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RESUMEN

Existe evidencia para considerar la expresiéon de anticuerpos autorreactivos
como componentes normales del suero de un individuo sano y ejemplo de
esto son; los anticuerpos anti-idiotipo. Considerando estas observaciones, se
ha propuesto que el sistema inmune podria organizarse como una red de
interacciones humorales y celulares a través de la cual, el sistema determina

su- propla identid ‘d"(l |dlot|p|ca) Una de las principales propiedades de

“uede analizarse a través de la medicién de la

define un
5 evaluar si
feXISten camblos SIgnlf’catlvos en los patrones de conectividad idiotipica de 36
>~‘|nd|v1duos sanos que mostraron diferencias en la produccion de anticuerpos
‘especn’cos contra el virus de la hepatitis A, durante una inmunizacion contra
'-diého patégeno. A través del anadlisis arriba mencionado, encontramos
diferencias significativas en los patrones de conectividad idiotipica de los
ihdividuos estudiados, al menos 30 dias después de la aplicacién de la
“primera dosis de vacuna. Esta situacidn nos da indicios para considerar que
-los:.cambios en la concentracion de anticuerpos, a causa de una
in'hﬂ'uhizécién, generan modificaciones en la configuraciéon de las interacciones
ldIOtlpO antn -idiotipo presentes en el suero, situacidn que podria explicar las
frecuentes variaciones en la respuesta inmune humoral durante Ila
"vacunaaon.




Lista de abreviaturas.

Ac. Anticuerpo.
~ANOVA: Andlisis de varianza.
~APC:,,‘CéluIa presentadora de antigenos (por sus siglas en ingles).
CDR 'Déterminante de complementariedad (por sus siglas en ingles).
VELISA Inmunoensayo enznmatlco (por sus siglas en ingles).
HAV Virus de la Hepatitis A (por sus siglas en ingles).
: fHBsAg Antigeno de superf'ae del HAV (por sus siglas en ingles).
,IEF Isoelectroenfoque h T

“ IgA: Inmunoglobull : ':a:dénas pesadas tipo a.

IgG Inmunoglobul‘ 1:c:‘adenas pesadas tipo v.
IgM Inmunoglobul ?con cadenas pesadas tipo pd.

. In f'(vbor sus siglas en ingles).

(por sus siglas en ingles).

6 (por sus siglas en ingles).

is de varianza multivariado.

i:nayor de histocompatibilidad (por sus siglas en ingles).

n-diamina (por sus siglas en ingles).

allna amortlguada con fosfatos con Tween 20

Vi, VH, H;,‘IJL',JH;:'Segmentos; variable, de diversidad y de unidén del gen de la
‘regién variable de las cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas.
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" El hombre es una especie de no-ser;
un gusano que roe el corazon de la

real/dad pues sin ella no podria eX/stlr”

Jean Paul Sartre

. "It is clear that a

sc1ence that advances as rapidly as

‘ /mmuno/ogy requires a continuous
rewsmn' Of its theoretical foundations as

we// a‘s a. éont/nuous expansion of the
theoretlca/ framework in order to
‘encompass phenomena that older
‘theories did not have to deal with”.

Niels. K. Jerne
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I. INTRODUCCION

i. ¢Qué precede a la Seleccién Clonal?, o el origen de la Red Idiotipica.
1.1 El nacimiento de lIa Teoria de la Seleccion Clonal.

La teoria de la seleccién clonal es, sin duda, uno de los preceptos centrales de la
inmunologia del siglo XX, esta teoria establece los fundamentos de la respuesta
inmune adaptativa y su origen puede rastrearse hasta principios del siglo XIX,
inmune.

Se sabe que durante las primeras décadas del siglo XIX, el estudio del sistema inmune

'estaba enfocado .en . conocer los mecanismos de sintesis de anticuerpos, la

f‘sucoquxmlca‘de las lnteracc1ones antigeno-anticuerpo y su especificidad (Silverstain,
oc: Scia. muy poco sobre la estructura general de una
nismos de expresién.

'a:soc1acxon, especuﬂca e irreversible, entre el antigeno en cuestiéon y un conjunto de
Apatrones estructurales (cadenas laterales como él los llamd) presentes en moléculas
de la superr”cne celular (Mazumdar, 1989). De esta manera, los anticuerpos presentes
en ‘el suero de individuos infectados, surgirian de la secrecidn exagerada de las
cade_nas laterales necesarias durante el proceso de reparacién.

Las caracteristicas claves de este postulado, desde entonces ya seleccionista, son: el
planteamiento de la existencia de un repertorio de receptores con diferentes
especificidades antigénicas; la consideracién de los anticuerpos como moléculas de
estructura particular y con funciones relacionadas con la defensa del organismo y

) finalmente, el reconocimiento de los mismos como posibles moléculas capaces de
interaccionar entre si o con el repertorio de receptores (Forsdyke., et al 1989).




la relacién estereoquimica de un compleJo

ue..ca racterrlzan

obre la estructura del antigeno, con el objeto de modificar la
uct:ural de un antlcuerpo despues de su sintesis. Es deC|r, los

EI enfaS|s to gado, por parte de la comunidad cientifica dedicada a la inmunologia, a

parecerla comphcado rebatir las posturas establecidas por una firme escuela
Sln embargo, para Macfarlane Burnet y Frank Fenner, las evidencias
ran insuficientes para explicar la presencia, en el suero de cualquier
Ik67, que hasta ese entonces se podia considerar como proteinas con
efensa. En particular para ellos, la teoria del antigeno como molde
nevitab‘le'mente imposibilitada para explicar una serie de evidencias
n‘tre las cuales destacaba; la capacidad del sistema para mantener la

n:sin la presencia del antigeno.

rio tardio de las aves, en cierto tiempo es posible inducir un estado de

olerancia inmunolégica (Mazumdar, 1989).
~.avance y fortalecimiento de las evidencias mencionadas generd un cambio

importante en el pensamiento inmunolégico. Para entonces, la vieja escuela

“estructural habia adquirido mucha importancia y, de hecho, se habia constituido como




paradigma :‘central en la inmunologia; sin embargo, los trabajos de Burnet

........._establecieron.un nuevo enfoque basado en el estudio de la fisiologia inmunitaria y en
"Ia mcorporacmri formal de la seleccion darwinista como axioma central en el fenémeno

_' tes‘ls de anticuerpos.

Esto ultlmo es, en mi opinién, un concepto mas bien heredado de los trabajos de
‘"Ehrhch y-no necesariamente novedoso.

1.2 Jerne y el seleccionismo.

La" consolidacién de la teoria de la seleccién clonal es precedida por un primer
postulado seleccionista planteado por Niels K. Jerne. En 1955 Jerne postula la Teoria
de la Seleccién Natural para la Formacién de Anticuerpoé, basada en un amplio
conjunto de evndencnas, entre las cuales destacan las siguientes: las caracteristicas de
la respuesta : nmune secundarla, los cambios en la “calidad” de los anticuerpos

epetldas inmunizaciones con un antigeno; el aumento exponencial en

formados tra
' ‘antlcuerpos en la sangre, durante la respuesta inmune; Ila
actuar

para como

'perm e a interpretar las principales caracteristicas de la respuesta humoral, fuera de

: ';‘cualquner consideracién cercana a las teorias del antigeno como molde (Jerne, 1955) y
;en» concreto, esta hipdtesis postuld una sintesis continua de anticuerpos con gran

Vvarledad de especificidades de manera que cualquier antigeno contra el cual el
‘.brganismo pudiera montar una respuesta, se podria unir a una fraccién significativa
de anticuerpos. De esta manera, los complejos antigeno-anticuerpo serian fagocitados
por los macréfagos y otras células de competentes, aportando la informacién
necesaria para la sintesis de mas anticuerpos especificos para dicho antigeno. Si bien
la teoria es, como lo considera Jerne, una primera interpretacién meramente
especulativa, su principal aporte fue el de retomar la existencia de un repertorio

) preexistente de patrones de reconocimiento en los anticuerpos, y fundamentar el
concepto seleccionista.




! 1.3 1957~-1988. Las evidencias.

La Teoria de la Seleccién Clonal nace 1957, a partir de dos importantes preceptos; la
Teoria de la seleccién natural para la sintesis de anticuerpos (Jerne, 1955) y las
aportaciones de David Talmage para considerar a las células productoras de
antlcuerpos mas que a los mismos, como los sujetos de seleccion (Talmage, 1957).

7 'En partlcular, la teoria de la seleccidén clonal establece que en cada individuo existen

vpoblacnones celulares (linfocitos), que poseen sitios de reconocimiento en moléculas

de su membrana, correspondientes complementariamente a cada uno de los
f‘determlnantes antigénicos para los cuales les sea posible responder. Este sitio de
'r'econocimiento seria entonces equivalente en especificidad, a la globulina que dicha
- célula pueda secretar. De esta forma, la interaccién entre el antigeno y la célula
seleccionada, permitiria su proliferaciéon y aumentaria también, las oportunidades para
. generar mutaciones en dicho producto de secrecién.
" .La teoria de la seleccién clonal adoptdé y formalizé los preceptos establecidos por
. J"érn'e en relacién a la seleccién de "anticuerpos naturales", o aquellos con afinidad
-y,:hayc1a Ios antlgenos para ‘los cuales el organismo pueda responder (Jerne, 1955);

1a inmunoldgica podria expllcarse grac:as a un proceso de

ecepto central expllco la capacndad de cada linfocito para

stuaid del sistema. Sin embargo, su actual robustez no proviene de

: fsu postula |on como tal y, de hecho, en los afios subsecuentes el concepto enfrentd

lmportanté oposnmon (Mazumdar, 1989). No obstante, tiempo después, la seleccion
clonal encontro fundamento gracias a los experimentos de caracterizacién de la
: e‘s‘pécifyi(:idad de poblaciones de linfocitos estimuladas con distintas cepas bacterianas
;(Lféderberg, 1958), a la caracterizacién, por marcaje fluorescente, de las regiones

variables de los anticuerpos de membrana de los linfocitos B; el fenémeno de
exclusién alélica, y, mas sdélidamente, gracias a los aportes de César Milstein (Milstein

5




et ‘al.,, 1975) para la sintesis in vitro de anticuerpos monoclonales junto con los
trabajos de Susumo Tonegawa (Tonegawa et al., 1983) sobre los mecanismos de
rearreglo y a la recombinacién somatica de los genes de las inmunoglobulinas.

