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I. OBJETIVO.

Por los métodos usuales, la determinaci6n de estruc-
turas quimicas de antigenos polisacarfdicos, obtenidos por el
método de Freeman (4), implican una serie de pasos tediosos =
y prolongados. Se piensa que a través de inmunoadsorbentes, =
se evitardn estos procedimientos; en base a la capacidad que =
tienen los anticuerpos fijos en una columna se Sepharosa 4B, -
de atrapar exclusivamente los determinantes antigénicos espe-
cificos, los cuales una vez elufdos y concentrados, permiten =
trabajar directameunte sobre ellos y por lo tanto, la separacioén

de moléculas especificas e inespecificas se hace innecesaria.

Los primeros intentos que Se hicieron para aplicar =--

este método (5), fueron muy prometedores ya que, los anticuer

pos de caballo dirigidos contra Salmonella durham, al ser uni=
dos a Sepharosa 4B, y colocados en una columna de vidrio reac
cionaron con los determinantes antigénicos especificos deriva=

dos del FPS (Polisacdrido de Freeman) total de la misma sal=

monela.

Esto se comprob6é con curvas de precipitacibn cuanti=
tativa, ya que la fraccion unida y elufda con solucién amorti=-=

guadora Gli-HC1 pH 2.2, di6 titulos precipitantes (en su equi=



valencia) mds altos que los obtenidos con el polisacédrido total;

resultados que corroboraron:

1. La heterogeneidad de los sacédridos obtenidos por =
el método mencionado,

2. La capacidad especifica del inmunoadsorbente al =
separar moléculas quimicas con actividad bioldgi=-

ca definida, de moléculas inespecificas.,

El siguiente paso a seguir, fue el pasar por la mis-=
ma columna, ya no el polisacdrido total, sino un hidrolizado =
parcial, que de acuerdo a una cinética bien definida diera el
tiempo; la concentracién exacta y el tipo de dcido que permi-
tiera Ia obtencién de moléculas que dieran una mayor inhibi==
ci6n del suero inmune de caballo empleado eun la preparacibn =
del inmu\noadsorbente y el polisacdrido purificado, obtenido =
a través del mismo; este fue el que se obtuvo con hidrélisis =

por dcido sulfdrico 0.5 moles/litro durante 30 minutos.

Los resultados de esta experiencia fueron contrarios
a lo que en un principio se esperaba, debido a que las molécu
las m4s pequefias (y por lo tanto méds especificas) en su reac-

cién con el anticuerpo, fueron desplazadas, por las de mayor



tamafio, por lo que s6lo éstas se unieron, mientras que las =-

otras, salieron en la elucién con PBS.

Si bien las moléculas pequefias no se unieron, aumen=

taron casi al doble la inhibici6n del hidrolizado total el rendi=-

miento de éstas fue muy pequefio y el estudio quimico de sus =

estructuras, a pesar de ser especfficas proporcion6 la obten=

cién de moléculas especificas en forma inespecifica y éste no

fue el fin primario del trabajo,

Ante estas circunstancias nos propusimos por medio =

de jnmunoadsorbentes lo siguiente:

1.

Obtener anticuerpos menos heterogénelos y dirigie=
dos contra cada uno de los determinantes especifi~
cos de Salmonella durham G* (factores 1, 13, 23,3
y 37).

Una vez obtenidos éstos, preparar un nuevo inmu=
noadsorbente con cada uno de los anticuerpos obtg
nidos en el inciso '1', y asf, pasar el hidrolizado
parcial, retener en la columna los determinantes =

especificos de cada factor y estudiarlos quimica=--

mente,



En el presente trabajo se dan a conocer los ensayos

preliminares, realizados para resolver el primer punto.



II. BREVE RESUMEN SOBRE LOS ANTIGENOS 'O' DE SALMONE

LLA.

Salmonela son bacterias Gram negativas de la familia
Enterobactriaceae., Como todas las células, poseen en Su Super
ficie numerosos antigenos; el antigeno 101 estd ligado a la pre
sencia de un complejo protei’na-li'pido-polisacarido situado so=

bre la pared bacteriana.

A, Clasificaci6én de Ias salmonelas de acuerdo a su

Antigeno 'O'.

La posibilidad de obtener sueros anti=0 por medio de
la inyecci6én de bacterias (muertas por calor) a conejos, ha ==
permitido clasificar las salmonelas en base a sus propiedades
inmunolégicas; esta clasificacién es la de Kauffman-White (1).
Los factores antigénicos 'O!' se detectan, por medio de la aglu
tinacién homé6loga y cruzada con sueros absorbidos. Los facto=
res 'O! identificados en esta forma se representan por medio =
de ndmeros ardbigos, Hasta la fecha se han jdentificado més =~

de 1000 serotipos.

Ciertos factores 'O' son comunes a varios serotipos =



y permiten definir grupos serolégicos caracterizados por la ==
presencia de un factor tO! dado; de este modo el factor 2 defi~
ne al grupo A; el 3 al grupo E, etc.. Por el contrario ciertos
factores pueden ser comunes & nUMerosos grupos,por ejemplo =

los factores 1 y 12,

B. Relaciones entre 108 polisacdridos especfficos y

los factores detectados serolfégicamente.

El antfgeno somédtico 'O', es un complejo proteina=Iif==
pido=polisacdrido., El polisacdrido 'O! especifico estd formado
de una regibén interna llamado ndcleo comdn a todas las salmo==
nelas y de una cadena lateral que representa la regién tOt espe

cffica que se puede esquematizar de Ia siguiente forma:

El ndcleo aparentemente es el mismo en todas las sal=
monelas, estd compuesto de 5 azdcares: cetodesoxioctanato, ==

heptosa, glucosa, galactosa y N=-acetilglucosamina,

La cadena especifica ¥O', estd constitufda por la repege
ticién de n unidades oligosacarfdicas idénticas; cada unidad, =

estd compuesta de 4 o 5 azdcares que varfan segdn los grupos.

En el cuadro 1 se observan algunas unidades oligosacga



CUADRO N°1

ESPECIFICAS DE POLISACARIDOS DE ALGUNAS

UNIDADES
SALMONELLA (2)
GRUPO UNIDAD BIOLOGICA DE BASE
A
- A par Agle
113 41,6
S. poratypht A —{2—/\‘“07:-!,4 “Aram—-1,3 -4 gul—l}v
2712
S durazzo A par glc
| 3 | L4
2,12 -{2—4,,.0,.- 1L4-Arom-1,3— 4gal- 2]—.
b

S typhimunum
4,512

S typh

S senftenberg

1,13,19

abe glc
13 1,4

—{2—;& man—1,4— K ram- 1,3 4 gal - l}_,

tiv glc
L3 L4
{2— Aman-1 4-Aram-1,3-« gal- (J—v

A glc
1,6

-0[5‘ A man- |,4- {ram- ;3 - < gol. ‘]’V




ridicas especificas. EIl estudio del polisacdrido especifico, =--
por medio de técnicas inmunolégicas y quimicas, permite iden
tificar en las unidades oligosacaridicas; la entidad respounsa-=-

ble de la especificidad de los factores.

