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. RESUMEN

Es en las infecciones causadas por bacterias Gram negativas;, donde el
lipopolisacérido (LPS), un componente de lamembrana externa, tiene el papel central en
el desarrolio de los efectos toxicos, A través de 10s afios y al conocer su estructura
quimica, se logrd saber que la toxicidad radica especificamente en el lipido A; cuya
estructura y composicion es muy similar entre miembros dela familia Enterobacteriaceae.

Este trabajo se enfoch a la obtencién de anticuerpos monoclonales especificos
contra el lipido A, para pader ser utilizados en el desarrollo de metodologfas capaces de
detectar al antigeno en forma soluble.

Como inmunégeno se utilizb una mezcla proteina-LPS (proteinas de membrana
externa de Salmonelia typhicon aproximadamente 0.4 % de LPS) en tres inmunizaciones;
en ratones BALB/c.

Las células de bazo se fusionaron con células de mieloma (Ag8) de ratén. Se
obtuvieron varios hibridomas productores de anticuerpos contra; La porina Omp C de
Salmonella typhi, LPS de Saimonelia typh!y LPS Re de Salmonella minnesota.

Los hibridomas especificos para LPS Re se seleccionaron en un sistema
inmunoenzimético en fase sblida (ELISA).

De Ia clonacién de hibridos especificos anti-LPS Re, se caracterizé un hibridoma
productor de anticuerpo monocional anti-lipido A; resultando tener una mezcia de dos
clonas, ya que en la determinacién del isotipo se obtuvo igG1 e IgM. Estas células fueron
inoculadas a ratones BALB/c y, posteriormente se realizd la puriticacién por
cromatogralia de afinidad. Los anticuerpos monoclonales asi obtenidos, se unieron
quimicamente a la molécula de biotina, por el método de formacién de hidrazonas, Y
aunque fueron utilizados en un sistema de dable anticuerpo, no se observa un efecto de
dilucién.,

Dado lo anterior, ios anticuerpos monocionales deben ser evaluados,
posteriormente, para su empleo en el diagnéstico de enfermedades causadas por
bacterias Gram negativas.



il. MARCO TEORICO

1.  GENERACION DE ANTICUERPOS

Una funcién bésica del sistema inmune es el reconocimiento de sustancias que
no se encuentran normaimente en el organismo. Las sustancias extraiias 0 antigenos,
son reconocidos en sus determinantes antigénicos o epitopos por los anticuerpos
secretados por células plasméticas, Los anticuerpos secretados por cada linea de células
plasmaticas son genéticamente idénticos; mientras que 10s anticuerpos secretados por
varias lineas, no lo son; a pesar de que puedan reconaocer el mismo antigeno ',

1.1 ESTRUCTURA DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Desde los estudios de G. Edelman y R, Porter, se demostr6 que los anticuerpos
estaban formados por 2 clases de cadenas polipéptidicas: las dos cadenas pesadas (H)
idénticas, glicosiladas y con peso molecular en el rango de 50 a 70 KD, y dos cadenas
ligeras (L) simétricas, no glicosiladas de peso molecular de 25 KD; cada cadena esta
plegada por enlaces disulfuros en regiones globulares llamadas dominios. A su vez las
cadenas H estan unidas entre si por enlaces disulfuro y cada una de las cadenas L se
une a una cadena H también por enlaces disulfuro (figura 1), La estructura minima que
conduce a la aparicibn de un lugar de reconocimiento del antigeno, estructura
caracteristica de cada anticuerpo o receptor membranal, procede de la asociaciéon de
una cadena pesada y una cadena ligera .

Las moléculas de anticuerpo son heterogéneas debido a que presentan gran
diversidad en cuénto a su relacién entre el enlace con su antigeno, y sus diferentes
actividades biolégicas, .

De acuerdo a sus actividades biol6gicas, existen 5 clases de inmunoglobulinas:
1gG, IgA, igM, IgD e IgE, y cada clase se encuentra definida por la cadena pesada ,a,
W, &, €, respectivamente .

1.2 DIVERSIDAD DE LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos a pesar de parecer casi idénticos, tienen la capacidad de
distinguir a un antigeno con mucha precisién, de entre una variedad casi infinita, Esta
diversidad existente entre los anticuerpos, se debe a varios mecanismos que llevan a
cabo las células de los mamiferos. Estos son: 1) Multiples genes V en la linea germinal.
2) Recombinaciones entre los genes V-J y V-D-J. 3) Mutacién somética,

4) Recombinaciones inexactas y, 5) Diversos tipos de cadenas pesadas y ligeras.

Con base en esto, se ha calculado que un individuo es capaz de producir 10°
moléculas de anticuerpos diferentes, Cada una de ellas producida por una clona de
linfocito B. Es decir, presentan la misma especificidad, isotipo e idiotipo .
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Figura 1. Representacion esquemética de la unidad de las inmunoglobulinas .

1.3 OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los avances en el conocimiento de fa estructura de los anticuerpos, se consiguid
tras el analisis de las inmunoglobulinas monoclonales de pacientes con mieloma. El
inconveniente de ellas, es que se desconoce su especificidad; ésto se subsana con la
produccién de mielomas hibridos 2,

Desde 1975, con el trabajo de Koéhler y Milstein, se obtuvieron anticuerpos
monoclonales de la especificidad deseada. Al fusionar células esplénicas de animales
inmunizados, con células de mieloma, Con esta, se han obtenido iineas celulares
capaces de secretar anticuerpos homogéneos 4.

Lo anterlor no sdlo permite tener una fuente estable de anticuerpo monoespecifico
in vitro, sino que, se obtienen apreciables cantidades del mismo, si se inyecta en la
cavidad peritaneal de ratones %7,



131 CELULAS DE MIELOMA

Existen tres lineas principales de mielomas murinos, utilizados para fusion celular,
estas son; ¢

- P3x63Ag8.653 su nombre abreviado es Ag8, y su sinbnimo es X63Ag8.653. Tiene
también una variante conocida como P3x63Ag8uU!I.

- SP2/0-Ag14, cuyo nombre abreviado es SFP2/0.

- P3-NS1-Ag4-1, comunmente llamada NS-1

Las lineas Ag8 y SP2/0 no sintetizan cadenas de inmunoglobulinas, mientras que
la inea NS-1, sintetiza cadenas kappa pero no las secreta. Para hacerlo, necesita ser
fusionada con una célula que secrete cadenas pesadas.

Por lo tanto, las caracteristicas que deben tener las células de mieloma para su
uso en la fusidn son las siguientes %47;

1) Ser deficientes en la enzima TK, por crecimiento en bromodeoxiuridina; TK es
una enzima que fosforila nucleétidos de timidina, sustrato necesario para la sintesis de
nucleotidos.

2) O blen, ser deficientes en la enzima HGPRT. El aislamiento de células HGPRT*
es muy sencillo, ya que la enzima es codificada por un solo cromosoma X activo
presente en cada célula, de modo que sdlo se requiere una mutacion para que se pierda
la capacidad de producir la enzima. La seleccién posterior de las células mielémicas se
lleva a cabo en un medio de cultivo en presencia de una base andloga sumamente
toxica: 8-azoguanidina o blen 6-tioguanina, la cual es incorporada al DNA de la célula via
HGPRT, este compuesto se adiciona a la célula en concentraciones que variande 1 a
100 ug/ml por un perlodo de 6 a 8 semanas,

3) Presentar sensibilidad a aminopterina o azarina, contenidas en el medio de
cultivo HAT o HAz,

13.2 FUSION CELULAR

Para la obtencién de anticuerpos monoclonales se empleaban algunos agentes
que promovian |a inmortalizacién del linfocito B, como el virus Sendai y el virus Epstein
Barr 8. Y aunque el procedimiento era tedioso, se utilizaron hasta el descubrimiento del
polietilenglical; un agente que promueve la fusién de las membranas celulares. Esta
técnica es mas sendilla y altamente efectiva, aunque no se conoce claramente su
mecanismo de accién’,

Desde hace algunos afios se han desarrollado técnicas més sofisticadas que
permiten la obtencién de anticuerpos monoclonales, como lo son: Electrofusion y
Transformaci6n de DNA 5,



Con el polietilenglicol se promueve la fusién de lamembrana celular, dando origen
acélulas multinucleadas (Heterocariontes). Cuando las células recién fuslonadas realizan
la primera divisién, dan lugar a células hibridas que contienen igual carga genética que
las células fusionadas.

Los hibridos son poco estables genéticamente, 1o que en muchos casos origina
segregacion del material cromosémico. La segregacién no es azarosa y depende de las
caracterfsticas de las células *,

Los hibridos de dos lineas celulares mielémicas, productoras de cadenas de
inmunoglobulinas, no obeceden las reglas de isotipo, alotipo y exclusién alotipica. En
éstos se da una expresion codominante de las cadenas ligeras y pesadas lo que da
lugar a la formacién de inmunoglobulinas hibridas asocladas al azar *.

133 SELECCION DE HIBRIDOMAS

\ La seleccién de los hibridos ', se realiza enseguida o poco después de la
fusion aprovechando el defecto en la enzima HGPRT de las células Ag8. El proceso de
seleccién (figura 2) se basa, en que la via principal para guanosina esta bloqueada por
un antagonista de la enzima folato reductasa (aminopterina). Es por ello que los hibridos
siguen la via de salvamento; ya que los nuclebtidos hipoxantina y guanina son
convertidos a guanosina monofosfato por accién de la enzima HGPRT, cuyo gene fue
proporcionado a los hibridomas durante la fusién,

VIA DE NOVO VIA DE SALVAMENTO
Fosforribosil pirofosfato Timidina Hipoxantina
+
Uridilato «TK HGPRT——e-

== l == AMINOPTERINA

l___, NUCLEOTIDOS ~—r———!

Figura 2. Vias utilizadas por las células de mamiferos para la sintesis de nucleétidos *.




Las células HGPRT * son incapaces de sobrevivir en medio HAT, dado que se
bloquea la vla principal de sintesis de purinas y pirimidinas.