1.4 La Red Idiotipica y la Seleccion Clonal: dos teorias con un origen

concomitante.

En el marco del concepto seleccionista para la formacién de anticuerpos Yy
considerando que el repertorio de linfocitos capaces de sintetizar anticuerpos se
habria producido en su totalidad y estaria presente en el suero de un individuo
previamente a cualquier inmunizacién, (Burnet, 1949) la cuestidn que dirigié la
atencién de Jerne fue simplemente: éque precede a dicho fendmeno?, es decir équé
precede a la seleccion clonal?, en sus propias palabras, “en algun lugar, al principio,

w tenemos que postular la produccién espontanea de globulinas con gran variedad de

2 i,espec:f' cidades al azar, para iniciar el proceso selectivo” (Jerne, 1955).

: En ese momento aun no se conocnan por completo los mecanismos que determinan el

i desarrollo,de los linfocitos "B, 'nliaquellos que determinan genéticamente la estructura

de Ios an cuery

para establece e.fenomeno de tolerancia a lo propio. Por lo tanto el problema se

'_reducna, para el a postular un mecanismo de modificacion azarosa de las regiones
variables de las" lnmunoglobullnas (Burnet, 1957). Por otra parte, para Jerne la
e situacion contlnuaba ‘careciendo de mecanismos sélidos que explicaran la formacién
de especificidades al azar y la seleccidn de un repertorio abierto y compatible con el
individuo. Aunado a lo anterior, Jerne creia fervientemente en la mutacién somatica
como fenémeno rector de la diversidad de las regiones variables de los anticuerpos,
p'or lo tanto, la idea establecida por la teoria de la seleccidn clonal, sobre la existencia
»,'F’? un fendmeno de expansion de linfocitos mutantes, junto con un mecanismo de
: aeleccién de mutantes Utiles, fortaleciéo su hipdtesis (Coutinho, 1995). El problema en
ese momento era encontrar un mecanismo de generacion de reconocimiento

6




'inmunologlco, siendo Jerne quien propuso una explicacién aproximada, tomando en

cuenta '|gu1entes observaciones: la proliferacion de linfocitos en los 4rganos

‘.Ilnfatlcos prlmarlos es muy intensa; sin embargo la mayoria de estos linfocitos son

las

suprlmldos, los genes que codifican anticuerpos en dichos linfocitos pertenecen a uno

us complementos haploides (excusién alélica) y, finalmente, a la variacién en
,Ias reglones de unién al antigeno, o idiotipos, entre los anticuerpos producidos por
'dlferentes individuos de la misma especie (Jerne, 1974). Esta Uultima evidencia

confirmaria la existencia de algin mecanismo aleatorio de generacién de variabilidad
para los anticuerpos (hasta el momento desconocido).

Err ese entonces, para explicar los fendmenos que subyacen a la generacién de la
diversidad de anticuerpos, previo al contacto con cualquier antigeno y por lo tanto
previo a la seleccidn clonal; Jerne considera la existencia en el genoma, de un
conjunto de antigenos de histocompatibilidad propios y otros pertenecientes a cada
especie, asociados con un grupo de anticuerpos auto reactivos paralelos (Jerne,
'1971). Es decir, cada individuo de determinada especie tendra ciertos antigenos de
histocompatibilidad y ciertos auto anticuerpos contra ellos.

‘De esta manera Ia seleccmn del repertorio disponible dependera Gnicamente, de la

‘prohferacmn de tos .capaces de expresar anticuerpos que presenten mutaciones

ol recombmau
. hlsgpcompatlbllld ue d:irxcf:‘h'o individuo posee (Lederberg et al., 1959; Brener et al.,
’ éﬁite‘house et al.,, 1967; Gally et al., 1970). Por otro lado
,anticuerpos capaces de reconocer antigenos de

enetlca, y que desarrollen actividad contra los antigenos de

lhdi\r‘/riduo no posee pero que pertenecen a la especie,

midos situatién que explica el rechazo alogénico (Jerne, 1971).
ar que con este planteamiento, Jerne formaliza la

particnpacuon del fenomeno de mutacnon somatica dentro de los procesos de formacion
del repertorio’ de anticuerpos. En concreto, Jerne soluciona el dilema de la existencia
de dichos fendmenos en ausencia de antigeno, postulando la existencia de “antigenos
desde el interior”. El problema de producir anticuerpos naturales, o aquellos capaces
de reaccionar con una inmensa cantidad de constituyentes celulares o humorales
presentes en sueros de individuos normales (Avrameas et al., 1991), pareceria estar

J elegantemente resuelto,




'antes‘ de los sesenta, sélo
ocesos que determinan la
_podla inferir la existencia de
co'nsnderaba al timo como el

1955), situacién ciertamente

sobre la funcidn de dichas

-:la presencna de idiotipos y alotipos, estructuras que requieren del

las propiedades de la estructura tridimensional o nativa de un

Las obéérif‘acibnes reportadas por Oudin (Oudin et al., 1971; Jerne, 1974; Cazenave

et al.,  1973) sobre la capacidad del sistema inmune para sintetizar anticuerpos
especificos e inespecificos, simultdneamente, contra diferentes epitopes de un mismo
antigeno,




lé determinacién de las concentraciones necesarias para inducir una respuesta y la
demostracién de la capacidad de un animal para producir anticuerpos contra los
idiotipos y alotipos de cualquier otro anticuerpo (Iverson et al., 1970; Mage et al.,
1973).

. Finalmente, en términos de la respuesta celular:
Los. trabaJos que establecieron la independencia funcional y la capacidad cooperativa
entre Ios Imfocutos T y B (Jerne, 1974); la posibilidad de un anticuerpo para reconocer
;y ser reconomdo (Iverson et al., 1970); la capacidad de ciertos anticuerpos anti-
: alotlpo para suprlmlr una respuesta (Mage et al., 1974) y la habilidad de un linfocito
S para responder o mantener una respuesta ya sea, positiva (activacién) o negativa

(supresnoi’) 5| reconoce'algun epitope o si sus receptores son reconocidos.

' e evidencias arriba mencionadas, en 1974 Niels Jerne
‘ ‘ed ‘idiotipica. Para Jerne el objetivo inicial de la teoria fue
mecanismo’ que permitiera explicar el origen del repertorio de

e la existencia de la representacion “propia” o interna de
“antigenos a los que ese individuo se podria enfrentar,
‘Vz?conSIde ar I‘SIsL‘ema inmune como una inmensa red de componentes que, en

condlcwnes normales, adoptara un estado de equilibrio dinédmico.

I 3]




La Red Idiotipica del Sistema Inmune.

1.5 Algunas definiciones.

Las interacciones antigeno-anticuerpo y anticuerpo-anticuerpo dependen, a nivel de la
estructura tridimensional de cada molecula, de la presencia de determinantes
antigénicos o epltopes. Un epitope es un fragmento de la estructura de una molécula
que presenta una conformacnon capaz de ser reconocida, con diferentes grados de
'conformacmn complementarla.

~Los anticuerpos reconocen al antigeno gracias a sus pardtopes y son a la vez

strt.'l:i:tijral (la habilidad de un anticuerpo para

e»su descubndor, para J. Oudin un idiotipo esta compuesto por un

conjunto de especificidades antigénicas presentes en los anticuerpos producidos por

: f‘uh‘ih‘dividuo o un grupo de ellos en respuesta a cierto antigeno (Oudin et al 1971). Si

consideramos que existe el potencial para sintetizar anticuerpos contra practicamente
-cualquier antigeno, cada organismo tiene el potencial para producir un nimero muy
grande de diferentes sitios de unidén, ya sean paratopes o idiotipos. El nimero total de
dichos paratopes o ididtopos corresponde al repertorio que un organismo puede
expresar. Finalmente, cabe considerar que dicho repertorio, es, presumiblemente,
mavyor al repertorio de idiotipos y paratopes que cada organismo tiene disponible en

J cada momento, el cual también es inmensamente grande (aproximadamente 10
' diferéntes especificidades) (Jerne, 1972).
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1.6 El concepto de la Red Idiotipica .

El sistema inmune posee un comportamiento propio” caracterizado por una red de
paratopes que reconocen idiétopos e idiétopos que son as u vez, reconocidos por
grupos de paratopes. A través de esta red de interacciones, el sistema alcanza un
estado de equilibrio dinadmico dependiente de la sintesis y decaimiento de sus

elementos. (ver figura 1).
P D E—
P2 i - _—
--—

Grupo de P
reconocimiento i —
P1 Grupo de la
Cl;o | Imagen interna i~
E .
Antigeno [Py » pO -~
P3 ) :
/ O - i ,__»' a
i1 is p -
—_—

Grupo anti-idiotipo i

Px —_—

Grupo paralelo Grupo de amortiguamiento
Figura 1.- Componentes bdsicos de la red idiotipica del sistema inmune. (p: parétopes, i:
idiétopos, E: epitope antigénico ,—»: estimulacién, < : inhibicion) (Jerne, 1974). Los
circulos unidos por lineas representan la asociacion de paratopes e idiétopos y de cada
grupo de anticuerpos.

*Figen-behaviour en el idioma original.

11




pau atop, de co}n_]unto pP1 puede reconocer a _otro ididtopo del conjunto representado

|gual forma, se«asoc1a a un nuevo conJunto de paratopes

ueconsnderado por Jerne como la imagen
ser reconocido por el grupo capaz de

i‘;'jCon el ob_]eto de aproximar esta representacién esquematica de la red, en términos
. funCIonaIes, Jerne asocid a los elementos del grupo de la imagen interna (p2i2) como
un grupo capaz de estimular la respuesta de los linfocitos del grupo de p;i; y, por el
contrario, aquellos del grupo psis, como el grupo encargado de inhibirla (Jerne,
1974).
Finalmente, el sistema inmune en ausencia de estimulos antigénicos presentaria una

J predominancia de interacciones de tipo inhibitorio,
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'Ias cualesv tendrlan que ser sobrepasadas por aquellas estimuladoras, disparadas al
T;entrar n contacto con algun antigeno.

- ‘Con ‘el plantes |ent:o de un mecanismo auténomo de control, Niels Jerne establecio

"Vparalelo a la seleccion clonal, para comprender la organizacién

spbhible y la capacidad para reconocer “lo propio de lo extrafio” y
' lf'mantener Ia; homeostasis.

‘ ‘T'antlcue p

“.fii. La existencia de la red idiotipica.
1.7 Idiotipos y red.