Cuando un azdcar ocupa una posici6n terminal sobre =
12 cadena lateral o sohre la principal, juega generalmente un
papel preferente en (3) la especificidad del factor antigénico,
es decir, para un factor dado, este azdcar representa el me-=-~
jor inhibidor de la reaccibn de precipitacién del polisacdrido
(portador del factor) con el anticuer po correspondiente. A es-

te azdcar se le llama, inmunodominante.

Sin embargo, no todos esos azdcares terminales, no =
reductores, son aztdcares inmunodominantes, pues cada uno de
los aztGcares de la cadena pueden eventualmente jugar ese pa=

pel.



MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL.

Sueros inmunes.

a) En el laboratorio de Inmunoqufmica del Hospital Infantil
de México, donde se realiz6 esta tesis, se disponfa de -
los sueros anti-polisacdrido utilizados, obtenidos des- -
pués de la inyecci6én de una suspensi6én de Salmonella --
durhan muerta por calentamiento siguiendo el método de

Staub y cols. (6).

b) Suero anti-BSA (Seroalbdmina bovina), obtenido en cone-
jos (7), segdn el esquema de inmunizacibn siguiente:
El antfgeno administrado fue:
5 ml de Adyuvante de Freund Completo

0.1 ml de solucién de BSA al 5%

Se tom6 una muestra de suero previamente a la inmuniza-

cibn.
Semanas vfa de cantidad sitio de
inoculaci6n administrada inoculacibn
la. subcutdnea 1 ml plantar
Za. " n "
3a. n " n
4a. n " ”n

Reposo de 8 dfas
90. dfa Sangrado del animal para probar los anticuerpos.
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Los sueros se conservaron en ampolletas estériles a
49C, En el momento de utilizarlos se filtraron y se les agre-=
g6 azida de sodio con el fin de evitar el desarrollo de conta=--

minantes.

Polisacdridos

Los polisacdridos derivados de S. durham salvaje (13,
23, 386) y S. durham counvertida por el fago 1, 37 (1, 18, 23, 36,

37), fueron extrafdos de acuerdo a la técnica de Freeman=Staub

(8).

1II. METODOS.

La inmunodifusién radial (9), la inmunoelectroforesis
y contrainmunoelectroforesis, se llevaron a cabo en placas de
vidrio, sobre las que se deposité Agarosa (Sigma) al 1% en so-
lucién de Barbital pH 8.2, 0,025 M, las placas fueron previa=--

mente lavadas con detergente, agua y acetona,.

Para la inmunodifusién radial el didmetro de los ori--
ficios oscil6 entre los 2 y 3 mm segfn la muestra, y la distan-
cia entre cada uno de ellos (los que contenfan el Ag y el Ac res

pectivamente) fue de 3 mm.,



L.as muestras se emplearon en las siguiente con‘dicig
nes:

Sueros inmunes --- sin diluir

An‘tfgenos controles === IOO/Ag/ml

Muestras liofilizadas =--- 10, 100 y 1000 /ug/ml

Soluciones de concentracién no conocida - con dil 1310

y sin diluir

Las inmunoelectroforesis (10) que se hicieron, varia-
ron en lo que respecta a los Ag y Ac usados, pero en relacibn
al tiempo y voltaje en todos los casos fueron de aproximada-=~
mente 30 y 60 mins., con corriente counstante de 8mA por mues
tra. La cantidad de muestras aplicadas en cada placa vari6 ==
desde 1 hasta 6. EIl didmetro del orificio, donde se aplicaron
las muestras gque fueron corridas, fue de 2 mm. Los canales ~
donde se coloc6 el anticuerpo para revelar el antigeno corri=—

do, se encontraban a una distancia de 5 mm, entre cada pozo,

con una anchura de 2 mm y largo de 5 cm.,

El revelado de ambas pruebas, se ley6 a 24 hrs y 48
hrs. Para poder conservar las placas, una vez lefdas, fueron
lavadas con soluci6én salina isot6nica, con 3 a 5 cambios, se=
cadas por deshidratacién al calor, y coloreadas con negro de

amido segdn técnica descrita (7).



Para la contrainmunoelectroforesis (11) se empleb la
misma metodologfa, salvo, desde luego, en lo que respecta a =
la colocacibén del antfgeno y el anticuerpo pues de acuerdo a ==
la técmica y su principio éste dltimo siempre se coloca en el =

dnodo.

Curva de Precipitaci6n cuantitativa.

A. Teorfa de la precipitacién. La precipitacién es una de las
manifestaciones de la reaccién Ag-Ac, la teorfa de Marrack -
(12) explica la precipitacibén a través de la formaci6én de una -~

red.

Las moléculas de antfgeno y de anticuerpos presentan ==
una complementaridad de estructura que conduce a la formacibn

de un complejo estable.

La molécula de antfgeno posee varios sitios antigéni=-

cos diferentes.

La molécula de anticuerpo posee de 2 a 10 sitios de =~
acuerdo a la inmunoglobulina de que se trate. Cada molécula de
antfgeno se une a varias moléculas de anticuerpo gue a su vez,-

se unen a otras moléculas de antfgeno, form#ndose asf una red,



que precipitard cuando los grupos hidr6fobos no sean suficien--

tes para mantenerlos en solucién.

Precipitacién Cualitativa . Prueba del Aunillo.

Principio. En un microtubo se sobreponen el anticuer-
po (inmunosuero) y el antigeno, form4dndose en la interfase un =
fenémeno de difusi6n. Cuando el antfgeno y el anticuerpo, se =
encuentran en concentraciones convenientes, se forma en la in-

terfase un disco de precipitacibn.,

Por este método se determina rdpidamente, si un inmu

nosuero dado, reacciona con el antigeno correspondiente.

El tiempo de formaci6n del disco varfa segidn los siste

mas y va desde unos minutos hasta 2 o 3 horas.

En la prédctica generalmente se introduce en un tubo el
inmunosuero con un capilar, después se coloca con sumo cuida =
do con la ayuda de otro capilar, el antfgeno en soluci6én salina =

isot6nica. La concentracibén del antfgeno es de 100r\g/m1.

Estudio Cuantitativo de la precipitaci6én en medio lfquido.
Principio. El método de Heidelberg y Kendall (13) uti-

liza un volumen constante de suero y cantidades crecientes de



FIGURA N° 2
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antfgeno. Una vez terminada la reacci6én, el precipitado es la--
vado varias veces y cuantificado por el método de Folin (14).

