orotecH.ir (66), Jonnstin 11rcserno •-""' 

aenc1a~ de que eron Jos proteinas ribosomales las que protcgian 

los ratones {24). Smitn y Blg!ye sug¡rieron que ambos ar1t¡q~nu~. 

el ARN v la~ 11rote1nas. ~e reouer·•t1n ~uro otitt"'ner ur1a huena c1ro-



tecc1on (61); sln embargo, en trabaJO!:i efectuacH.is por- Ci!>cnstein 

MlsreltJ y Jnhnson, se c:iemostro que las 11·,11..c1vne~ rd1osoma!e~ ve 

Sa1mone11a se encontroDon LOntam1nudu5 ~nn LPS v orote1nos de 

lti en1,1oltoro celular (t0,39). Má!l llúll, en ttt.bOJO!i voster1or-r:!}, 

M1sfeld Johnson demostraron que tas pruteinus oc lo e11vo!t111·a 

celular de SaJmonetfa typn1mur1um protegian ü los ratonc5 con-

trola infección por e:,ta oactcr1ü, en un graao serneJante ;;11 in<Ju-

duda Ja efectividad de la~ rracciones ribosomales y apoyan lo 

sugerido por Mntes y YoS11'.JOV•s1, en el sentido de Que realmente 

los ant•genus protectores Lle sa1mor1e/lcJ se locl'.li izun cfl lo 

:....;¡.,e•·fiC1t• r-rir~;>r1nna (37) 

tn lo;; úl: irnos al'los, •as proteínas oe mcmtirana eic.terna (PME:) ·--~ 

de los oactcr1as Gram negativas nan e-ooraao gran 1rnDCJr~_afl.~}.f:l .'f 

01~ersos •nvest+gadores nan enrocado su~ estudio~ nac10 ·el esta-

olecim1ento del (laPel oue desempeñan en 1. reJac1on 

nuesped-pllr&sito. Su importancia se pudo entender gracias al adve-

nim1ento de métodos eSoec• ricos que permitieron separar la mem-

orana exter·na oe Jo c1toplnsm11tica. Mlura y Mi1ush1ma describieron 

por primera vez el ai5lam1ento de la membrana externa de Cacneri 

ch1cJ cot; empleando esfer-oplastos preparados con l lsozima 

COTA. En su 1nvest 1gilc ion, dichas cstr·ucturas ruer-on l 1~add5 por 

cnaouc 05mot 1co y ooster 1ormcnte su membrana externa :;e separo de 

_____.___.!.!_cito¡Jlilsmat1ca en un gradiente de sacarosa (41). ti metodo 

antcr·ior rue mocJiflcacJo por Osoorn con el fin de disminuir la can-

tidaO Oe LPS en las preparaciones de PMt (46). Por su oarte, 

scnna1tman descriDl6 un métoao Que evita la obtenli6n de esfero-



Plastos consiste en destruir tas bacterias una prens.1 

f'rancesa. antes de conseguir la sedlmentoc1on de la envoltura 

lular '11 posteriormente. fa SO\UDilizac16n de la membrana citO-

pJasma:tlCO con un deter-gente no ionlco. 

L.a identificacl6n ele las PME: ~e efec1u6 oor medio de la E?lec-

trororesis en geles de poi lacri lomida. scrinaitman fue el or11nero 

en reoortar que Cscnerich/6 co/i contenia una oroteína prlncl-

Pal, la cual constltuío el 7DX de las proteínas totales de la mem-

brana (57); poco desou6s, 61 otros investigadores (59,2,21). 

demostraron por electroforesis que en realidad no era una sino 

cuatro. 

Schmltges y Hennlng describieron una oroteina principal Que se 

poaía separar, electrororétlcemente, en dos bandas (56). En lü 

actualidad se sabe que el número de 1 as PME. varía dependiendo de 

la información genatlca de la oacteria y Que 5U exoresi6n puede 

ver5e afectada por factores teles como las condiciones de cultivo, 

temperatura, etc. 

Las PME: Que m:.s se han estudiado, son las de L coll y 

s. tyon1m11rium. DI Rlenzo, Nakamura e lnouye (t978) y Osborn Y 

wu (1980}. hicieron una revl9J6n extensa de el las y las clasi fl-

caron en oroteínas principales y menores (9.~7). 

Dt ld~ prot~ínas prlnclpales se h~n descrito alrededor de 10. 

sin emt1argo. generalmente: s6to se expresan 5 de el los con más de 

100 ooo coplas por célula. Dentro de las protefnas orincloeles se 

cuentan: 



'o 

q Las proleina5 matrices o por in.os. oue Intervienen en el 

transporte po~lvo de sustancias de bajo peso molecular a \rava~ ce 

la membrana. En el cuadro 1, se muestrün las característica& gene-

raJes de las mismas. 

2) La pro\.eíno mooi flcaDle por calor, inYolucrsda los 

procesos de conjugac16n y Que actúa como receptor de ragos y col i-

e i nas. 

~) La lloooroteína de Broun, 10 cual está unida covalentemente 

e ta peot idogt lcena y cuya func-lón es la oe mantener 10 integr1aad 

estructural y funcional de le membrana. 

En la figure t, se muestra IB a1soosicl6n de los componentes 

de la en>1oltura celular de las bacterias Gram negativas y en Ja 

figura Z. el arreglo de las protetnas de la memorana externa. 

Con respecto a las proteínas menores, se ha demostrado Que 

éstes Intervienen como acarreadores en el transporte activo de 

mol6cutas y que estén relacionadas con la replicación celular. 

__ Entre tas menores se encuentr·a la Cinlca protefna de membrana 

externa aue tiene actlvldoCf cnz1m:;.t1c11 .crosfoltPaso A) (9,46). 

Las evidencias de que las PME estAn expuestas al medio externo 

11 e.,, aron Investigar su eflcacté como lnmun6genos protectores; 

Fra,ch y col s. encontraron que las PME de Ncl~scrle menlng/ti­

dls gruoo B eran buenos lnmun6gcnos cuando se Inoculaban a cone­

jos: tos anticuerpos antl-PME de la bacteria presentaron ar.tl~idad 

bacter1c'tda In vltro mediada por complemento (13). Buchanan Y 



" 
Ar·ko oemostreron Que el entigeno ceoe1 de proteger 

c-ontrJ: u;etrit1s gonocbcclca se encontraba ore.sente en la membrana 

externa áf! Neisseria gonorrnoeae (5) y po.ster1ormente, compro­

bdron que 109 anticuerpon Olrlgidos contra la5 PMl conferían pro­

tecclon especír1ca a cobayos en que previamente se habfa Inducido 

una 1nrecci6n gonococcica exoerlmentaJ (.4). 

kussi y col s. detectaron que las porlnas extratdas de una cepa 

ruyosa de s. tYohlmurium protegfnn al rat6n contra una ceoa 

l 1sa homóloga. El mismo efecto 

cueroos esoeciricos (31,32). 

obtuvo en forma pasiva con anti-

lsibasi y cols. (22) demostraron Que la inmuni2acl6n activa 

pasiva con PME' de Solmonella tren; 9,f2,tt,Vi, oroteglan ar 

raton nasta 500 veces la dosis letal media CDL50)· En este modelo, 

las por-inas Ja ompA ruer-on fas PME que Jugaron e 1 pape 1 mas 

importante en la protección; sin emoargo, como estas oroternas 

~~tff~~n ccn:~m1<1doas con 6~ ae endotoxlna caora f_a duda en cuanto 

a -su papel r-eal como ant ¡genes protectores per se. Para Dodel"' 

eliminar este problema se aecldló obtener las orotetnas en rorma 

pura por varios m~todos. Uno de Jos selecclanados por este grupo 

de 1nvest1gaci6n consiste en extraer a las porinas mediante lnmu­

noüd~orbentes especffJcos elaborados a base ae anticuerpos mono-

;::. : '"ºª 1 es por otra parte, /a lnducc/6n de Inmunidad activa 

m~o.ante anticuerpos antl-ldiotrolcos generados contra dichos 

en· 1c~1~rpos monoclonales. 
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Df"OdLJclra el ant 1cue-rt1t.r QUE- f!•.:r ~:,dticJ !el r:~ul a pl¡;¡:,r;,;¡t •('~ ,1\l;;,:,-

.- i tr-C' e In de maner·a 1ndef,;:1::ia í33! . 