La organizacién del sistema inmune depende de algunos principios bdsicos, dentro de
los cuales destaca la capacidad de sus componentes para cooperar, por lo tanto, para
explicar la fisiologia del sistema no es posible considerar a cada grupo de linfocitos de
forma mdependlente si no que es necesario considerar que cada subpoblacion se
encuentra asocnada o conectada a través de los productos de expresion que las

surglero' de un fenédmeno comun: la presencia en el suero de cualquier individuo

) e: antlcuerpos capaces de reconocer diferentes epitopes de las regiones
: varlables de otras inmunoglobulinas.

Ex1sten ultlples evidencias experimentales que sugieren la capacidad del sistema

lnmune para reconocer determinantes antigénicos presentes en idiotipos propios o
aJenos, y para producnr anticuerpos especificos contra dichos determinantes
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1977; Seferian, P.G et la., 1994; Vogel et al., 2000; Kaushik et al.,
' n:mu"nizar conejos, estos son capaces de expresar
‘os alotipo o ratones s:ngemcos con un antlgeno Yy

‘co‘ e.“o noV: relac1onados entre si con un antigeno bacteriano (Micrococcus luteus), se
‘r’Fcar' n antlcuerpos contra el antigeno y posteriormente se produjeron, de forma
ndependlente también, anticuerpos anti-idiotipo en otros conejos capaces de expresar
jdlnmunoglobullnas con el mismo alotipo. Una vez purificada cada especie de
"antlcuerpos antl ldlotlpo, se realizd una mezcla y se inmunizd un individuo
4','jpr0dUCle dos

! na ‘respuesta mezclada de anticuerpos

' "f'~",‘~ant| (antl iotipo espe C|ﬁc'o‘s,;;para cada una de las inmunoglobulinas anti-idiotipo

*;‘utlllzadas ‘como:inmundgeno: Cabe destacar que una de las caracteristicas principales
de anticuerpos producidas, fué la baja reactividad cruzada

on:suU alta especificidad para reconocer la molécula que le dio

;roducir una respuesta mixta de anticuerpos con cada una
o "r|":>"ds‘ antes desarrolladas en diferentes conejos.

~¥ 1 Estas observacn es:no hacen pensar que el repertorio de posibles idiotipos entre
' ,organlsmo de’una:misma:especie es el mismo. Al parecer, la respuesta inmune no

e[ecclon por parte del antigeno de clones capaces de reconocer

‘ di'cho“;aﬁtirévénvo, ndt‘tai;ﬁbién depende de la historia idiotipica del individuo (Bona,
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Anticuerpos Caracteristicas
obtenidos

Acl Idiotipos producidos por el individuo inicialmente inmuniza&o.

Estos anticuerpos presentan diversos ididtopos topograficamente distintos:
ididtopos asociados al sitio de unién e ididtopos asociados a secciones de
la regién variable.

Ac2 Anticuerpos anti-idiotipo generado contra Acl:

Ac2(a) capaces de reconocer idiétopos asociados con secciones de la regién
variable del Ac1.

Ac2(B) capaces de expresar un ididtopo conformacionalmente capaz

de mimetizar al epitope antigénico original, es decir, reconocen un idiétopo
completamente asociado al sitio de unién.

(Imagen especular interna del epitope antigénico).

Ac2(y) capaces de reconocer ididétopos parcialmente asociados al

sitio de unién del Acl.

Ac3 Anticuerpos anti (anti)-idiotipo
: generados contra Ac2, esta respuesta es cOmpléja y depende del
tipo de Ac2 utilizado para inmunizar. -
Ac3(a):, representan un subgrupo heterogeneo capaz de reconocer idiotipos

presentes ‘en’lo Ac2"‘_ aquellos inducidos por Ac2(B), poseen el mismo

que presentan los Acl.

‘smo de'u,
Ia imagen interna del epitope que indujo el

2 algunos anticuerpos de este subgrupo, inducidos por
S€ ntan reaccién cruzada con el Acl.

de Iosfidiioti’pd e)_?pfésan (Hiernaux, 1981; Urbain et al., 1983 en Bona).
A través del analisis serolégico de los anticuerpos anti-idiotipo resultantes de diversos
esquemas ~experimentales de inmunizacién, se ha podido determinar Ia
fhéte:ﬁdgéneidad de la respuesta anti-idiotipo. La existencia de diversos grupos de
. anticuerpos anti-idiotipo, cuyas propiedades estructurales se discutiran en la siguiente

“seccién, nos indica diferencias a nivel estructural en los idiotipos que aquelios
expresan, estas caracteristicas fundamentan la existencia de diferentes grupos
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'idibtl’;ﬁicbs: ! de: la respuesta mmune Por Je‘mplo, se han podido identificar los
componen ) ‘alelo descrito. por Jerne (Bona et al., 1983). Por otro lado,
otupos para funcionar como antlgenos auténomos se ha puesto
'numero de trabaJos entre Ios cuales destacan: los ensayos en
5 an la capacidad denlnducw la ‘produccién de anticuerpos contra

o del tabaco, en coneJos, utilizando anticuerpos anti-idiotipo en

lu tlgieno correspondlente (Fraucotte, 1984), los experimentos que prueban
A"_ilafhabllldad que tienen algunos anticuerpos anti-idiotipo, producidos por inmunizaciéon

,"—con algunas hormonas Y neurotransmisores, por ejemplo: insulina, catecolamina B8

'ﬂ‘:’adrenerglca, acetilcolina entre otras, para llevar a cabo la funcidén de dichas
‘moléculas (Sege et al., 1978, Schreiber et al., 1980).
Finalmente cabe destacar que es posible demostrar la existencia de varios elementos
que restringen la extensién de la respuesta descrita en la tabla 1; la inmunizacién con
un’ antigeno o0 con un anticuerpo no genera una respuesta con una proporciéon de
idiotipos o anti-idiotipos homogénea, por lo contrario, las proporciones de cada
especie de inmundégeno, asi como su naturaleza, concentracién en suero y
~heterogene|dad limitan la respuesta de los subsecuentes anticuerpos (Cerny et al.,
_1990) ‘ s o il

rlstlcas de los lletlpO

mmune, es |mportant: destacar el papel

red idiotipica. .
fu‘e postulada |ncluyendo Unicamente las
r ables de Ios antlcuerpos y los receptores

'lb tahto, una de ‘sus principales limitaciones
partncupacnon de uno de los componentes mas
T (Cerny et al., 1990).

a‘,.bért|C|pac10n de los linfocitos T dentro de la red
”,i975; Urbain et al., 1979; Hiernaux, 1980; Kaufman
X|sten pruebas para considerar la existencia de idiotipos o

_|d|ot|p|ca (Hoffm n
et al., 1985) De hecho e
J o estructuras sxmllares en:

las regiones variables de los receptores de las células T

reconocibles por,algunas lnmunoglobulinas (Marchalonis et al., 1992; 1994, ).
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~Junto a ésto, dicho! r'ece'ptbres poseen presumiblemente la capacidad para reconocer

,,.;idiot'i'bbs o ales cuando ratones singenéicos son inmunizados con dicho
nyetal 1982 ; Eichmann et al., 1978 ; Lewis et al., 1978).

,studlos enfocados a estudiar la regulacién de la respuesta celular han

‘antlcuerp
;Fmalment ‘

: _descublerto,e vpépel de algunas interacciones idiotipo-anti-idiotipo entre células T
_‘;(Anderson et ; 1976 Kimura et al., 1982; Wilson et al., 1982 ).

. estas evidencias junto con muchos otros estudios, demuestran la

: :Cole,ctlyyame
: bilidad qt ehéri los linfocitos T para reconocer idiotipos propios y para activarse
'ni:ia de dicho reconocimiento. No obstante, existe poca evidencia
ns permita identificar si estos linfocitos se activan en condiciones
curso de la respuesta inmune; parece poco probable que los

"‘Vklmfomtos‘B, Yy Ios timocitos relacionados funcionalmente, puedan expresar idiotipos

fcomplementarlos, ya que cada uno de estos grupos celulares reconocen epitopes con

k‘dlferentes estructuras (en conformacién nativa, o procesados y presentados por las
:imoleculas del complejo mayor de histocompatibilidad, MHC, respectivamente).
'“ConSIderar la participacion de los elementos que conforman el proceso de
presenta'cién antigénica es esencial para describir en términos fisiolégicos Ila
‘participacién de los linfocitos T dentro de la red idiotipica, (figura 2).
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F/gura 2.- La re/aC/on idiotipo anti- /d/otlpo, entre /os /mfoc:tos T (TH1, y TH2) y B (B y,B2)
pOS/bIemente requlere también de presentaCIon ant/gemca ‘(a r"traves de las células
B presentadoras de ant/geno profesrona/es APC e ing. 'aﬂMHC ‘En la figura se
' muestra una representacion esquemat/ca ‘de: Ia partIC/pacmn de los* nfocztos T (Tnl, v Th2)
- dentro de la red idiotipica. Este esquema: /nc/uye Ia“

cﬁyac:on de IoS I:nfoc:tos T de forma
timo-dependiente (APC-Tyl y APC-Ty2 ) y timo- /ndependlent (Bl TH1 ). (Cerny et al., 1990;
McNamara et a.,| 1984). ' ‘

1.8 La naturaleza de los idiotipos.

La expresidon de los genes de las inmunoglobulinas es un proceso Unico. Gracias a una
serie de mecanismos, el sistema inmune puede crear un repertorio de anticuerpos con
una inmensa variabilidad a partir de un ndmero relativamente pequefio de genes.