Como los antfgenos polisacarfdicos no contienen grupos tirosina,
la cantidad ontenida nos permite saber Ia concentraci6én de anti~-

cuerpos presentes en el precipitado,

Para nuestro trabajo empleamos tubos de 13 x 100 de -
la reaccibn, se realiz6 con cantidades constantes de inmunosue_
ro (1) y cantidades de antigeno que fueron desde 1 mg hasta 100

/\Ag. En todos los casos el voldmen se Ilevé a una cantidad ==
counstante con solucién salina, los tubos se agitaron, taparon y

colocaron a 4°C durante 48 horas.

Al transcurrir este tiempo se centrifugé durante 30 =--
min, a 3500 rpm en centrifuga refrigerada. Los sobrenadantes -
fueron estudiados por el método del anillo, con el fin de esta--
blecer la zona de equivalencia (fig 2). El precipitado se lavé -
dos veces con soluci6én salina, Se cuantificaron protefnas por -
Folin (14) y se trazaron curvas de densicad 6ptica en funci6én -

de la concentraci6én de Ag.

Afinidad cromatogrédfica.

Es un método de purificacién que ha probado ser parti
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cularmente dtil en el aislamiento de protefnas y otras substan=—

cias biol6gicas (15).

La afinidad cromatogrdfica también llamada, absorcién
bioespecifica, es un método en el cual intervienen dos molécu~--
las, una de ellas es un ligando unido a un soporte inerte y la ==
otra, una macromolécula affn, las que al unirse, forman com--
plejos estables. La uni6én del ligando al soporte (insoluble en =

agua) produce la resina de afinidad.

Para aislar una substancia por afinidad cromatogrédfi=-
ca, se emplea una columna de cromatograffa empacada con la «
resina de afinidad apropiada, sobre Ia cual se hace pasar una -
solucibn acuosa de tal substancia, ésta es retenida en la colum
na por formacién de complejos con el acarreador unido al liga-~
mento o efector, mieuntras que las moléculas no afines al efec~~-
tor, presentes en la solucién pasan a través de la columna li=

bremente.

Una vez que la columna ha sido lavada para retirar ==
los contaminantes, el complejo se separa por cambio de medio
cromatogrdfico, y de este modo la substancia en cuesti6én es --

obtenida en forma pura, en el Ifquido elufdo de la columna,
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En este trabajo se emplearon dos tipos de soporte; el
primero es un derivado de Agarosa (Sepharosa 4B) y el segundo

un derivado de pliacrilamida (Biogel P 300),

Estos geles para ser empleados requieren de un trata

miento previo:

Activacién de Sepharosa 4B con CNBr segdn método ==

descrito por Axen y Porath (16):

500 ml de Sepharosa 4B suspendidos en 1500 ml de =~
agua destilada, Se colocan en un matraz que contiene, 50 g de
CNBr,., La mezcla de reacci6én se lleva a pH 12,0 con NaOH y se
mantiene unos minutos (12 aprox.) a ese pH, hasta disolucién =
completa del bromuro. Se lava varias veces hasta que el agua =
de lavado tenga el mismo pH del agua destilada empleada, el ~=
gel activado puede ser almacen\ado a 4°C o emplearse inmediata

mente,

En nuestro caso s6lo fueron activados 25 ml de Sepha-=-
rosa 4B, el resto de la Sepharosa empleada a lo largo del tra=-=

bajo, se obtuvo comercialmente en forma activada (Sigma).

La Sepharosa activada se centrifugé y pes6é6 antes del =

acoplamiento, para mantener una relacién en peso con el polisa
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cdrido con el cual se unié. La relacién se mantuvo entre 1:30 y

1:60 con respecto a la cantidad empleada de polisacdrido.

Una vez pesadas las cantidades necesarias de uno y ==

otro reactivo, se colocan en un vaso de precipitados y se dejan

agitando durante una noche a 4°9C, Previamente cada reactivo, =

deberd ser dializado contra un amortiguador apropiado (el mis=

mo para los dos) con el fin de que se encuentren al mismo pH.

El amortiguador utilizado fue NaHCOg pH 9,5 0.1 moles/litro.

A1l cabo de una noche de agitaci6én, el gel es montado en una co=

lumna de cromatograffa, sobre la cual, se hace circular:

O

20,

Soluci6én amortiguadora salina de fosfatos pH 7.4 0,017
moles/litro con el fin de lavar la columna, esto es; ==
eliminar de Ia columna las moléculas de ligando que no
hayan reaccionado con el soporte.

1 ml de suero anti FPS G*, y FPS G, segdn el ensa~
yo de que se trate, éste se deja circular a través de =
la columna sin permitir que salga de ella, con el fin =
de que todo el adsorbente tenga contacto conlél y pue=
da de esta manera retener los AC gue se desea separar
primeramente. El tiempo de permanencia del suero va

ri6 de 30 min. hasta 48 hrs,
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30. PBS 0.017 moles/litro pH 7.4 con el fin de eliminar, =--
después de la incubacién del suero, las proteinas séri-
cas y demds contaminantes presentes en el suero espe-
cifico e inespecificas para el inmunoadsorbente.

40. Amortiguador GIi-HCI 0.2 moles/litro pH 2,2 para rom
per los enlaces débiles formados entre el Ac especifi-—

coy el Ag acoplados al soporte inerte.

Los cambios de amortiguador a lo largo de toda la cro-
matograffa son determinados por las lecturas espectrofotométri
cas hechas a las fracciones obtenidad en cada paso, éstas se ==
realizaron a E 2 500 nm Folin (14) y E - 280 (uv) cuando se tra-
taba de muestras portadoras de protefnas y con E =~ 625 nm (An=—

trona (17) cuando lo que se buscaba era polisacdrido.

Activaci6én de Biogel P 300 segdn método descrito por Avrameas

(18).

250 ml de solucién de glutaraldehido al 6% (220 ml de -
amortiguador fosfato 30 ml de glutaraldehido al 50%) 50 ml -
Biogel P - 300; incubar a 37°C toda la noche, Al dfa siguiente =
se lava exhaustivamente hasta eliminar el glutaraldehido, Con--

servarlo a 4°C,
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En nuestro caso empleamos 25 ml de Biogel y 125 ml I

de solucién de glutaraldehifdo; de esta muestra se tomaron ali=

A )
cuotas para las columnas montadas, La cromatograffa en este
caso se efectu6 con la misma metodologfa empleada para Sepha

v

rosa 4B,

Cromatografia en Sephadex G-100.

