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RESUMEN

Con el fin de determinar una respuesta de fase aguda, expresada como
aumento de proteina C-reactiva (CRP), se midieron los niveles séricos de esta
Proteina, en varios lotes de ratones de la cepa Balb/c, infectados
experimentalmente con la bacteria Staphylococcus aureus cepa Cowan |,

La concentracién de CRP se midié con un ensayo de ELISA especifico
para CRP. En todos los ratones inoculados con S.aureus se encontré un
incremento de 7 a 8 veces en la concentracion sérica de CRP sobre los niveles
normales (en ratones no infectados), del 2° al 3° dia postinfeccién. A pesar de los
titulos elevados de anticuerpos y de la persistencia bacteriana de S. aureus, los
niveles séricos de CRP empiezan a declinar gradualmente.

La concentracién de CRP en ratones no infectados se mantuvo dentro del
rango normal durante el periodo experimental. Los ratones infectados presentan
concentraciones maximas de 0.9993 a 1.083 pg/ml. El establecer los niveles
séricos de CRP quiza ayude a definir la severidad de un dafo inflamatorio en
animales infectados destinados a laboratorios experimentales y estableceria las
bases de un modelo animal de experimentacion para estudios in vivo de la

Proteina C-reactiva.



INTRODUCCION

Los agentes infecciosos como bacterias, virus, hongos y parasitos potencialmente
patégenos son capaces de activar mecanismos inmunolégicos tanto celulares como
humorales'. Entre las bacterias, un grupo de gran interés son las pidgenas, cuya
importancia radica en que son los principales agentes causales de infecciones. El
sistema inmune juega un papel fundamental en los procesos para el reconocimiento,
ataque y eliminacion de los agentes infecciosos.

La respuesta inmune comprende mecanismos especificos e inespecificos que
hacen frente a la presencia de un agente infeccioso. Los mecanismos especificos, como
son los anticuerpos y las células T, estdn dirigidos en contra de antigenos o agentes
infecciosos bien definidos.

Los anticuerpos presentan dos caracteristicas de mucha utilidad. Primero, son
extremadamente especificos, esto es, los anticuerpos se unen y destruyen a un
antigeno determinado. Segundo, algunos anticuerpos, desde que son activados por un
agente patdégeno que entra al organismo, le confieren resistencia al organismo al
estimular la produccion de estas moléculas especificas; dos ejemplos son las respuestas
inmunes contra la varicela infantil y sarampién. Es precisamente la especificidad de los
anticuerpos que avalan a la tecnologia de los anticuerpos monoclonales (mAb). No sdlo
pueden utilizarse para proteger de enfermedades, como lo es en terapias especiales,
sino que también se utlizan para el diagnéstico de una amplia variedad de
enfermedades, en la deteccién de drogas, productos bacterianos y virales, ademas de
otras substancias que no se presentan normalmente en la sangre de un organismo.

La especificidad definida de los mAb permite estudiar funciones de
macromoléculas y células, por ejemplo antigenos de superficie y receptores que al ser
blogueados por anticuerpos especificos pueden definir funciones celulares.

Es por ello que esta tecnologia ofrece un enorme potencial para investigacion
basica y aplicada en biologias‘.

Retomando los mecanismos que participan en la inmunidad, la via que
complementa la respuesta inmune es la que involucra a los mecanismos inespecificos

que incluyen: 1) células fagociticas mononucleares y polimorfonucleares (PMN) que
reconocen, adhieren, ingieren y destruyen a bacterias patégenas y 2) proteinas séricas
y fluidos extracelulares conocidos como opsoninas“ %4 que se adhieren a las superficies
de bacterias y en algunos casos las lisan directamente. Las opsoninas son moléculas de
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naturaleza proteinica que se unen a la superficie de microorganismos patégenos, en
donde se da un reconocimiento especifico para que inicie el proceso de ingestion
bacteriana. En el suero, las opsoninas mas importantes son los anticuerpos anti-
bacteriales y las proteinas del sistema de Complemento (C’). Otras proteinas séricas que
actian como opsoninas, bajo ciertas circunstancias, incluyen a la fibronectina (Fn),
Componente P de Suero Amiloide (SAP) y a la Proteina C-reactiva (CRP).

Como resultado de la activacion del sistema de C’, se amplifica el proceso de
fagocitosis del agente infeccioso. Dentro de la cascada del sistema de C’ se llega a
activar al complejo de ataque a membrana (MAC), el cual lisa a la bacteria. Asi mismo,
endotoxinas de origen bacteriano, estimulan a los macréfagos para la produccion de
citocinas, estas ultimas regulan la respuesta inflamatoria y la actividad de otros tipos
celulares como a las células endoteliales.

Dentro de la gran cantidad de citocinas se encuentran el Factor de Necrosis
Tumoral a1 (TNFa), Interleucina 1 (IL1), Interleucina 6 (IL6) y las citocinas de bajo peso
molecular como la familia de la Interleucina 8 (IL8). Las principales funciones fisiologicas
de las citocinas derivadas de macréfagos son: estimular la inflamacion inespecifica y
amplificar la activacién de linfocitos especificos iniciada por antigenos bacterianos. Las
citocinas inducen la adhesién de neutrdfilos y de monocitos al endotelio vascular en el
sitio de infeccion. Después de la adhesién vascular se presenta la migracion,
acumulacion local y la activacion de las células inflamatorias. Estas citocinas también
inducen fiebre y estimulan la sintesis de las Proteinas de Fase Aguda®, dos respuestas
cuyos papeles fisiolégicos alin no son bien conocidos. A su vez las citocinas funcionan
como coestimuladores de los linfocitos T y B, lo que amplifica la respuesta inmune
especifica. Como consecuencia a una respuesta

inflamatoria contra endotoxinas bacteriales también se activan mecanismos alternos

como es la respuesta de fase aguda®*°.



ANTECEDENTES GENERALES
RESPUESTA DE FASE AGUDA Y PROTEINA C-REACTIVA (CRP)

El término Respuesta de Fase Aguda se refiere a un cambio en la concentracién
normal de algunas proteinas plasmaticas. Dentro del grupo de proteinas de “fase aguda”
se encuentra la Proteina C-reactiva de humano (CRPh). Esta proteina fue descubierta
por Tillet y Francis* en 1930 quienes la describieron como precipitina del polisacarido C
de Pneumococco. Se encontrd solo en suero de fase aguda, por lo que la CRP se le
conocié como “Proteina de Fase Aguda”. Ensayos especificos posteriores demostraron
que las concentraciones de otras proteinas también se incrementaban en el suero de
fase aguda por lo que hoy se les conoce como “Proteinas de Fase Aguda”®. La CRPh es
la proteina de fase aguda caracteristica en humanos, dado que sus concentraciones
plasmaticas llegan a incrementarse varios cientos de veces. La CRPh se clasifica como
una pentraxina sobre la base de su estructura y sus uniones especificas dependientes de
la concentracién de calcio®. Los integrantes de la familia de las pentraxinas conservan
buena parte de su estructura y reactividades de unién. Todas las pentraxinas consisten
de subunidades polipeptidicas de cadena sencilla con un arreglo ciclico pentagonal
simétrico, raramente hexagonal (identificada por microscopia electrénica) se unen a
iones Ca™ indispensables para desplegar sus actividades de unién-ligando. Los
miembros de las CRP-like se unen a moléculas de fosforilcolina, mientras que las SAP-
like se unen a residuos de carbohidratos. No todos los miembros de las pentraxinas son
proteinas de fase aguda. Por ejemplo, en humanos, la CRP es una proteina de fase
aguda y SAP no lo es; mientras que en el ratén SAP es una proteina de fase aguda
mientras que la CRP de ratén es una proteina de fase aguda moderado. Estudios sobre
la estructura primaria de pentraxinas correspondientes a distintas especies indican un
rango de 50 a 75% de similitud ?