Pure 1 ·• t·•·1,tJu.:c.1or. ac r,¡t.r 1'J-:ir;c:. e!i n•~-:•·"'·"~ •<:· .. ,••1•·{.{.ionar ;::•1 

te.otra Ot: la 1 ;neEJ celular nf..t¡1l;i::.•.:.a, ·,:i que \<J~ (.~lula:> l 1:-,-

e\ cult1vt1 ce t~J .aus: et- det:1r-, se el 1m1nc!r; :ot:;:o,, Ef.'.0 'le r:r..,r:",.­

gu-10 i::li~lar,cv una lint.'iJ celulur dt" {;f.(l~rnrJC•ttirna r}¡; r._¡r~r:, ,~'.."'-l!.ITO!fl,, 

al cult111c1 oe \eJ40Ct5 )' arJerna,;; r-es1r..ter.te a f!:I G-n:;;g·Jt.:r· t.=.t .... 

resistencia denota la def1c•cntiil le n ooxan~ 1nn-9uan.na-

fo s fo r r ¡ bo s i 1 - t r a 11 s re r a!.> a ( H:; íl t:. T l • a ui::· t r df•:: f: '"':Tl<i 

h1poxantina en la~ tiu:.fO~ pr.;c.u1·s0r:is ac· r.:::.iN :)"r !a v·J r· • .::i:it.c-! 

l lamat1a "via me1aoc.11ca d·: /a 5<Jlvuc1cn'' our,1 l.J !>íp11~,-.,~ de 1\S~; 

Normalmente, e~ta ...... , no es runc•Of'i.l¡ <;!íi ia::. c.o-l'.JlO$ somat.c.:is, 

pero cuancio la rut<J normal ce ia ~intes.is C'! r,uC~l'~tsdos eztl-i 

tiloQueada oor arn,nooter '"ª· un antJ!ogo ot'i a...:.~;., ..... , ........ ... 

g,,¡i,._1n. tiin ernl!ar;iv, a1 fi..s.oriar· e:>l:!5 ~?¡•J::os ~r,n 1.nr1:ic..:c::;; 

no r '1\C: i t' lo~ h1brico~ resu!t-3.ntt?r; OC!..ar·ro• itto 

lu cP.lula l infolne r1ormcil prov~i: de MC·Pl{."T. 



Dt·t.iidú fl la ~elci;cion clu•1<.11 , .:;¡ r·i:tr,,1 r;t aue .;r- !''º' ir;:i .;i,Jd(• 

se íurmu e!>ent.•almen!e al fu.s1ona1 :.~ una cc-1,,;._:- ll.Jtr•1u1 :::0n ~r~•i o~ 

en ratDne5, r1no1endo cuntt1:lade!. r-p!a!i·.¡arrH!rito;;- grltnoes a~ ·.1nt•-

cuerco mon~clonal. 

Resulta ce particular- 1mPortancl~ ase9u~arsc ae Que las 

c~lulas 1 info1oes B ~i:Jc ... .:.~;.:,-;3~ en ?l ~'rJC1?dim1e"to de f1Js•i:-n. 

5ean .:iQuc 1 1 as Q'.Je es tan di~ id1endo y se;;:retan arit icuer¡:;~s ac.T.: 1-

:,i.-wiente y ósta!.,, por suput!stv, corre!ioond~;i a ptasmubl tt!...1.i',1; !.•Jr9,­

dO~ como consecuencia tnrnen1ata de\ reto antlg~nico. Esto si9~.­

r1co aue, 11~\lar a cabo la fusion cuanrJo lüs celula~ oe tr<i~c. 1H.- :J:. 

ratón son e~traída~ ~ a 5 ala~ ce~ou~~ de la admin1strJC1Qn ~~un 

ant.geno, redi tU<l •Jna al ta cant1aao ae hitlt idO!. aue secret~n ilnt 1-

cuer~o~ que reaccionan con dicho antigeno. Por supu~5to que esta 

t1eterogt!ne1doa ae la resouesta total, se encontr:Jrá ctonalmente 

d1str1buiCJa en In oootac16n total de hiOtldos y así, se reauerir~ 

una serie de ensayos de seJecci6n clonación adecuados ciara 

nOtt!ncr, no solamente el anticuerpo de la espcc1ficldad deseada, 

~ir.o tart101tin ae lél arin10act y clase de inmunog1oout11\d .,¡:,r.:;;:;iJ':'~~ 

L:r.;; aielade, la clona debe ser pr:.ipd;,Hl<J lr7 11·r110 e 

v11rv. Si Jo aDaricion de variantes no procJuctoras de anti-

cuerpo re~ul til exagerada !'l IQ amer.uzaril el i;reclrn+~nt'.l <:l>?I 

r11t.1ridoma OC!;.CiJClo, se Oetierá ootener lil llneiJ celular ori;J1na1 ton 

une nueva clonacion. 



~os i:li·:it 1pos ~c.·n a!'~·:r-r:,•ntJntP.~ JOt 1 g¡_- 0 .c.:.i<:. ':;11~ ~«t.ln 

'c1onüCO~ c;;:1 ii;r csoe.:,f1C1•:1.Jü J.,. ics Jn:1cvcrt•o:o. prOl 10 d.:' :.<;:;.•.,; 

.¡;, t , ;:- ",: r ~· '.· ' 

... t:.~.:.¡~.- ,:;,.en!.u • .:e "'-:?t.:ü'iCC 

t.os acterm1nantes 10.0t1ü1La::. .:;star s•t•Jil<J«S ~r· 2~ fr::sgrn.:;;t':' 

(1 termino 1d1ot1PO aenota las sec:~1~ri1";.•.J.S u'"11cc~ 

(o1ar·ia[l/e1 tJe lús antrcuerpos or,":Ciuc.·_;;;-; :0r ·:JGa •:::,no) J.: .;a¡•;:a~. 

)•:.•~ado,i.¡:i.en ª!! .. ',m~a,1~s .~!1~1Jlu.n1za~,.¡.s co~ an __ t.icuer:oos esoec1fici:.o'S '1t·!€'1"l ~ 

aoa contl'a un antigeno en oal't1culdr· en .:tnimdle~ ~enet 0 ,c,,;rrr:-n!·: 

gloDulinas del donador 't del l'eceptor rueron !d5 u,'i,C·J.:. se-c1J'!n.;•2! 

de la región V de los anticuerpos relacionada con Ja ¿::;CJP.r: 1 t,r;,.-,3rj 

aas a aicnos aeterm1nantes 162). 
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Gr •1::: ..; ,;, 1 l ~! '!> t '10, u a~ 

~eor.u 1n~oiucr;.idd en 13 r·e;1Jl1>r; :n ;~; :;.:t·"J 

teur- ,a la Oe'1ürt11r:1; 

;ua l el ~ ¡ ~ te.11,:: , rw .. ;nv ! ,:,s 

~n~•·~UO:-!'DO .J1f'1~1.dti .;or,:~.1 

a conl101JdC ion ~e rnut:!ii.ríl 

Deter'111nrJt1te 3r,t•gef'l·co i:!15Du<::,;?0 

?aratooo 

1 O i C! t:IDO 

1d1 o t 1 ºº 

lAJeno a1 or-qdn1srr10). 

S1t•r· oe comC11nat1on tle un 11nt·cut:(:>ü. 

(Dti.ODO IOC.31 !!dC!) en un Jnt1CuP.f'tJ(', 

Con 1 tinto ce •ü10tcoos iJe un ..ir.t .ctH:rov. 

un antígeno aaa~. 

;4:; 

:-;r.r.1, ,., 

' ' ~ ·z ;J J ' ' 



1:1 Si~tcmt1 inmuncJ1cg1co, ¡riteructt.a c;.'.;!n lt>5 ~eterm1n.;nt~·:_ 

ant1gen1cos,acnorntnado5 tarntiien eoito:iu.s,¡:,ar t:onouclt' coe l(1s 

sít;os de comttin¡jc1on 01.)ra 105 ar•t•ge:nó!'.> tire~.t!r·t~t> 1:n !a!i ~í!;JICin~~ 

Que sean seer e:ada:. por r:;l lo~ •. úescuor 1m1<.:ntos ,rr,~iort:.in••":c 

acmostraco en ronni3 clara Que unlJ mo1ecu1a c:e nn~1c,1t-ron !iene 

curacl~r dcblc.~ctüu ~~ra rccun~:~r ';';'.J 

ve.z,se vu~llf'e ella misma 1r.rnunogén1c<:o,aUn p.:ir.J t:l ;Jnímal cue pro­

duce ese anticuerpcr. Li35 reg1one!> ;1ar1iJD\')!> df: una 1nriun1J;¡!.:ir;-.u­

I ina oaao oueocn actuar ~0\d~ como aeterm1nanles ~nt1Jen1co~ Ddr3 

generar otrú conJunto de ,;in11c:ucro\.•~ r'ltJC ret-Qr.acf.!n la .nci·.-,o:.;:il ,_ 

aao ae esa inmunoglubullna corno rJ1:;t¡n;a de .:Jnticuerc::..s con o••f;'­

rentes especi r1cic:1aoes. 10~ conJ•Jntos dé' deter·rn¡n¡_¡l'"lteo;::. <Jnt 19on1rcs 

cti1tóti1co~ ese las 1nmunogfotlul 1nus se oenoin1n.Jrar; •C•Ot:f:.;5 r ;, 

10~ anticuerpos induc1aos contra e1105 se les !lanro ant•-iOioti-

pos. Cada ePitopo idiotioico local iZdiJO en di ferente3 oorc1one~ 

de la region seo idcnt i rica como un 1dlotioo. 