La capacidad de las células HGPRT * en medio HAT sélo esta dada por la fusién
de éstas con las células de bazo que son HGPRT* que aportan la informacion genética
para la expreslon de la enzima HGPRT funcional.

Después de la fusién, las células viables que son obtenidas se pueden dividir en
4 grupos:

- Células de mieloma-mieloma,

- Células de bazo-bazo.

- Célutas de mieloma-bazo de diversas especificidades.
- Células de mieloma-bazo de la especificidad deseada.

Todas las células esplénicas que no se fusionaron mueren durante la primera
semana de cultivo, a excepcion de los macréfagos y fibroblastos. Sin embargo, estos
ultimos se dividen lentamente y pueden actuar como células alimentadoras, ya que
proporcionan diversos factores de crecimiento *.

2.  APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

La produccion de anticuerpos monoclonales ha revolucionado el diagndstico, no
sblo en el laboratorio clinico sino también en otras &reas como: Histologfa, Anatomia
patoldgica y diagnéstico radioiégico del cancer. Mientras que /n vitro se han utilizado en
areas como la Inmunologia, Inmunohematologla, Quimica Clinica, Hematologia y
Microbiologia 28104112,

Algunas de sus aplicaciones se encuentran resumidas en latabla 1.



Tabla 1. Aplicaciones de los anticuerpos monoclonales ',

ANTICUERPOS MONOCLONALES EN:

ONCOLOGIA
- Diagnéstico patolbgico de leucemias, infomas.
(ldentificacion de marcadores fenotipicos de una poblacion celular)

ENFERMEDADES INFECCIOSAS (Imunodiagndstico)
- Infecciones respivatorias por virus o bacterias

- Gastroenteritis
- Hepalitis

- Meninglis

- Encefaitis

- Enfermedades sexuaimente transmitibles

ENFERMEDADES INFECCIOSAS (Profilaxis y terapia)
- Infecciones bacterianas, virales y por clamidias

TRANSPLANTES (Inmunohistologia)

- Antigenos dei Complejo Principal de Histocompatibiédad
- Moléculas de achesidn

- Citocinas

3

Dado que los anticuerpos monoclonales no se obtienen con un 100 % de pureza,
es necesario separarlos de proteinas extrafias, aportadas del liquido de ascitis o del
Suero Fetal Bovino (Reactivo para complementar el medio de cultivo). Asf, dependiendo
anticuerpo, se podréa determinar el método que puede ser utilizado.

de la fuente del

En la figura 3 se muestran las técnicas méas importantes de purificacion de

METODOS DE PURIFICACION DE ANTICUERPOS

anticuerpos monoclonales ¥,

Uno de los métodos més utilizados, para purificar anticuerpo de isotipo IgG, es

la cromatografia de afinidad con protefna A o G.




1. Precipitacién con sulato de amonio al 50%
IgG: 2. Cromatogratia de intercambio aniénico y/o

3. Cromatografia de afinidad con proteina A 0 G
LIQUIDO DE
ASCITS 1a. Precipitacion con sulfato de amonio al 40%
igM: 1b. Precipitacion a baja fuerza ibnica

2. Cromatogralia en Gel
3. Cromatogralia de intercambio anibnico

igG: 1. Cromatogratia de afinidad con proteinaA o G
2 Cromatografia de intercambio anidnico
SOBRENADANTE DE
CULTWVO 1. Preciphacitn a baja fuerza inica
IgM: 2. Cromatografia en gel y/o

3. Cromatogratia de intercambio anibnico

Figura 3. Procedimientos de purificacién mas importantes para anticuerpos
monoclonales ®.

31 PROTEINAG

Durante la purificacion de las estructuras de la pared de Staphylococcus aureus,
se descubri® que una fraccion contenia una proteina que podia unirse a
inmunoglobulinas de humanos y de conejos; y se le llamé proteina A, En la busqueda
de otras protelnas iguales, se encontrd simliitud en estreptococos de las cepas A, C, y
G. El més estudiado de todos elios, es el polipéptido G o proteina G .

La proteina G tiene un peso molecular de 35-40 KD, se obtiene por el aislamiento
de la pared celular de estreptococos -hemoliticos de las cepas C o G. Tiene dos sitios
de unién para la inmunoglobulina, y una estabilidad de pH de 2 a 10. Parecida a la
protelna A, es capaz de unirse a las inmunoglobulinas mediante la region Fc. No se une
a fragmentos que carezcan de éste, nl a la fraccién F(ab')2 **.

Se une con gran afinidad a todas las inmunoglobulinas del ratén (IgG1, IgG2a
IgG2b, I9G3, IgA, IgM), y a todas las subclases de IgG de humanos, excepto IgA e IgM.

Por la gran afinidad que presenta, especialmente para los isotipos de IgG de
ratén, se le ha utilizado ampliamente como un sistema de purificacién de anticuerpos. Ya
sea provenientes de liquido de ascitis, suero o sobrenadante de cultivo, La forma més
sencilla de emplear esta protefna es por medio de columnas de perlas de sepharosa a
las que previamente se les unid proteina G °.



Aunque no es tan conacida como la proteina A, (ya que se aisid en 1984), se sabe
que posee dos dominios de unién a la regidn Fc de la inmunoglobulina, y se conoce
también que puede utiiizarse ei mismo protaccio de purificacién que se emplea en la
proteina A, Es decir, cuanda ia proteina A es desnaturalizada con agentes como urea 4
M, tiocianato 4 M, o pH 2.5, puede ser renaturalizada sin afectarse su poder de unién;
con ésto, se libera la inmunoglobulina unida que es Gtil para posteriores ensayos *.

4,  SISTEMA ESTREPTOAVIDINA-BIOTINA

Uno de los mejores sistemas de amplificacién estudiados, es el que se encuentra
formadao por el complejo estreptoavidina-blotina; complejo que puede ser detectado en
ELISA, por ia unién a enzimas como la peroxidasa de rabano.

La estreptoavidina es una protefna aislada de Streptomyces avidinii, con un peso
molecular de 60 KD; de forma tetramérica, Cada subunidad puede enlazar una molécula
de biotina '*.

La biotina es una vitamina de 244 daltons, encontrada en tejidos y en sangre,
presenta gran afinidad para la estreptoavidina, puede unirse mediante grupos hidracida,
a varias proteinas sin alterar su actividad biol6gica ¢,

Una proteina puede reaccionar con varias moléculas de biotina, y a su vez, la
molécula de biotina es capaz de unirse a una subunidad de Ia estreptoavidina, uniones
que incrementan marcadamente la sensibilidad de! ensayo.

La interaccién no cavalente dada en este sistema es de 10'* M', este dato nos
indica, que una vez formada la unién, no puede ser alterada ni por pH extremos,
salventes organicos, ni otros agentes desnaturalizantes *.

Par otra parte, se han reportado uniones no especfficas a membranas biol6gicas,
estudios recientes indican que esto se debe a una secuencia tripéptida presente en la
molécula de estreploavidina, que actia coma una secuencia universal de reconacimiento.
Este dominio contiene la secuencia Arg-Tyr-Asp (RYD) y es ia responsable de la union
no especifica de la estreptoavidina a algunas superficies celulares. Este daminio es,
aparentemente, similar a la secuencia de reconocimiento universal Arg-Gly-Asp (RGD),
para fibrinbgeno, vitronectina, fibronectina y factor de Von Willebrand '3,

La molécula de biotina, unida al grupo quimico hidracida, puede unirse a
anticuerpos monocionales mediante la oxidacibn de sus carbohidratos con
metaperyadato de sodio. Reaccion que ios transforma a grupos aldehido, listos para
reacclonar con Ia hidracida y formar hidrazonas. De ésta manera, la biotina se une alos
anticuerpos y a su vez queda lista para urirse a la estreptoavidina.



La reaccién que se lieva a cabo es la siguiente:

Anticuerpo-CHO + NHyNH-CO-biotina - Anticuerpo-CH=N-NH-CO-biotina
Biotina hidracida Anticuerpo-biatina

Lo interesante en esta unién, es que el anticuerpo no pierde sus propiedades
inmunoldgicas, ya que la reaccién se lleva a cabo en los carbohidratos de la regién Fc,
y de esta manera, la regién Fab queda libre para unirse a su antigeno ®.

8.  ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS EN FASE SOLIDA

Estas técnicas se basan en que la combinacién no covalente del anticuerpo con
su antigeno, es similar a la que ocurre en las uniones enzima-sustrato 7.

Son inmunoensayos que permite determinar la concentracion de un antigeno o
un anticuerpo mediante el uso de uno de ellos en fase sélida y e! otro en solucién,
detectAndose la formacién del complejo antigeno-anticuerpo mediante un trazador
enzimético * Esta reaccién debe hacerse en un medio de fuerza iénica, pH, tensién
superficial y concentracién proteica apropiadas para que todas las moléculas de
anticuerpo se unan al antigeno en fase sélida, y e minimo posible de estas moléculas
u otras se unan inespecificamente al soporte sélido al que esta unido el antigeno .

La utilizacién de las reacciones enzima-sustrato ofrece la ventaja inherente de que
las enzimas son magnificadores biolégicos. De este modo un pequefio nimero de
moléculas de enzima puede convertir un gran nimero de moléculas de sustrato a un
producto medible.

Un protocolo practico de ELISA es el inmunoandlisis directo donde el antigeno
unido al soporte, es detectado por un anticuerpo conjugado a una enzima.

€n el Inmunoanalisis indirecto la reaccién se completa mediante la adicién de anti-
inmunoglobulina, conjugada a una enzima, dirigida contra la especie del anticuerpo
utilizado para fijar al antigeno.