ORIGEN CELULAR DE CRP



Hurlimann, y col® en 1966, demostré la primera evidencia sobre el sitio de sintesis
de CRP, la cual se produce en el higado. No existe evidencia de que en otro tipo celular
se sintetice. La CRP de conejo se relaciona estrechamente a la de humano en cuanto a
su estructura y funcién como proteina de fase aguda ademas casi todos los trabajos
experimentales sobre induccién, sintesis y expresion de CRP se ha realizado en conejos;
aunque Kuta y Baum® en 1986 demostraron que una subserie de linfocitos periféricos
(no tipificados) tienen la capacidad de sintetizar CRP.

ESTRUCTURA DE LA PROTEINA C-REACTIVA DE HUMANO.

La CRP esta compuesta de cinco subunidades idénticas, enlazadas por uniones
no covalentes'®, exhibe una apariencia pentagonal plana observada por microscopia
electrénica. El peso molecular que se ha calculado para CRP es de 118,000 para la
forma pentamérica nativa'’, (sobre la base de estudios de sedimentacion al equilibrio).
La estructura primaria de CRP fue determinada por secuencia de aminoacidos'?,
subsecuentemente confirmada y corregida al secuenciar el ¢cDNA y sus clonas
gendémicas'®. Cada subunidad consiste de 206 residuos de amino4cidos y se calcula un
peso molecular de 23,017".Un puente disulfuro une a dos cisteinas de las posiciones 36
y 97"2. No existe en su secuencia de aminoacidos sitios potenciales para N-glicosilacion
asi como tampoco presenta moléculas de carbohidratos. Dentro de la secuencia de
aminoacidos de CRP se han detectado sitios homélogos que se comparten con otras
proteinas, por ejemplo proteinas de mieloma que se unen a Fosfocolina (Pch),
calmodulina, tuftsina e histonas (Tabla 1). Estudios de dicroismo circular demuestran que
CRP posee una estructura a hélice (34%) y B plegada (45%). Dos formas cristalinas de
la CRP humana son obtenidas a partir de 2-metil-2-4-pentanediol, ambas con forma
tetragonal'. Pero son los estudios de funcién rotacional las que confirman la estructura
pentamérica de la CRPh'®,



CRP REGION HOMOLOGA EN OTRAS PROTEINAS SIGNIFICADO
39-FYTE 39-FYME (peptido de la proteina Se une a Pch
de mieloma, MoPC 603)
138-EQDSFGGNFE Secuencia concenso para la UniéndeCa **
unién de Ca ** en calmodulina y
moléculas relacionadas.
27-TKPL Tuftsina (TKPR) Estimulacién
de fagocitosis
113-GKPR GKKRSK en histona H2B GKKRSK, Localizacidén
200-TKPQ PKKKRK en el antigeno T de SV40, nuclear
VTKKRK en laminina A,

118 -RKSLKK AAKRVK en ¢c-Myc humano .

Tabla 1.- Proteinas con sitios homdélogos a la tuftsina

FUNCIONES DE LA CRP HUMANA.
A. PROPIEDADES DE UNION-LIGANDO

1. Afinidad por Calcio y Fosforilcolina (Pch).

La primera reactividad descrita para la CRP fue para el polisacarido C de la pared
celular de Pneumococco (PnC)*. La reaccion de precipitacién de la CRP y PnC requiere
de la presencia de iones calcio®. La CRP se une a iones calcio con una constante de
afinidad de 1.3 X 10 M '®. Mediante estudios de dialisis al equilibrio Kinoshita y col. En
1989 muestran una Ks= 6 X 10®° M para la unién de Ca™* a la CRP y una valencia de 2
por subunidad de CRP". La afinidad del i6n calcio por CRP induce cambios alostéricos
en la misma, esto estd demostrado por las alteraciones en la region aromatica
detectadas en el espectro de la molécula por dicroismo circular'. Una region altamente
conservada en la secuencia de aminodcidos de todas las pentraxinas correspondiente a
++ 18

los residuos 138-147 de la CRP humana se propone como el sitio de union de Ca

Esta regién es homdloga a los residuos de union de Ca™ en Calmodulina y fibrindgeno's



Tanto Gotshlich y Edelman y Tomazz, en 1967 realizaron estudios sobre la estructura
del PnC y demostraron que por la naturaleza acida de los constituyentes de la pared
celular, de los grupos fosfato sobre PnC, son las principales moléculas reconocidas por
CRP'™ ' Se conocen variantes de grupos fosfato monoéster que se unen a la CRP con
una constante de afinidad de 2 a 3 x 10™* M y una valencia de 1 por subunidad'®. Mas
tarde Volanakis y Kaplan en 1971 demostraron que la Pch es el inhibidor mas potente
de la reaccion de precipitacion de CRP-PnC en comparacién con los otros grupos fosfato
monoester, con lo cual se propuso que los residuos de Pch sobre PnC son los
principales grupos determinantes de unién de la CRP?. Kaplan y Volanakis (1974),
Baldo, B.A. y col. (1977) y Lofstrom, G. (1944) describen la union especifica de la CRP
por Pch utilizando emulsiones que contienen fosfatidilcolina

y otros polisacdridos tanto capsulares como de pared celular que presentan Pch?"%,

Experimentos de didlisis al equilibrio realizados en 1978 por Anderson, J.K.
concluyen que en presencia de Ca™, la CRP se une a Pch con una constante de
asociacion de 1.6 x 10° M y una valencia de 1 por subunidad no covalente®. Otras
actividades de unién ligando para la CRP estén referidas principalmente a moléculas
relacionadas con la fosforilcolina. Pruebas de precipitaciéon cuantitativa, realizadas por
Oliveira, E.B. y col. en 1980, usando Pch y fosforiletanclamina substituida con
albumina sérica bovina, y ensayos de inhibicién de haptenos proponen que el sitio de
unién en la CRP consiste de un locus primario para la unién de grupos fosforil
(anionicos) y un segundo locus para la union del grupo colina (catiénico)zs. La
naturaleza bivalente del sitio de unién en la CRP para Pch fue confirmada al utilizar
monoésteres de fosfato, derivados de colina y dipéptidos como inhibidores del sitio de
unién de la CRP para Pch substituida con hemocianina de Limulus (KLH}”.
Determinante(s) antigénico(s) de la CRP dan reaccién cruzada con determinantes
idiotipicos T15 de una proteina de mieloma que se une a Pch®*®%. En dichos
experimentos se destaca que el tetrapéptido 39-FYTE de la CRP es parte del sitio de
unién para Pch y ademas es homologo a la secuencia 32-FYME de las proteinas de
mieloma las cuales poseen un sitioc de unién para Pch. Esta secuencia 32-FYME
presenta dos residuos antigénicos de union (Y33 y Ess) establecidos por cristalograﬁa”.
Sobre la base de secuencias de aminoacidos de CRP que pertenecen a varias
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especies, se propuso que la regién de unién para Pch esta en los residuos altamente
conservados (51-66); los residuos con carga positiva Lyssz Argss sin embargo, fueron
los que se unieron a los grupos fosfato y los residuos con carga negativa Aspeo y Glus,
se unieron a residuos de colina'®.