Se han descrito detE:rniinilntes id1otio1cos Que son ~e!o VI. 

{región "ar1Bble de Je cadena 1 igera de 

(regiOn \lijrlable da la cadena pe5oda de un anticuerpo) o an1oos. 

(regie;ne:.. determinantes de complementarieoau CDR) o en l".ls s•t10~ 

de los <::om1n1os. V donde no se combinan (rcgtones de la estruc-

tur·a , RE) C62:l. 



:o 

Las :ar.Jcter;sttCi:l5 aua!•?s. de· lao.; mol-:>cutas rje ant1Cuijr~c-· v 

la a(J<;r-er,te r.ri:::::,cnc1a en el re(1-.:rtt,>r 10 de un ,no1v1duo >fCH•.:e, 

que c-.JiíiCdn ;iura otros pr0dt.·c~o~, de la reg1on \J mc.l1vo .:1 .;errie 

ocira orcp[)r1~r t974 (~ue !'3!> •esouesta!. autoinrnunitar1as a lor~ 

ld1ot1oos orooio.s oodrian corist.tuir la base de los 51!.t'!fllOS 

inrnunot·t!.tUlduut~!. ac la r!'.'d 1nrnur:t•l-SgicJ: ~n los cuale~ Ja hott1r.!O!. 

tasia se Dft>S!.'rva por vn<J cot1art1c1pac.16n funcional r1e interac·-

ciones 1diot tDo-ant 1-101ot 100. 

D'." dcuerdo a este modelo,un 3ntigeno Induce la produce ion oe 

un .:int•Cuerpo (Acl) car-acter11ado oor su 101ot•P/'l (l:Jt).A ve: 

{ an t 1 - 1 01 

caoenar la 

Ac2) portador del idiot 100 z {IC12) aue ouede desen-

ael ant1.::ueroo· anti-ant1-idiot,p1co 

Por otra parte, Jerne postula la exl!>tencla oe imágenes del 

antígeno (f'ig. ), esto es, Que un AcZ (Ab2 o ant1-1díot•OO) 

o u e de ser 1 a i má gen a e 1 a n ti gen o ser reconocido por un Ab1 

Ab3 (anti-antl-ldlotlpo) as1 1 ~egún Jerne, Ja 

entrada oe un antígeno al organismo desencadena una rebpuesla con­

tra el epitooo (E) del an\.1geno, mismo Que es rec.onoC4dO por un 

ant 1cueroo con un paratopo P1 portador oe un ld1ot 1po (11}. 

El P1 adem:.,s, de reconocer a E, es Cdoa2 de reconocer se:-

reconociao por un anticuerpo Z (AbZ) que \leva un paratopo Pe Y 

un 10•otopo li?, este 12 es caoa1 oe !ler Ja imagen interna del 

antígeno. 



[~te t1~tho DDdr10 ct~enc~oenar 

p 1..1et.:e reconocer ol ant;ger.o o a! 12 d!:>I At.2 ::.upr1rn1enrJt1 o mc\1n 1 f, .. 

cando la respu~!;ta contrtl el ant •9t!flú. 

Los modelo~ lnitiate-s del sist!:'ma a~ la r-ed ::.ugirteron llt,;e 

éste era ebi~rta y de e~tensi6n i 1 tmi táCa en ton tu que C5tudlo!:i 

mii!í /ec 1 cnt e~ i. 1 erad en a aoovar 

juntos 1 iroitaoos de idíot1pos y anti-ia1otipC1s !62). 

txper1mt:n\05 recientes ~'J'.J1>?r•·ti ll1Je 1ac, rcL?!!S 1dlotíD1cas no 

tienden 11acia el inrinito sino oue sr. re!:>tringen a ona ca$cad:t 

cíclica QUl' va de Ab1- Ao2- Ao3- AbJ.- AtJl- etc {48). En la actu-

al ICJad se aceptan Oi ferentes clases de ídiot1pos {l7} 

ldiotlpos privados : Son los caractcrí$tlcos de una sola inmu-

noglobul ina, es tan codi fic.ados por los genes de la reglón o y J de 

las inrnunogJooul inas Y por en<le se encuentran en la porcton COR3. 

IOlotipos Públicos Se encuentran a 10 largo de la porción 

variable Oel F'ab, pudl6ndo encontrarse en la oorci6n CDRZ en , .. 
regtonee "rramework• (regiones aoyacentes e los regiones nipervar~ 

1DDles1 ves un iOiotiPo compartido por varios. arit1cueroo!> Oiri-

gldos contra el mismo antígeno. 

De acuerdo a tas teorías de la red, para cada paratopo,µue~~ 

encontrarse un lalotioo complementar10 adecu~ao en otra mo1ecul~ 

de ünticueroo y viceversa. Dicho idlotlPo deoe ser ~stereoau1mi-

c;amcn:!!' r.cmejante (trld1mensional>, al ep1tooo del antígeno contra 

t!l cud! el anticuerpo estuvo dirigido originalmente. 

Jcrnc llarri6 BI suoconJunto ae moláculais inmunoglObUl1n1c!s 

que contienen estos idiOtioos .. con.Junto interno en Imagen .. ; 

L ¡ ndenmann_ tos 11 ama homocueroos (G2). 



Al AbZ con funtit-11 de "imagen del sntigeno" C!it1<1~ lit.: aet.t;.-n ... 

cadenat" lil resouesta de ont ícu~r-pos contr-a el iH.t .geno nom1ria1 

le ha clasirlcado (3) ,atendiendo il s115 cnructcr·i&tlta.5 de rt>-ca-

nocer o ser rl.'ctinociori , fig, '4-

AtJZ o (fttra): Son aaueJIO!:i qui'.!' en ~u 10.otitJC riti i=>')n l1J 

imagen interna dtd antigeoo r Que, $.ri e1r1bargo, S:On t"•JOeces de 

desencaaenur una respuesto de Ab1. 

AtJC: ~(Dela) : Son aouel io!: c11yo 101ot1po es proo1ar11r..•otc lo 

lmagen interna det anti9eno PQf" lú Que oueoen conrcru, ;n111un11..u.io 

en <!ifert11tcs t'-5t1ec.1e5 an1ma1e~. 
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2.5 

3.C OB.JtTl\'OS, 

E1 OOJet1vo general es aernostrc:ir· la genercit•Oll oe reoes 

idlotíPlcaa contra anticuerpo~ monoclonales cut reconocen 

ant¡genos proteicos ae S. tYPhi. 

Los objetivus r.~rticulares del presente trabajo son: 

A. Obtener y caracterizar un anticuerpo monoclonal aue reco­

nozca las porinas de esta bacteria 

B. Inducir una respuesta pollclonal de redes idlotiDicas con­

tra e/ anticuerpo monoclonat obtenido. 

c. Demostrar Que en l!stas redes ldlotiplcas se generan ant1-

cuerpÓs portadores ae la imagen interna ael antigeno (Ab 2-B}. 
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- <4-.-0 _HAT_tRlALtS MtiOOOS. 

4. t. 1. Determinación de proteinas. 

Le cuantificacl6n del contenido de proteína~ tanto en las pre­

paraciones de PMC como en los de oorinas purificadas, 5e real t­

zaron oc acuerdo al método de 1..owrv (36) empleando alb~mina sf!rica 

bovina como proteína de rererencia. 

4. L2. Octerminac\6n de L.PS. 

ti conten1aa de LPS Presente en tas oreparaclones de PMt 

por1nas ee determinó de manera ind1re..:Lo c..;ar.t l ~,'="""º e1 conte­

nido de icldo 2-ceto 3-manooctulónlco (ICOOl de acuerdo al motado 

de Kar~hanls (26). Empleando una curva oatr6n de KOO. 

4.L3. tlectrororesls en geles de pollacrltamlda en presencia de 

ttodecil $t1lrato de sodio (SOS-PAGC). 

La sos-P;.GE oara PMt y porlnas se reall¡6 en una unidad elec­

trofOrt:!\•C.:! para geles vert1cotes en o\aca {L.kB tnstrumentsl. en 

cond1c1ones r¿ductoras y sistema de amorttguaoores discontinuos 

(33}. ti gel ::.eparador contenía tLC:X de acrllamida, 2.5:.( de bis­

acrllamlda, 0.\9X de SOS en amortiguador de Trl~-HCI o.35 H pH 8.6 



n 
tJ gel lntr-ocJuctor- contenra 5~ de acrJ famiaa, o. 13'.{ ae tii:;.-

acrlla"1ida, 0.1:.c ae 806 en amortiguador ae iris-llCI o. 125 1-f pH 

6;8. ti amorl Jguador de muestra rue Tris o. t25 M oH 6.6 conte­

niendo SOS al 2Z, B-mcrcaotoet6nCJ ! :i: ~;;, 911cerol al tO:'. azul 

ae bromo reno J /J 1 o. 00'5:~. 

la electrororesls se llevó a cabo durante aproximadamente 6 h 

empleando 30 mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 

0.025 M, glicina 0.192 M, SOS DI O.fX, oH B.J. Posteriormente, 

los geles se tli'leron durante 1 nen una solucl6n de 1Hul de Cooma­

ssie R-250 al o.zsx en metanol-ácldo acético-agua {<45:10:45), se 

aest1"eron emoJeanao una soruclón de metanol-~ciao ac6tlco-agua 

es: t0:65) nasta oue er fondo ael gel Queaare transoarente. 