Este método se emple6 en el trabajo, para separar mo
Iéculas en base a su peso molecular; especfficamente polisacd~
ridos (40-50 000); BSA (70 000) y el complejo BSA-Polisac4drido

(110-120 000) (19).

1. Activacién de FPS G~ con m-peryodato de sodio y_acoplamien

to a lisina (20).

I.~- A 20 mg de FPS G™, se le adicionaron 46 mg de lisina,
1 mg de m-peryodato de sodio y 38 mg de borohidruro-
de sodio, la mezcla se agité vigorosamente, y al cabo
de una hora de reposo, se dializ6ccontra una solucién

de citrato 0,15 moles/litro pH 8,0,

La soluci6n dializada se dividi6 en dos partes iguales =

y se acoplaron respectivamente a Sepharosa 4B y a Biogel P=~300,
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en proporci6én 30:1, Se montaron columnas de 1 ml (3 mm de ==
diam.etro por 15 cm de largo). A cada una se le adicioné 1 ml =~
de suero hiperinmune anti FPS G™., La cromatograffa de afini=-=

dad se sigui6 segln la técnica mencionada (pdg. 15).

11, - La técnica anterior se repiti6 en las mismas condiciQ
nes, s6lo que con cantidades mayores de reactivos, =
la columna montada en este caso de 5 ml (5 mm de ==

didmetro y 35 cm de largo).

2. Activacién de FPS G* con BrCN y acoplamiento 2 lisina (21).

I.- A 2 ml de una soluci6én de 15 mg/ml de ¥FPS G , en ~--=

agua, se le adicionaron 0.4 ml de una solucién de Br
¥ {

CN a 25 mg/ml en agua, se dej6é reposar 6 min}ltos a
temperatura ambiente, al cabo de los cuales se llevé
a pH Na.HCO3 1.0 moles/litro y se le adicionaron 0.35
ml de NaHCOg3 1.0 moles/Ilitro que contienen 8 a 10 —
mg de lisina; se mantuvo de 2 a 4 horas a temperatu=

ra ambiente, se dializaron vs PBS 0,017 moles/litro =

pH 7.4 a 4°C durante una noche.

Con la mezcla de reacci6n obtenida, después de la did

lisis, se mont6 una columna de inmunoadsorbente, son Sepharo-



3.-ACTIVACION DE FPS

I-activacion de 8 mg de FPS G
con |10 mg de Br CN+5 mg

de BS A

II -activacion de 8 mg.

de FPS G~ con
10 mg de BrCN

Smg

CPC.anti FPS G+t

con BrON y ACOPLAMIENTO o BSA

v.s. agua %
a

dialisis
s.agua
destilad

d : didlisis
destilad

cromatografia
en columna
(mm.de diam. x
cm.de largo)
con sephadex
G-100

fracc. 0.5ml.

pico A
/M?-s 0)

A pico B

(61—-80)
picoC
(81-104)

~

cromatografia Pico A
en columna fracc.05ml
—cm delargo x (21-=32)
—mm.de diam.

con sephadex

G—100

a

didlisis
V$S. agua

1D LEF CPC IAD
+ o+ + +
+ o+ + -
+ o+ + -

liofilizacidn
dastilada :

B
IDR




TII-Activacion de
40 mg.de FPS G*
con BrCN(2.6gr)

(se divide en 3
porciones)

A) 25 mg. BSA en dialisis liofilizacion columna de Sephadex G-i00
NaHCOz O1M — > vs.agua »-rendimiento _%“5 cm.de diam.x Imt.de largo
PH8.O destiloda 30 mg con 16.5 mg del liotilizado

pico T pico IT
ID—-I1EF 2 mg 05 mg
| D—IEF ID — IEF

B) dialisis 15mg de BSA diglisis liofilizacion
vs.PBS_%en PBS — o vs.oguo———‘ﬁ> rendimiento
00I7TM destilada |0 mg Qprox.

PH 7.4
ISDF—CESE

C)dialisis |6 mg de BSA dialislis liofizacion
vs.NaHCOx en NaHCOjz VS,quu‘_—% rendimiento
0.1m destiloda 10 mQ. O prox.
pPH 8.0
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A)—-dialisis dialisis
vs.agqua va.NuHCO25
destilada 0. M

PH 8.0

S

destilada PH 7.4

I¥- activacion de 120mg.
de FPS G— con

Br CN C) dioalisis 10 mg de BS A dialisis
(se divide en tres vs.NaHCO3 en No HCOg vs. sol.
porciones) salinag

oM isotonica
pH 80 \l/
ID——VEE
R

Abreviaturas .
| D — 1nmunodifusion radial
| EF —inmunoelectrofores:s
CPC —curva de precipitacion

Quchterlony

cuantitariva

10mg. de BSA centrifugacion
en Na HCO3 20 mins. a

1500 r.p-m

cuantifativa

B)—-10mg. de BSA diullsis—% liofilizacion curvas ae
en agua vs PBS precipitocion
00I7TM

ppla)i D
DILEF

sn c)Folin
d) Antrona

g)contra suero de
conejo anti FPS

b)contra suero de
conejo anti BSA
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sa 4B activada con BrCN comercial (Sigma), previamente hidra-
tada con agua y dializada contra solucién de NaHCO3 0.1 moles/
litro pH 9.5, este ditimo se realizé con el polisacdrido tratado,'
la proporci6én para el acoplamiento fue de 60:1; la columna fue =~

de 10 ml (10 mm de didmetro y 35 cm de largo).

3, Activacién de FPS G* con m=-peryodato de sodio y acopla~ =

miento a BSA (20).

I.- 20 mg de FPS G* , se disolvieron en 2,5 ml de una solu-
cién de NalOy 0.1 moles/litro, se dej6 en reposo duran
te 20 minutos a temperatura del cuarto y en la oscurie=
dad, Al cabo de este tiempo, se le adicionaron 0,15 ==

-ml de etilén glicol 1.0 moles/litro para detener la reac
ci6én se dej6 actuar durant? 5 minutos e inmediatamen—
te después, se mezclé con 140 mg de BSA disueltos en =

5 ml de agua destilada, alcalinizada con KCOg al 5%.

La mezcla se mantuvo en agitacién constante y a pH 9,0=
9.5 con KCOg3 al 5%, a temperatura del cuarto, durante 2 hr y a
4°C durante 18 hrs, Al término de este tiempo se colocé en did-

lisis exhaustiva frente a solucién salina,

La muestra obtenida después de este tratamiento se pro
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b6 en inmunodifusién, e inmunoelectroforesis frente a sueros --

inmunes especificos,

II, - La técnica anterior se repiti6é con fas siguientes varia
ciones:
Se emplearon 5 muestras de 5 mg de FPS G , las que
se hicieron reacci6n con 15 mg de BSA y 20 mg de Na -

BH,, cada una,

El tiempo de oxidaci6n original (20') fue reemplazado -
por 0', 1t', 2', 5', 10', respectivamente para cada muestra. Los
ensayos fueron realizados en forma simultdnea; el ensayo com =

pleto fue repetido una vez méds.