Cuando lo que se requiere es cuantificar o detectar antigeno, el inmunoanélisis
ampliamente utilizado es el doble anticuerpo. En este ensayo, se requieren dos
anticuerpos (uno de tipo monaclonal) que sean capaces de reconocer ai antigeno, pero
que también reconozcan diferentes epitopos del mismo '*'°,
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6. ENDOTOXINA

En el aflo de 1892 durante el transcurso de investigaciones sobre la toxina del
colera, Pleiffer observd que Vibrio cholerae ademés de excretar una toxina al medio de
cultivo (a la cual le llamé exotoxina), existia otra que se encontraba fuertemente unida a
la bacteria y que salia al exterior sblo cuando la bacteria era destruida, por lo que la
llam6 endotoxina. Con el descubrimiento de la tincion de Gram, descrito por Hans
Christian Joachim Gram, permiti6 indicar que la endotoxina de Pfeiffer era producida sblo
por las bacterias que no tomaban el color (bacterias Gram negativas). Mucho tiempo ha
pasado desde que se hizo esta diferencia y en el transcurso del mismo se han ido
conociendo poco a poco las caracteristicas fisicoguimicas, bioquimicas y biolgicas de
esta molécula. Actuaimente se conoce su localizacion en la bacteria, (figura 4), su

estructura quimica, su sintesis y los mediadores celulares que participan en la activacion
celular M1sm

gt sogontsde— mynt —

GpidA ) oldechain
pelvaaccharide Oeamalc
onigere

Figura 4. Localizacién del lipopolisacarido en las bacterias Gram negativas 7.
( PG: peptidoglicano, PL: fosfolipido )
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6.1 ESTRUCTURA

Quimicamente, las endotoxinas son LPS. Son macromoléculas que presentan 3
fracciones: El antigeno O, el nlcleo y el lipido A. Siendo este dltimo el encargado de
desarrollar todos los efectos toxicos atribuibles al LPS ?,

Mientras que el antigeno O presenta gran diversidad entre los diferentes seratipos;
el nucleo es un poco mas conservado, de hecho, sélo se conoce una estructura nuclear,
para los serotipos de Salmonelia; y 6 para mas de 100 serotipos de Escherichia coll ',
En cambio, es el lipido A la parte méas conservada de la molécula de LPS; teniendo su
estructura y composicién, gran similitud entre miembros de la familia Enterobacteriaceas.

El conocimiento de su estructura, asi como de su sintesis, se debi6 en gran parte
a la presencia de cepas bacterianas que por algin defecto genético no sintetizan por
completo la endotoxina, variando este defecto, desde las formas llamadas S-R (lisas-
rugosas), hasta toda ia gama de rugosas, las cuales carecen por completo de la porcion
polisacéridica y el nicleo presenta diferente nimero de monosacéridos 7%,

Las cepas mutantes se han caracterizado como Ra, Rb, Rc, Rd y Re,
dependiendo del nimero de monosécaridos presentes en el nicleo (figura 5).

lpap-

LhaLRLRLA LA

Figura 5. Diferentes LPS de cepas mutantes de Saimonella, mostrando los diversos
grados de expresion molecular ?.

( A-D: Monosacaridos de repeticion, Glc: D-glucosa, Gal: D-galactosa, P: fosfato,
GlcN: D-glucosamina, Hep: L-glicerol-D-mano-heptosa, EtN: etanolamina, AraN: 4-amino-
L-arabinosa, KDO: acido 2-keto-3-deoxi-D-manooctanato )

12



Una de las bacterlas rugosas que mas se han estudiado es Salmonella minnesota,
la variedad mejor conocida es la Re 595, se sabe que su molécula de LPS esta
constituida por tres moléculas de KDO y una de lipido A.

En el género Saimonella ?, el nicleo se presenta como un oligosécarido que
contiene; D-glucosa, D-galactosa, N-acetil-D-glucosamina, L-glicera-D-mano-heptosa y
KDO, mientras que el lipido A se presenta como un disacéarido bifosforilado de D-
glucosamina unidos por un enlace B-1,6 este disacarido es capaz de unir, mediante
enlaces ester o amido, diversos dcidos grasos como acido ladrico, 4cido miristico y cido
paimftico (figura 6)

Otros constituyentes del lipido A son fosforiletanolamina y 4-amino-4-deoxi-L-
arabinosa,

A pesar que [a molécula de LPS es caracteristica de todas las enterobacterias, no
es exclusiva de ellas, ya que también se han reportado LPS en bacterias fotosintéticas
y en Ciancbacterias, e incluso en algunas especies de Bordetella 2%,

‘3.0 .

¥ F—0 0
A Y.
oM O

. ; 0 0

Figura 6. Estructura molecular del llpido A de Salmonella’.
( GN: Glucosamina, Ara N: arabinosa, P: fosfato )
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6.2 PROPIEDADES BIOLOGICAS

La actividad endotbxica se divide en: Reaccion a nivel corporal y reaccitn a nivel
bioqufmico, representado por la gelificacion del amebaocito de Limulus.

6.2.1 RESPUESTA CELULAR
Las endotoxinas presentan un amplio espectro de actividades biolbgicas, que
pueden demostrarse tanto in vitro como in vivo. De todas éstas, la pirogenicidad,
leucopenia, feucocitosis, y la induccién de fa reaccion de Shwartzman, son gjemplos
clésicos de actividad endotéxica .
En la tabla 2 se resumen fas actividades biolbgicas.

Tabla 2: Actividades biologicas de la endotoxina 7,

+ Plrogenicided + Actividad adyuvanta

« Toxlicidad en ratdén - Mitbgeno

+ Hipotermia en ratén + Actividad necrética tumoral

« Leucopenia + Activacién de macréfagos

+ Leucocitosls

+ Resccién de Shwartzman
+ Activacién de complemento » Induccién de:
- Agregacién plaquetaria - Sintesis de !1gG en recién nacido
- Activacién del factor de Hageman - Sintesls da proatanglandinas

+ Induccién de! factor de = Produccion de interfaron
plasminogéno

« Gelificacién de Limuius

« Toxicided incramentada por + inhibicién da fosfoenolplruvato
D-gsiactosamina carboxicinass

Aunque la mayorfa de los efectos bioldgicos causados por la endotoxina, son
téxicos; también presenta un espectro de actividades benéficas, por que induce
 resistencia no especifica a diferentes agentes infecciosos, asl como a sus propios
efectos . Presenta también, actividad mitogénica, estimulando la sintesis y secrecion de
anticuerpos en linfocitos 8 murinos 2,
Estos efectos benéficos, pueden ser abtenidos por la estructura incompleta dela
molécula de Iipido A, ya sea lograda por degradacion o por sintesis quimica ',
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6.22 RESPUESTA A NIVEL BIOQUIMICO

En diversos estudios, una manera de cuantificar la cantidad de endotoxina
presente, es por medio de la reaccién de gelificacién del amebocito de Limulus *, la
cual, a través de una cascada de eventos, culmina en la transformacién del coagulégeno
(soluble) a coagulina (insoluble). Un mecanismo parecido a la cascada de coagulacién
en los mamiferos; s6lo que en éste organismo, se utiliza como un método de defensa
contra organismos patégenos.

La reaccién es espedifica para la endotoxina, es reproducible, sensible y
ampliamente utilizada como un método cuantitativo para la mediclén de la misma, ya que
puede detectar niveles de la endotoxina desde unos cuantos picogramos.

Aunque también se ha observado que el mecanismo por el cual se lleva a cabo
la gelificaclén se desencadena por 81-3-D-glucano, un constituyente de la pared celular
de hongos y levaduras %,

La respuesta al LPS, a nivel de la circulacién sangufnea, puede ser fatal, slendo
la respuesta mas exagerada, la que lieva al choque endotéxico *',

63 CHOQUE ENDOTOXICO

En los humanos la respuesta aguda inflamatoria al LPS (especificamente el lipido
A) culmina en la liberacién de citocinas y otros mediadores celulares como el TNF a,
interleucina 1, Interleucina 6, leucotrienos y tromboxano A2 por los monocitos y
macréfagos %,

En niveles extremos, estas citocinas y mediadores llevan a cabo algunos eventos
fisiopatalbgicos que incluyen fiebre, coagulacién intravascular diseminada, hipotencién
y falla en mitiples érganos, sindrome conocido como choque endotéxico 23,

Aunque las bacterlas Gram positivas carecen de LPS, estan involucradas en la
Induccién de choque séptico, ya que se han observado disfunclones metabblicas y
cardiovasculares muy similares a las que se presentan en las infecciones causadas por
bacterias Gram negativas ¥.

6.3.1 MECANISMO DE ACCION

Algunos efectos de las endotoxinas en los animales, son secundarios a la
sobreproduccién de citocinas como el TNFa e Interleucina 1. Su extrema potencia, la
existencia de cepas murinas insensibles a sus efectos 3 y la identificacion de un
antagonista de la bioactividad, sugieren la presencia de un receptor o receptores para
ella®,
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6.3.1.1 PROTEINA UNIDORA DE LPS

Se ha reconocido desde hace mas de dos décadas que las proteinas del suero
se unen al LPS y modifican sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, por ello se
plensa que las ilpoproteinas se unen a éste, sin embargo es también conocido que la
adicién de pequeiias cantidades de suero incrementa marcadamente la unién al LPS y
la activacion de las células. Un conocimiento mas completo de estos efectos,
aparentemente opuestos, emerge después del descubrimiento de la LBP.

La LBP es una glicoproteina de 60 KD, aislada del suero de humanos y de
conejos. Se sintetiza en el higado y, es una proteina de fase aguda en el hombre y en
animales de experimentacion. Normaimente se encuentra presente en concentraciones
menores de 0.5 ug/mi, pero en personas con choque, la concentracién se eleva a mas
de 50 ug/mi .