Los genes que codifican para las regiones variables de un anticuerpo estan
compuestos por dos (VL y JuU) o tres (VH,JH,DH) segmentos que se combinan, al

parecer' snn restnccnon (Wood et al., 1983). En el genoma, existen multiples copias de

o estos segmentos y cada uno puede unirse, diferencialmente, gracias a un proceso

: COI’\OCIdO como recombmacuon somatica.
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, las cadenas pesadas y ligeras de una
Bée":’sof‘_conoqdo como recombinaciédn somatica, es la fuente

Adicionalmente, existe otro mecanismo que

ulina, se ve sometido a un proceso de introduccién de mutaciones

ke_sarrollo de una respuesta, a causa de los
f'Caciones idiotipicas (Urbain et al., 1983).

|a red idiotipica se hace posible gracias a la

5t 1945), es probable que el sistemma pueda sintetizar
ntra‘los idiotipos que estos mismos despliegan.

anticuerpos

Por otro lado, si como resultado de la recombinacién somatica, dos inmunoglobulinas

con dfféréntévespeciﬁcidad pueden compartir un mismo segmento génico (por
ejemplb V.), esta caracteristica fundamenta una de las propiedades mas importantes
de la red: la heterogeneidad de las especies de anticuerpos anti-idiotipo observables
al inmunizar, (ver tabla 1) caracteristica postulada por Jerne a través de los
J diferentes grupos (anti-idiotipo, paralelo y de la imagen, (ver figura 1)).
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1983), sin embargo,

e los mecanlsmos que dan origen al repertorio de antlcuerpos (Daive et

es una de las principales limitaciones a enfrentar para caracterizar

;‘,

Ias prnncupales estrateglas utilizadas para comprender la naturaleza

erlzéCIon seroldgica (Daive et al., 1986). Algunas observaciones de este tipo,
nitids establecer importantes propiedades como: la afinidad y distribucion de
articular dentro de una poblacidn de anticuerpos con varias

‘a\u variabilidad estructural de dicho idiétopo entre un grupo de

de CIerto uyendo su localizacion dentro del paratope (Braden et al.,
T a5y,

Todas estas ev:dencnas han permitido establecer algunos criterios de clasificacién para

J - los’ |d|otpopos, dentro de estos encontramos que debido a su localizacién en el
' ~parat:ope, los idiétopos se conocen como; asociados al sitio de unidn, parcialmente
" asociados al sitio de unién (paratope idiotopes o near-paratope idiotopes
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‘distantes del paratope, denominados asociados a la regidn

otro epitope, los ididtopos también puede clasificarse como

no:obstante, los discontinuos o conformacionales, no son

ifet;dh'dv:c:;vid'o kpAor: nmunoglobulinas disociadas (Cerny et al., 1990).

Finalmente con:relacién. a su expresién y presencia en el suero, los ididtopos se

determinan como se muestra en la tabla 2.

Nombre - Descripcién Abreviatura

Se expresan en los CRI, 1dX

De reaccidn cruzada
pUblicos. ' anticuerpos de la mayoria

los individuos de la especie.

Mayores, ._dominantes- Se expresan en CRIM

una amplia fraccién del -

o regulado

suero.

Menores ‘| 'Se expresan en-una:: - -CRImM

Privados 7 -
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1.9 La Red idiotipica como mecanismo de regulacién de la respuesta inmune.

La respuesta inmune depende de un conjunto muy amplio de mecanismos de control
que sirven para modular su capacidad y para recuperar el estado basal, cuando el
estimulo antigénico desaparece Dentro de estos factores encontramos a la capacidad

de algunas celulas para lnteractuar posntlva o negatlvamente a través de mediadores
quimicos como Ias c1tocmas y qunmlocmas, las ‘caracteristicas de las moléculas del

CUED lasoqacion con los mecanismos mencionados, se ha postulado que las interacciones

: :,_~-|d|otlpo anti-idiotipo- participan, dentro de la fisiologia inmunitaria, como un

mecan_lsmo de control. Sin embargo, la presencia de idiotipos y anti-idiotipos como
fcomponentes normales en el suero de cualquier individuo, junto con su genealogia y
3 complementarledad estructural no son razones suficientes para considerar a la red

idiotipica como u 7' mecamsmo formal de regulacién, para ello, ha sido necesario
fanallzar la capacudad de" os’ componentes de la red para modular la respuesta inmune.

s experimentales que han permitido establecer el
entos capaces de modular la respuesta inmune, surge

presentes en el

suero después de una inmunizacién,
ti lletlpO. Por eJempIo, se sabe que en ratones de la cepa

apééidad de expresar dicho idiotipo (Moser et al.,, 1983).

* Silent Idlotypes en el idioma original
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drlotlpos,/surge de- los experlmento

Estos experlm
' p, rac:on necesarlo,

|smo alotlpo), capaces de

puede Ilevarse a cabo seleccionando el repertorio de células efectoras disponibles y

'por otro a través del control de las respuestas en curso. En ambos sentidos se han
desarroliado importantes observaciones que describen la participacion de la red

idiotipica. Algunos estudios han demostrado la capacidad que tienen los anticuerpos
anti-idiotipo circulantes, para reqular el nimero de precursores y de linfocitos B
producidos por la médula dsea, a través de un grupo de interacciones entre regiones
variables (Sundblad et al.,:1991; Freitas et al., 1991). Otras observaciones postulan la
capacidad de algu’néis*énticuerpos anti-idiotipo para suprimir la sintesis del idiotipo
cvorres‘porrj:cli'edh e k

la: etapa fetal o neonatal; por ejemplo, se sabe que la

‘con la vacuna anti-pneumococo (fosfocolina como
Nies mula la activaciéon simultdnea de dos clones capaces de

antlcuerpos contra fosfocolina y otra sintetizando

‘s presor de la funcién efectora de los linfocitos (Skansen,
rtlcular, como componente importante de los mecanismos de
J s a~contro -de-la autommunldad Algunos investigadores han demostrado la existencia de

b nlveles -

mportantes de reactividad entre las regiones variables de Ilas

fammunoglobulmas de isotipo 1gG e IgM que de otra manera, mostrarian caracteristicas
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-»partlcular si ahora sabemos y pribiIidad de poseer linfocitos B

g potencnalmente autorreactlvos e ria, 'si- estos reconocen antigenos solubles

k'f'durante su desarrollo (Coutlnho, 1995) g

Finalmente, antes de continuar, es muy importante recapitular una de las
caracteristicas mas importantes de la red: la heterogeneidad de sus componentes.

-Si creemos que existen diversas especies de anticuerpos anti-idiotipo como resultado
, de una respuesta contra algun antigeno, la regulacion se debe realizar
preferenualmente por miembros selectos dentro de dichas especies de anticuerpos;
n_ pa:rt' hul' r, por aquellos capaces de reaccionar como autoinmunégenos (Paul et al.,

: estos anticuerpos se les denomina idiotipos reguladores y dentro de este

. ,\grupo ‘encontramos aquellos capaces de expresar las caracteristicas morfolégicas de
un- antlgeno externo, junto con otros que expresan las caracteristicas de los epitopes
proplos,‘_estos ‘dos grupos se denominan como idiotipos de la imagen interna e
idibtip'osrde la imagen especular, respectivamente, y al parecer muestran importantes

diferencias en su capacidad para regular la respuesta inmune.
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1.10 Conectividad idiotipica.

Estudiar la participacién de la red idlotlplca, co parte"de la Fs:ologla del sistema

inmune depende de Ila ldentlf'camo

i*'~l_ya" din m(ca de la red idiotipica involucra el andlisis de los cambios en las
foncﬁentracnones de idiotipos, que forman la red en determinado momento y este
fenomeno estd generalmente gobernado por el comportamiento de los linfocitos. Por
. otra parte, otra propiedad que va mas alld de las fluctuaciones en las cantidades
ff:'f‘,relatlvas de idiotipos presentes, es la produccion continua de nuevas regiones

v_arlables gracias a los mecanismos de generacién de diversidad inmunoldgica y
diferenciacién celular de los linfocitos. Esta propiedad se conoce como metadindmica Yy
gfacias a que cada regién variable es dUnica, la metadinamica de la red cambia
ccinsta’ntemente produciendo nuevas configuraciones idiotipicas (Varela et al., 1991).

'Finalménte, la tercera propiedad de la.red y aquella que sustenta el objetivo general
‘del presente trabajo, es la conectnwdad_ lletlplca Esta propledad estructural de la red

bservaciones de

la existencia de complementarledades

s anticuerpos, surge de los estudios seroldgicos

z ‘aracterlzar “anticuerpos naturales” o aquellos presentes en el

: ll?suero en ausencna de estimulo antigénico (Digiero et al., 1983).

. Aunado,a esto, con el objeto de describir la existencia de dicha complementariedad

‘esponténea, se han llevado a cabo investigaciones para caracterizar hibridomas
derivados de ratones en diversas fases del desarrollo embrionario y durante la etapa

neonatal.
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n_ ‘e_s -caracteristica del repertorio
AL 1984;

-(Holmberg et al.,

neon‘atales con: alta conectuvudad muestran’ que son parte del materlal genético de la
: , presentan poca diversidad de unién, y demuestran el uso preferencial
‘.de algunos fragmentos génicos para las regiones variables (Vy y V), préximos hacia
,f"'los segmentos de diversidad D (Carlsson et al 1989).

;‘iEn conJunto, todas estas evidencias indican la existencia de una complementariedad

atural entre los anticuerpos; sin embargo, estas observaciones no son suficientes

para considerar a la conectividad como parte funcional del sistema. En este sentido,

l ! ilas,prmcupales pruebas que fundamentan la importancia de la conectlvidad como parte

“la- f‘smlogla del sistema inmune surgen del estudio de Ia actuv:dad de los

“anticuerpos anti-

«‘antlcuerpos neonatales Se ha reportado que la admlnlstrac on'

neon tal la los idiotipos

etapa : . :altera produccmn de

~en los ultimos afios se ha reportado un
en Ia participacion de la conectividad idiotipica

parte mportante ‘de la Vf'SIO|OgIa inmunitaria. A través del analisis de la

eactnvndad de: las 1nmunoglobu||nas séricas, algunos autores han podido determinar

deswacnones |mportantes en la conectividad durante algunas patologias autoinmunes

,ylnfeCCIosas (Ayouba et al., 1997; Pacheco Garcia et al., 1999; Tovar Rivera et al.,
.2000).

En la siguiente seccién se describiran las caracteristicas generales del sistema que
hemos escogido para analizar la participacion de la red idiotipica.
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1.11 Respuesta inmune durante la vacunacion antiviral.

La secuencia general de respuesta a una infeccion viral aguda en ratones es la
siguiente:
1.-La aparncnon de celulas T CD4.

2.-La aparnqon de células T CD8..

-Aproxumadamente ‘tres dias después de la desaparicién del virus, la actividad

os citotdxicos, para lmltar y, eliminar al virus en cuestién. Por

:‘otra parte, ‘ actlvidad neutralizante de los" antlcuerpos producidos durante la
‘infeccuon ‘es‘un comyponente eficaz para el control de la viremia (Ada, 1999).

Se sabe que la patogénesis de una infeccién particular es un factor que determina la
intensidad y el tipo de respuesta que debe inducir una vacuna, por lo tanto en este
sentido, existen algunos requisitos importantes que determinan la obtencién de una
vacuna eficaz (ver tabla 3).