4, Activacién de FPS G~ y acoplamiento a través de diazoacidn

2_BSA (22).

Este método estd dividido en tres partes: preparaci6n -
del éter formado por los ;adicales oxhidrilolibres en el polisa=—
cdrido y uqa molécula factible de diazoar; reduccién de esta mo=
Iécula para obtener a'miua primaria aromédtica, la substancia - —
pleada en este caso es el bromuro de p-nitro bencilo; y la terce
ra parte, la diazoaci6én propiamente dicha por medio de la cual-~-

se une la protefna al polisacédrido.
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La técnica se realizé en idénticas condiciones a las ==

reportadas por el autor (22), dnicamente las concentraciones ==

de los reactivos fueron diferentes, pero siempre en proporcién

a las mencionadas y en relaci6n estequiométrica al polisacdri=-=-

do, que en este caso fue FPS G-,

I1.-

III, -

Se realizaron 3 ensayos: '’

Con 10 mg de polisacdridos, empleando solamente la --
tercera parte de la técnica (diazoacibén y acoplamiento
a BSA). La muestra resultante se prob6 con sueros in-
munes especificos en inmunodifusi6un e inmunoelectro=—

foresis. La cantidad de BSA empleada fue de 8 mg.

Con 30 mg de polisac4drido y 141 mg de bromuro de ==
p-nitrobencilo, (23), acomplados a 24 mg de BSA, la -
muestra se dializ6 finalmente contra solucién figiol6~
gica de NaCl, y se prob6 con sueros especfficos en in

munodifusién y electroforesis.

Con 5 mg de polisacédrido y 23,5 mg de bromuro de ==
p-nitrobencilo, la reaccién fue seguida desde su inicio
con in‘munodifusién y se detuvo en el momento en que
no apareci6 banda de prec‘ipitado en el gel, frente a ==

un suero inmune especffico de conejo contra FPS G~.



RESULTADOS
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1. Activacién de FPS G- con m-peryodato de sodio y acoplamien-

to a Lisina.

Los ensayos preliminares realizados con activacién por
m-peryodato de sodio del polisacdrido, el cual fue acoplado a ==~
lisina y directamente puesto a reaccionar con Sepharosa 4B (pdg.

21), se muestran en las figuras 3, 4 y 5.

2, Activaci6én de FPS G* con BrCN y acoplamiento a Lisina (21).

El resultado de esta activacién del polisacdrido, se ==
muestra en la fig. 6, la cual es el perfil cromatogrédfico de la ~
eluci6n de la columna de inmunoadsorbentes preparados con Se=

phaurosa 4B y polisacdrido activado con BrCN.

3. Activaci6én de FPS con BrCN y acoplamiento a BSA,

I.- Los resultados obtenidos por esta primera variante del
procedimiento general (pdg. 22(), demuelstran a través =
de la cromatograffa en columna de Sephadex G=100,la -
preseuncia de tres picos (fig, 7).

EI pico A, a la IDR e IEF (fig. 8), fue negativo y la ==
CPC, muestra aparentemente, que trabajamos en exceso

de Ag polisacédrido.
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Este pic\o se unié a Sepharosa 4B activada con BrCN,

A este in,munoadsorbente, se le pas6 1 ml de suero de =
conejo anti FPS G* . Como se puede observar en la fi«
gura 10, se pudieron separar dos picos definidos, el =
elufdo a través de PBS pH 7.4 y el obtenido por GI-HCI

pH 2.8,

Con estos datos es muy diffcil sacar una conclusién dg
finitiva: Los resultados de la IDR, IEF y CPC, demuestran gque
1
los productos obtenidos de los tres picos, reaccionaron dnica==
mente contra el suero de conejo anti FPS Gt , mientras que, ==
\

contra anti~-BSA fueron negativos en todos los casose.

E‘; IAD nos permite pensar, o que al pasar el suero de
conejo anti FPS G a través de la columna hubo, separacién de
dos tipos de moléculas: Ias encontradas en la elucién con PBS =~
(quelfueron la mayorfa) que aparentemente no reaccionaron con
los determinantes antigénicos del polisacédrido unido a la Sepha=
rosa 4113 activada a través de BSA; y las elufdas con Gli-HC1, -~
que a pesar de ser la minorfa, si reaccionaron con ciertos de=-=
terminantes del polisacdrido, pero desafortunadamenlte, las can
tidades obteuidas fueron tan escasas, que no fue posible hacer -

cualquier expe\riencia que nos permitieran demostrar en forma -
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concluyente lo que se buscaba.

Los picos By C, a la IEF fueron positivos (figura 8),

frente al suero anti polisacdrido, pero negativos freunte al sue

ro aunti BSA,

La CPC (fig. 9), de estos productos nos indican tams=~

bién que hemos trabajado en exceso de antfgeno polisacédrido.

II,-

111, -

En este caso se emple6 polisacdrido derivado de --
Salmonella durham salvaje (G"), en las mismas condi

ciones que el anterior (pég. 22).

La cromatograffa en columna de Sephadez G~100, (fig.
11) representa un solo pico revelado por el reactivo =
de Folin, este producto después de liofilizado s8e so=

metié a IDR (fig. 12).

La placa obtenida muestra s6lo reactividad frente al
suero anti FPS G-, con negatividad total hacia el sug
ro anti BSA, lo que nos hace pensar que probablemen
te en e'stas condiciones los ?eterminantes antigénicos

de la BSA sufrieron alguna modificacidn.

Por este procedimiento se siguieron tres modalida==—
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A).

B)o

C).

A

des (pdg. 23), con los siguientes resultados:

El producto obtenido, (rendimiento 30 mg), se liofili=—
26, y se someti6 a IDR e IEF (figs. 14, 15y 20).

De los 30 mg del liofilizado, 16.5 mg se pasaron por -
columna de Sephadex G-100 (fig. 13). Les fracciones =
obtenidad, se leyeron a E = 280 nm y revelaron la preg
sencia de dos picos; también fueron lefdas a E - 625 -
nm por medio de la reaccién de Antrona y revelaron un

pico. Ambas fracciones fueron estudiadas en IDR e ‘IEF

(figs. 14, 15, 16,17, 19 y 20).

Antes de acoplar el FPS (10 mg) a BSA disuelta en PBS,

6ste se dializ6 contra PBS, una vez terminada la reac-

ci6én, el producto resultante se dializ6 contra agua des

tilada, se liofiliz6 y una porci6én disuelta en solucibun -
salina isqtdnica, fue estudiada en IDR e IEF (figs. 20y

21).