2.- AFINIDAD POR MATERIAL NUCLEAR

Robey y col. en 1984, describié que la CRP se une a cromatina y fragmentos de
cromatina, en presencia de Ca™ y no es inhibido por la presencia Pch. Los pentameros
de la CRP se unen a la cromatina (Ky= 8 x 107 M) con una relacion estequiometrica de
aproximadamente un sitio de unién de CRP por cada 160 pares de bases de ADN en
cromatina®®. Las funciones de la CRP se relacionan con la activacion o no activacién
del C'. Los complejos CRP-cromatina activan a C’, esto ultimo sugiere que este
reactante de fase aguda estd involucrado en la “limpieza” de material nuclear,
especialmente como un mediador para remover ADN nuclear dependiente de C' y que
la remocién subsecuente de la cromatina se efectia por fagocitosis®®. La alteracion
estructural de la cromatina se manifiesta por la unién de la CRP al nucleo, lo cual
amplifica la actividad enzimatica de la nucleasa micrococal. Por lo tanto, si se llega a
una saturaciéon en la interaccion cromatina-CRP, se refleja en una supresion de la
transcripcion del ADN modificado®. Lo anterior se demostré con ensayos en fase
solida para determinar la afinidad de la CRP por histonas, dando como resultado que

se une s6lo a H1 y H2A pero no a H3 ni H4*°.,
3.- AFINIDAD POR OTROS LIGANDOS.

Higginbotham®' en 1970 reporté que la CRP reacciona con un polisacarido
capsular de una bacteria pneumococal tipo IV que no presenta Pch, aunque esta
reaccion es inhibida por Pch®. Otros ligandos reportados para CRP son agarosaea.
galactanos de Leishmania spp”, y materiales fﬂngicosss. Ciertos policationes, que
incluye a las aminas sulfatadas, polimeros de L-lisina, y proteinas catidnicas de
leucocitos igualmente muestran reaccion con la CRP*. DiCamelli y col., demostraron la

unién directa de la CRP a moléculas cationicas ricas en arginina y lisina no

dependiente de Ca™ y proponen que el sitio de union sobre la molécula de la CRP es
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distinto, pero quizas cercano al sitio de unién para PC¥". El uso de liposomas de varias
composiciones, demostro la unién de la CRP a la cabeza polar de PC de un grupo de
fosfolipidos®. Otras interacciones son con vesiculas unilaminares y liposomas
multilaminares de PC que requieran la presencia de Lisofosfatidilcolina (LPC) en la
bicapa artificial. Se descubrié que la unién se da de manera dependiente de Ca™ e
inhibida por PC*. Esto dltimo sugiere que se necesita que ocurra una alteracién en la
arquitectura normal de la bicapa lipidica para la interacciéon de la CRP con la cabeza
polar de PC*®,

La presencia de residuos de galactosa amplifica la interaccion de la CRP-PC*.
DeBeer y col®®. en 1982, reportaron que cuando la CRP se aplica sobre una fase
sélida, de manera selectiva se une a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y en
concentraciones traza de lipoproteinas de muy baja densidad en suero humano total.
Este fendmeno explicaria el significado en la limpieza y deposicién de LDL?. Salonen y
col*® en 1984 reportan que CRP se une a proteinas de matriz extracelular, como Fn.
Cada molécula de la CRP se une a 9 moléculas de Fn con una Kg= 1.47 x 107 M
estando Fn en una fase sélida*', o con una Kg= 1.5 X 10°® cuando CRP esta en una
fase solida®, Variantes de la CRP presentan diferentes afinidades por Fn. La variante
E42Q se une con mayor avidez a Fin que la variante wat rCRP ( 40-1)*2. Ambas
presentan una afinidad similar por ligandos que poseen Pch. Esto Ultimo sugiere que
los residuos E42Q estan involucrados en la interaccion con Fn pero no con Pch. Por
otra parte el dominio C-termial de Fn, en donde se incluye a las regiones de union
celular y unién a heparina, intervienen en la union a la CRP** %,

La interaccion CRP-Fn explicaria el porqué de la deposicién de la CRP en tejidos
danados involucrados en la formacion de la matriz extracelular necesaria para la

reparacion del tejido danado®® '

. La CRP tiene afinidad por una proteina localizada en
la membrana basal celular, la laminina que interactua dependiendo de la concentracion
de Ca™ *. Esta unién se satura a una proporcion molar de 4 CRP/laminina. Esta
interaccion estaria influyendo como un medio para la concentracion de CRP en sitios
de tejido dafado actuando como un ligando para leucocitos, un evento que repercutiria
en la eliminacién de tejido destruido y de restos celulares®. Esto sugiere que la CRP y

en especial péptidos derivados de la misma estén involucrados en la reparacion de



tejido dafiado al promover la sintesis de proteinas de matriz extracelular*®*'.

B. INTERACCIONES DE LA PROTEINA C-REACTIVA CON EL
SISTEMA DE COMPLEMENTO

La activacion del sistema de C' por parte de la CRPh se determiné al trabajar con
complejos CRP-PnC y CRP-emulsiones de lipidos (colesterol y PnC o esfingomielina) 2

La activacion del sistema de C’ por parte de la CRP se da por via clasica.