Una estrategia que permite modular la respuesta inmune a una vacuna para obtener
la respuesta mas eficaz contra el patdgeno en cuestidon, es el adyuvante que se
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que lnducen Ia secrecnon de factores capaces de

‘|_t‘<_)ck|nvas,y qunrmocmas, por ejemplo: aquellos que
& lterar las respuestas de I1gG e IgA en las mucosas,
uccnon de IL4 pueden incrementan las respuestas Th2,

2 favorece

las respuestas citotéxicas incluyendo la produccién de

Requisito

necesarlo” para la coestimulacién.

Actuvacnon prollferacmn y diferenciacion de llnfouto con:el:objeto.de

generar lmportantes poblaciones de celulasv,,d

Incorporaaon ‘de la suficiente cantidad de epltopes (p fi cialmente::

de tlpo mmunodommante) para activar el mecanusmo de

presentacnon antlgemca \4 actlvar linfocitos T y B.

\ Incorporar los epitopes necesarios para inducir la respuesta de
anticuerpos con mayor afinidad posible.

Asegurar una persistencia prolongada de los epitopes inmunogénicos
como agregados, formando complejos inmunes o presentes en la
superficie de las células dendriticas foliculares.

Tabla 3.- Requerimientos bésicos para obtener una vacuna eficaz (Ada, 1999).
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ue: esta conf‘ere, la utilizacion de virus

se sabe que

‘la nmunizacuon artificial.

El uso de adyuvantes, la preparacion del inmunogeno y

: dls,no de dlcha vacuna y a causa de ello, las respuestas inmunes de una poblacién
: lnmunlzada con un tipo particular de vacuna no es siempre homogénea (figura 2).

- 1.12 Caracteristicas generales de la Hepatitis A.
ClLa hepatitis A es una inflamaciéon aguda del higado causada por un virus de:RNA no

~.encapsulado de la familia picornaviridae (HAV). El principal efecto de la infeccién es la
interferencia de Ias funcnones hepatlcas a causa de la- multlpllcacnon viral en los

prlncupal sintoma: eI aumento en los valores normales de bilirrubina hasta 40mg/I,

esta etapa e _dano hepatico es considerable; no obstante, sélo el 0.2% de los casos
muere su no se desencadena la manifestacion fulminante de la enfermedad.

Finalme‘ntve,'la ultima etapa o de convalecencia es lenta, pero en la gran mayoria de
los casos la recuperacién es total. La uUnica forma eficaz para diagnosticar el
padecimiento es a través de pruebas serolégicas o por medio de andlisis bioquimicos

de funcidén hepatica.
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or heces fecales, aunque también es posible Infectarse a

fue AVAXIM de Aventls Pasteur y sus caracteristicas se describen en la seccidén 4.1.
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1.13 La red idiotipica y las infecciones virales.

Se ha encontrado importante evidencia para establecer la posnble partnc:pacnon de la

red idiotipica durante las infecciones virales; la prlmera“ewdenma publicada al

respecto, demuestra la exlstenCIa de antlcuerpos : ~con’ especificidad para

el virus de la hepatitis B)

te “respuesta anti-idiotipo
ncia de mdltiples familias de

gr' |as muy posiblemente a la

{::’“expresuon preferencual de algunos segmentos vV, D, J de ’|do al fenédmeno de mutacién

";jsomat:lca o a causa de los mecanismos de seleccién. (LIU et al., 1981).

v"'~_AdIC|onalmente la dominancia de algunos idiotipos ha sido documentada en particular

7 en la respuesta inmune de los mamiferos contra hepatltls B, situacién que sugiere que
‘ ,la habilidad para responder, a través de una respuesta anti-idiotipo, contra un epitope
: partlcular del virus es una caracteristica evolutlvamente conservada (Kennedy et al.,
';1983)
E'I' potencnal

régulatério de estos a’nti'idio'tipos ha sido analizado gracias a las

" fobservacnonesf' que demuestran la "’dismmucnon de los titulos de anticuerpos anti-
' ; |nuyen (Ibarra et al., 1988) y formalmente, a
‘c;lon in vivo de la inmunidad a través de la

ipo relacionados con epitopes del virus de la
Kennedy et al., 1984).

alteracuones en el perfil de conectividad de individuos
‘Padlerna' Ollvos et aI 2000).

s i'ly'iifer‘c:t’:‘a:‘dtb‘sficon’_f\»/_IH;_-r :
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pafééer y

II. ANTECEDENTES DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.

Igual que muchas areas del conocimiento bioldgico, la inmunologia en nuestros dias
se enfrenta a una importante paradoja: independientemente de la posibilidad que
tenemos para - manipular genes y genomas, disefiar moléculas vy controlar
nos

'nfrentamos a Ilmltacmnes sngnlﬂcatlvas para

repe,orlos ‘de moléculas efectoras; el

eila toleranma lnmunologlca, Ia regulacwn de la respuesta y el

Iaﬁn{tevado anteriormente, los avances posteriores al concepto de la red
r?bjédo importantes evidencias para su fundamento, no obstante, en
| 'desarrolio de la teoria se ha inclinado hacia responder cuestiones al
e ueltas por la seleccién clonal y a causa de ello, ha perdido impacto.

',Debldo a.una: mala interpretacién del significado de este concepto, el desarrollo de la
,red se ha’ restrmgldo al andlisis de la participacién de algunos idiotipos en fenémenos

lnmunologlcos muy especn“cos y al uso de los mismos como herramientas o
inmundégenos (Coutmho, 1989).

Existe un argumeht'o'qiue 'éparentemente confronta a la teoria de la seleccidén clonal y
a la red idiotipica: Para Ia/fseleccnon clonal, el estado inmunolégico previo a cualquier

reto antigénico esta car cterlzado por la presencia de precursores en reposo a la

espera de un est|mulo junto a esto, la seleccidn del repertorio de moléculas

efectoras suced_e unicamente a través de un proceso de eliminacién de
autorreactividades y,_, lo tanto, la Unica posible estimulacién proviene de la
presencia de antn’gen'o's..,éxternos (Janeway, 2001). Por lo contrario, la red idiotipica
predice la existen’ci‘ade cierta actividad auténoma, manifiesta a través de la presencia

de linfocitos activos antes de cualquier reto antigénico.
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)n't"'é)riedad. La red idiotipica y la seleccién clonal
gan’ii‘z'acién general del sistema (Coutinho, 1989).

eras entre estas dos formas de operacién y para
Ilas, es necesario estudiar la participacién de la red a
sgsbprropledades, entre ellas la conectividad idiotipica.

e sabe que la existencia de subpoblaciones celulares
des, en particular al nivel de los anticuerpos, es parte de
z |nmune (Huetz, et al 1989; Coutinho et al., 1995; Cohen et ai
~1991). Gracnas a esto, se ha sugerido que las manifestaciones autoinmunes pueden
desarrollarse como resultado de las alteraciones en la conectividad idiotipica la cual

“la anologn_,ﬂ" el s

es necesaria para regular la respuesta inmune. (Rossi et al., 1989).
Desafortunadamente probar esta hipo6tesis requiere del anadlisis cuantitativo de la
conectividad idiotipica y esta situaciéon no habia sido posible hasta el desarrollo de un
método basado en la separaciéon por isoelectroenfoque (IEF) de multiples grupos de
fragmentos F(ab’)2 con diferentes especificidades. A través del analisis de Ila
reactividad de las inmunoglobulinas séricas contra dichas fracciones, se pudo
establecer por primera vez un patrén de conectividad y observar, las alteraciones de
conectividad a causa del Lupus eritematoso sistémico (Ayouba et al., 1996).

Con el uso de una’:’rnodiﬁcaﬁcién de esta metodologia, se ha demostrado que existen
alteraciones de'coh' '

en otra importante enfermedad autommune cutdnea, el
Penphigus Vulgarls (! ,et al., 1999). Si consideramos que el repertorio
de antlcuerpo gl funcion de eliminar posibles autorreactividades
patolégicos (R C :9;), “‘no :es . sorprendente encontrar diferencias
significativas d ntFé individuos enfermos y sanos.
Junto a est an llevado a cabo estudios de conectividad idiotipica para
dos impd : , ‘ medades infecciosas, inicialmente, L. Padierna Olivos Yy
colabortadt .',eljﬁ:ostraron que existen diferencias significativas en los patrones de
conécti";{(}icll _nrdytip"ica de pacientes sanos e infectados por VIH-1 (Padierna Olivos et

al., 2000).
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el estudio de las

Ias enfermedades virales unto a: esto,

c nectnvndad IdIOtlplca _,de |nd|v1duos sanos que responden de
“sman ,,un estimulo antigénico o mmunogenlco, es muy importante para
entender el papel de la red como parte de la organizacion del sistema inmune.
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III HIPOTESIS.

e Existiran diferencias.significativas en los patrones de conectividad idiotipica de

las inmunoglobulinas séricas (IgG) de individuos vacunados ‘contra hepatitis A

' que muestran claras diferencias en la respuesta hUm‘ob'yraI"treinta dias después
‘de la aplicacién de la primera dosis de vacuna. ' G

35




IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

o Determinar si existen diferencias signiﬁcatlvias"enrrlos -patrones .de..conectividad
idiotipica de individuos vacunados co'ntr,a;'el vnrus de la hepatitis ‘A, que muestran
distintas concentraciones de anticuerpos especificos contra el virus 30 dias

_ después de de la aplicacién de la primera dosis de vacuna.

4.2 Objetivos Particulares:

e Obtener una preparacion enrnquecuda con fragmentos F(ab’ )2 a partlr de un suero
hiperinmune altamente heterogeneo por dlgestlon enzimatica. '

¢ Obtener diferentes fraCCIo es por soelectroenfoque de la preparacnon ennquecuda
con fragmentos F(ab ‘)z :

“lareactivid

‘Determinar uero de cada individuo inmunizado contra |la

la

;travésggl Y Vor;?IWEVLISA de la reactividad del suero de cada individuo
inmuh‘izadj contra cada una de las fracciones obtenidas por isoelectroenfoque.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Individuos y muestras serolégicas.