Con esta dltima variante, el FPS activado (10 mg), fue
sometido a didlisis contra NaHCOa pH 8.0, previa a la =
unién con BSA, posteriormente se redializ6 contra agua

destilada, se liofiliz6 y observamos su comportamiento
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en IDR e IEF (figs. 20 y 21),

Como se puede observar los resultados: prédcticamen=
Pe en todos los casos, las muestras reaccionaron sélo frente =
al suero de conejo anti BSA, exceptuando la muestra del inciso
B que no reacciona ante ningdn suero inmune y el caso del pico
I del inciso III, A, gque muestra una débil reacci6n frente al ==

suero de conejo anti FPS G~ (fig. 15).

En la IEF, el pico I, en preseuncia de suero anti BSA,
corre aparentemente méds rdpidamente que la muestra testigo =

de BSA (fig. 17)..

El producto resultante del procedimiento C, en IEF, =
muestra una clara diferencia, entre 61 y la BSA nativa frente =

al suero anti BSA (fig. 20).

Con estos datos, podemos concluir, que con el procedi
miento A (p.ico I) y C, los productos resultantes de la reaccibn,
estdn compuestos aparentemente de BSA FPS'G~", unidos cova-=--
lentemente, ya que la cromatograffa (fig. 13) separa dos picos
y en la IDR (fig, 15) es positivo el pico I, ante el suero anti «=
FPS G°, mientras que en la IEF (figs, 17 y 20), el comporta= =~
miento del suero anti BSA, frente a las fracciones antes dichas

y la BSA nativa, es distinto.
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A).

B).
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Después de la activacibun del FPS G™, la muestra fue -
dividida en tres porciones (p4g. 24), con las que se ==
realizaron otras tantas variantes: Ay, By C, siendo ==«
esta dltima, igual a la variante I11I-C, la que se em= =
ple6 como testigo positivo, ya que aparentemente, mos

tré unibn covalenle eulre el FPS G~ y la BSA (fig. 20).

En este procedimiento (30 mg de FPS G~), después de -
una serie de pasos y como resultado de la centrifuga==
ci6n se obtuvo un precipitado (PP} y un sobrenadante =
(SN), a ambos se les practicé la reacci6n a la Antrona

y la de Folin.

Antrona Folin

an +++ + + ++
+
IR T vt b =

La IDR e IEF son negativas en ambos casos, para anti
FPS G™, mientras que s6lo el pp fue pp fue positivo =
frente a suero anti BSA en IDR; el sn resulta positivo =

para el mismo antisuero tanto en IDR como en IEF (figs.

22, 23 y 24).

En este caso, a una alicuota (30 mg) del polisacdrido =
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activado, se le agregé BSA disuelta en agua destilda,
y se dializ6 contra PBS 0,017 moles/litro pH 7.4, se
liofiliz6 y coloc6 en IDR e IEF, asf como también una

curva de precipitacién cuantitativa.

La figura 25, muestra (en IDR) que el liofilizado s6lo
es positivo para anti BSA, cosa que sucede igualmen=
te en la IEF, sin embargo, en esta dltima (fige 26)y =
se pueden observar perfectamente dos arcos de preci=
pitaci6n, cuyas velocidades de corrimiento son dife==«
rentes, el mds cercano al dnodo (+), corresponde a =
BSA, mientras que el de corrimiento méds lento (cerca
no al cdtodo = ), corresponde probablemente a BSA ==

unido al FPS G~

Las curvas. de precipitacién cuantitativa, con suero ==
anti FPS y BSA, nos muestran que ambos sueros inmu=

nes reaccionan con el producto (fige 27)e

Ante estos datos, podemos sefialar que por el procedi=
miento B, aparentemente, hay cierta reactividad, entre FPS y
BSA, siendo demostrado por la IEF (fige 26), sin embargo, las

CPC, si bien nos muestran la presencia de ambos antfgenos, no
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podemos descartar la posibilidad de que se trate de una mezcla
de los dos productos reactivos (FPS y BSA), sin ninguna inter =
acci6én quimica entre ellos, ya que no se hizo cromatograffa de

separacién en columna.

C). Se obtuvieron los mismos resultados que con el proce=

dimiento II1I-C,

4, Activacién de FPS _ con m=-peryodato de sodio y acoplamien

to a BSA.

I,=- La inmunoelectroforesis e inmunodifusién fueron nega-=

tivas (no se fotografiaron las placas).

1.~ Los resultados de la cinética efectuada en este inciso =
(pdg. 26), observados a través de la IDR (figs.28 y 29)
e IEF (fig. 30), fueron totalmpnté negativos frente a =
los dos sueros estudiados, por lo que se interfiere que,
por medio de esta reaccién se destruyen los determinan
tes antigénicos del polisacdrido G~ y sero=-albdmina ==

bovina,.

5. Activacién de FPS G~ y acoplamiento a BSA a través de diazoa

cidun,

La IEF, IDR y la CPC hechas entre los productos de ==



t1q9.27
CURVA DE PRECIPITACION CUANTITATIVA

0.7
D.O.
500nm. Ag: Muestra 3'I¥ ‘B
06.
L]
+ Ac; suero de conejo anti BSA
0.5.
AN U R S Ll A Ol e T TR e Ac anti FPS G-
04.
L]
0.3- o
(Y
i s
g
02 ' \\
. o .' :
ol .\
i .
i .
0. -||! KN ¢
i 5
i
H
.i .‘—.
-’ ————————————————————————— L]
12 5 10 20 50 70 100
Mg /ml. de Ag




= 53~

los tres ensayos (pdgs. 26 y 27), y los sueros anti FPS G-y -

anti sero albdmina bovina fueron negativos.
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DISCUSION



El acoplamiento de polisacdridos a un aminodcido o a =
una protefna, resultaba aparentemente muy sencillo pues exis=-=
tfan antecedentes de reacciones similares con otros polisacdri=
dos. Ante estos hechos, los primeros intentos de acoplamiento -
de los FPS G* y FPS G~ a lisina, por medio de la reaccién con
m-peryodato de sodio (20) y bromuro de cianégeno (21), respec-
tivamepte, se realizaron con la certeza de que era un procedi=-=
miento gque no presentaba problema alguno, por lo que no se efec
tu6 ninguna prueba para demostrar dicho acoplamiento, de esta
manera se prosigui6 con el siguiente paso, o sea, tratar de ==
unir el compuesto (polisacdrido lisina) a Sepharosa 4B activa~
da con BrCN y formar asi el primer inmunoadsorbente, gque nos
permitiera separar los anticuerpos especificos dirigidos contra
el polisacdrido, del suero de conejo anti FPS G+ o G-. Los an
ticuerpos retenidos en la columqa, se separaron de ésta, por =
cambios de pH y molaridad, por medio de soluciones regulado--

ras, cldsicas para este efecto (Gli-HCI 0,2 moles/litro pH 2.8).