Posteriormente se reportd, que complejos de la CRP con una variedad de
policationes sintéticos y naturales asi como complejos de policationes-polianiones,
activan al sistema de C' 3 % * % | 5 interaccion CRP con liposomas con una carga
fuertemente positiva en la estructura de bicapa o CRP-liposomas que poseen LPC
pueden también activar al sistema de C' ** % “_ Al formar agregados inmunes CRP-PnC
se presentan como precipitados insolubles que pueden ser fragmentados por C. Los
componentes C3 se unen a CRP y a PnC durante la reaccion de solubilizacién’. Con el
componente C4 la CRP se une a la cadena o por enlaces covalentes®®. De esta manera
CRP activa la via clasica de C a partir de C3 convertasa. Se incluye en la activacion a
C3a y C4a, C4b, C3b y iC3b. Pero los complejos de CRP al parecer no tienen la
capacidad para promover la activaciéon de la enzima C5 convertasa*. Con lo anterior, los
complejos que forma CRP no generan al factor quimiotactico y por lo tanto al complejo

que lisa a la membrana celular (C5b-9).
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al complejo que lisa a la membrana celular (C5b-9).
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ANTECEDENTES PARTICULARES

Mold, y col. en 1982%  indica que CRP se une a S. pneumoniae via
determinantes de Pch principalmente, mientras que la unién a S. anginosus-constellatus
puede ser inhibida por Pch o galactosa. Al utilizar CRP radiomarcada demuestran la
afinidad por todas las cepas aisladas de S. pneumoniae, varios estreptococos de la
especie viridens, establecen la poca o nula afinidad por bacterias gramnegativas y otros
grampositivos ensayados y a un sélo aislado de S. aureus. En el modelo experimental
descrito por Noble en 1965, utiliza ratones que al inyectarles subcutaneamente
estafilococos mezclados con polvo de algodén presentan un proceso dermonecrético
agudo. Dado que este modelo animal es empleado ampliamente en experimentos
sobre inmunidad contra estafilococos y con base en los antecedentes de las
caracteristicas de la CRP en este trabajo usamos la tecnologia de hibridomas para la
produccién de mAb contra la proteina C reactiva humana®* y con ellos evaluar los
niveles de este reactante de fase aguda en ratones de la cepa Balb/c, posterior a una
infeccion experimental por S. aureus cepa Cowan |. La finalidad de evaluar CRP en
ratones Balb/c es un aspecto que seria importante, para establecer un posible marcador
de dafo, posterior a un proceso infeccioso experimental. Existe una gran variedad de
microorganismos potencialmente virulentos que inducen una respuesta inflamatoria
aguda, tal es el caso de Staphylococcus aureus. Los dos primeros estudios que reportan
la unién de CRP con bacterias establecen que es limitado a unos cuantos géneros.
Patterson y Higgitbotham en 1965% destacan que al CRP de ratén aglutina a
Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae (o y p hemolitico) mientras que
con otras especies como Bacillus subtillus y Escherichia coli no intreaccionan con CRP,
por lo que los autores sugieren una reactividad de CRP por bacterias grampositivas.
Kindmark describe en 1972 la unién a CRP de acuerdo a la capacidad selectiva de la
bacteria y reporta que CRP se une de manera sustancial a Streptococcus pneumoniae, y

cantidades menores se unen a E.coli.
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Ademas debemos destacar que en los laboratorios dedicados a la produccién de
anticuerpos, las pruebas de control que evalien el estado inmunoldgico de los animales
experimentales serian importantes para optimizar la respuesta inmunolégica y evitar al

maximo la produccién de anticuerpos inespecificos "
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de la CRP con mAb, en la cepa de ratones Balb/c, como un

indicador de infeccidn aguda inespecifica.

OBJETIVOS PARTICULARES
- Obtener mAb contra Proteina C-Reactiva (<CRP)

- Evaluar los niveles de CRP en ratones infectados experimentalmente con
Staphylococcus aureus, utilizando mAb.

- Correlacionar la respuesta inmune especifica anti-antigeno bacterianos
(Staphylococcus aureus cepa Cowan |) con los niveles de la CRP.

13



Falta pagina

ne 44



METODOLOGIA

1.- Cultivo de células de mieloma.

La linea celular empleada en este trabajo esta catalogada por Kearney,J.F. et al
(1979) cbmo P3/X63 -Ag8 -6. 5. 3. Fv. Los cultivos se crecieron en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) con un suplemento de Suero Fetal Bovino(SFB)
Hyclone, penicilina (10%, 100Ul/ml) y estreptomicina (100pg/ml) y se mantuvieron a 37
°C y 5% de Bidxido de Carbono(COs). Previo a la fusién celular estas células se
trataron con B-azaguanina (10‘4 M). La fusién celular se efectio con células de
mieloma en fase logaritmica, utilizando una proporcién de 10° células de bazo por 5 x
107 células de mieloma®***%2 A menos que se especifique lo contrario todos los
reactivos que se usaron en este proyecto fueron de grado reactivo de la marca Sigma

Chemical.

2.- Inmunizacién de Animales®.
Inmunizacion de ratones Balb/c para la obtencion de anticuerpos monoclonales anti-CRP.

Se emplearon ratones machos de la cepa Balb/c de 6-8 semanas de edad, los
cuales se sangraron previo a la inmunizacién. El antigeno empleado fue la Proteina C-
reactiva de fluido ascitico humano (CRPh). Se utilizé para cada raton 25
microgramos(pg) de proteina disuelta en Adjuvante Completo de Freund's (ACF)
(Sigma Chemical) y para las subsecuentes inmunizaciones se disolvi6 con un
precipitado de aluminio (Al3OH). Todas las inmunizaciones se aplicaron por via
intraperitoneal (i.p.). Los ratones se sangraron al 4 dia después de la tercera
inmunizacion. Se determind el titulo de respuesta de anticuerpos anti-CRP(«CRP)
mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

De los sueros que resultaron positivos contra la proteina C-reactiva se
seleccion6 aquel cuyo titulo, por dilucion seriada, resultdé superior a 1:16,000 (ver
Figura 1). Cuatro dias antes de la fusion celular, los ratones se inmunizaron con la

misma concentracion de proteina utilizada anteriormente.
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Inoculacion de ratones Balb/c con bacterias para provocar un daio agudo.

Se usaron ratones de la cepa Balb/c de 6-8 semanas de edad. Los ratones se
sangraron previo a la inmunizacién para obtener sueros preinmunes. El Antigeno que
se uso, fue la bacteria S. aureus cepa Cowan ATCC 12598, disuelta en PBS estéril.

3.- Cuantificaciéon de Proteinas

La concentracion de proteinas de las muestras ocupadas en los ensayos se
determiné por dos métodos:

) Cuantificacion de proteina por el método descrito por Bradford,M(1976 .

Por cada muestra se utilizaron 2.5 ml del reactivo. La concentracion de proteina
se midi6 por colorimetria a 595 nanometros(nm) y se interpolé en una curva estandar
de albimina.

I1) Absorcién optica a 280 nm. Se realizé sobre la base del coeficiente de extincién molar
Albimina Sérica Bovina(BSA) a 25°C (Kirsdchenbaunm, 1973)%. Se hicieron
determinaciones directas de 1 mililitro (ml) de muestra en una celdilla de cuarzo de 1

cm de espesor.

4.- Preparacion de Hibridomas.