4.f.4 E'lectr-ororesl~ en geles de PDliacrlfanlida para LPS. 

La electroforesis oara lPs se real Izo en una unidad eJectro­

for&tlca para geles verticales en ofaca CLKB Jnstruments), en con-

die iones reductoras, geles sin SOS y sistema de amortiguadores 

discontinuos (64,60). 

E:I gel separador contenía 14:C ce acrllam1da, C.5:.! de bf5 .. 

ecrilamida en amortiguador de TrJs .. HCJ 0.35 M JJH 6.8. CI gel 

íntro11uctor contenra 5?. de acr11am1cia, 0.13~ de bis-acriltJmida en 

amor-tlguador de Tris-HCJ 0.125 M pH 6.0. CI amortiguador de mues­

tra contenía Tris o. t.25 M, s-merC'aptoetanol ar s:c, glicerol al tOA 

y a1u1 de bromofenol al 0.005". 
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La clectrorore5i~ 

empleando JO mA por placa y como i'Jmort<g~iaoor í1~ cc:rr 11r·1f·nto 1'r1~, 

0-025 M. 911clna o. t92 M, SDS ill 0. l~. ~;, :; .J 

electroforesis, los geles se flJaron durante 1e ~ 

ae etanol-aciao acético-agua (40:!0:50). Poi;ter·1vr:'"'' ;;t tf"•Jtó -'3 

c.aod gel, curante 15 m1n con too mi oe 

c.ieryoa•CO al 0.1;.;: en agua. t:! gel ~e Jfj.¡ó 4 Vl'tes, en ir1:""''•c1lt•·, 

ae t5 m1n e/u, con agua des1on1zaoa, segu10(I 'Je un tratcm1.ent0 ,.,. 

15 min con la soluclón ae tlnc!On [de esta so1uc1on se pr~t.rar;';irnn 

200 mi agregando, gota a gota, 5 mi de nitrato ae elata al 20 ·~ 

una solución de 2.8 mi ae n1dr6x1do de amonio concentradc y '2 ml 

de> ntdroxido de sodio al o.J6 ~ (durante este [1roce~o se Forma 

precipitado cafQ, el cual desaparece r~oidamenteJ finalmente se 

afora a ZOO mi con agua desionizadaj. Posteriormente ei pe! se 

SClffle t 1 6 

UI timo IBVBCIO se agregaron 100 mi cie !IOIUC ión rJe reve1aot1 t".'·00 r-.i. 

de eets so lució,, contienen Z5 mq de tir-ir1.-. .-. ,,.., .. ~. ; :..~ ;,,; .... ._ 

formafdeh!do al 37 :q permaneciendo en el fa nasta oue las b:'1r>~!'l:­

rueron Visibles y el rondo del gel oermanec10 transDarcnte. 

4. 1.5 lnmunotransrerencla. 

La e1ectrotranererenc1a de PMC oor-inu:. de los gele:=. dtz 

POI lacri lamida a papel de ni tr-ocelulosa íPNCJ, t r evo 

durante 16 100 mA en un eauipo Transohor ru:e /nstrumentsJ 

empleanao como amortiguador gl 1c1na 192 mM, metano/ ill 20~ en Tri!; 

20mM, PH 6.J (61). 



AJ rlnal Izar. la transferencia, para co1n~r-ot.1ar que hsta se ·hubiera 

llevado a caco, el gel se tiñó con arul de Coomas5ie R-290, de la 

misma manera, una parte ael PNC se tl1'>6 con tintEJ china (17). Otra 

parte del PNC se coloc6' 1 r, a 37cc en !'>oluclon de blociueo [Gela­

tina al 0.25!(, Twet:n 20 al 0.1Z en PBS CNaCJ 0.15 M, fosfatos 0.01 

M p/1 7.Z)J; s1:gu100_ de .c. lavados con PBll-T (Tween ZO al 0.1 en 

PBS). Pos ter :ormente, el PNC se incubó 3 h a temoeratura ambiente 

con el suero problema diluido 1:100 en PBS-G (gelatina si O.ZSX en 

PBS): aesoué:s de lavados con PBS-T, el PNC se incubó 1.5 he 

temperatura amDlente con la Cilucl6n 6Dtima ae ant1suero de cabra 

conjugado a perox1aasa (antl-J9 1 s de coneJo 6 antl-l9 1 s humanas); 

!leguldo de 2. lavados en pas-T y 2 en PEJS, el PNC se colocó durante 

zo mln la solución de sustr<Jto (4-cJoro 2.-nartol 2 mM, Hz02 al 

0.08Z en PBS), posteriormente se lavó con agua, se seco al aire 

se guardó en obscuridad paro ser rotografiado. 

4.1.6 Ani'íl is is inmunoenzlmt&tlco (ELISA). 

Para evatuor le oresencia de ent1cueroos anti-PME o anti-LPS 

en el suero de ratones o en los sobrcnodantes de hlbrldomos, se 

empleó el mttlodo de ELISA (11). Para el lo se recubrieron o lacas de 

pol leetlreno de 96 pozos (Nunc Co.} durante toda la noche- -'ºC·, 

con 50 i.ig/ml oc PME: o L.PS en amort lguador de ::arbonetos (carbonato 

de sodlo-blcar~onato O.t M, pH 9,6) • .' seguido de 1 levado con PBS-T 

(Tween zo al o. TX en PBS), 1os pozos 9e incubaron durante 1 hr a 

37oc con 200 µ.I de soluctón de bloqueo (gelatirH, al o.es:: en PBS). 

Posteriormente :ie agregaron too µ.I de lo m11e!>tra problema y 3e 

i nc.ubaron por 3 nr a 37ºC, seg u 1 do i.Je 1 .:1vados con PBS-T 1 as 
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Placas se Incubaron 1.5 hr a 37ºC con la dil11c1on t.t1t:miJ del ant¡-

.suero Oe cabra conJugaao a pero;ic idasa; despues Oé' 

PBS-T se colocaron 100 u.1 ae la soluc1on v•: 

dlamlna y H202 (30~) al o.o.c.z en amortiguador 

.,... ~'J-renilen-

los 20 m1n la reacción se detu~o agregdnOo 1 Jota de ~c·co 

su\fLrrico 2.5 M. r1nalmenle el dC!'.i;;Jrro!lo df' color ~e t.l~te.rrn•r1" 

midiendo la absorbancia a -490 nm en un lector UE! 1;1aca!i {Dyna·i·;/¡·:-·--·-

.¡,, 1,7 lsoelectroenfoQue (IEr) 

S~ empleó ~drn 'o'Criíicar la pure1a de las oor•nas 'f oe\ ant,-

cuerpo monoclonal. Cn Ja tecn1ca ae i&ocJectroenrooue se seDaran 

las proteinas al a1can1ar su punto isoeléctr1co (punto en Que 1a 

Proteína tiene una carga neta Igual a cero); el cu.J! !'ie ~~taoi~:;e 

mediante anrollnas y dlíerenclas d'! potencia\ en el gel de pol1a­

cr11amida. El IEf se realizó en lee un1cades ae electrorores~s Ll(E~ 

2."7 HultlPhor 11 y 2.297 Mocrodri11e 5 acorde a las esper;!fica­

ciones del fabricante. 

-4. 1. B Radlolnmunoensayo en rase sol Ida (RIA) 

Para evaluar diversos sueros policlonales anti-id1ot1oicos,e.e 

rea11zo el me\odo ele fllA OU'! con:H:i.tlo en lo !ilguiente: 

Se rccuor¡eron p1aca~ de 96 pozos con ,OOul ae. porir1os 

(B~g/ml) en soluc16n de carbonatos pH 9,5 dejandolas en 1ncuno-

Cltin a 370C/1h y toda la noche a 'ªC. Al dia siguiente :.e la'/"!rnn 
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con PBS-Tween 20 al O. IX v posteriormente se b/oQUdarQn con POS­

leche al 2X por 2h/370C. Luego S! volvieron ~ lavar r se deJeron 

incubar a 37ºC t.5 

100t.t.1/DOZO o con : 

con diluciones dobles seriadas de PILA 

PILA '1 :2) 100Ul/pozo. 

SPILA (1:2) IOOul/pozo. 