36 nifios de 2 afios de edad, seleccionados a partir de un estud:o de campo realizado
en nuestro laboratorio para evaluar la eficacia de una vacuna contra Hepatitis A,
conforman los grupos experimentales del presente trabaJo Los individuos fueron
,orlglnalmente seleccionados en la Unidad Famillar No. 1:del I.M.S.S en Saltillo,

acunaci6n. La vacuna

y; cada individuo - recibié un esquema prnmarlo d
(’:V"XIM""Laboratorlos Pasteur Merieux

ia) ‘esta :Eompt.iesta por dos
s y refuerzo mdlcado‘
'caracte stlcas 160 umdades de vnrus mactlvado

' posee las siguientes

e Hepatitis ‘A" (HAV) (cepa GMB)

. gltivabo en fibroblastos humanos (Ilnea celular MRC-5), 0. 30mg de hidréxido de

‘ V‘,:v'alumlnlo, 2.5 pg de 2-fenoxietanol, 12.5 ng de formaldehido y medio M199 hasta un
volumen de 0.5 ml.

5.2 Determinacion de Ilas concentraciones de anticuerpos IgG
especificos contra el virus de la Hepatitis A.

A lo largo del estudio de evaluacidon de la vacuna en cuestidén, se cuantificé para cada
individuo, la concentracién de anticuerpos especificos contra el virus antes de recibir
la primera inyecciéon (muestra 1 o basal), treinta dias después de la primera inyeccidon
\ (muestra 2), antes de la segunda inyeccién (muestra 3) y finalmente treinta dias
después de est:a “ditima (muestra 4), a través de un inmunoensayo enzimatico
comercua '(San

-Pasteur, Francia).
ul de cada suero a la placa pretratada con un extracto total del virus

A Postenormente se agregaron 200 ul del anticuerpo conjugado con
'a C|on se deJo lncubar por 3 h a 40 °C. Al terminar la incubacién se

_ncu‘bar a temperatura ambiente por 30 minutos en la

J' R (Tetraymetllben2|d|na) eJand_
' : oscurldad Fmalmente‘los“datos de densidad 6ptica fueron medidos a 450 nm (filtro de
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lectura) y.

Izal varlorr de. .la densndad optica

a diagnosticar Vseroconve rsiérnw :

R por :Hepatltl |
lnclwdos en.e (klt) para,cada prueba ‘e
los controles negatlvos para valndar Ia reproduc:bllldad de cada prueba, como se
reporta en el instructivo correspondiente (Sanofi-Pasteur, 1999).

5.3 Criterios de inclusion y determinacién de Ilos grupos
experimentales:

Para conformar los grupos experimentales, construir los patrones de conectividad
idio.tl'pica y llevar a cabo las comparaciones pertinentes, los criterios de inclusidon
fueron los siguientes: a partir del total de los individuos involucrados en el estudio
arriba mencionado, se consideraron 36 . individuos clasificados en funcién de las
concentraciones de 1gG especifica anti HAV en .suero obtenidas a lo largo de todo el

esquema. (g f‘ca 1) El primer grupo (' |nd|V|duos) |ncluyo aquellos pamentes con

de Ia:'lnyecaon 2 EI - individuos) se caracteriza por una

segundo fgrup
e ias después de la inyeccién 1, valores

en: este caso Jlos titulos de anticuerpos aumentaron
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drastlcamente

construiran y compararan los patrones de

»(v‘e'r's‘e_k o tant‘o, de forma inicial, se decidié construir y comparar los
' : entre los tres grupos correspondientes,

: |nyecc10n (m ,estra 2) chha muestra corresponde al momento de mayor variabilidad
en las concentraciones séricas de anticuerpos anti HAV entre los individuos de cada
.grupo experimental y por lo tanto, en esta muestra esperamos una mayor variabilidad
en la conectividad idiotipica.

5.4 Cuantificacion de IgG total.

Se determind la concentracion total de IgG para cada suero, utilizando un sistema de
nefelometria (Array 360 Bekcman, Fullerton. CA, EUA), con el objetivo de llevar a
cabo los ensayos de conectividad en igualdad de concentraciones entre todos los
individuos evitando asi, encontrar diferencias entre ellos relacionadas con la
concentracion.
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5.5 Obtencion de una fraccién de IgG enriquecida con fragmentos
F(ab')2 y libre de la porcién Fc.

Para construir los patrones de conectividad idiotipica, se utilizd una fraccién
enriquecida con fragmentos F(ab'),. Esta fraccidén, se obtuvo por digestién enzimatica
de un suero policlonal para administracién mtramuscular (Beriglobina P; producnda por,.,

Laboratorios . ‘Aventls Pasteur, Francia), compuesto por una
ampllament ‘he

[ ge ea de 1gG, provemente d Edyo' ad‘ores sanos.

os de mmunoglob |

,”(Brédford et al. 1976) utilizando un reactlvo comercial

na‘muestra control, en las mismas condiciones pero en ausencia de

Pierce-Endogene, Rockford. IL, EUA), para eliminar trazas de

: 0 %, segun el método de Laemli (Laemli, 1970) (figura 2),
k'revelando con plata amonlacal y: por Western blot, por el método de Towbin (Towbin,
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munoenzimaticos.

|$éca (Owl, Porthsmouth.

: detecc:on superlor (pg de protelna) a la resultante en los ensayos de ELISA revelados
con el mismo componente conjugado pero con el sistema de OPD.

La concentracién final de proteina se calculo colorimétricamente por el método de
Bradford (Bradford el al., 1976).

5.6 Isoelectroenfoque.

Con el fin de obtener diferentes subfracciones de fragmentos F(ab’), a partir del
producto de la digestién, se llevo a cabo un proceso de separaciéon por
isoeléctroenfoque (IEF). Este procedimiento se realizé en una cdmara Rotofor (Biorad,
Richmond. CA. EUA), en la cual la separacion se lleva a cabo de forma distinta a los
procedlmlentos clasllcos de: IEF en gel. En este caso; la separacién de:la: muestra

solucién:acuosa.y 'graC|as esta caracteristica, al termino del proceso es

sucede en

pos_ib,le,n"lﬁéc e fraccuones de proteina, -en condlcnones para ser

e separacmn fueron las s:gunentes inicialmente se
una‘ hora, umcamente con “la. solucién de corrida

je glicerol, 0.01% CHAPS y 3% de anfolitos con un

Cﬁder a 12 watts por 4 h a 5 °C, Al término de este tiempo, se

recuperarol ‘veinte fracciones y se midié el pH de cada una. Se agregdé a cada
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s g

'fraCCIon’f Na “los anfolitos, y después se

nente por el método
relacién entre los

5.7 ELISA

‘e‘, establecié a partir de la reactividad de los

El patrén de conectividad |dt i
V 0 frécciones obtenidas por IEF, y contra una

steros contra cada una de

proporcién de todas »‘Iafs'_ fr Dicha reactividad se midié6 a través de un
‘kg"uiente manera: placas de 96 pozos de alta

"g‘e. Mass, EUA), fueron tratadas con

inmunoensayo enzima’tic’o d
- ;,‘capaCIdad de pegado (Cost

.’ :"100 pl/pozo de una solu cada fraccién y 10 ug/ml de la fracciéon total en

b r‘a‘_tosva 8.2 (BBS). Las placas se incubaron por

. solucuon salina amortlgu d
".'h a. 37 °C y durant u

a 45°C Posteriormente se lavaron tres veces con 200
r 'utomatlco (Bio-Tek Instruments. Winooski Ver,

s se bloquearon con 150ul/pozo de una solucidon

ava‘ron tres veces con PBST 0.1 % vy después se

',conjuglgd 0 [ |d_,a_sa'~(S|gma, St Louis Missouri, EUA), como componente
cromogénico :
- Al termlnok e un mtervalo de incubacion de 1 h a 37°C, las placas se revelaron con
J ‘una; so|ucio “e orto-fenilen-diamina (OPD) (Ssigma, St Louis Missouri, EUA). Este
» ensayo' se hlzo como se reporta en la literatura (Pacheco Garcia et al., 1999).
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~ total

obtenldas por.IE
~7,d|f,er,encua entredichos:grupos.

LISA modelo E360 (Bio-Tek

s cdntfoles para evaluar el pegado
na soluclon 10pg/mli de la fraccién

de fragmentos F(ab )2 y;, romogenlco Junto a esto, cada

. “medicién se llevo a cabo por dupllcados c n un ntervalo de confianza entre replicas-

no mayor al 10 %.
5.8 Andlisis Estadistico.

Con el objetivo de comparar las concentraciones de IgG total entre los grupos, se
realizo un ANOVA de una via. Por otro lado, para determinar si existen diferencias
significativas entre los grupos experimentales en términos de la reactividad contra
dicha preparacién total, se aplicé también, un ANOVA de una via a los valores de
densidad éptica de cada suero contra la preparacién total.

Para analizar- |os patrones de conectividad idiotipica se utilizé un analisis de funcién

‘ d‘scrlminante Este’ analisus Nos- permlte encontrar diferencias significativas entre los
rgrupos en términos de -la-.

Ia'reactlwdad de cada suero contra las veinte fracciones

os: permntlo establecer las fracciones que hacen mayor

varlanza (MANOVA) Todas estas pruebas se llevaron a cabo con el programa SPSS

version 10, considerando en cada caso una probabilidad de encontrar diferencias
debidas al azar menor al 5%.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de los grupos experimentales.

Utilizando los valores de concentracidén de IgG especifica contra el virus de la Hepatitis
A, obtenidos a partir del estudio de campo, se establecieron tres grupos
experimentales cuyas caracteristicas se muestran en la grafica 1. Estos individuos
mostraron concentraciones basales de anticuerpos contra el virus menores a las
consideradas internacionalmente, como de seroconversion, es decir; un valor
equivalente o0 mayor a 20 mUI/ml de anticuerpos especificos contra el virus. Dicho

titulo de anticuerpos en sangre es, generalmente menor al medido después de una
infeccion natural. (Feinstone, 1999).

= 1. Toma basal
E 80000 - <20muUl/mi
=] |

E 70000 Al 2. 30 dias

Z 60000 - o . después de
£ 48166.2 mUlim| :la 12 dosis

'?“ 50000 - s .de vacuna.

<, 40000 - . “3.. Antes de la
= : 22 dosis

S 30000 de vacuna.
=

S 20000 , 4. 30 dias

[ . después de
£ 10000 - 3224.7 m Utm1 la 22 dosis

e ~, 294.5 mUl de vacuna.