La unién especifica de la LBP al LPS es a través del lipido A; sirve como una
opsonina por la unién estable a bacterias Gram negativas o a eritrocitos cubiertos con
LPS. Su actividad opsonizante suglere que puede funcionar de manera parecida, a las
clasicas opsoninas (IgG, C3) en la lisis bacteriana, pero ia demostracién in vivono se ha
reportado ',

La LBP es importante para movilizar las respuesta del hiesped para combatir la
infeccién causada por organismos Gram negativos 5,

63.1.2 CD14, RECEPTOR PARA EL COMPLEJO LPS-LBP

Es necesario el reconocimiento del LPS en la superficie de la célula, para que se
inicie a sefializacién transmembranal que culminard en activacién celular. Sin embargo,
hasta hoy en dlia, 84lo una proteina, de estructura totalmente definida, lamada CD14, es
capaz de unir LPS y a la vez, ser un receptor para éste y mediar la activacion %,

CD14 es una glicoproteina de 50-65 KD, originalmente descrita como un antigeno
de diferenciacién de monocitos y macréfagos. Que se puede presentar de dos formas:
Una forma anclada a la membrana (mCD14), por medio de glicosilfosfatidil inositol; o en
forma soluble (sCD14). El gene para CD14 esta localizado en 1a region del cromosoma
5, @s conocido porque codifica para diversos factores de crecimiento, especificos para
la linea mieloide (IL-3, GM-CSF, CSF-1), o para el receptor SCF-1 %,

CD14 con su ligando puede iniciar la respuesta para la sintesis de TNFa; pero se
desconoce el mecanismo por el cual CD14 y LBP actdan; ya que no es el mecanismo
por el que las células eucaribticas responden a otros agonistas, tales como hormonas
o linfocinas *.
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A pesar que mCD14 es importante, aparentemente no juega un papel
trascendental en la sefial de transduccién, pero puede ser la principal unidora de
ligando. f

Existe una hipétesls # que indica que la unién del LPS a mCD14 esté seguida por
interacciones con componentes adicionales de fa membrana que incrementan la senal
transmembranal (figura 7).

Se sabe que a través de CD14 se inicia una serie de eventos que culminan en (a
activacién celular; es un receptor critico en la respuesta del LPS tanto in vitro como in
vivo, pero recientemente se ha demostrado que el rsCD14 (CD14 soluble recombinante)
previene la mortalidad en ratones tratados con la endotoxina .

Les | Células epiteliales
et | PS-CO14 et | ——
LBP sCD14 <-| Células endoteliales
+8CD14 — ‘
( {LReceptor? )
LPS+LBP | ACTIVACION
— . CELULAR
1e5 | N
et | PS-LBP Macrofago
PMN
(mCD14)

Figura 7. Papel central de LBP y CD14 en la estimulacién celular dependiente de
lipopolisacérido %,

.6.3.13 CERAMIDA

La via de la esfingomielina es un sistema de sefalizacion que se encuentra en
todas las células. Esta via se inicia por hidrolisis del fosfolipido de la esfingomielina
(N-acilesfingosina-1-fosfocalina) que es concentrada, prefentemente, en la membrana
plasmética de las células de los mamiferos. La hidrélisis ocurre por la accidn de la
fosfolipasa C, una esfingomielinasa que genera ceramida.

Por su parte la ceramida inicia una serie de eventos intracelulares, actuando como
un segundo mensajero, es decir, juega un papel analogo a 1-2 diacilglicerol 0 al AMP
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ciclico en los sistemas de adenilcinasa y fosfoinositol.

Se requiere la configuracion D-eritro, de la ceramida, para dar ia sedal, lo que
indica estereoespecificidad.

Los andlisis moleculares y estructurales de la ceramida, y una region det lipido A;
revelaron una gran similitud entre ellas, por lo que se afirma que el LPS estimula a las
células por simular la funcién de la ceramida * (figura 8).

6.4 SUSCEPTIBILIDAD Y TOLERANCIA A LA ENDOTOXINA

La sensibilidad esta genéticamente determinada, es por ello que diferentes
animales muestren gran variacion en la susceptibilidad.

Los conejos, los perros y los cerdos presentan una marcada sensiblidad a la
endotoxina; mientras que los ratones, las ratas y los cuyos la presentan en menor
proporcién ’. De todos los mamiferos, el hombre es la especie mas sensible, en
cantidades de 0.03 ug (por 70 kg de peso, administrada intravenosamente), es suficiente
para causar ur:? marcada leucopenia 1 hora después de su administracién, y leucocitosis
alas 3 horas .

En los humanos, una dosis inicial (pirogénica) induce tolerancia a subsecuentes
dosis administradas en intervalos cortos de tiempo (menos de 10 dias) ’.

En contraste, la sensibilidad normal puede ser incrementada por:

1) Tratamiento con bacterias Gram negativas o Gram positivas, ya sea, vivas o muertas,
Ejemplos de éstas son. BCG, CoxieNa burnetti, Saimonelia typhimurium.

2) Agentes hepatotéxicos, como la D-galactosamina, y la a-amanitina; y por agentes
quimicos, como la actinomicina-D ¥,

3) También el crecimiento tumoral o la deleccién de la cortisona (en el ratén) por
adrenalectomia ?.

6.5 ANALOGOS DEL LIPIDO A

Los cambios en la estructura del lipido A, pueden alterar de gran manera su
toxicidad; asf, los precursores y analogos, sintetizados en el laboratorio presentan
antagonismo competitivo frente a la endotoxina,

Los inhibidores del LPS, mejor caracterizados son:

- Lipido 406 (lipido IVa, lipido fa, .A-14-PP).
- LPS diacilado por la protéina granular de los neutréfilos, la aciloxiacithidrolasa.
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Figura 8. Comparacién estructural de la ceramida y el lipopolisacérido *.



- Lipldo A de Rhodopseudomonas sphaeroides.
- LPS de Rhodobacter capsulatus (E5531).

Todas estas moléculas tienen la misma estructura de un disdcarido de
glucosamina, pero son diferentes en el nimero y/o longitud de las cadenas aciladas.
Ademds, los efectos inhibitorios que presentan, son especificos para el lipido A, LPS o
bacterias Gram negativas 239,

7. FIEBRE TIFOIDEA

Salimonella typhi es un bacilo no esporulado perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, tribu Salmonellae y especie typhl, Gram negativo, mévil, mide de 2
a 3 um, es citofilico, anaerobio facultativo, intracelular, fermenta la glucosa con
produccién de écido, es lactosa y sacarosa negativos. Tiene una estructura antigénica
de superficle que incluye al antigeno H o flagelar y el antigeno somatico O que contiene
carbohidratos especificos (tiles en su identificacion serolégica; de acuerdo a la
clasificacion de Kauffman-White, Saimonelfa typh pertenece al grupo D y comparte con
las diferentes especies de ese grupo los antigenos sométicos 9, 12; los flagelos
contienen el antigeno d y en la superficie se encuentra el antigeno VI, el cual es de
naturaleza sacaridica, forma parte de la membrana externa y es indicador de virulencia,
La formula: 9, 12, Vi, d denota a Saimoneda typhi en forma abreviada *.

La fiebre tifoidea es el resultado de la invasién sistémica de Salmoanella typhi al
organismo, infeccibn que es adquirida por via oral. Una vez que entra, se multiplica
rapidamente en el intestino delgado, penetra a la membrana basal intestinal sin causar
dafio importante en los tejidos; aqul es fagocitada por macrdfagos y transportada a los
ganglios linfdticos regionales, donde se multiplica activamente. Tiene una fase de
bacteremia, ya que se distribuye en el sistema fagocftico mononuclear (donde se
reproduce) y es liberada nuevamente al sistema circulatorio. Los portadores
asintométicos son los elementos mas importantes en la cadena de transmisién de la
enfermedad *.

La enfermedad se caracteriza por sintomas sistémicos como fiebre, malestar
general, cefalea, dolor abdominal e hipotensién, puede presentarse con exantema,
esplenomegalia, leucopenia y estimulacién policlonal de linfocitos B; sus complicaciones
mas graves son hemorragia y perforacion intestinal pudiendo causar peritonitis, Se sabe
que gran parte de estas manifestaciones son provocadas por la liberacion de
endotoxinas %7,

Aunque la fiebre tifoidea y otras enfermedades relacionadas, han sido controladas

en palses industrializados a través de medidas de salud publica, en paises en vias de
desarrollo sigue representando un grave probiema de salud pablica, siendo ef grupo méas
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afectado el que se encuentra entre las edades de 15 a 44 afos. Por otro lado, los
individuos de mayor edad parecen poseer una relativa inmunidad, probablemente por
el hecho de exposiciones frecuentes a dosis moderadas o subinfecciones dei bacilo de
la tifoidea ¥,

En México, la Infeccion presenta caracteristicas endemicoepidémicas ligadas al

saneamiento amblental y al almacenamiento de agua potable, asf como al rapido

incremento de su poblacién y urbanizacién ¥,

El diagnbstico puede realizarse por:

1. Alslamiento de la bacteria en:

- Sangre
- Aspirado de médula 6sea
- Heces fecales o bilis duodenal,

2. Deteccién de anticuerpos contra antigenos de la bacteria en:
- Prueba de Widal (aglutininas Hy O)
- Hemagiutinacién de antigenos H, O y Vi
- ELISA (utilizando LPS, flagelina o antigenos protefcos),
3. Deteccién de antigenos de la bacterla,

4. Deteccitn de secuencias de DNA especificas de Saimonelia typhi.

20



lil. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es importante desarroilar sistemas de ensayo capaces de detectar antigenos
microblanos en fluldos bioldgicos sin el requerimiento del cultivo.

Existen varios modos de detectar antigenos en liquidos 6rganicos, sin embargo
la especificidad y la reproducibilidad del inmunoandlisis han llevado ala amplia aplicacién
de estas técnicas para este propésito.

En la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica, se ha propuesto
desarrollar un sistema para detectar al lipido A, para obtener una herramienta auxiliar de
diagndstico en enfermedades causadas por bacterias Gram negativas, principaimente
en los siguientes casos:

1) FIEBRE TIFOIDEA:

A) Conocer portadores asintométicos de Salmonella typhi, esto podrla llevarse
a cabo en personas que mangjan o preparan alimentos.