Sueros de ratones (1:2) 1nmunl1ad1J~ con Ptf' {Ab3) o 5P1LA 

(Ab4) o ssr (control} o con mezclas 

,PILA-(Ab4) P1LA-Ccontrol). E:I 

ue P1LA-(Ab3).PILA-SPILA 

procedimiento ae las mezclas 

lncluv6 la lncubac i6n·-c:1e la mezcla a 37ºC/1h y su posterior cen­

tr 1 rugac ion a 6000 x g par: a luego tomar el sobrf!n!ICfante )' agregar 

100"11 oe e5te a los oozos como .se mencionó antes. 

Despues Oc ése tiemoo,se lavaron los oozos y Juego se incu-

baron con 20000 ctas/min (50µ1/pozo) dP. gomas de caora anti-raton 

marceaas con 1-125 (el marcaje s~ hizo acorde lo metoaoJogía 

aescrlta por Welr.1986 {69).J se dejó incubar la place oor 

l. 5h/J70C y luego toda Is noche a 4oc. Al siguiente día se lav6 la 

placa t se leyó Ja placa cada pozo en contador gamma. 

4.2. Métodos eactcrlofóglcoa. 

4.Z.t Cepas bacterianas. 

:it 1.:1111..dearon tes siguientes r.epss oacterlanas: Ss/monel/o 

typri1' ~o·, oonaaa por el Instituto Nacional ae Higiene; asi como 

salmonet/o typf11' 9, 12',d,VI all!laCJe de un paciente con rteore 

t·i rt> 1 dea. 
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•.2.2 Cu!tivo de Bacterias. 

Las bucte~ias emoleoa5 cara la Obtenci6n ce PMC se cultlver~n 

37°C durante 8 h (fase C1e crecimiento !og¡:¡r-,t!'11ii:at eri medio m;r111nu 

A {57) suµJementr;ido con O. 1':< de extracto oc 1evaoura o.5X ce 

glucosa, en un 1ncutlador rotatorio (New Bruns..,•c11. Sc1entif1c Co) 

a 200 rom. Posteriormente la5 bacterias se co5ecn~ron por centri-

fugacton 1650 x g durante 15 mln a ~oc. La pnst¡\ la bdcter\ana 

se resuspendiO en amortiguador ae Heoes O.O\ H pH 7. ~. con­

servandose a -2ooc nasta ~u Ubú. 

Las bacterias empleadas para 1a obtenc16n ae LPS 5e ~ult Jvaron 

durante 18 h a 37oc en tiogl icolato de so ato (Bioxon}; pos ter 1or­

mente las bacterias se cosecharon por centr1fugac:16n, la pas~!lla 

oacteriana se seco con acetona v se guardo a temDeraturs arn~~ente 

n·a.sta su uso • 

.t.3. Hétodos Bloquímlcofi. 

,.3. 1 Aislamiento de PME. 

l.a Dbtenci6n de PME. de 1.as cepas traUd..1aó.i::. :Je rcil! lt6 ae 

acuerdo al mlltodo de scrrnaitman (56), oara ello las bacter1·a~ 

cosechadas en la fase de crec1m1enlo 1ogdritm1cn s~ aJustaron ~ 

una absorbancla de t.O 660 nm; posteriormente se rompieron 

mediante son1cac1ón a 180 watts (l.ab 1 lne Ui1ratrio 1.aoson1c ~ys­

tem·sonicator) oor ~eriodos ae 2 mi~ en ba~o de hielo "asta d••m!-
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nulr la absorbancfa a 0.3. Para ,el imlnar a Jae bacterias enteras 

!le ,centrl tug6 la suspensión sonicada u 7000 :.: g/15 mln. Del sobre­

nadante se sedimentó la envOltura celular por ultrocentrlruqacion 

a 2:00 000 x g/.4.5 mln a ·• 0c Clll 60 ul tracentrl ruge Becl<..man lnstru­

ments, lnc,), Asta se solublliz6 con Tritón x-100 al zx en Hepes 

o.ar H PH 7.4. ~a rracct6n insoluble en Tritón x .. 100 cmembrona 

externa v pept ldogl 1cene) se separo por ul\racentrl rugaclon en las 

condiciones antes menclonades y se resuspcndi6 en Tri~-llCI (pH 1.2 

conteniendo ZX de Tritón X-100 y COTA 5mM. Seguido de una Incuba­

ción a 370C durante 10 mln, se ultracentrlrugó a 200 ooo g/45 

mln./37°C. Las PMC se recuperaron en el sobrenadante y se mantu~ 

vieron a -70ºC husta que se utll ltaron. 

4.3.2 Purl Ftcaclón de Porlnes. 

La obtención de porlnaa erectu6 empleando el método 

descrito por NikalCJo (44). Las bacterias cosechadas en la rase 

logaritmlca de crecimiento se aJustaron a uno densiUad 6Ptica de 

1.0 a 660 nm, posteriormente se rompieron por sonlcación CL~b llne 

UltratrlP Labsonlc System sonlcator) en perlados de dos minutos 

ba~o de hielo hasta disminuir la densidad optlca a 0.3. Seguido de 

la el lminacion ae 185 bacterias enteres oor ~entrH'U!:et"l~n e 70~0 

g-/15 min •• la envoltura celular se obtuvo por ul tracentrl ruga-

ci6n a tCiC 000 x g/ 30 mln/ 20ºC, fsta se soiubllitO en Tris to 

mM, ptt 7 7 a.dlclonado de 2X de SOS, se Incubó 30 mln a 32°c y 

ul tracentr 1 rug6 nuevamente. El sedimento se somet 16 a una segunda 

solubilizací6n ae acuerdn a las eondiclone!5 de5cT"'ttas anterior­

mente y por ultracentrltugacl6n se obtuvo la peptldogl lcana, las 



proteínas unidas e 1 1 a se ex. traJ e ron 1 ncubando 2 h iJ J7ºC con 

Tris !50 mM, PH 7.7 adicionado de zx de sos, COTA B mM, NaCI o ... M 

0,06X de ~-mercaptoetano1; de~pués de cen1r1rugar a too ooo x g 

/30 mln/25°C; el 5obrerradante se paso a traves de una columnil de 

Sephacr 'I 1 s-zoo (30 cm x Z. 6 cm, Pharmac 1 a Cheml ca 1 Co.) con uno 

velocidad de flujo d~ 4 ml/h, 

~.4 Obtención de Anticuerpos Honoclonaleo. 

4.'4.1 Obtención de macrofagos de cavidad peritoneaJ, 

Los ratonea Belb/c anestesiados en una cAmara de éter ae 

rlJaron boca arriba a una tablilla, cerca de ?Jn mechero Bunsen. Se 

a.:irlO la piel para exponer la pared abdominal, cuidado 

inyectaron por vía l.p. !5 mi de solucl6n de Hanks 'I se dlO un 

masaje aodomlnal durante 5 mln. Posteriormente, con una Jeringa, 

se retiro el líquido de ta cavidad perltoneel, el cual se cenlrl-

fug6 a tZOO rpm/15 mln. ti sedimento se resuspendl6 mi de 

medio de E.agle modificado por Dulbecco y suplementado con t5X de 

suero retetl novlno (SFB). gtutamina z mM, glicina 0.3 1,.1M, z-mer­

captoetunoi 5C u.M, estreptomicina 100 IJ.9/ml y penicilina too 

u. l./ml (OEM-5). Se colocaron 50 IJ.f de la suspensl6n en cada Pozo 

de Id :>laca-de cultivo de 96 pc.zos'(Nunc co.) y se mantuvieron en 

un 1ncuoador, a 37oc, con atmo~rera controlado de humedad y 5X de 

C02 1 hasta su uso. 
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4.4.2 Linea celular de mleloma. 

Se emole6 la linea de m1e101nu de rDton Sol/O (der1clente en 

HGPRT). La5 ctlulas Sp2 ~e mantiJV1c!·i111 en 8[~-fi drn!rv un 1nc\1na-

dor, J7°C, con atm6sfct·..i cc•ntnilade de numedad y 5X de CC:r· 

Cu.indo las ce!ulas nlcanz.aror1 liJ fase de ~reclmlento logaritm!t.ti 

se cosecharon ( 200 ic g/'5m1nJ D-3f"ii emplearlos t1f1 'ª fu!l1ón. 

4,4,3 Células [5plenicas lnmu11e5. 

4,'4,3.1 (squcma de lnmuniluci6n: ratones Bulb/c fueron Inmuniza­

dos, por vía intraperltoneal (i.p,), el día O con 70 µg de poriri;.¡f> 

emulstíicada5 en anyuvante com,lle10 de rraund y lo!> dia5 30, 60., 

90 c:on 50 ~g de portnas en Tri~ {50 rnM)-[DTA (5 mM). 