8 0 Ly T T —

1 2 3 4 Momento en el
que se llevo a
? Tomas —e—Grupo 1 l cabo el analisis
—u— Grupo 2 de conectividad.
< Grupo 3

Grdfica 1.- Valores promedio de concentracién de IgG especifica contra HAV, de todos los
individuos de cada grupo experimental. Los valores dentro de la grafica muestran la el
valor promedio de anticuerpos anti-HAV al momento del analisis de conectividad idiotipica.
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concentracién de-

gG' lento Ilegando aun maximo de concentracion, sélo 30 dias

despues de:la segunda dosns de vacuna Por otra parte, el grupo 2 mostré una

'respuesta SImiIar ala respuesta mmune clasica a dos inmunizaciones descrlta en

: Ia Ilteratura (Ja‘neway 2001), en este grupo encontramos un aumento significativo

en los tltulos de IgG anti HAV después de la primera dosis, una disminucién hacia

los valores basales, seguido de un aumento drastico de concentracién después del
“refuerzo (6 meses después). Finalmente el grupo 3 mostrd una respuesta en

" aumento desde la primera toma hasta valores superiores a 70,000 mUI/ml

después de la segunda dosis. La grafica 2 muestra el comportamiento de cada
grupo experimental de forma individual.

A B

Q ;gggg © 250000

3 _ 50000 - 8 _ 200000

= = =

.§ E 40000 - g E 150000

£ 2 30000 - B 2 100000

= — [—3

3 g - 8 0

1
C
8000 Toma basal <20mul/ml
Em = T 6. 30 dias después de la
g £ 6000 12 dosis de vacuna.
c =2 so00 )
s E 4000 7. Antes de la 22 dosis
g = de vacuna.
€ £ 3000
8 £ 2000 8. 30 dias después de la
& ® oo 22 dosis de vacuna.
o
o Momento en el que se
l llevo a cabo el anadlisis de
conectividad.

Gréfica 2.- Concentracion de IgG sérica especifica contra el virus de la Hepatitis A, en los individuos de cada

grupo experimental a lo largo del esquerma de vacunacion. A: grupo 1, B: grupo 2 y C: grupo 3 (en el grupo 3
se muestran los valores correspondientes unicamente a las tomas 1,2,3).
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6.2 Electroforesis y andlisis por Western Blot de la fraccién enriquecida
con fragmentos F(ab')a.

Una vez llevada a cabo la digestion enzimatica del suero hiperinmune que se utilizo
como fuente de idiotipos para construir los patrones de conectividad idiotipica, la

composicién de la fraccién resultante se muestra en la figura 3.
i 2 3

B-galactosidasa. 116 kDa >
Fosforilasa B. 97 kDa >

Albumina sérica 66 kDa >

Ovoalbtimina 45 kDa >

Anhidrasa Carbdnica 29kDa kDa >
a a

Figura 3.- Electroforesis, bajo condiciones no reductoras en gel de poliacrilarnida al 10% y
revelada con plata amoniacal. (1):Mezcla de marcadores de peso molecular (Sigma,-St-Luis. ...
Misouri), (2): IgG no digerida (3): fraccion digerida de IgG.

Posteriormente, para evaluar si existe reactividad entre la fraccion de fragmentos
F(ab')z y el componente de proteina A-peroxidasa (conjugado utilizado en los ensayos
de ELISA), se realizo un Western Blot cuya imagen se muestra en la figura 4

1 2

Figura 4.~ Western Blot del producto de la digestién en papel de nitrocelulosa y revelado con
proteina A-peroxidasa-luminol. (1): 0.5ug de IgG no digerida, (2): 0.5ug de la fraccién de
F(ab’)2.




_nfés'F(ab')z (108 kDa). Observamos
é'éular aparente superior a 116kDa, por
an ex:ste reactividad entre la fraccién de
fragmentos F(ab )2 y>e . € _de protelna A- peromdasa (conJugado utilizado
» _q e pueda generar falsos posntlvos durante los
experimentos de conectividad bor inmunoensayo enzimatico, se realizo un Western
Blot utilizando como componente conjugado, proteina A-peroxidasa. Este ensayo
nos muestra que existe reactividad en comparaciéon coh un control de IgG no
digerida (ver figura 4).

fen los ensayos de ELISA

6.3 Analisis de la reactividad contra la fraccién total de F(ab'):z

Para caracterizar de forma preliminar la conectividad idiotipica de cada grupo
experimental, se midié, a través de nuestro sistema de ELISA, la reactividad contra
una preparacion . total de F(ab'),. Los valores de reactividad demostraron ser muy
bajos sin embargo pvor Io tanto estos resultados son Unicamente un indicio parcial de
la conectlvidad“to“al ' ntre los grupos experimentales.

No existen: di cqas estadlstlcamente significativas, al compararse los grupos

través de un analisis de varianza (p= 0.233). La gréfica 3 muestra
una: dlStl’lbUClO ﬂde(los valores de reactividad contra la fraccién total de F(ab’)2, para
'cada grupo )

experimentale:
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Grédfica 3.-’f:jntéracciones idiotipo-anti-idiotipo (DO 490nm) entre las IgG séricas de
cada'grUpd'ékperimenta/ y la fraccién total de fragmentos F(ab )., Se muestran los
valores valor promedio de anticuerpos anti-HAV, para cada grupo al momento del
andélisis de conectividad idiotipica.

6.4 Andlisis de Ia concentraciéon total de IgG entre los grupos
experimentales:

Antes de continuar con los andlisis posteriores, se estudid la posibilidad de encontrar
diferencias en la conectividad idiotipica, debidas a la variaciones en la concentracién
total de IgG en el suero de cada individuo.

Para ello, comparamos l'aq__;cqn_t::gntracién total de IgG entre cada grupo por ANOVA. La
grafica 4 muestra qvu’e_la"s' pnqentraciones para cada grupo son homogéneas

(p= 0.189).
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~totales de IgG en el suero de los
individuos, con diferente respuesta a una vacuna contra Hepatitis A. Se muestran los
valores promedio de anticuerpos anti-HAV, para cada grupo al momento del anélisis de
conectividad idiotipica.

Gréfica 4.- Comparacién de las ‘concentracion

.

6.5 Diferencias significativas en los patrones de conectividad idiotipica
entre los grupos experimentales.

\ Como se menciona anteriormente, la determinaciéon de la reactividad contra una
fraccion compuesta por la totalidad de posibles especificidades, es sdlo un analisis
preliminar para describir la conectividad de los grupos. Por lo tanto, para obtener un
esquema mas sb6lido de comparacion, se construyé un patréon de conectividad
idiot;fpicg ‘para cada individuo, utilizando veinte diferentes subfracciones de
ﬁja“g‘r’ijeihyfos F(ab').,, obtenidas a partir del IEF. Estas fracciones son equivalentes a
v'\/<é'inté"érupos de especificidades diferentes a nivel del idiotipo, ya que debido a la

ff‘es:,trdct:t_l,ra de un fragmento F(ab'),;, la separacién por punto isoeléctrico depende
“mayoritariamente de las regiones variables e hipervariables de dicho fragmento de
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2 fantlcuerpo, L deC|r, ‘lo dlferentes
w basucamente por los |d|ot|pos-

““Isoeléctricos " estdn determinados

obtener

velnte diferentes

‘una mezcla ampllamente hi terogenea de |nmunoglobulmas prevnamente digeridas,
“aunado a esto, es

a-n ol gla ‘nos’ permltlo tamblen, separar y recuperar una
_ cantidad S|gn|Fcatlv" de protelna (aproxnmadamente 2.5 mg), con la cual fue posible
llevar a cabo los anahsns de conectividad idiotipica correspondientes.
El gradiente de pH obtenido en este isoelectroenfoque, mostré ser significativamente
homogéneo ya que no existe variacidn mayor o menor a 0.2 de unidad de pH entre
cada fraccién). Finalmente, como era de esperarse, el IEF produjo fracciones con

diferentes puntos isoeléctricos (pI) y con diferentes concentraciones de proteina
(grafica 5).

Concentracion de F(ab’)2 ug/ml

"‘»,6.71 :6.3 65 67 69 714 73 76 77 79 81 83 85 87 89
; pl

Gréfica 5_ ‘ela én entre los valores de pl y la concentracién de total de IgG obtenida en cada
fraccnjn después del IEF

IiaA"sk_mediciones de la reactividad de cada suero contra las fracciones

separadas'«pdr v"iEF, se construyeron los patrones de conectividad idiotipica

:correspondlentes La grafica 6 muestra los patrones de conectividad idiotipica de

S ;fcada grupo de individuos con diferente respuesta a la vacuna.

Los patrones de conectividad de los grupos 1 y 3 muestran una aparente tendencia
: hacua valores de densidad 6ptica (490 nm) mayores, esta tendencia es especialmente

sugnlﬁcatlva entre los grupos 2 y 3. Al comparar, en conjunto, los patrones de
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con el objetivo de determinar
permitan establecer Ila mejor

dos funcuones ."dlscrlmlnantes canénicas necesarias para discriminar entre los tres

grupos expenmentales

X: Fy= X 2°%._; (Cn DO,)
Y: Fa = 2%, (C'n DOy)

C: coeficiente canénico estandar.

' los coeficientes candnicos estandar de cada fraccién con el obJeto de
seleccnonar Ias fracciones que diferencian mas claramente los patrones de
,'conectlv:dad de cada grupo (ver tabla 4 y grafica 9). Esta seleccidon nos permite

por medio de un anadlisis de varianza multivariado (MANOVA), las

: kdlferenaas de conectividad observadas, considerando Unicamente, las fracciones que
v hacen ‘mayor diferencia entre los grupos. El resultado de esta prueba nos permite

o conclwr ue las diferencias en los patrones de conectividad observadas a partir del
analnsns de funCIon discriminante son estadisticamente significativas con respecto a

las 87_fracciones que mejor discriminan entre los grupos (A Wilks = 0.0349,
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@e Vacuna.