B) Mediante la deteccidn de lipido A y la asociacién de los sintomas clinicos de
fiebre de tifoidea, podria establecerse de manera previa el diagndstico y tratamiento
inmediato. '

2) SINDROME SEPTICO

En pacientes intrahospitalarios que han sido sometidos a cirugfa, con
compiicaciones por infeccién, que culminan en sepsis; la deteccién temprana del (pido
A en fase Inicial ayudarfa al pron6stico y la evolucién del paciente, ya que confirmarfa de
una infeccién por bacterias Gram negativas, y se tomarfan las medidas necesarias para
un tratamiento adecuado.
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V. HIPOTESIS

Con el anticuerpo monoclonal y la metodologfa propuesta se estara en posibilidad
de detectar el lipido A, mediante el ensayo de ELISA de doble anticuerpo; ya que la
ampiificacién por el sistema estreptoavidina-biotina permite detectar el antigeno atn en
bajas concentraciones.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener anticuerpos monoclonales anti-lipido A para su uso en la deteccién del
antigeno soluble,

OBJETIVOS PARTICULARES

- Obtener suero policlonal anti-lipido A, de ratones BALB/c.

- Obtener hibridomas productores de anticuerpos monoclonales con especificidad
para los componentes de una mezcla de proteina-LPS.

- Identificar anticuerpos monoclonales que reconozcan al LPS Re de Sa/monelia
minnesotta (lipido A).

- Determinar el isotipo al que pertenezca el anticuerpo secretado por los
hibridomas.

- Obtener grandes cantidades de el anticuerpo monoclonal, tante in vitro como in
vivo.

- Purificar el anticuerpo por cromatografia de afinidad con proteina G.

- Conjugar el anticuerpo manoclonal a biotina, y realizar su titulacion.
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VI MODELO EXPERIMENTAL

Qnmunizacién de ratones BALB/c )

A
Qitulacién del suero )

<0btenci6n del bazo}__I___(Crecimiento de Ag8é )

( FUSION CELULAR )

!

( Seleccion de hibridomas especificos

CCIonacién por dilucién limitante>

e
(Obtoncién de liquido de ascitis )‘

de |los

R (Delermlnaclbn de la cadena pesad
v

a
anticuerpos (isotipo) )

Purificaclén en cromatogratia de
afinldad con proteina G

)

_{ Unién quimica de los anticuerpo
P\ monocionales con biotina

)

( ELISA de doble anticuerpo><
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Vil. MATERIALES Y METODOS

|. ESQUEMA DE INMUNIZACION

Se inmunizaron 8 ratones BALB/c hembras de 16-18 g, con una preparacién
protéica-LPS.

El esquema de inmunizacién fué el siguiente:

DIA VIA DOSIS (ug/ratén)
0 Intraperitoneal 50 en AIF
23 Intraperitoneal 30 en PBS
31 Intraperitoneal 30 en PBS
35 RETROORBITAL SANGRIA
AIF= Adywvante incompleto de Freund.

2. TITULACION DEL SUERO DE LOS RATONES INMUNIZADOS CON
PROTEINA LPS.

Para la obtencién de una muestra de suero, los ratones se sangraron por via
retroorbital. De esta manera, la sangre se centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos.

La valoracién del anticuerpo presente anti-LPS, tanto de los sueros individuales
como del pool realizado con los mismos. Se realiz6 mediante la técnica de ELISA,
descrita a continuacion:

, Las placas de poliestireno de 96 pozos (NUNC), se recubrieron una hora a 37°C
y durante toda la noche a 42C, con 100 ul/pozo de unasolucién de 20 ug/ml de LPS de
Salmonella minnesota Re 595 (SIGMA cat. L-9764,) en amortiguador de carbonatos
(carbonato de sodio-bicarbonato 0.1 M pH 9.5), trancurrido dicho tiempo se lavé 4 veces
con PBS-tween 0.1 % (tween 20) (SIGMA). Posteriormente, los pozos se incubaron
durante 3 horas a 37°C con 200 ul de una solucion de bloqueo (PBS-gelatina 2 %),
lavandose 4 veces con PBS-tween, a término del mismo, se agregaron 100 ul de la
muestra problema, y se incubaron por 2 horas a 37°C.

La placa se incubé 1 hora 30 minutos a 37°C con una dilucién 1:1000 del
anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa (GIBCO BRL cat. 97135A) después
de 10 lavados con PBS-tween 1% se colocaron 100 ul de sustrato (6 mg de O-fenil-
diamina'y 10 ul de H,0, al 30% en solucién amortiguadora de citratos 0.1 M, pH 5.6) a
los 10 minutos, la reaccion se detuvo agregando 50 ul de H,SO, 2.5 N. Los pozos se
leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Labsystems Multiskan Multisoft).
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3. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

3.1 Crecimiento de células Ag8

Las células mieldmicas Ag8, crecieron en el medio de cultivo RPM! 1640 (Hyclone
cat, B-0305-BB); complementado con 10 % de suero fetal bovino (GIBCO BRL), 10° M
beta-mercaptoetanol (MERCK), 2 mM glutamina (GIBCO BRL), 2 mM piruvato de sodio
(GIBCO BRL), estreptomicina (100 ug/ml) y penicitina (100 Ul/mi).

Las células se colocaron en botellas de cultivo estériles (Corning) de 25 cm? en
una incubadora a 37°C, en atmosféra himeda, y CO, al 5% Dias antes de la fusién, se
expandieron a botellas de cuitivo de 75 cm?

3.2 Obtencibn de macréfagos como células alimentadoras

El uso de los macréfagos tiene como finalidad, eliminar células muertas, y
suministrar factores de crecimiento, para el desarrollo inicial de los hibridomas.

Los macréfagos se abtuvieron de 2 ratones BALB/c de 18-20 g, los cuales se
sacrificaron antes en una camara de éter,

Se les inyectd Intraperitonealimente 5 ml de solucién de Hanks fria (SIGMA), y se
dié un masaje vigoroso por 5 minutos; se removié el liquido con una jeringa estéril,

£l liquido asf obtenido, se centrifugd 5 minutos a 1200 rpm; y el botén celular se
resuspendi® en 10 ml de medio de cultivo.

Tomando una muestra de esta solucion, se contaron las células totales.

Los macréfagos se colocaron en placas estériles de 96 pozos (NUNC) a razénde
5x10%- 1x10° células/pozo, en una incubadora a 37°C con atmésfera humeda y CO, al

5%
Cuando se necesit, en vez de colocarlos en placa, se depositaron en botellas de

cultivo.

3.3 Producclén de hibridomas

Para la fusi6n celular, se emplet el protocolo modificado de el original de Kéhler
y Milstein; quienes obtuvieron por primera vez anticuerpos monoclonales. El cual se
describe enseguida;

Un ratén se sacrificd por sangrado a blanco. Este ratén fué el que completé su

esquema de inmunizacion, y obtuve tituios de anticuerpo. Siendo necesario reestimulario
con el antigeno tres dias antes de la fusién.
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El bazo se extraé en condiciones de esterllidad y fue colocado en una cgja petri
con tela de organza y 10 mi de RPMI sin SFB; éste se exprimid culdadosamente con una
jeringa y su émbolo. Todo el sobrenadante se absorbi, y se colocéd en un tubo de 10
mi (NUNC), centrifugandose a 2000 rpm por 5 minutos.

Al paquete celular se le adiciont amortiguador de lisis (cloruro de amonio 0.83%)
(MERCK), y después se incubd 2 minutos a 37°C, centrifugandolo a 1200 rpm durante
5 minutos.

£l lavado se repiti6 2 veces, y se contd el nimero fotal de células linfoides,

Las células Ag8 se centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos, y se resuspendieron
en 10 mi de RPMI, para contar el nimero total de elfas.

De esta manera las células, Ag8 y linfoides, fueron colocadas en una proporcién
de 2:5 respectivamente. Y una vez hecha la relacién, se centrifugaron a 1200 rpm por §
minutos, decantdndose el sobrenadante, y resuspendiendo el botén celular,

Enseguida se adicion6 0.8 ml de polietilenglicol (GIBCO BRL).

Se agregb gota a gota t ml de RPMI sin SFB (previo a 37°C); en los sigulentes
5 minutos se adicionaron 20 ml de medio RPMI sin SFB, y se centrifugd por 3 minutos
a 800 rpm,

A el paquete celular, se adiclonaron 50 mi de RPMI con SFB 20 %
Previamente fue necesario tener preparadas 5 placas de 96 pozos, de la siguiente
manera;
2 placas con macréfagos (tienen RPMI 20 % SFB)
2 placas con HAT (SIGMA)
1 placa con RPMI 20 % SFB
A lo anterior se le agregd 100 ul de mezcla celular a cada pozo de la placa.
Tenlendo como controles una fila de pozos con células linfoides y otra con Ags.
Al dfa siguiente se cambi6 el medio de cultivo de todas las placas, y se adiciond
a las mismas, 100 ul de medio HAT.
Todas las placas fueron incubadas en las mismas condiciones mencionadas.

3.4 Seleccibén de hibridomas

Después de 24 horas, el medio de las placas se sustituyd por medio HAT. Las
células se mantuvieron en éste por 20 dfas,

En ol dia 5, se revisaron las placas, mediante un microscopio invertido (Bausch
Lomb), para la deteccidn temprana de! crecimiento celular.

Cuando se detectaron las primeras clonas, se cuidaron dia a dfa hasta que
recubrieron ef &rea de cultivo en un 70% siendo éste el momento adecuado para
preparar el sobrenadante que serla utilizado en ELISA.

La técnica de ELISA utilizada fue la misma a la descrita con anterioridad, con fa
Unica diferencia que el sobrenadante (muestra problema), se coloct tal cual, sin dilucion
y por un tiempo de incubacion de 18 horas a 4°C. Una vez efectuado este ensayo, se
seleccionaron las clonas productoras de anticuerpo.
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3.5 Clonacién de hibridomas

Las células productoras de anticuerpo, se clonaron mediante la técnica de dilucién
limitante, Esto es, a razén de 0.3 células por pozo, en placas de cultivo de 96 pozos con
100 ul de RPMI 10% SFB.