4,-',3.2 Obtención de celula5 de balo: cuatro dias aesoues de la 

última Inmunización, en condiciones de e!",terll idad, se e:i::trajo el 

oazo y se depo&lto en caja de pelri conteniendo 5 ml de !>Olu-

clon de Hank!L Dentro tle una camoana de flujo laminar, con e! 

ot>Jeto de liberar las c'11ulas plasmatlcas, 5e disgrego e1 oazo; lü 

suspensión, así obtenida, se coloc6 tubo de centrí tuga 

cOnlco (Nunc Co.) y se dejaron &~U1uu .. id.;;,- !::: ... .,.-.;tno; 1i!>ulares 

durante 5 m1n, el 5ot1renadunte !'.le recuoeró en otro tubo Y se cen­

trl Pugó a i?OO x g/5 mln. tt paquete de colulah de bato se resus­

pendló en 5 mi de OEH-s y se con1ó el nl'.lmero de células viables en 

una c~mara de Neubauer, mezclando dos gotas de la susoenslon de 

celulas con dos gotas de atül tr1pan al o.z:. 
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-'· "·" Fusl6n. 

La tusl6n entre los células de ba10 y 1a5 cotula$ d~ mleloma 

se efectuó de acuerdo al mhtado descrito por Kerler 

(28). Para Jo cual, en un tubo de cent.rífuga cónico de 50 rnl St.! 

mezcJ,aron 6.6 x 106 cels. de ba10/ml y 3.3 to6 ct!ls. 3pZ/ml, 

seguido de una centrirugac1on a 200 ::e g/!3 mln fa pa.atl lla celular 

se resuspenólO en D.1 tnl de OEM-s y se agregó lentamente, 1 mi de 

poi iet • tengl leof .f.OOO. Después de deJar reoo!lar Ja me: e la T m1n a 

37oc, se agregaron 8 mi de DE:M-s, gota a go':.11, y se deJ6 ,.,.po~nr 

mln a 37oc. Posteriormente ~e adlcioneron 30 mi de OCM-s y despuas 

de 5 mln se centrifugó a f50 x g/5 mln. La pastilla se resuspcno/ó 

suavemente en mi de med 1 o DEM-s y colocaron 50 ul de e.?;ta 

suspensión en ca~a uno de lo& 96 pozos de una placa de cultivo 

(Uunc Co.). Ja cual 'B h anteti de la fuf;i6n había sido recubierta 

con dl11crOF'agos murinos dt.> cavidad perltoneal. A Jas 2:4 h &e su.a-

l1 tuyo el medio DEH-s por medio HAT (DEM supJemenlCJdo con hlpoxan-

t !na, amlnopterJna 'f t lmldlna). Cada tercer día se al lm~ntaron Ion 

cultivos, retirando la mltart del medio de cada pozo y re~mpJa-

iAndolo con el mismo volumen de HAT. De la misma manera, al décimo 

Primer dia de cuJtJvo el medio HAT se substituyo oor medio HT (OEM 

~uolementado t:nn ti!pox:n!lnil 1 ti111Ju1na> en el cual se mantuvieron 

las célula5 hasta et dfB t7. E.5te
1
.ml:l1TIO dia :.e observaron ar 

m¡croscoplo y se aJ lmentaron 1 con DEM-s, loa pozos donde rueron 

visible~ colon las de hlbrldomas. 
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4.4.5 Selecclon y clonaci6n de hibri~oma~. 

Cuando lo& hibridomas cubrieron la tercera parte oel for.ao tiE:I 

po10 de cultivo, se tomó el sobrenadante para cuanll(lcar por el 

metttoo de ELISA, la presencie de antiru~rr·o~ ~~H'lerír•cos Ll'.i" 

hibrldomas secretores de anticuerpos dOt1-pur1n~~ s~ clonaron 

veces por el m&todo de dlluclon limltantc, Que cons1stio en lo 

siguiente: Las ce1u1as se resuspendleron y real i1aron la5 dllu-

clone$ necesarias, en OCH-s, paro tener 25 células/2.5 mi. Esta 

suspensión se depositó E+n la mitad de una oJaca de cultivo de 9t 

po::ro!;, agre:yttndo 50 u.I oor· pozo. 

4.4.6 Expansión de hibridomas productores Oe anticuerpos mono-

clonales. 

A) E:xpanslon In vltra. Este paso consistlo pasar 1 ris 

clonas oroauctoras a Placas de 2~ pozos y pos ter íormente a botel­

las de Z5 cmZ (Nunc Co.). Una vez Que las c~lulas cubrieron !a 

superficie de _Ja bote! I~ se recuperó el sobrenandante ae cultivo Y 

botellas de 60 cm2. Los sobr·enadantc 

se utilizaron para determinar la espec¡ricldad ciel anticuerpo PC>r· 

electroinmunotransrerencla, para determinar los iso1ipo!; para 

los ensayos de protección. 
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9) Eic.panst6n In vivo. 

Ratone& (C57 13L/6'x Balb/c}f\ lnoculadoG un me& antes con o.~ 

mi de prlstano (é~ 1 6, 10, '4-letramet l lpentodecano) rueron lnrectodo& 

oor Yra- J.p. con 5 tnl de un cultivo De hlt>ridom.Js en fase de ere .. 

cimiento Jog.arítmico. Cuando el tumor se hizo evidente (aprox. de 

& semanas} se otituvo ~! ltquldo de ascitis- mediante puoc1on 

per l to nea 1. 

4.4.7 Almacenamtento ae ceJulas. 

Con objeto <Je conservar- a los hlbrldomas obtenidos, SQ conge­

laron 5 x 106 celulas en 1 mi de solucian crloprotectora (9 parte!!. 

de sra + , parte de dlmet11sulf6xldo). la$ c&lulas se colocaron en 

un criotubo de pla&tlco guardaron a -7oºc durante 24 h, 

posteriormente se pasa,..on a nitrógeno 1 iquldo (-196DC). 

'·'·8 Puriflcaclon de anticuerpos monQclonales 

t.Gs sobrenadentes llori111ados. reconstltliído5, pa~aQos por 

,. .. ..,,, AM\COM (Sigma) y dlalltados, se oaailron exhaustivamente 

oor uno :~Jumn3 de aFi~iOad l~grsda con suero ~e cebra anti-re oe 

IgM de ratón. 



l.a obtención del 5uero d<!: caora anti-re o:e lg!'-1 ae ratón r.eau1-

rio de los &igwientes ~aüos secucnc1ales Se 5ac~r ¡ f i curor. 200 

r-atones NIH 

columnas áe orotamlna v ACA·~2 cor; la lgH obten1aa se 1nmun116 

una cabra ( 3 mg, 5 veces. con uno semana tl~ intt'rv1:1!0; la or1me1'·1 

ve1 en ACr,le segunda y tercera en Alr y los dos illllm<1s en PSSl 

El suero ootehldCJ (Oos semanas desoué5 de la U!\1111u in~t1'li'1<J-

cion se oa~ó exnaust1~amente oor Uha columnil de aflniaaa ae s~~r1&­

rosa •e .. JgG normal de ratQn (Pare el i!fl•lliH ant H:oJetoos oc cabra 

anti cadenas l lgeras de ratón) ,el !.ucra ae catJra dn11-rc:-r¡;;¡M de 

rat6n resultante rue e1 que $e empleo para elaborar ?I 1nmunoab­

soroente. 
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5.0 tSQUCHA Dt TRABAJO 

A. Obtención ue anticuerpo~ moooclonale5 airlgldo~ contra 

ciorlnas de s. eypn;. 

, B. Porlftcac\ón ae anticueroos monoclonales: se purificaron 

anticuerpos monoc/onsles (denominados PIP) 'I ~e observe la e.speci­

flc:tdad de unl6n al antígeno (portnasJ mediante ELISA. La pureza 

d~I monoclonal PfP se corroboró mediante IEr. Por otra parte se 

1nocular_on por 1,1ía intraperltoneal ratones Balb-c con el nlorldomo 

PIP el l{QUlda ascítico resultante se aenomlnó Ptl..A, se 

demostró su capacidad de unión ol antígeno mediante CLISA RIA 

en ra:5e só r 1 aa. 

c. se tamo el ~uero ~e ratones Droductores de lfQul~o-

a~ciUco (denominacto SPtLA) y se observo au unló-n af antfgeno (por 

tl. 1 SA RIA). Ademia se corri6 en ftr emoJeanao como testigos 

sueros ae ratones normalea. 

o. 9e lnmunlu,r-on. rato.ne& can el PtP en bazo, ;:si suero obte­

niao se le denominó Ab3. 

t. se 1C'\L"lun1iaron ratones con el SPfl.A en bazo, al suero 

obteniao se te denominó Ab~. 



r. Se inyecto :.olucioo salina r1:.10!()~1•1...-J ¡S~n t'n t•J t•ft11 

de rotones Ralo-e cuyo suero fue aenominado •cun1~01~. 

G. Se oratló la uoion '1€ PtP, P'~A. SPtL.A, AoJ, AD" >f contr o! 

al antígeno, mediante ~IA eo rase n61 ida. 

H. Se prob6 la capacidad ~e 1nhiblc1on de P1~A a las Dor;na~ 

con SPILA, A03, AD4 y control mediante I~ t~tn1ca de RI~ en fa!.e 

S61 ida. 



e.o RESULTADOS 

6.1.- Alalamlento de PME. 