La obtencién de hibridomas se realizé conforme al protocolo descrito por Khaler
y Milstein (1975)*. Se extrajo el bazo de un ratén inmune, en condiciones de
esterilidad, y se disgregé en 2 ml de SFB. La suspensién celular se puso en contacto
con las células de mieloma y fueron lavadas dos veces con DMEM sin suero, el medio
se separo por centrifugacién a 1,500 revoluciones por minuto(r.p.m.). Al precipitado se
le adicioné 1 ml de PEG 4000 (al 50% diluido en DMEM sin suero) durante 1 minuto.
Esta suspension celular se diluyé en 50 ml de medio DMEM con SFB (20%) la cual se
distribuy6 en 8 cajas para cultivo de 96 pozos y se incubé a 37 °C. Un dia después, a
cada pozo se le adicioné medio de cultivo de restriccion HAT(Hipoxantina 10** M,
Aminopterina 4 x 10° M y Timidina 1.6 x 0% M). El crecimiento celular se siguié con
ayuda de un microscopio O6ptico invertido marca Olympus durante 20-30 dias
subsecuentes a la fusién celular. Con la finalidad de relgistrar el numero de clonas en
cada pozo. En el transcurso de esos dias los sobrenadantes fueron colectados para

probar su actividad. Los medios de cultivo que reconocieron a la proteina C-Reactiva
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de humano por ELISA e inmunotransferencia fueron subclonados por dilucién limitante
(se distribuyeron 48 células en cajas de 96 pozos con medio HT).

5.- Electroforesis

La separacion de moléculas proteicas en un campo eléctrico, se emplea para
identificarlas sobre la base de su(s) peso(s) molecular(es). Esta técnica se desarrolld
de acuerdo al sistema de separaciéon de proteinas en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio(SDS-PAGE) descrito por Laemmli(1970)59. Se prepararon las
mezclas para los geles de SDS-PAGE a las concentraciones mencionadas
anteriormente y se armo el sistema de electroforesis como a continuacion se explica:
Dos placas de vidrio fueron ensambladas y sujetas a presion, se colocaron sobre un
soporte de plastico. Inmediatamente se agregé entre las placas la mezcla que
corresponde al gel separador y se dejo que solidificara durante 30 minutos. Finalmente
se agrego la mezcla que corresponde al gel concentrador y se colocé el peine. A este
dispositivo se le coloco encima un reservorio donde se le vertié el buffer de corrida y se
conectdé a una fuente de poder a un voltaje de 30 V durante toda la noche. Al dia
siguiente se procedié a desmontar el dispositivo de electroforesis y se tino el gel con
Azul de Coomassie durante 20 minutos y se destiid con una solucién de Metanol

(10%)-Acido acético (20%) con tres cambios de la misma.

Gel Separador

10% 12%
Acrilamida 30%/ Bis-acrilamida 0.8% 10 m  12ml
Tris-Cl/SDS 4X pH= 8.0 75ml 7.5ml
Ho0 125ml 10.5ml
APS 10% 01iml 0.1ml
Temed 0.02ml 0.02 ml
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Gel Concentrador

~Acrilamida 30%/ Bis-acrilamida 0.8% 1.3 ml
Tris-CI/SDS 4X pH= 6.8 2.5ml
H20 6.1 ml
Temed 0.01 mi
6.- Para la seleccién de anticuerpos monoclonales se usé el ensayo

inmunoenzimatico ELISA ( ENZYME-LINKED-IMMUNOSORBENT-ASSAY )descrito
por Engvall, E. (1980) -

Microplacas para ELISA. Las placas empleadas en el laboratorio son de cloruro

de polivinilo de la marca COSTAR de 96 pozos.
El antigeno (CRP) se disolvié a una concentracién de 10 mg/ml en un buffer de
carbonato-bicarbonato pH 9.6 a cada pozo se le agregaron 50 ul y la placa se incubo
a 37 °C, 3 hrs o 4°C durante toda la noche. Los sitios reactivos libres de la placa se
saturaron con 200 pl de BSA-1%/PBS-tween 0.05% por una hora a 37°C.
Posteriormente la placa se lavd tres veces la con una solucién amortiguadora de
fosfatos que llevé Tween 20(PBS-Tween 0.05%) y enseguida se agrego el anticuerpo
monoclonal (Liquido Ascitico diluido o sobrenadante de medio de cultivo) como “primer
anticuerpo”.

Como control positivo se utilizé suero inmune diluido, y como controles
negativos suero normal o buffer (50 ul por pozo). Se incubé durante 2 hrs. a 37 °C y
se lavé como anteriormente se mencioné. Como segundo anticuerpo se adicionaron
50 ul de anticuerpo de chivo anti-ratén conjugado con la enzima peroxidasa diluido
1:2,000 (en el caso de usar anticuerpos biotinilados se aplicé streptavidina peroxidada
1:1,500), y se dejo incubando durante 1 hora a 37 °C. La reaccion final del ensayo se
hizo con 100 ml de una solucién reveladora que contenia acido citrico (0.9605 gr./50
ml.), Fosfato de sodio dibasico (1.41965 gr./50 ml.), 4 mg/50 ml. de ortofenilendiamina
y 4 ml de HoO»5 30%. La reaccién se detuvo con 100 pl de HoSO4 4M y la medicién de
colorimetria se realiz6 a 490y, en un lector para placas de ELISA marca BIORAD.
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7.- Produccion de Liquido Ascitico anti-CRP****,

Se usaron 10 ratones Balb/c de 8-10 semanas de nacidos, a cada uno se les
inyecté 500 pl de Pristano (2,6,10,14,-tetrametilpentadecano)por via i.p., 1 semana
antes de inocular con los hibridomas. Antes de expandir los hibridomas se realizd un
ensayo de ELISA para determinar el reconocimiento de los mAb anti-CRP.
Posteriormente se crecieron en el medio de cultivo hasta tener una confluencia de 50 x
10° células. Se transfirié cada cultivo en tubos cénicos Falcon de 50 ml y se centrifugé
a 1,500 r.p.m. en una Sorvall H-4000, durante 5 min. a temperatura ambiente. Se
recuperd el sobrenadante y el paquete celular se resupendié en 20 ml de medio DMEM
sin suero. Se centrifugé a 1,500 (r.p.m.) durante 5 min. y se deseché el sobrenadante.
Esta maniobra se repitié dos veces Yy finalmente el paquete celular se resuspendio en
10 ml de DMEM o PBS. Se ajusté el nimero de células a 2 x 10%ml con PBS o DMEM
sin suero. La suspension celular se inyecto (2ml/ratén) utilizando una jeringa de 10 ml.
Se esperaron de 2-6 semanas para la obtencién de liquido ascitico. La cosecha de
liquido ascitico se hizo drenando a los ratones por via i.p. con una aguja de 38 mm. El
liquido ascitico se recuperé en un tubo falcén de 50 ml. Se centrifugé a 2 700 r.p.m. en

una Sorvall H-4000, el sobrenadante se decantd y el precipitado se congelo a -20 °C.