Al cabo de aproximadamente 10 dfas, se detectaron las primeras cionas,
desechéandose los pozos que presentaron mas de una clona,

La deteccién de los hibridos productores, se realizé por ELISA, usando como
anticuerpos conjugados a peroxidasa, anti-igG de ratén y polivalente (anti-igG, IgA, igM)
de ratén (SIGMA Cat, A0412),

Las clonas positivas, productoras de anticuerpo se criopreservaron y también se
mantuvieron tanto /n vivo como in vitro.

3.6 Propagacién in vivo

Para la obtencién de liquido de ascitis, se inocularon intraperitonealmente 10
ratones con 0.5 mi de AlF,

Al cabo de 7 dias, se Inocularon, por la misma via, de 5x10° a 5x10? hibridomas
por ratén, resuspendidas en 1 mi de RPM!,

En una o dos semanas, los ratones que desarrafiaron el tumor (los cuales se
Identificaron por un vientre prominente), fueron tomados para !a recolecclén del fiquido.

La recoleccién se realiz6 por puncién intraperitoneal con una agya de 20x32 en
recipientes estérlles, anestesiando antes a los animales, en una camara de éter.

El liquido colectado se Incubb a 37°C por espacio de 1 hora, y toda ia noche a
49C, Al dfa siguients, se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutes. El liquido resultante, se
almacent a -20°C.

3.7 Cultivo de agotamiento

Esta técnica tlene como finalidad, concentrar anticuerpo del sobrenadante de
cultivo, con la ventaja de que se obtiene relativamente purificado.

Los hibridomas se expandieron en una botella de cultivo de 75 cm?, hasta lograr
una cantidad de 10° células/mi, en un volumen final de 100 ml.

Después de una semana, se adicioné 20 ml de RPMI 10% y se dgaron una
semana mas, o hasta que lamayoria de los hibridomas hubleran muerto, para recolectar
e} sobrenadante de cultivo.

3.8 Criopreservacion

Dado que en estadios tempranos, los hibridomas pueden perder parte de su
material cromosodmico, lo preferible es criopreservarlos. Ademas, también se previenen
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posible muerte de los hibridomas en cultivo, por contaminacion con hongos, levaduras
o bacterias.

Asl, las células a congelar debieron encontrarse en fase logaritmica de
crecimiento. Utilizdndose para ello una solucién crioprotectora, compuesta de RPMI 20%
SFBy DMSO al 1% (SIGMA).

Esta solucion se esterilizé por filtracion,

Los hibridomas que se encontraron en el medio de cultivo se centrifugaron a 1200
rpm por 5 minutos, el botén celular obtenido, se resuspendié en 1 ml de solucién
crioprotectora (10° células/ml), y se colocd en un criotubo (NUNC). De manera gradual
se disminuyé la temperatura, y éstos se colocaron en refrigeradores de -20°C, -70°C y
finaimente en nitrégeno liquido.

4. DETERMINACION DE LA CADENA PESADA DE LOS ANTICUERPOS

Para establecer que clase de inmunogloblina (IgG, IgM) y de qué isotipo (IgG1,
IgG2a, IgG2b, IgG3) esta produciendo el hibridoma, es necesario determinarlo, mediante
la deteccién de la cadena pesada (H).

Para tal determinacién, se llevo a cabo la técnica de ELISA de captura de
anticuerpo, con el Kit ISO-2 (SIGMA).

Los anti-isotipos se diluyeron 1:1000 en PBS, y se colocaron 100 ul por cada pozo
en una placa de microtitulacion, incubandose una hora a 37°C.

Después de dicho tiempo, se lavd 4 veces con PBS-Tween 0.05 % y los pozos se
recubrieron con 200 i de solucion de bloqueo (PBS-gelatina 2%) 2 horas 30 minutos a
37-C.

Se colocaron 300 ui de sobrenadante por pozo, y seincubaron 1 hora 30 minutos
a temperatura ambiente, en atmésfera himeda.

El conjugado polivalente (anti-isotipos IgG, IgM e IgA) de ratén unido a peroxidasa
se diluy6 1:500 en PBS, colocando 100 ul en cada pozo, con un perfodo de incubacién
de 50 minutos a temperatura ambiente,

El sustrato se coloct en 100 ul de una solucion hecha con o-feniidiamina y H,0,
en amortiguador de citratos 0.1 M pH 5.6 A los 10 minutos la reaccién se detuvo
agregando 50 ul de H,SO, 2.5 N. La placa se ley6 a 430 nm en el mismo lector de
ELISA.

5. PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS POR CROMATOGRAFIA DE
AFINIDAD CON PROTEINA G

€l sobrenadante de el medio de cultivo y el liquido de ascitis se purificaron por
cromatograffa de afinidad con Protefna G.
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Para ello, se utilizé una columna de protéina G en soporte de sepharosa,

Antes de su uso, fue necesario lavarla 10 veces su volumen con cada una de las
siguientes soluciones: urea 2 M, cloruro de litio 1 M, y glicina 100 mM pH 2.5

Por otra parte, el liquido de ascitis se diluyd 1:5 con solucién de Hanks, y el pH
se gjustd con TRIS 1 M pH 8. Esta nueva solucién se hizo pasar por la columna 3 veces,
al término de las cuales, se lavb 10 veces su volumen con TRIS 100 mM pH 8, y con
TRIS 10 mM pH 8, respectivamente.

La obtencién del anticuerpo purificado se llevo a cabo por Ia elucién de la
columna con glicina 100 mM pH 3.

Las fracciones obtenidas se leyeron a 280 nm en un espectrofotdmetro
(BECKMAN DU 640), y guardadas a -20°C, hasta obtener suficiente para dialisar contra
PBS.

6. UNION QUIMICA DE LOS ANTICUERPOS CON LA MOLECULA DE BIOTINA

Los anticuerpos monoclonales obtenidos, se unieron quimicamente a la biotina,
por la oxidacién de los carbohidratos de la inmunoglobulina, previo a la formacién de
hidrazonas.

Procedimiento a seguir mediante ia técnica proporcionada por los laboratorios
PIERCE (U.S.A. Rockford). La cual se describe enseguida:

Se tom6 1 ml de una solucion fria de 1gG (2 mg/ml) en amortiguador de acetatos
0.1t M pH 5.5 (MERCK) y se mezclé con 1 ml de metaperyodato de sodio (20 mM)
(MERCK), realizandose la oxidacién por un tiempo de 20 minutos, a 0°C y en oscuridad.

Posteriormente se adiciond glicerol (MONTERREY), para detener la reaccion, en
una concentracion final de 15 mM, incubandose por 5 minutos a 0°C.

La muestra se diallzb toda la noche a 4°C en amortiguador de acetatos.

Posteriormente la biotina Lc hidrazida (PIERCE cat. 21340X), se adiciond hasta
obtener una concentracién final de 5 mM, siguiendo la reaccién con agitacion en un
iapso de 2 horas a temperatura ambiente,

De esta manera, las muestras que ya se unieron a la biotina, se dializaron contra
PBS y se almacenaron a 4°C.

7. ELISA DE DOBLE ANTICUERPO

En un ensayo de este tipo, un anticuerpo es unido a un soporte sélido, y el
antigeno se adiciona enseguida, para que pueda unirse al primer anticuerpo. Este
ensayo puede cuantificar el segundo anticuerpo marcado.

La técnica utilizada se describe a continuacién:

El anticuerpo no marcado (Suero policlonal anti-LPS Re), se adicioné a una placa
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de poliestireno, a razén de 1 ug en un vélumen de 100 xl de PBS, con una incubacion
de 2 horas a temperatura ambiente, en atmdsfera himeda, Transcurrido dicho tiempo
se lav6 3 veces con PBS. ‘

Los pozos se recubrleron con 200 x| de una soluclén de bloqueo (PBS gelatina
2% con &lbumina sérica bovina 1%), y con un tiempo de incubacién de 2 horas a 37°C.

El antigeno (LPS Re) se afadié en una concentracién de 1 ug por pozo; con 2
horas de incubacién a temperatura ambiente.

El anticuerpo monoclonal unido a biotina se agregd en una dilucién 1:16
(4 ug/pozo) en PBS, y se incubd 2 horas a temperatura amblente.

Al término de dicho tiempo, se adicloné la estreptoavidina conjugada a peroxidasa
en una dilucién 1:5000 en PBS, con un tiempo de incubacion de 1 hora 30 minutos a
37+C.

La adicién del sustrato y Ia lectura de la densidad 6ptica, se realiz6 de la misma
manera mencionada anteriormente.
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Vill. RESULTADOS

1. ANALISIS DE LOS SUEROS DE RATONES INMUNES

Los ratones inmunizados se sangraron y la inmunoreactividad de los sueros se
analiz6 en un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), donde se obtuvieron los resultados que
se presentan en las figuras 9 y 10. El suero fue capaz de reconocer a la porina Omp C
y LPS. Para Omp C, se obtuvieron D.O. préximas a 1.0, aln a una dilucién 1:1600 (figura
9). No sucede lo mismo con la respuesta a LPS, ya que fas D.O. oscilan entre un rango
de 0.13 - 0.3, desde diluciones 1:20 - 1:160 (figura 10).
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Figura 9. Reconocimiento de la porina OmpC por el suero de los
ratones inmunizados con mezcla proteina-LPS. La reactividad se
determind por ELISA empleando como antigeno OmpC.
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Figura 10. Reconocimiento del LPS Re por el suero de los ratones inmunizados
con la mezcla proteina-LPS, La reactividad se determind por ELISA empleando
como antigeno LPS Re.
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2.  DETECCION DE HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE ANTICUERPO
ESPECIFICO

Para realizar la fusién se utilizd una mezcla 5:2 de células linfoides y células de
mieloma. Es decir, se fusionaron 2.25 x 10 7 células con 9 x 10 ¢ células respectivamente.

Al décimo dfa después de la fusion, se observé que los cultivos deberfan ser
analizados por el ensayo de deteccidn de anticuerpos especfficos.