Las preparaciones de PME de Salmone//4 typhl aisladas 

mealante el métoao de Scnna1tman 1 contenían t mg/ml de proterna y 

un 6X de LPB como contaminante. El peso mulecular ae estas 

proteínas. determinado por SOB-PAGE, se encontr6 dentro del Inter­

valo ·ae I"' 000 da 80 000 d (flg. 6}. destacandose la presencia de 

proteínas con peso5 moleculares de 14 ooo d, za ooo d, 38 ooo d y 

-'Q 000 d. La heterogeneidad del LPS contaminante se observa en la 

figura 2, mostrtindo~e el lipido A con peso molecular de aproxima­

damente 12 000 d y con diverso& peso~ moleculares las unidades 

ol igÚ~d.;.dríiJicds dt: repet 1c1on. 

6.2.-Puritlcecidn de porl
1

Íias. 

Las porlnas de Salmonetta typhi se obtuvieron de acuerdo 

al metoao ae N1ka1ao, el oerrt 1 cromatogrflrlco ae our1 ricacl<~n oor 

e~cluslOn molecular se observa en la rJg,7. Las oorinas se reco­

leclar:rn en la rn1ccldn t, Que elu~6 lnmediBtamen~e aesputt.s del 

vol¡jmen vacro, éstas contenfan menos ael 1;;: ae LPS como contaml-

nante (ílg. 5). 



Figura 5. Electroforesis 
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geles de poliac:rilamida-sos. 

teñidas con azul de Coomesle, de: PME de SiJ/mone//CJ typhi ais-. 

ladas por el método de 9chnaitman (30 µg carriles 1 't 2}; por1nas 

de S11Jmane/Ja typh; (30 ug carriles 3 y 4), ootenidas por e.1 

~etodo de Nlkaldo. Marcador de pesos rnoleculares,carr1I 5. 
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F1gu-t"a 6. Electroforesis de l.PS en gel<J..:. ~e uo; 1ac.r•dt:1•il= 

teñidas nitrato de Plata: carril 1, S. r,·phi 9, !2,d.V•; 

c'arril 2, -s. tyonf 901 y carril 3, s. IYfJflfmur1um (5ug en 

cada carril}. 
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rlguril 7. P!!rf•I crnmato~rhFlco de ourlficacl6n de oor)nas_dc 

s. typ!J/ 1 oor exclual6n molecular-. Columna de SephacryJ s-.?OO 

(Pharmacia Chemlcal Co.), con una velocidad de flujo de• ml/h. 



6.3.-DetermlneciOn oe anticuerpos. 

E'.n la figura 8 ae muestran las curvas de tltulacl6n di!: suero 

de ratones inmunizados con por1nas de S. typhl suero de 

ratones Prelnmunes. Como se pueae observar el suero de los ratones 

lnmunlzidos reconocieron e las porinas con una absarbancla de f.~ 

una dllucl6n de t:4'DO, a la misma dJlucl6n la reacti1o'ld"ª· de 

esos sueros, contra el LPS fue :!:" o.6, mientras Que en eJ suero 

preinmune no se encontr6 reactlvldaa en contra ae ambos antígenos 

(Absorbancla de D.02). 



Oetermlnaclon 
í;~orJ 8. Balb/C nor el 

de anticuerpos ant ¡ .. l.PS en antl-PHC y 

suero ·Jr: ratones 
. E~ 1 SA. método de 
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6.~.- Ob1QOCl4n de Anli~u~rpos Mono~lonale~. 

El de.sarrollo para la obtt:nciOn del ant1c1.rnr,io monor:lun;ll Pt 

se muestra en la siguiente r1gura~ 

0310Cl~~ C!l Ahílt~E:'~ l!tttCtLOlfü r; 
.5·,----
' i 

Figuro 9. Secuencia Ue la determinación de anticuerpos en los 

soor!!n&ciaotes, de to~ n1Dridomu5 oue Uleron origen al ant1cueroo 

mono e 1ona 1 P'. 



•• 

6. 5. -Determl nac 1 tln de 1 1soi1 po. 

Le determinacl6n del l5otipo se erectu6 mediante la técnica de 

ELISA. Como se ooserva en 1as taDI& 1, el anticueroo monoclonat 

antl-norlnas es de clase lgH. 

Tabla L O~termlnacl6n del lsotlpo del an.tlcuerpo 
monoclonal antl-porlnae.• 

An 'i. i -1 g' s 
ool 1-.ia1ente 

.J __ ._ -- -- ' p 1 

j o.Jo - o.36 

' 
An t i - 1 g M l 1 • t O - 1 • 1 8 

' 
··-~-~.1..:...!JL ~ __ _¡__ o. 02 - o. 02 

•Resultados por duplicado. 

6,6,- Eapeclflcldad del Anticuerpo Monoc•on~l. 

Le especificidad ael anticuerpo monoclonal antl-oorlnas se 

determinó.empleando el m&todo de inmunoelectrotran?:.rerencl9. Ln la 

f¡guralO se oba~rva aue el monoclonal P1 solamente reconoce las 

naneas ~uc corresponden a las prot!tnas rormadoras de poro5 en el 

PMC que: contoniD" tadam (Gs PHE. (flpura tO) 
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to. lnmunotrensrerenC1a de PME de s. lYPhi 

revelada con sobrenadante de cultivo_ de 105 nibridomas 

-productore:1 del anticuerpo monoclonal Pt ySPz¡ Sp2 es el soorena-

dante ae cultivo del mlelomB Sp2/0. 
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6.7.- Puriflcac!On d!!I anticuerpo monnclonal V! a p.1rt1r fl~ 

sobrenauante5 ae hlbridomas. 

Para ello se rcall?d uo inmunoadsorot!nle- con si;e,...a de c·at:r:J 

antl-fc de lgM ae reten. 

En la figura H se muestra el isoelectroeni'oque d~I ant lcueroo 

monoclonel P1 ourl r1caon (P1P/ r r.e v'1r• a~ '":.:.·::!r ... : •. 

Al OCM 

a¡ sre 

C) Suero Normal de Raten. 

O) Anticuerpo Monoclonal Puri rJcado (P1P). 

E) Suero de ratón oroductor ae Líou1do t•Scí t 1ca (SP!LA). 

(anticuerpo anti-anti ldlotipJco) 

r,G,H) Líquido C1;5cítico de r-aton con tumor formaao Por hibri-

dom~ que secreta anticuerpo!:. monoclonales (Pll1\). 

I} Línea celular de micloma {SP2). 
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... d• V• r 1 •• 
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. h1Wd r 
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A e D E f Q H 

Figura lt.-. lsaelectroenfoque del anticuerpo monoclonal pur1-

flcado (PtP) 111·nartlr de stJbren<Jdllntes de eultivo ael hlbrldoma 

p"roductor del a11tlcuerpo Pt: SP2 es el sobrenaoilnte oe cul\1110 del 

mleloma SP.2/0. 
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6.8. Actlvidt!d del antic.t1erpo monoclonal P'P 

Una ve: puro e1 afltlcverpo monoclonal (del et.tal 1,¡e obtuvo 

fml.t mg\), se prob~ su capacldea de unlrse a partnau mcdfant~ 

tLlSA (rlg. 12) ; debido tal ve-1 a las condiciones de uurl tlc:a­

clon, ne obaer\la que el monoclonal PtP perdió su capálcldao de 

reconocer a1 antigcno, Sin embargo como se observa en esa r:ilama 

figura, el !.uero de ratones productor-es de líquido 'ast:it.lco 

{SPlLA) muestr~ uno notable capacidad de unión a 5U Antigeno com­

parable a la del llqultia af!ic-i-tlco (PtLA}. E.l ¡scel~ctroenfoque df! 

la tlg. 11 tambléo muestro que l!-s'le suero (9P1LA) preGenta bandas 

muy marcadas en la regl6n de ta lgG que no estén presente5 en lD5 

sueros normalea. 
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, .. 
'" 

figura 12.. Unión del ant !cuerpo monoclonal P1P a porlnas : en 

111 misma tlgura se muestra la actlvldad del liquido ascítico 

(P1LA) y el suero de ratones productorP.5 de liquido ascítico 

(SP 1 LA), 



6.9,- Sistema de redes • idlot iplcaa generadas contra el &ntl­

cuerpo mono e 1ona1 P \P. · 

ti hecho de qoe se obaervara que el auero del rator1 productor 

de 1 tquldo aacttlco era capaz de unirse a laa porlnoa r que, 

ademas, este mostraba por IEF bandaa muy marcada& de lgG 1 s, su­

geria que se hab1a montado una respuesta Inmune con.tra el anti­

cuerpo monoclonal P1 presente en el ltquldo ascítico, de esta ma-

nera se procedió montar ea experimento de generar redes 

ldlottp1c11s contra el anticuerpo monoclonal PI, empleando como 

elstema de detección et radlolnmunoanAllsls (RIA en rase 56l!Oa). 