‘Funcién #1 (eje x)

Funcion #2 (eje y)

-0.8464 1.80157
-1.58024 22.16225
-0.37101 1.00537
-0.78881 2.94725
. 0.66654 -0.13005
4102067 —-181974
0 ~ 1.74582
T -0.76451
-1.12095
0.8795 g b
133624
033980

-4.57133

2.50356 70.25876
6.85117 _ 2.33052
1.48192 -0.55056

: ~-a';-0 28374"' -0.18606
037783 -1.49956

0. 85538_ 0.29049

Tab/a 4.~ - Coefi C/entes canon/cos esténdar para cada wuna de las funciones
d/scr/m/nantes y para cada fraccion separada por IEF, (se subrayan las fracciones con
mas alto coefi CIente en valor absoluto y que diferencian claramente los patrones de
conectlwdad /d/ot/p/ca)
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Densidad optica
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Grafica 6 .- Comparacion de los patrones de conectividad idiotipica de las inmunoglobulinas
séricas de cada grupo de individuos con diferente respuesta a la inmunizacién contra
Hepatitis. La grafica superior muestra la comparacién entre los grupos 1 y 2; la gréfica
intermedia muestra la comparacion entre los grupos 2 y 3; la grdfica inferior muestra la
comparacién entre los grupos 1 y 3. Se muestran los valores promedio de anticuerpos anti-
HAV, para cada grupo al momento del analisis de conectividad idiotipica.
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Densidad Optica (492nm)

T T T T T T T T 1 T 1

1 2 3 456 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 1920 |

Fracciones L

m Grupo 1: 294.5mUI/ml g Grupo 2: 48166.2mUI/ml g Grupo 3 3224.7mUl/ml

Gréfica 7.- Comparacién de los patrones de conectividad idiotipica de cada grupo,

considerando el valor de reactividad promedio obtenido para cada fraccién. Las

percentilas muestran los valores de error estiandar de la media. Valor promedio de los
\' controles de pegado inespecifico considerados: 0.02275. Se muestran los valores
: promedio de anticuerpos anti-HAV, para cada grupo al momento del anélisis de
f conectividad idiotipica (30 dias después de la primera dosis).
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2a Funcidn discriminante

8 . B -4 2 "0 2 4 ) 8
s ; . ta Funcibn discriminante

Graf/ca 8 Loca/:zac:on de cada uno de los individuos (n=36) analizado con relacién a
las dos func:ones dlscnmmantes utilizadas, A Wilks °= 0.00789, p<0.0001.

1.2
1
]
1ﬁ Grupo 1
8 294.5
§ 0.8 muUI/mi
(=5
38 |
5 061 Grupo2
2 48166.2
w 04 mul/mi
8
0.2 [m]
Grupo 3
o] 3224.7
f6 13 f14 mul/ml
Fracciones

Gréfica 9.- Promedio del valor de densidad 6ptica de cada individuo para las 8 fracciones de
punto isoeléctrico que diferencian mas claramente ios patrones de conectividad de cada grupo
experimental. Grupo1l(azul), grupo 2(rojo), grupo 3(amarillo). A Wilks "= 0.0349, p<0.0000001.
Las percentilas muestran el error estandar de la media.
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VII. DISCUSION

Uno lde_ifl;")‘s ‘principios fundamentales del sistema inmune es la habilidad de sus
: fcémb’onéﬁtééy_fpara reconocer constituyentes propios (Avrameas, 1991). Cada dia es

la existencia de moléculas que expresan autorreactividades y su

6ni:como parte de la fisiologia inmune, es un evento normal entre los

(clonal) del sistema, junto con la participacién de la red

Se establemer n 3’ grupos experimentales, considerando los cambios en la

‘para poder 'establecer,un patron de conectividad idiotipica confiable, es importante
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’considefa_ 'solo: aqueIIos ndwnduos que ;no muestren signos de haber estado en

amblos ‘en Ios patrones de conectividad de los anticuerpos con
(l?adlerna Olivos et al., 2000).

iquida" en una camara Rotofor (Biorad- EUA), en vez de en una fase
Los: ensayos de reactividad entre las fracciones descritas y las muestras

semiSéIid

séricas'se allzaro'n a través de un inmuno ensayo‘enzimético y no por Western Blot.

La desventajﬂa mas importante de esta. metodologla, es la capacidad para obtener sdlo
20 diferentes fracciones de fragmentos F(ab )2, ya que esta situacion restringe el los
ensayos de conectlwdad a solo 20 pos:bles grupos de idiotipos. Esta es la principal
IlmltaC|on de la metodologla empleada en el presente trabajo y quizd la limitante
prlnC|pa| para cualquner ensayo.de conectlvidad idiotipica. La robustez de este tipo de

anahsus depende de Ia conSIderacmn de un numero muy grande de diferentes

: que reducen este valor para conformar el repertorio dnspomble
una respuesta,

encaminado a medir

cualquier disefio experimental la

Utlllzandoyla ,separamon por IEF en fase semisdlida es posible obtener un nimero de

mayor fraCCIones con diferentes especificidades; sin embargo, este analisis es también
hmltado Si: consuderamos la inmensa variabilidad del repertorio.

Contemplando Ias limitaciones de las metodologias disponibles para medir Ila
conectividad Idlotlplca, y en particular, considerando que el analisis estadistico
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ma Rotofor es que nos permite separar una mayor

lo que incrementa Ila

h"mayor confiabilidad, los patrones de conectividad de cada

it htb £para caracterizar la conectividad idiotipica se analizé la

btenidos a través del ensayo de ELISA, son

ra establecer un analisis contundente. Este bajo nivel de

la fraccibn que posee un grupo  ampliamente

sueros y

observaciég_'i_ omo,‘un acercamiento preliminar a la conectividad entre los

e cada individuo y las fracciones de fragmentos de

“Inmunoglobulina.. Para evitar ‘observar cambios en los patrones de conectividad
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‘debidos a las concentracuones, todas’ as muestras serolégicas se ajustaron a una

Ias concentrac:ones de cada una de las fracciones de

concentraaon de 10.pg/ml
: ' concentracuon de ‘5 ug/ml antes de desarrollar los

con el

_‘conectividad No obstante, objeto de conocer si las

s:gmf‘catlvas

mostro que Ia

funa: concentracién de proteina adecuada y en

da una de las fracciones representa un conjunto muy
‘que las posibles variaciones de pl en los fragmentos
e de la regidn hipervariable del anticuerpo (Ayouba,

.d Sl racnon por. IEF nos produjo fracciones con diferentes
'”oncentraciones de fragmento

(ab )2, ‘la graf‘ca 5 muestra la distribucién de dichas

ﬂconcentrac:ones entre Ias 20'fra‘ccmnes obtenidas. Al parecer las fracciones con pl

.cercanos al ﬁsuologico son las de ‘mayor concentracion.

~’A‘part|r de los ensayos de ELISA utilizando cada una de las diferentes fracciones de

pI,,se construyeron los patrones de conectividad idiotipica de cada individuo. La

‘ 'ygréﬁca 6 muest‘ra"la comparacién de los patrones de conectividad de los individuos de
'cada grupo En este caso es posible observar que los patrones de conectividad

J |d|ot|p|ca del grupo que desarrollo una respuesta de anticuerpos especificos contra
HAV lenta duraynte el esquema de vacunacion (gpo 1), junto con el grupo que mostré
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'representacmn grafica es pos:ble advertlr cuertas dlferenCIas ¢
conectnvndad Esta tendencia se observa mas claramente en la gr
irepresenta los patrones de conectividad idiotipica promedio. i

Estos resultados demuestran que existe una alteracién en la conectividad de las IgG

y, en consecuencia, una desviacidn importante de la autorreactividad fisiolégica como
se ha reportado para algunas enfermedades autoinmunes y, en particular, durante la
“infeccién por VIH-1 (Padierna OllVOS et al., 2000).
 Para establecer si las dlferenCIas en los patrones de conectividad idiotipica,

ividuos: con diferente respuesta inmune a la vacuna contra

.observadas entre los ind
: : € se aplicé una analisis de funcién

lgnylf'catlvas,

nante diferencia muy claramente

_ v 'ycada‘ ‘grupo experimental (A Wilks =
(0] OO78V9 p<0 0001)_ La: graFca 8 muestra la localizacion de cada individuo con

especto a “las’ dos funcnone _n‘cesarlas para establecer la correspondiente

‘>scr|m|naC|on Y, como puede notarse, no existe traslape alguno entre los grupos
: éxperumentales, por lo tanto las diferencias de conectividad son significativas.

A través del calcularon los coeficientes canénicos estandar de cada fraccion, utilizando
las funciones discriminantés previamente establecidas, para definir cuantas y cuales
fracciones de plI, haéen mayor diferencia entre los individuos. En este caso se
encontraron 8 fracciones con dichas caracteristicas.

La tabla 4 muestra los coeficientes correspondientes para cada fraccidon de pI junto
con las fracciones que diferencian mas claramente los patrones de conectividad de

J cada grupo.

60




las diferencias en los patrones de

Con el obJeto' "de ‘observar mas cliaray ente

:que s ‘;patrones de conectividad idiotipica son
._estadlstlcamente s:gnif‘catlvas g
10.0349, p<o 0000001). Enla

‘(DO ,promedlo >de todos Ios individuos de cada fraccnon) Es pos:ble

on’ relac10n a las 8 fracciones descritas. (A Wilks =
yrafica 9 se muestra una comparacién de los valores de

raccuones 1 y 2 no existen diferencias entre los grupos

ntlcuerpos, presentes en mduvnduos que fueron

, comparac:on con 'Ios que desarrollaron una respuesta cercana ala normahdad (grupo
i 2) dlf“ere‘n sngnlﬂcatlvamente (A Wilks "= 0.00789, p<0.0001).

;;k:'Los resultados del presente trabajo son congruentes con la teoria. Se sabe que la
respuesta_ hmune humoral contra el virus de la hepatitis A tiene una participacion
lmporta‘ntev(Femstone, 1999) y junto a esto, la respuesta que se induce al administrar
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‘vrespuesta inmune humoral esta influenciada por los

cion del repertorio, los fendmenos reguladores dependientes de

de los factores que determinan la memoria

S;f posible pensar que la respuesta durante una inmunizacién

ctlwdad : clonal

orgamzacnon dual deI sustema, sm embargo, también ponen de manifiesto; el traslape
de las funciones de cada elemento, durante la respuesta inmune.
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VIII. CONCLUSIONES.

e Cuando se analiza la conectividad a traves de la- medncnon de- Ia reactuvndad en el

suero contra una- mezcla total altamente heterogenea de fragmentos“' F(ab )2 de'

ormar un patron de conectnvndad, los individuos que
' respuestas humorales, muestran diferencias

nificativas en sus perfiles de conectividad idiotipica al

. . - : magynitdd y el tiempo de la respuesta humoral, a causa de la

» Se sugiere 2 |on de la red |d|ot|p|ca como mecanlsmo de control de la
A respuesta humorz

: urante Ia vacunacnon contra hepatlt|s A
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