Una vez separados estos anticuerpos, pensamos que no
debe existir ningdn problema para unirlos directamente a Se-=
pharosa 4B (16), debido a que es una técnica usada en inmuno--

qufmica prédcticamente como rutina, coun este segundo inmunoad



"sorbente se planeaba iniciar la separacién de determinantes an
tigénicos especificos de los polisacdridos y asf evitar la ruti=--
na 1a;'ga y tediosa que se tiene que seguir actualme‘nte para po-
der determinar lIa estructura quimica y biol6gica de unidades -

de repetici6én de polisacdridos (en nuestro caso), derivados de

Salmonella,

Nuestros primeros ensayos con el inmunoadbosrbente
vistos a través dei perfil cromatogrdfico (figs. 3, 4y 6), re~=
sultaron satisfactorios, pues obtuvimos una fracci6én aparente=
mente no especffica, la cual salla en la elucién de PBS; mien=-
tras que en la elucién con Gli-HC1, se obtuvo la fracci6én con =

aparente especificidad.

Al neutralizar, councentrar y resuspender este produc-
to en soluci6én salina isot6énica (supuestamente anticuerpos espe

cfficos vs el polisacédrido), observamos:

a) El rendimiento, medido por concentracién protéica era
muy bajo;

b) A1l tratar de hacerlo reaccionar por medio de técnias =
inmunolégicas (IDR, IEF, CPC), en presencia de sus =

antfgenos polisacaridicos, los resultados en todos los
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casos fueron negativos; dicho de otra manera los su- =
puestos anticuerpos especfficos retenidos en la colum=

na, no reaccionaron con antfgenos homoélogose.

Ante este primer fracaso, pensamos que lo mds Gtil o=
serfa revisar cada uno de los pasos realizados en las reaccio=-
nes precedentes y, en particular, demostrar en primer lugar, =
por medios quimicos e inmunolégicos, si en realidad hubo wun =
primer acoplamiento entre el polisacdrido y el aminodcido o la
protefuna que nos servirfa de puente para unirlos a la Sepharosa

4B,

Para estos experimentos, se emple6 sero-albdmina bo=
vina, en sustitucién de la lisina y fueron introducidas una serie
de variaciones a los métodos ya empleados, ademéds se intenté =

|
un nuevo método: la diazoacibn,

La activacién de FPS G c\on BrCN y su acoplamiento
a BSA dieron resultados que se prestan a discusién, asf como a
interpretaciones, que se pueden obtener por inferencia al rela=

cionar la estructura quimica del polisacdrido y su comportamien

to ante las pruebas que fueron realizadas,

En su primer intento de dar una hip6tesis consistente,
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vamos a hacer un repaso somero acerca de la estructura quimi=

ca y comportamiento inmunolégico del FPS G .

La probable estructura quimica asf como su comporta=
miento inmunolégico, se basan en los resultados obtenidos por =
A, Isibasi, presentados como tésis para obtener el grado de ==

Doctor en Ciencias (Inmunologla).

La unidad qufmica de repetici6an del FPS G , es proba-

blemente:

2-Gal-1,3,-N ac Glc NH,-1,3-N ac Gal NH2-1,2-Fuc
651

Gle

Serol6gicamente pertenece al grupo G de la clasifica- -
ci6én de Kauffman y White, tiene los determinantes antigénicos -~

‘ot 1, 13,23,36 y 37. Los factores 1,37, aparecen después de =~

la lisogenizaci6én de la bacteria Salmonella durham salvaje (no-=

convertida, factores 'O! 13,23,36) por el fago 1,37.

Este poliSacarido es conocido es conocido con certeza -

en su determinante 'O' 1, el que estd counstitufdo por:

Glc-1,6-N ac Gal NH,
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que corresponde al mismo factor 1 de FPS R (Salmonella -

johaneshurg (6) pero que difiere al factor 'O' 1 de otras salmo=

nelas: seftenberg (24), paratyphi (25), typhi (26) y zlrich (27) =

que es:
Glc-1,6-Gal NH,

La activaci6én del FPS G con BrON y el acoplamiento
(
posterior a BSA, hacen suponer por los resultados obteunidos, ==

que el fen6meno se realiza (fige 10).

Cabe hacer resaltar que por medio de esta reacci6n la
BSA sufre cambios tan importantes en su estructura quimica, ==
que de cierta manera la desnaturaliza, a tal grado que en pre==

sencia del suero anti BSA nativa (figs. 8 ¥ 9)e
N

Esta desnaturalizacibén no es ningdn inconveniente, ya =
que s6lo nos interesa la BSA como ligando intermediario entre =
Sepharosa 4B y polisacédrido, del cual si es importante mantener

intactos los determinantes antigénicos.,

Todo estarfa perfecto a no ser por el hecho de que si =
bien el antisuero anti FPS G*, continda reaccionando en IDR ==~

contra este mismo antigeno modificado por el tratamiento de =
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BrCN; en la IEF (fig. 8) permanece su arco de precipitacién, -
en el mismo sitio, que el polisacdrido no modificado y no se =~

revela algdn otro arco ante el suero de conejo anti FPS.

Si desde el punto de vista inmanol6gico, a través de ==
ia prueba de IEF no podemos asegurar que hubo un verdadero =
acoplamiento, entre BSA y polisacédrido, desde el punto de vis-

§
ta quimico, podrfamos hacer especulaciones en el sentido de ==
gque, al pasar el polisacdrido tratado BSA en columna de Sepha
dex G=100, obtenemos 3 picos (fig. 7) lo que nos haria suponer -
gque se han separado tres especies moleculares diferentes, en las
que, probablemente, la primera podrfa corresponder a estas dos
macromoléculas unidas, las cuales saldrfan en el volumen de ex
clusi6n, por efecto de su peso molecular méds elevado en compa-
raci6n con el de cada molécula por separado; aparentemente es~
to es real, pues el primer pico de las lecutras del polisacdrido

a través de la antrona, corresponden a un cierto aumento, eun las

lecturas para protefnas.