Al suero del ratón productor de lfQUldo ascítico SP1lA (9), el 

suero de ratón lnmuni iadr con el propio P1P en bazo • ahora deno-

minado Ab3 (3); Jo& sueroa de ratones lnmunltados can 9PtLA en 

ba:.0 1 ahora denomlnodos Ab2 6 Ab4 (') y el suero de un raton 

Inyectado con SSF. suero denominado .. contra " (C), se les deter­

mino su capacidad de unl6n al antígeno nominal (porlnas), ademfl&, 

de tiue éste' mismo sistema se .Intentó probar la capacidad de 

lithlblc·1on de la un16n de PILA (P) a laa'porlnae de' s:trPhl. trin. 

13). 
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figura 13. 

monoclonal PI. 

El suero 9PILA (9) y el Ab3 (3} capace6 de al 

antígeno y no así el ·.suero Ab4 (4). Por otra parte, esta m1.sma 

figura, ee puede observar (en la mitad derecha de la figura), Que 

en la mezcla de P con laa dema5 muestra& ~I •e;:¡ el un1co 

capaz de Interferir la unión de PILA (P) al antígeno. • • 
suero del rat6n test lgo. 
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7,0 OtSCUSION. 

ti agente causal ue l.i Fiebre ttfoictt·tt e~ la s. tyohi y 

ha óemostrado Que los proteinas de membrana e~terna de esta bac\e­

rla Inducen orotecc¡on de ur1 100Z al reto de hasta 500 veces ¡~ 

0150 en ratones de la cepa NIH; por otra parte, se ooserva aue 

inmunoe1ectrotran5íerencla el suero h1per1nn1une (de conejo anti­

PME) reconoce con mayor Intensidad las bandas proteicas correspon­

dientes al grupo de PME denominadas porinas tprote1nas formadoras 

de poros). Por ese motivo decidimos Obtener antlcueroo~ monoclo­

nales contra las por inos, en donde \a urinicra etapa de este tra-

baJo conslst 16 en puri íicar 

molecular , la seg~naa par1r. obtener y caracterizar a los anti-

cucr~~~ ~~n~rlon~les dirigidos contra ~sas proteínas y por último 

ta inducción de las redes idlotip1cas contru este rnonoclonal. 

Empleando el metodo de NIKaldo, QUe na 5ldo utilizado en la 

purirlcacl6n de porlnas tJe S3/manel/a typhlmurlum (44} que 

combina Ja boluOll t?Jclón de las PME con un detergente lon~co 

(SOS) en amortiguador de fuerza lónica atta (HaCI O,J. H), se 

logruron purl Ficar dos proteinas, de peso molecular ~ntre 36 Y 38 

Kd las cuales. contienen menos de ir. de LPS como contanlinunte 

(26). E!otas proteínas corresponden a dos porlnas de S.s/mone/la 

t tph;. 



c.ontr.:1 ae f:3 parinds {Ab.'L~l.o dll. t:-'00) auno u e EH lPS 

encantraoa en DaJ~ conr~~:r~~·01l en las preoar~ciones d~ porina~. 

tombicn tiutio re~t•uest.a ce- ant icuerous en contra e1e esa mo1~cu1a 

{At>s.o:O.ti dlf. 1;400), Como !'.e observa, la respuestJ contra el 

LPS, Fue menor pero con un valor <,?!'!vdd::i, aeb1úo a aue prob~ble­

mente et LPS forma un com~!eJD ce LPS-~or1nas (acarre<1dor-hauteno) 

diHidO como rt'r.t1l tacto una e!e·1ac ton de la resouesta en contra -:1CI 

LPS. tatd e~ la ra?OO oor ID J~c 

tores de ant,cuerpo:; rrn:inoc.!ona/es- Jn1i-oorinas \' ant1-:..PS. 

El anticueroo monoclona! anti-porina.s recvnocen, por lnmuno.-

transferencia, 

mapas· oeptir11ccs Oe la::; 00~1nd!3 purif1cad;;s identiric-ar-, por 

¡nmunotransferenc1a, los P~t.d lelos que se unan .:i! O)rit 1cuerpo mono­

clonales y solo cCJn ello se ldentif1car:i lfl ep;tope oue e.sta 

siendo reconocido por- el tnonoctonal 

Como se puede ver, los 1JntJcueroos Pl ourif1cadas ~PtPJ oer-

aleron 5u eaoacidaCJ lle un ion al arn;geoQ¡ ~1~1 l!rnoargo, cullndo .ie 

Utmun12~ con el monaclonaJ a ratones, e! suero de csi11s rue c~oar 

r:e reconocer al dn'l.ígeno 'f no de bloQu~ar ;a onlon rh>I ?!LA a: ías 

pt"Jr-inas deb¡1:10 a aue el :int icueroo PlP percti-:'.l ar:.: ...... o, ;:i.:-rri ne 



la capec.iaad de ser reconoc1do,de 6sta forma induJo ta pro<Juccle.n 

de un AbZ v por encontr~rse en una concentrac/On elevada 5c tlea3 

a una respuesta de tipo Ab3 ~ m~s a~n, ~1 suero de los ratones 

productores Oe P t LA. tembl&n ruo c~paz de r~conacer al 

ant1~eno,tenlendo adem~a.un patr6n por lsoelectroenrooue distlntG 

s 1 observado su~ros de rn tones norma 1 ~s; de ta 1 maner1J aue 

sugiere que por las dosis al ta:> de Pi se llego a la Inducción ae 

anticuerpos untl-antl-ldtotiplcoo (Ab3). Esta induccl6n no ratllca 

en un ldiollpo situado en el sitio activo de Pt sino tal vez 

idlotlPo regulatorio no asociado al sitio de combinación del anti-

cuerpo. Por otra parte, debido tal vez cue5tlones Optimas de 

concentrsclón, el suero del rat6n 1nmun11ado con BP1LA no se unió 

al antígeno pero si rue capfu de inhibir (en aproximadamente el 

AOX) la unl6n de PtlA a las porlnas, lo cual sugiere la lnduccl6n 

de un Probable Ab' con características de Ab2 beta (pudiendo 

existir también AD2 alfa dado Que la lntllbici6n no rue del 100X). 

El trabajo real Izado, rati rica de una manera gruess lo nbser-

vado por otras tnvest1gaaor~5, 5uy1r1enoo que e~ µo~ibl~ I~ o~t~i•-

cion de anticuerpos ant1-1e11ottpfcos con carscterfsticas de AbZ g· 

v AD2 a, los cuales podrtan tener apJICBclones var1aoas como oor 

ejemplo el detectar s1 la rlebre tifoidea conlleva un ldlotlpo 

Abl en particular, lo oue seria de Importancia diagnostica; olr11 de 

las s;:i11cac1ones ae éstos ant1-1a1ottpos (1mllgenes Clel anlígenoJ 

s2riil el Inducir Inmunidad activa contrL'I un patógeno como e6 el 

e.aso de s. typhi en donde 185 vacunas Que se emplean en la 

actualidad provocan en parte erectos secundarlos Indeseables como, 

Jo es ta f'lebre (provocada por el LP3l. malestar general y ademO.s 

de que ae pueden administrar • lnf'antes. 

(.~ f ~·. 
;;;\~Ji:¡ ük 
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8.0 CONCLUSIONES. 

Las porlnas purlr1cada6 empleadas para lnmunliar raton~~ 

lnaucen la producción de anticuerpos antl-porlnae y antl-LPS, lo 

anterior se determinó por ensayo de ELISA. 

Los anticuerpos monoclonales se elaboraron siguiendo la 

técnica de rusl6n de Milste1n y KOler y :u~ seleccionaron las clo-

nas productoras de anticuerpos anti-oorlnas por ELISA. También 

se determinó Que el 15DtiPO de los anticueroos es lgM , su ourcza 

se determinó por IEf y reconocen por inmunotransferencla las ban­

da& correspondientes o las oorinas. 

Los anticuerpos monoclo~ales oeroieron su capacidad de uni6n 

al antfgeno porinas al ser purl ricados. 

El hlbrldoma productor de anticuerpos monoclonales Inoculado 

por vta lntroperitoneal a ratones Balb/c , Indujo Is procruccl6n áe 

liQuldo aacftlco denominado PILA éste se uni6 al antígeno 

(por lnas) por ELISA. Ademfla el suero de esos ratones productores 

de 1 toutdo ascitltO (SPILA} también se une al antfgeno Y por IEí 

revelo oanoas abundantes en la reglón de lgG. 

Se 1Jenera un sistema de redes ldlotfplcas al Inocular en bato 

de raton~s : P•t .. A pera obtener SPILA ; P1P pare obtener el Ab3 y 

SP\LA para obtener el AD'• usando como control testigo un ratón 

Inoculado con ssr. El sistema fue anal Izado por RIA. 
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