8.- Caracterizacion de anti-CRP **,

Para determinar el tipo de Inmunoglobulinas(lgs) se realizé un ensayo de ELISA
como se explica en el punto 6 pero se utilizé un kit comercial que contiene anticuerpos
de conejo contra diferentes isotipos de Igs de ratéon. Como segundo anticuerpo se
adiciono un anticuerpo de chivo anti-conejo conjugado a la enzima peroxidasa y se
dejo incubando durante 1 hora a 37 °C. La reaccidn final del ensayo se hizo con 100 pl
de una solucién reveladora que contenia acido citrico (0.9605 g/50 ml), Fosfato de
sodio dibasico (1.42 g/50ml), 4 mg./50 ml. de ortofenilendiamina y 4 ml de HoO5 30%.
La reaccién se detuvo con 100 ul de HoSO4 4M y la medicién de colorimetria se realizo

a 490, en un lector para placas de ELISA.
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9.- Purificacién de Inmunoglobulina de clase G(IgG) de Liquido ascitico %

Previo a la preparacién de la columna las muestras fueron centrifugadas a 3000
r.p.m. durante 10 minutos y se ajusté6 el pH a 6.0-7.5. Se empacé la columna con un 1
ml de rProteina G Agarosa (Pierce) y se equilibré con 10 volumenes del Buffer de
Unidn (0.53 g de NaHoPO4 HoO, 0.87 g de NapHPO4 y 8.77 g de NaCl/1000 ml) para
posteriormente aplicar la muestra de anticuerpo. Se lavé la columna con 6-12
volumenes del Buffer de Unién ( esto dependiendo del tamano y concentracién de la
muestra). Se aplicaron 6 volumenes del Buffer de Unién (0.53 g de NaHoPO4 H20,
0.87 g de NapHPQO4 y 8.77 g de NaCl/1000 ml) para separar las IgG que se unieron a
la columna. '

10.- Biotinilizacién de anticuerpos anti-CRP purificados **.

A 1 ml de una solucion stock de IgG (1mg/ml) se le agregé 1 ml de
metaperiodato de sodio durante 20 minutos a 0°C en obscuridad. Se incubo con
glicerol a una concentracién final de 15 mM durante 5 minutos a 0°C. En este punto la
muestra se dializo contra acetato de sodio 0.1 M pH 5.5 durante toda la noche a 4°C.

Se agregé biotina LC-Hidracida a una concentracion final de 5 mM agitando la
muestra durante 2 horas. La muestra ya marcada con biotina se dializdé contra la

misma solucion y finalmente las muestras fueron almacenadas a 4°C.

11.- Inmunotransferencia.

La transferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa se hizo de acuerdo al
protocolo descrito por Towbin, et al(19?9}51. Se procedié a separar proteinas por
Electroforesis (SDS-PAGE)(l), se transfirio a papel de nitrocelulosa(ll) se hizo la
inmunodeteccion con anticuerpos(lll).

Se separaron las proteinas en geles de poliacrilamida al 10% con SDS.
Después se electrotransfiri6 en una cédmara de electrotransferencia marca IDEA
Scientific de la siguiente manera: Se corté papel Whatman del # 3 y papel de
nitrocelulosa de 0.45 mm (BIORAD) al tamaro del gei' y se incubaron en el Buffer de

Transferencia. El dispositivo de transferencia quedd como sigue:
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1.- Hoja de papel Whatman.
2.- Papel de nitrocelulosa.
3.-Gel y

4.- Papel de nitrocelulosa.

Se colocaron empalmados dentro de dos placas de plastico sujetas a presion.

La camara de transferencia se le agregd el buffer de transferencia para
posteriormente sumergir dentro de ella el dispositivo de transferencia de modo tal que
el papel de nitrocelulosa quedd orientado hacia el catodo.

Se aplicaron 400 miliamperes (mAmp) durante 1 hr. Para detectar si hubo
transferencia al papel de nitrocelulosa, este se tind con Rojo Ponceau (0.5%) y se retiro
el colorante lavando con agua. Se lavaron con PBS-Tween 0.05%, incubando durante
1 hora en una suspension de leche descremada Sveltes al 5% p/v en PBS-Tween
0.05%. Transcurrido el tiempo se lavo tres ocasiones con PBS-Tween 0.05% durante
5 minutos cada vez. El papel bloqueado se corté en tiras de 3 mm. y se colocaron en
pozos de 2 mm de profundidad. Se procuré mantener el papel con el antigeno hacia
arriba. Entonces se emplearon 2.5 ml del anticuerpo monoclonal anti-CRP Liquido
ascitico, marcado con biotina LC-Hidrazida o medio de cultivo de hibridomas, diluido en
PBS. Posterior a la incubacién con el anticuerpo, se lavé 3 veces con 80 ml de PBS-
Tween 0.05%. Los papeles luego se incubaron con avidina conjugada con peroxidasa
a una dilucion 1:2000 en PBS-Tween 0.05% o PBS durante 1 hora. Se lavd 3 veces
con PBS-Tween 0.05%. Finalmente se utilizé una solucion de 3'3' diaminobenzidina

para detectar la reaccién de anticuerpo-CRP.

12.- Ensayo inmunoenzimatico para determinar niveles de CRP .

Se obtuvieron los sueros de ratones( inoculados con 18 x 107, 9 x 107 y 4.5 x 10’
bacterias de S.aureus cepa Cowan | ) y se disolvieron con Buffer bicar. pH= 9.6 50 mM
para aplicarlos en microplacas para ELISA y se incubd a 37°C, 3 hrs o 4°C durante
toda la noche. Los sitios reactivos libres de la placa se bloquearon con Gelatina

0.05%/PBS-tween 0.05% por una hora a 37°C. Posteriormente la placa se lavé tres
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veces con PBS-Tween 0.05% y enseguida se agregdé el anticuerpo monoclonal
biotinilado (liquido ascitico o sobrenadante de medio de cultivo) .

Como control positivo se utilizaron sueros positivos para CRP y suero normal o
buffer como controles negativos todo en un volumen de 50 pl por pozo. Se incub¢ el
complejo antigeno-anticuerpo durante 2 hrs. a 37 °C y se lavé como se menciono
antes. Finalmente se agregd streptavidina peroxidada como substrato cromogeénico
diluido incubando durante 1 hora a 37 °C. La reaccion final del ensayo se hizo con 100
ul de una solucién reveladora que contenia acido citrico(0.9605 g/50 ml), Fosfato de
sodio dibasico(1.42 g/50ml), 4 mg/50 ml. de ortofenilendiamina y 4 ml de HoO5 30%.

La reaccién se detuvo con 100 ml de HoSO4 4M y la medicion de colorimetria

se realiz6 a 490y, en un lector para placas de ELISA.
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RESULTADOS

ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-CRP.
Los ratones fueron inmunizados por via i.p. con CRP, alos 15 y 30 dias se obtuvieron
los sueros inmunes y se determiné el titulo de anticuerpos policlonales. Los niveles de

anticuerpos anti-CRP fueron determinados pof ELISA.

Titulo de anticuerpos
policlonales anti-CRP

Absorbancia 490 nm

1:500
1:1000—‘
1:2000
1:4000
1:8000‘]

1:16000

1:32000

1:64000
1:128000
1:256000
1:512000

Dilucion seriada

Figura 1. Titulo de anticuerpos policlonales anti-CRP. Un lote de ratones fue
inmunizado por via i.p. con CRPh. A los 15 y 30 dias se determind el titulo de anti-CRP
mediante un ensayo de ELISA. Suero pre-inmune( raton 3) ¥, Suero pre-inmune

( raton 4) A, Suero inmune( raton 4) @, Suero Inmune(raton 3)ll
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De un lote inicial de 4 ratones seleccionamos aquel cuyo titulo sérico (ratén No. 3) dio una
mayor actividad anti-CRP (ver Figura 1) a diferentes diluciones seriadas (1/500-1/16000). Los
niveles de respuesta en los otros dos ratones fueron similares a los sueros pre-inmunes
(Datos no mostrados). Cuatro dias antes de la fusion este ratén fue inmunizado con 25 pg de

CRP por via i.p.