Los resultados de ELISA se analizaron por medicién del desarrolio del color en
un lector de ELISA, descartandose aquellos que presentaron D.O. menores o iguales al
sobrenadante de células Ag8 (control negativo). Se encontré que un total de 20 pozos
fueron positivos para OMP C, y que tres de ellos presentaban las D.O. més altas, éstos
fueron B4, F3 y A10 (figura 11).
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Figura 11. Hlbridomas secretores de anticuerpo antl-OmpC. Su
reactividad se determiné por ELISA empleando como antigeno a OmpC.
Como control negativo se utilizd sobrenadante de células Ag8.
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Mientras que en la respuesta para LPS, se obtuvieron 9 pozos secretores de
anticuerpo anti-LPS, y s6lo dos presentaron altos titulos de absorbancia, ellos fueron F§
y G3 (figura 12),

A
0.5 -
0.452

0.4 P
e
c
8 0.3 Placa
: 0.273 - 4
« 2 :
E .c () :
8 '
8 ;
< 1

0.115 ‘
0,085

Gs H9 D9 A3 Fs [G3] Ags
Hlbrldoma_secretor de anticuerpo anti-LPS
Figura 12. Hibrldomas productores de antlcuerpo antl-LPS. Su reactividad se

determind por ELISA empleando como antigeno al LPS de Salmonella typhl.
Como control negativo se ulilizd sobrenadante de células  Ags.
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3. CLONACION DE HIBRIDOMAS

La mayorfa de los cultivos productores de anticuerpos con reactividad anti-OMPC,
y algunos con reactividad anti-LPS, se congelaron. Los restantes se clonaron por la
técnica de dilucion limitante.

Se clond en 40 placas, s6lo en 100 pozos se desarrollé el crecimiento celular, De
ellos, en la figura 13 se muestran: Algunos no productores de anticuerpo, los 4
hibridomas poductores de anticuerpo anti Omp C y dos hibridomas productores de
anticuerpo LPS. De éstos tltimos, la clona G3B7 presenta una D.0. mayor a la unidad,
mientras que la clona F5E4 presenta una D.O. de 1.3
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Figura 13. Clonae productoras de anticuerpo monoclonal antl-OmpC y
antl-LPS*, La reactividad se determind por ELISA utilizando como antigenos
OmpC y LPS de Saimonaella typhi, como control negativo se utilizéd sobrena-
dante de células AgB.
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4,  EVALUACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL G3B7 CONTRA 2 LPS

Para saber que tipo de LPS reconocla G3B7, fue necesario probar el
sobrenadante de cultivo con LPS de Salmonelia typhiy LPS Re de Salmonella minnesota.
Para ello se utilizd sobrenadante de cultivo en agotamiento y normal (de tres dfas). Es
en el primero, donde el titulo de absorbancia es mayor para el LPS de Salmonella
minnesota (figura 14).
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Flgura 14. Reactividad del anticuerpo monoclonal G3B7
contra el LPS de Salmonella typhi y ol LPS de Salmonella
minnesota. La reactividad se determind por ELISA. EI
sobrenadante A se cosechd en tres dias mientras que en el B
es cultivo de agotamiento (7 dias), con la misma densidad
celular.
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5.  RENDIMIENTO OBTENIDO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL EN ASCITIS Y
SOBRENADANTE DE CULTIVO,

Los resultados se resumen enseguida:

LIQUIDO DE ASCITIS SOBRENADANTE
INOCULO CELULAR 5x10° células/raton 10° células/ml
TIEMPO DE COSECHA 7-15 dias 7-30 dias
VOLUMEN 70ml 500 mi
ANTICUERPO OBTENIDO 7mg 700 ug
RENDIMIENTO 100 pg/ml 1.4 ug/ml

6. DETERMINACION DE LA CADENA PESADA DE LA INMUNOGLOBULINA

El isotipo se determiné por la deteccion de la cadena pesada de la
Inmunoglobulina. De esta manera, los Isotipos encontrados en el liquido de ascitis fueron
IgG1 e IgM (figura 15). A mayor dilucién, mejor se aprecia el isotipo; ya que a una
dilucién 1:5000 se estan eliminando protelnas extrafas que interfieren en la reaccién. El
control negativo obtuvo titulos menores de 0.05 de D.O.
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Figura 15. Isotipificacién del antlcuerpo G3B7 en el liquido de

v

ascltls. El liquido so produjo por la inoculacién de S millones deo
codlulas G387 en la cavidad poeritoneal deo ratones BALB/c. Como
control negativo se utilizd sobronadante de Ag8 sin diluir.
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Cuando ¢l fiquido de ascitis se purificd en cromatograffa de afinidad con protefna
G, se observd que el anticuerpo purificado (Furificado) presenta todos los isotipos, En
cambio la fraccibn Ascitis presenta en mayor proporcién IgG1 e IgM (figura 16). Esto nos
indich que es necesario pasar mas veces el liquido en la columna de sepharosa, por que

gran cantidad de IgG1 no se unié a la proteina G,

En el sobrenadante de cultivo no se observa interferencia de otras proteinas, ya
que el medio de cultivo carece de elfas. Se ve claramente que ef isotipo producido por
los hibridomas es IgG1 e igM, y aunque en este medic se obtiene el anticuerpo
relativamente purificado, el alto costo de fos reactivos empleados en su produccién,

impide que se produzcan en grandes cantidades.
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16. lsotipificaciéon del
cromatografia de afinidad con proteina G. La fraccidon Ascitis es ol
liquido colectado una vez pasado por la columna y la fraccion Purificado
as al anticuerpo unido a ia proteina G y eluido con glicina 100 mM pH3. En
al sobrenadante de cultivo (Sobr/cuit) se observa que el isotipo s IgG!t e
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7.  DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA PARA EL ANTICUERPO
MONOCLONAL UNIDO A LA MOLECULA DE BIOTINA

El sistema de amplificaclon dado por el complejo estreptoavidina-biotina es de
gran utilidad, cuando lo que se requiere es unirlo al anticuerpo y detectar minimas
concentraciones del antigeno,

Para determinar que concentraciones estarfan involucradas en la deteccién del
antigeno, se utilizé el anticuerpo monoclonal unido a blotina, y se tituld.

A una concentracién de 4 ug del anticuerpo y 500 ng de antigeno, la D.O. es
cercana a la unidad (figura 17).

»H LPS Re
Absorbancia a 490 nm =2 ug
7
1 ug
0.5 ug
0.8+

-Anti-lgG Eslreploaviding
(¢} ('0') 0.487 0.00

Ab Spid| o.s2e | 0.00

0,6 -

0,4+
Ag8 | o0.00 | 0.00
Ab $fbiot = Anlicusrpo monectonal sin unir & biotina
* = Conjugad iduse.
0.3 - njugadosa peroxdasa
o f i »
o N 7 1) >

Anticuerpo monoclonal-biotina (g

Figura 17. Tituiacién del anticuerpo monocional unido a biotina. Se utilizé el
anticuerpo puriicado en protefna G y como reactivo revelador se empled

estreptoavidina conjugada a peroxidasa. La tabla muestra los controles y su
absorbancia.
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8.  ELISA DE DOBLE ANTICUERPO

Dado que se requiere cuantificar o detectar antigeno en minimas concentraciones,
se necesita un ensayo de ELISA de doble anticuerpo. Asf, se realizd ! primero de estos
ansayos. A pesar de utilizar varias diluciones de! antigeno y de! anticuerpo de captura,
manteniendo constante la concentracién del monoclonal. No se observd efecto de
dilucién (datos no mastrados).

En el siguiente ensayo, se mantuvo constants la concentracidn del anticuerpo de
captura, y se variaron las concentraciones del antigeno (desde 100 ng) y el monaclonal
(desde 8 ug). Aln asf no hay efecto de dilucién ya que los controles marcados sin
antigeno revelaron una D.0. de 0.149 mientras que el control sin anticuerpo de captura
tuvé una D.O. de 0.113 (datos no mostrados).

En el sigulente ensayo, se colocd una dilucién constante del anticuerpo
capturador, diversas diluciones dobles del antigéno y diluciones del anticuerpo
monocional,

No se observé un efecto de dilucion, ya que los controles marcados sin antigeno
revelaron una D.O. de 0.136, mientras que sin anticusrpo capturador la D.O. resultd ser
de 0.107
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IX. ANALISIS DE RESULTADOS

Algunos autores han reportado hibridomas productores de anticuerpo anti-LPS,
utilizando como antigeno un extracto sonicado de Salmonella typhi ** y/o la bacteria
completa ¥, Otros en cambio, han reportado hibridomas secretores de anticuerpo
capaz de reconocer un antigeno protelco de Salmonella typhi *°. En ambos casos la
membrana externa de la bacteria presenta varios determinantes inmunodominantes.
Aunque la respuesta inmune humoral es mayor para antigenos de naturaleza protéica.

Por ello, en el esquema de inmunizacién, se utilizé una preparacion protéica-LPS
de Salmonella typhi, ya que era probable cbtener células plasmaticas productoras de
cada anticuerpo, e induso la linea de trabajo en el [aboratorio es sobre las protelnas de
esta bacteria y en su produccidn el LPS, que se encuentra presente en 0.4 % 442,

Asl, se comprobb la presencia de anticuerpos anti-OmpC y anti-LPS Re en el
suero de los ratones inmunizados, mediante la técnica de ELISA, tal como se muestra
en las figuras 9y 10,

De las cinco placas utilizadas al inicio de la fusién, s6lo sobrevivieron los hibridos
que se encontraron en las placas de macréfagos 1y 2, y RPMI. De las que contenian
HAT, ninguno sobrevivié, Esto nos indica que después de que las células han sido
fusionadas, no es conveniente realizar la seleccién enseguida en medio HAT, ya que su
carga gendmica aln no se estabiliza. En cambio, las placas que contenfan un tapiz de
macréfagos fueron un excelente medio para que los hibridomas se estabilizaran y
crecieran, ya que estos tipos celulares proveen factores de crecimiento, ademas de
eliminar desechos y restos celulares; e incluso pueden remover levaduras, hongos y
bacterias en estadlos tempranos de la infeccién. Fueron en estas placas donde se
encontraron los tres tipos de hibridomas:

1) Productores de anticuerpo anti-OMP C
2) Productores de anticuerpo anti-LPS
3) Productores de anticuerpo anti-lpido A.