Posteriormente, las lecturas para proteina, descien==-
den prdcticamente a cero y vuelven a ascender en el mismo si=

tio del tercer pico revelado por la antrona, sin embargo, cabe
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sefialar perfectamente, que las lecturas para protefunas se en- -
cuentran dentro de un rango muy bajo, del orden de 0.050 a 0,060
de absorbancia y que ademéds, la presencia de Jos tres picos re-
velados a la antrona (polisacdridos), no es nada nuevo, ya que =
se sabe perfectamente que el FPS G* , es una molécula muy he-

terogénea en cuanto a peso molecular (fig. 31),

El dnico argumento méds o menos vdlido que nos queda, =

es el de que al preparar el inmunoadsorbente (pico I del FPS G
BSA) obtenemos a la elucib6n (fig. 10) con Gli=HCI un grupo de
protefnas derivadas del suero de conejo anti FPS G , que se =~
han unido especificamente y que pueden ser anticuerpos. La can
tidad obtenida de estos supuestos anticuerpos, es tan pequefia =
en relaci6n a lo que no se une (elufdo de PBS), que una vez que
se han dializado con entrado y resuspendido en solucién salina -

isoténica, no reacciona contra 10 gque se supone su Ag homé6logo.

\

Eu fin, podemos sefialar que hay ciertas evidencias de =
este acoplamiento, que la reaccién no destruye los determinan ==
tes antigénicos del polisacdrido pero que por alguna raz6n desco
nocida, si bien hay un atrapamiento de moléculas especificas ==~
por medio del inmunoadsorbente, 6stas en el proceso de purifi=«

caci6un, sufren alguna alteraci6n, que Ias hace perder su reacti=
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vidad antigénica.,

Los siguientes tres experimentos de activaci6én de po=
lisacdridos con BrCN, se realizaron con FPS G™, cuya proba=--

ble estructura quimica es la siguiente:
2-~Gal=1,3=N ac Gle NH21,3- N ac Gal NHg =-1,2- Fuc

Sus determinantes antigénicos 'O' de acuerdo a la clasificacib6n
de Kauffman y White son 13,23,36; no se conoce la estructura =
de ninguno de ellos, ésto es, se sabe su probable unidad quimi=~

ca de repetici6én pero no su unidad quimica biolé6gica,
\

De las variedades técnicas restantes, se hicieron (II,
IIT y IV) incluyen todas las modificaciones de cada una de ellas
(A, B, C), en apariencia, hubo resultados relativamente satis=

factorios en las variantes III. A (pico I) y C. Asf como IV,.B,

Sin embargo distan de ser concluyentes, En el primer
caso (fig. 13), desde el punto de vista quimico, es posible se~-
parar dos grupos moleculares y en uno de ellos, el primero ==
llamado pico I, coin,ciden las lecturas tanto a la antrona para =
azdcares, como al reactivo de Folin para protefnas, sin embar

go, en este procedimiento al igual que en el IV,B, la Inmuno--



electroforesis nos demuestra que si hay una migracién distinta
la seroalbdmina bovina y el polisacdrido de Freeman, probablg
mente unidas y la seroalbdmina bovina nativa ante el suero an-
ti seroalbdmina bovina (fig. 20 y 26), pero al contrario de lo
ocurrido con el polisacdrido de Freeman cepa convertida por =
el fago 1-37, en este caso, nunca hubo reactividad ni a la in=-=
munodifusién radial, ni a la inmunoelectroforesis con el suero
de conejo anti polisacdrido de Freeman cepa salvaje, frente a

su antfgeno homélogo.

Estamos ante el hecho de que el acoplamiento puede ==
ser factible en forma méds segura con el polisacdrido de Free=--
man cepa salvaje, pero también nos encontramos que lo que nos
interesa (el polisacdrido), durante la manipulacién para obte==
ner su reactividad pierde su antigenicidad frente a su suero ==

homélogo.

Las técnicas de activacién del polisacérido de Free--
man, con m=peryodato y diazotizacién, para unirlo a la sero=-=
albdmina bovina, aparentemente en nuestro trabajo experimen-=

tal, no muestra resultado positivo alguno.
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El acoplamiento de estos dos polisacdridos a una pro-.-
tefna, no es tan sencillo como lo relatan las técnicas cldsicas -
para este procedimiento; personalmente me inclino a pensar ==
que en nuestro caso, los polisacdridos que se tomaron como mQ
delo para realizar este tipo de reacciones, tienen algunas ca=--
racterfsticas propias, que no les permiten llevar a cabo una ==~
reacci6n de acoplamiento tan fdcilmente, Hasta la actualidad, =
los estudios de acoplamiento de polisacédridos con proteinas se
habfan llevado a cabo con polisacdridos provenientes principals=
mente de neumococo (28) que en general tienen una unidad de re
petici6én qufmica méds sencilla (2 a 3 azfcares) y que uno de ==
ellos tiene generalmente un radical dcido muy reactivo; sin em
bargo, en el laboratorio donde fue realizado este trabajo, el ==

polisacdrido de Freeman derivado de Salmonella typhi (29), a ==

pesar de tener una unidad quimica relativamente complicada,

Tiv D-Glc
1-3 1-86

-2-D Man=(1-4) L-Ram=(1-3) =D~ Gal (1~

por el simple método de activacién con BrCN, fue posible aco==

plarse, tirosina a través de un derivado de Ia misma (tiramina),

En nuestro caso no se efectué esta técnica, pues el gru



po reactivo de la tiramina que se une al polisacdrido (29) es =
uno solo, por lo que queda bloqueado y sin otro grupo reactivo
con el cual reaccione la Sepharosa 4B y establecer de este mo-

do el puente ésta dltima y el polisacdrido.

Probablemente la configuracién de los dos polisacdri-
dos, tenga mucha importauncia en su reactividad inmunolégica, =
pues mientras que en el polisacdrido cepa convertida por el fa=
go 1=37, hay una glucosa lateral, la que le confiere cierta es==
tabilidad cuando se activa y acopla a la seroalbdmina bovina y =
permite que continde reaccionando con sSu suero homélogo, el ==
polisacdrido cepa salvaje, al faltarle esa glucosa lateral, las =
condiciones tanalcalinas (pH 11,12) en las que se trabaja, hagan
que la fucosa (6~desoxi-D=-Gal) que es tan sensible a pH muy ele
vado, sea en alguna forma modificada o destrufda, por lo que la
configuracién de la unidad de repeticién del polisacédrido, pier-

da toda reactividad inmunolbgica.

Creemos que este tema debe ser estudiado con més pro
fundidad, ya sea haciendo méds experimentos, O tratando de re==
petir los mismos, pero con oftros polisacdridos derivados de ==

otras Salmonellas,
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F PS

G*
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IDR
IEF
C PC
IAD
Gal
Glc
GlcNH,
GalNH,
Fuc

N ac

Polisacdrido de Freeman,

cepa convertida por el fago 1-37
cepa salvaie

seroalbﬂmi}na bovina
Inmunodifusi6én radial
inmunoelectroforesis

Curva de precipitaci6én cuantitativa
Inmunoadsorbent'e
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Glucosa

Glucosamina
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Radical N=acetilo
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