Seleccion de hibridos
resistentes a HAT

Actividad anti-CRP
Abs. 490 nm.
ddD-1lue peplanoy

CLONAS

Figura 2. Seleccion de clonas resistentes a HAT con actividad anti-CRP. La seleccion
de clonas positivas se realizé creciendo las células en medio HAT. Soélo los cultivos con
absorbencias entre 0.4 y 1,2 fueron considerados positivos. En la gréfica las barras
representan la actividad anti-CRP de diferentes clonas.
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FUSION Y CLONACION

Inmediatamente después de la fusion (10° células de bazo por 5 x 107 células de
mieloma) las células fueron distribuidas en 8 cajas petri con medio de cultivo de restriccion
HAT (Hipoxantina 10* M, Aminopterina 4 x 10° M y Timidina 1.6 x 10 M). El crecimiento

celular se siguié con ayuda de un microscopio 6ptico invertido, marca Olympus, durante 20-30

Figura 3. Reconocimiento de CRPh, con clonas seleccionadas por ELISA.

Se determiné la actividad anti-CRP de las clonas seleccionadas después de adherir a
PNC CRP de humano . El control positivo(E3-F3) se realizé con un anticuerpo policlonal
anti-CRP. El control negativo se realizé solo bloqueando los pozos(A3-D3). A1-A2—>F1-
F2 son las clonas seleccionadas.

dias subsecuentes a la fusién celular. Una primera seleccién nos mostré 11 pozos que
producen hibridomas que reconocen a la Proteina C-reactiva. Los pozos seleccionados fueron
A1, A4, A6, A7, A9, B6, C2, F6, G5, G8 y G10. Se recuperaron 6 de esos 11 pozos después
de la clonacién por diluciéon limitante, los cuales se mantuvieron estables luego de una
reclonacion. Los ensayos de ELISA y Western Blot (ver Metodologia) demuestran el

reconocimiento de los anticuerpos. Los resultados de uno de estos ensayos son mostrados en



la Figura 2. Soélo los valores localizados entre 0.4-0.9(OD 490) o mayores fueron
considerados para los analisis de Dot Blot y Westem Blot (ver Figura 3 y Figura 4). Fue hasta
este punto que las clonas seleccionadas se expandieron en placas de 24 pozos (0.5 ml por
pozo). De todas estas clonas al cabo de 1-2 semanas se obtuvo una cantidad éptima de
células, las cuales se congelaron o bien se utilizaron para inocular ratones Balb/c
sensibilizados con pristano.

Figura 4. (l). Andlisis electroforético de CRPh. Se empleé un gel de poliacrilamida al 12% en
condiciones desnaturalizantes. Carrilles: A, marcadores de peso molecular; B Suero control de CRP;
CyD CRP de humano.

(1) Analisis en Western Blot de CRP en SDS-PAGE con el uso de un mAb anti-CRP, el
carril E corresponde a la deteccion de CRP empleando un mAb anti-CRP(H3) de ascitis purificado.
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PRODUCCION DE LiQUIDO ASCITICO
Con la finalidad de obtener una mayor concentracién de anticuerpos de los hibridos
seleccionados por ELISA y Western Blot, se inocularon ratones Balb/c, previamente

sensibilizados con pristano. Estos ratones con hibridomas en el peritoneo fueron

Titulo de Liquido Ascitico
anti-CRP( IgG 1K )

1.0
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Dilucion seriada

Figura 5. Liquido Ascitico. La produccién a gran escala de anticuerpo anti-CRP
se inicié sensibilizando ratones Balb/c con pristano. Una semana mas tarde se
inyectaron 5 x 10° células por ratén. Dilucion seriada (1:102400—1:819200) A
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examinados durante 1 mes con el fin de verificar la produccion de ascitis (ver Tabla de
Ftendimientd). Sélo con la clona designada como H3 (IgG1k )se indujo la produccién de
liquido ascitico, con un rango de actividad que fue de 0.2715 a 1.55 (OD 490 nm), esta
ltima a una dilucién de 1:51200 (ver Figura 5) mientras que el policlonal de raton dio
una lectura de 1.5 a una dilucién de 1:500.

Rendimiento de Liquido Ascitico.

Volumen total de Liquido ascitico 10 ml

Concentracién de proteina total 82 mg
Concentracién de proteina en precipitado 15 mg
Anti-CRP purificada con proteina G’ 1.75mg
Proteina que no se unié a la columna 13 mg

CUANTIFICACION DE CRP EN SUEROS INFECTADOS

La Figura 6 muestra un ejemplo de una curva estandar para CRP(r=0.9984). La parte
linear de la curva quedd circunscrita entre 0.249 y 1.605(0D.g), los cuales
corresponden a 1.2467 y 9.973 pg/ml de Proteina C-reactiva(CRP), respectivamente.
Posteriormente se determind la concentracion sérica de la CRP en sueros de ratones
Balb/c, infectados con S.aureus cepa Cowan | ATCC 12598 y no infectados, utilizando
anticuerpos monoclonales anti-CRP. El valor medio para CRP fue de 0.1431 + 0.045
po/ml en ratones no infectados(ver Figura 7) . Los resultados de los ensayos
inmunoenzimaticos realizados para determinar la concentracién de CRP y niveles de
anticuerpos, demuestran el establecimiento de una infeccién experimental en ratones
Balb/c. Los titulos de anticuerpos fueron incrementandose en la primera y segunda
semana postinfeccion, después de la cual alcanzaron un pico maximo (tercera y cuarta
semana).

Entre la cuarta y quinta semana los niveles de respuesta permanecieron constantes
(ver Figura 8). Los niveles de CRP se mantuvieron dentro del rango reportado, en el

caso de los ratones no infectados, asi como en los infectados unos minutos antes de
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la inoculacién bacteriana (dia cero). Con el inicio de la infeccidon experimental se
destaca que, los niveles de este reactante de fase aguda empiezan a tener un
incremento gradual, alcanzando un maximo entre el segundo y tercer dia
postinfeccion(ver Figura 9). Las concentraciones maximas de CRP determinadas en

sueros de ratones Balb/c, a los cuales se les inoculd por via i.p. la bacteria de

S.aureus, fueron de 0.9993 a 1.083pg/ml.

Curva estandar de Proteina C-reactiva
2

Abs. 490 nm

I I L I 1

0 2 4 6 8 10 12
CRP[ pg/pl]

Figura 6. Curva estandar de CRP. Curva estandar para la cuantificacion de CRP
por E.L.I..S.A. Son mostrados los valores de absorbencia (OD 490) utilizando un

mAb Anti-CRP (IgG1k) ®
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Figura 7. Monitoreo en los niveles de CRP en ratones Balb/c del Bioterio-
CINVESTAV. Numero de ratén evaluado para CRP®.