Para concluir si una fusibn fue excelente 0 no, sblo se puede comprobar
realizando otras fusiones, para determinar la frecuencia la estabilidad y viabilidad de los
hibridomas 8.

Cuando se realizan fusiones celulares, los hibridos resultantes pueden perder

parte del material cromosémico, esto es ai azar y no existe manera de prevenirlo. Por
ello, es necesario congelar para preservar la linea.
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A pesar de la obtencién de varios hibridomas sélo se trabaj6 con el productor de
anti-lipido A, llamado G3B7; los demas se congelaron en nitrogeno liquido.

Este hibridoma fue capaz de reconocer tanto al LPS de Salmonelia typhi como al
de Salmonella minnesota (figura 13) ya que ambas estructuras comparten la fraccion
comin de las enterobacterias: el lipido A.

£l hecho de que el anticuerpo sea capaz de reconocer al LPS de Saimonella
minnesota se debe a que carece del antigeno O y parte del n(cleo, lo que lo hace
accesible al reconocimiento. Mientras que la configuracién espacial del LPS de
Salmonelia typhi impide, parcialmente, que los anticuerpos reconozcan al antigeno.

En la determinacién del Isotipo (figura 15, dilucion 1:5000) se encontrd que existian
IgG1 e IgM, esto no es extrafio dado que IgM aparece en la respuesta inmune primaria,
ademdas de que la respuesta de anticuerpos a antigenos timo-independientes, se
restringe a una inmunoglobulina de corta duracién. Las clonas productoras de IgG
aparecen en el dla 5, y se incrementan hasta el dia 14, para que esto siga asf, el LPS
puede ser administrado en vesiculas fosfolipidicas %, Ademas, Qadri y colaboradores *,
reportan el isotipo IgG1 de sus hibridomas, cuando Inmunizan con un extracto sonicado
de la bacteria 0 con la bacteria completa.

En 1983 ¥, se demostr6 que los isotipos IgG1, 1gG2 o IgG3 pueden ser inducidos
por la longitud de la estructura del LPS. Los fosfolipidos y las proteinas usados como
adyuvanies alteran el nimero y las subclases de células formadoras de placa (PFC) de
la IgG especifica. Las mezclas de LPS con fosfolipidos o protefnas hidrofébicas Inducen,
predominantemente PFC de tipo IgG1, mientras que la mezcla del LPS con protefnas
hidroficas induce IgG2.

Aunque la proteina G tiene gran afinidad por todos los subtipos de la
inmunogilobulina G, también une a los demAs isotipos (IgA, e IgM). Es tal vez por ésto
que enlafigura 16 se observen todos los isotipos (en Purificadc), mientras que en Ascitis
se observa todavia IgG1 e IgM. Y aunque se siga pasando més liquido de ascitis; las
fracciones de la proteina G que unen la regién Fc se han saturado por la presencia de
IgM. Por lo que se recomienda precipitar esta inmunoglobulina antes de purificar.

El método de amplificacion mas estudiado es el de el sistema estreptoavidina-
biotina. Al ser la biotina una molécula pequefia, puede ser unida a los anticuerpos sin
ningln problema. Entre los métodos que se utilizan para unir moléculas a las
inmunoglobulinas se cuentan las que reaccionan con grupos:

- Aminos

- Sulthidrilos

- Residuos de tirosina

- Aldehidos (después de la oxidacion de los carbohidratos del anticuerpo).
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De todos estos los grupos aldehidos son mejor para conjugar, debido a que por
encontrarse en la region Fc del anticuerpo, no se interfiere con el sitio de union antigeno-
anticuerpo.

Los inmunoandiisis en fase séiida pueden flevarse a cabo siguiendo varios
pratacolos. En cada caso, el protacolo de eleccién depende de las necesidades del
laboratorio, de la naturaleza del antigeno a medir y de los Inmunoreactantes disponibles.
Ademds se deben determinar las diluciones de los reactivos y las condiciones de
reaccién 6ptimas para cada sistema analltico mediante titulaciones adecuadas '®,

La obtencion de anticuerpos monocionaes, contra un antigeno determinado,
depende en gran medida, del tipo de ensayo de deteccién que se emplee. La eleccion
del ensayo depende no sélo de la rapidez, eficiencia y confiabilidad de! mismo, sino que
debe tomarse en cuenta en que sera utilizado el anticuerpo.

Sabiendo que el objetivo principal de contar con anticuerpos monoclonales contra
@l iipido A es utilizarios como una herramienta auxiliar de diagndstico en Fiebre tifoidea
y choque endotbxico. Se eligié un sistema de escrutinio que reuniera las siguientes
consideraciones;

1) Que el sistema nos permitiera detectar al antigeno en forma soluble, es decir en
fluidos biolégicos. .

2) Al presentarse el antigeno en concentraciones minimas, los anticuerpos deberfan ser
unidos a algun sistema que amplificaran la sefal.

3) Y que, el ensayo elegido reuniera, también, facilidad en su realizacion, sensibilidad,
eficiencia, y confiabilidad.

Por tales motivos, el sistema escogido fue el de ELISA de doble anticuerpo o
sandwich, Esta técnica presenta grandes ventajas a diferencia de otros sistemas de
diagnéstico o seleccién de anticuerpos monoclonales como el radioinmunoensayo (RIA)
o Inmunofiuorecencia (IFA} que implican un mayor costo en su realizacién debido a los
cuidados y equipo especial que se necesitan .

El ensayo de ELISA para diagnéstico es mas econémico y de una sensibilidad
igualable al tomarse mediclones de absorcitn de la reaccibn enzimética colorida en un
espectofotémetro convencional,

En los ensayos finales (datos no mostrados) no se observd un efecto de dilucion,
ésto se conoce como ‘fénomeno de dosis aitas’. Ocurre cuando existe exceso de
antfgeno; y consiste en un incremento de la senal, para posteriormente mostrar un
descenso de la misma. Asl, la senal A puede ser interpretada como una concentracion
XoY (figura 18).
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Figura 18, Fendmeno de "dosis altas". Cuando en ELISA se encuentra los reactivos en
altas concentraciones, comlenzan a saturar la fase sélida causando la meseta, as la
sefial A puede ser interpretada como la concentracién X o Y.

La explicacién dada es que la cantidad de anticuerpo capturado a la fase sélida
es restrictiva. En dosis altas, el antigeno primero satura la fase sélida causando la
meseta, eventuaimente, también el anticuerpo marcado ia comienza a saturar, y el
antigeno libre empleza a competir con el complejo antigeno-anticuerpo marcado, esto
lleva a ia inversién del sistema.

Para poder ser eliminado,se debe remover el antigeno libre por varios lavados, y
las muestras que dan doble sefial en la meseta deben ser mas diluidas.

Las razones mas importantes para la obtencién de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el lipido A, radica en la utilizacién para la deteccién de las bacterias o
sus endotoxinas ya sea en agua, alimentos o en la clinica.

tos anticuerpos monoclonales también puede ser probados en sistemas
experimentales para el tratamiento de la Infeccién, es decir en seroterapia y para
neutralizar toxinas bacterianas,

Y finalmente, se diagnostica fiebre tifoidea sin tener pruebas de laboratario que
lo confirmen, basandose Unicamente en criterios clinicos o cuando més en una sola
determinacién de la prueba de Widal *¢, por lo que probablemente la incidencia real sea
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menor a la reportada a nivel nacional por la Secretarla de Salud, sin perder de vista que
también es cierto que el reporte de padecimientos no se realiza adecuadamente,
principalmente entre médicos que ejercen la medicina privada en México %45,

También se observa que en realidad en los cuadros febriles y diarréicos es
importante el contar con apoyos de laboratorio, para poder establecer el diagnéstico
nosoldgico, y el paciente no sea expuesto al riesgo potencial que genera 6l uso
innecesario de antibi6ticos, los que generalmente son administrados en varias
combinaciones. pretendiendo dar un tratamiento de amplio espectro que cubra la
posiblidad de atacar varios gérmenes involucrados en la patogénesis de cuadros
diarréicos o febriles, practica comunmente observada en la atencion a los
pacientes ¥,
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X. CONCLUSIONES

Con el presente trabajo se llegaron a las sigulentes conclusiones:

* Se obtuvieron hibridomas productores de anticuerpo antl-OmpC, anti-LPS y
anti-LPS Re. Ya que la mezcla antigénica, compuesta de protelna y LPS, es capaz de
inducir la produccién de anticuerpos para cada uno de sus componentes.

* El anticuerpo monoclonal secretado por el hibridoma G3B7 es capaz de reconocer al
LPS Re de Salmonelia minnesota. L.a determinacién del isotipo revelé una mezclade dos
hibridomas; uno que secreta IgG1 y otro IgM. Este Gltimo se encuentra ‘en mayor
proporcién,

* La inoculacién del hibridoma G3B7 a ratones BALB/c, produjo apreciables cantidades
del anticuerpo. Mientras que en el medio de cultivo, la produccién fue menor. Ambos se
purificaron en cromatograffa de afinidad con proteina G.

* Existe saturacién en el sistema de doble anticuerpo.

* Los anticuerpos monocionales deben ser evaluados, en el futuro, para su empleo en
el diagnéstico de infecciones por bacterias Gram negativas.
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Xl. PERSPECTIVAS

Dado que, en el hibridoma productor de anticuerpo anti-lipldo A, se encuentran
dos clonas, es necesarlo separarlas, Asf, sblo la clona de isotipo IgG1 debe ser utilizada
en los siguientes ensayos. Ademds, tamblén es necesario probar el anticuerpo frente a
una baterfa de LPS de varias entercbacterlas, o en todo caso, probarse con la bacterla
completa.

Una vez que se haya logrado la estandarizacién de la técnica de doble anticuerpo,

se podré ensayar con fluidos bioiégicos de paclentes que presenten una infeccién por
bacterias Gram negativas, o en la blsqueda de la endotoxina en agua o alimentos,
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