Titulo de anticuerpos anti-S.aureus

Abs.490 nm

10 13 15 22 28 35

Dias postinfeccion
Figura 8. Anticuerpos anti-S.aureus. Cambios en el titulo de anticuerpos séricos anti-

S.aureus.
Suero de ratones Balb/c infectados con 9.0 x 107 bacterias | |

Suero de ratones Balb/c infectados con 4.5 x 10 7 bacterias
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Figura 9. Cambios en la concentracion sérica de la Proteina C-reactiva en
ratones Balb/c infectados con la bacteria Staphylococcus aureus Cowan |.
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DISCUSION

La funcion de la proteina C-reactiva (CRP) in vivo es un aspecto que se ha visto
limitado, principalmente porque se carece de un modelo animal apropiado para
estudios en laboratorio. Para la deteccién y cuantificacion de la CRP se dispone
comercialmente solo de anticuerpos policlonales de importacion, elaborados en chivo,
y como es de presuponer, cada lote es diferente y por tanto los resultados no son
reproducibles. También en nuestro medio es dificil encontrar reactivos bioldgicos
especificos contra la CRP como, los anticuerpos monoclonales. En nuestro trabajo
elaboramos anticuerpos monoclonales contra CRP con la finalidad de obtener
hibridomas productores de anticuerpos monoclonales especificos y homogéneos, y con
estos, se cuantific6 la Proteina C-reactiva, en ratones Balb/c infectados
experimentalmente con la bacteria S. aureus cepa Cowan |. De esta manera obtuvimos
un reactivo util para detectar CRP en rata, humano (datos no mostrados) y raton.
Utilizando la proteina C-reactiva de humano como antigeno en ensayos de ELISA se
determino que los ratones inmunizados con tres dosis de este antigeno producen
titulos elevados de anticuerpos policlonales, con una dilucién inicial de 1:500, al
compararse con los sueros preinmunes de estos mismos ratones(Figura 1) y los sueros
de ratones de los otros dos ratones cuyos titulos fueron bajos. Una vez determinado el
titulo de anticuerpos policlonales, encontramos un valor éptimo con lo que se procedio
a obtener los hibridomas, conforme al protocolo descrito por Kholer y Milstein®®. Previo
a la fusién los ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal con 25 ug de CRPh.
En los dias subsiguientes a la fusién, fueron colectados los sobrenadantes de los
medios de cultivo y se determiné la actividad anti-CRP mediante ensayos de ELISA. La
Figura 2 nos muestra absorbencias de clonas con actividad anti-CRP, las cuales
oscilaron entre 0.1090 y 1.217(OD 490 nm).

De esta manera fueron seleccionadas 6 clonas de una fusion, para determinaciones
posteriores. El andlisis por Dot Blot y Western Blot (ver Figura 3 y Figura 4) de las
clonas seleccionadas nos muestra un patron de inmunoreactividades similares. Una

explicacion a esto se deberia a la estructura pentamérica de la molécula de CRP,}® que
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presenta 5 subunidades idénticas y por lo tanto estarian presentado cinco

determinantes idénticos cuya secuencia de aminoacidos es rer,wa'tida."}'12

(ver Figura 2,
Figura 3 y Figura 4). Después de la seleccién de los hibridos por ELISA y Western Blot
fueron inoculados en ratones Balb/c, previamente sensibilizados con pristano. Estos
ratones inoculados con altas concentraciones de hibridomas, permitié la seleccién de
una clona(3H) (Figura 5) y su posterior caracterizacion. Esta clona presenta alta
estabilidad y elevado titulo, util para determinar la presencia de CRP en ratones Balb/c
infectados con la bacteria S.aureus cepa Cowan | ATCC 12598.

Con el fin de determinar las diferencias en los niveles de CRP tanto en ratones de la
cepa Balb/c, infectados y no infectados con S. aureus, se realizaron inmunoensayos
enzimaticos (ELISA). Los resultados de estos ensayos nos muestran que el incremento
de 7y 8 veces la concentracién de CRP en ratones Balb/c infectados con S. aureus,
en comparacién con los niveles basales en el suero de ratones Balb/c no tratados
cuyos valores se ubican en 0.1336 + 0,1106 pg/ml (ver Figura 9), estos ultimos
concuerdan con los valores reportados por Siboo, R. et al. Por lo tanto, los resultados
del presente trabajo demostraron que los niveles de la Proteina C-reactiva se
incrementan de manera moderada en ratones infectados con la bacteria S.aureus cepa
Cowan |, durante un estado de fase aguda infectivo, en comparacion con lo que
sucede en el humano, en donde los niveles de CRP llegan hasta 100 - 1000 veces
sobre la concentracidn basal. Reportes previos a este trabajo, donde se usaron ratones
de la cepa Fairfield-Webster infectados con S. aureus, reportan incrementos de 2.5

8 Las diferencias

veces(evaluados por aglutinaciéon), a las 24 hrs. post-infeccién
encontradas con respecto al presente trabajo posiblemente se deban a que nosotros
estamos utilizando un reactivo bioldgico (anticuerpo monoclonal H3) y un ensayo
notablemente mas sensible ademas de que existen pocos estudios de cinéticas sobre
la respuesta de CRP en ratones infectados. **% Los maximos niveles detectados en
este trabajo tienden a ser bajos y concuerdan con lo reportado en el sentido que las
concentraciones de CRP, en ratones con un estimulo que provoque una respuesta de

: 65
fase aguda no alcanzan mas de 2 pg/ml.
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CONCLUSIONES

Con la inmunizacién de un lote de ratones Balb/c empleando un esquema de
inmunizacion de tres dosis de la proteina C-reactiva de humano se obtuvieron
sueros inmunes con titulos elevados de anticuerpos, lo que dio la pauta para la
produccién de hibridomas anti-CRP. Inicialmente seleccionamos 6 clonas de
anticuerpos monoclonales aCRP que reconocen de manera especifica a la proteina
C-reactiva, esto corroborado por ensayos de ELISA, Dot Blot y Western Blot.
Posteriormente, la evaluacién de esta proteina de fase aguda en ratones machos
de la cepa Balb/c se logro utilizando anticuerbos monoclonales aCRP (con la clona
designada como H3, IgG subclase 1x) de alta estabilidad y elevado titulo. Mediante
inmunoensayos enzimaticos, se determinaron los niveles de CRP en suero los
cuales fueron de 0.1331+0.1101 pg/ml en ratones no infectados, mientras que los
infectados experimentalmente con S.aureus estuvieron en el rango de 0.9993 a
1.083 pg/ml de suero. Al parecer CRP logra modular la respuesta inmune anti-S.
aureus, ya que inicialmente los titulos de anticuerpos son bajos pero presentan un
maximo de absorbancia en la tercera y cuarta semana post-infeccién. Finalmente la
evaluacion sérica de los niveles de CRP quiza ayude a definir la severidad de un
dano inflamatorio en animales infectados destinados a laboratorios experimentales y
puede establecer las bases de un modelo animal de experimentacién para estudios

in vivo de la Proteina C-reactiva.
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