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RESUMEN 

Existe evidencia para considerar la expresión 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 podría organizarse como una red de 

interacciones humorales y celularés a través de la cual, el sistema determina 

su propia identidad (la;,red ~dic>típica). Una de las principales propiedades de 

esta redj ,es.J.1aj{C:one.~~ivl~ad. entre sus elementos, en particular entre los 

::f;~ef~~lri!~i,~i~il~~!fuede anallzacse a tcavés de la med;c;ón de la 
.reactividi:id;,dé,fun'sÜero;contra un grupo de fracciones de fragmentos F(ab • h 
sepaf~dci;sr·~c;f!.fr~6·ef~cf~6;~~foque. De esta forma, la reactividad contra cada 

una de .~,~~!'f/~cdc>nes ·ci~'dichos fragmentos de inmunoglobulina, define un 

patrón de ~onectividad característico. En este trabajo se pretendió evaluar si 

existen .cambios significativos en los patrones de conectividad idiotípica de 36 

individuos sanos que mostraron diferencias en la producción de anticuerpos 

específicos contra el virus de la hepatitis A, durante una inmunización contra 

dicho patógeno. A través del análisis arriba mencionado, encontramos 

diferencias significativas en los patrones de conectividad idiotípica de los 

individuos estudiados, al menos 30 días después de la aplicación de la 

primera dosis de vacuna. Esta situación nos da indicios para considerar que 

los cambios en la concentración de anticuerpos, a causa de una 

inr,,unización, generan modificaciones en la configuración de las interacciones 

idiotipo-anti-idiotipo presentes en el suero, situación que podría explicar las 

frecuentes variaciones en la respuesta Inmune humoral durante la 

vacunación. 



Lista de abreviaturas. 

Ac. Anticuerpo. 

ANOVA: Análisis de varianza. 

APC: .Célula presentadora de antigenos (por sus siglas en Ingles). 
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HAV: Virus de la Hepatitis A (por sus siglas en ingles). 

HBsAg: Antígeno de superficiedel HAV (por sus siglas en ingles). 

IEF: Isoelectroenfoque. 

· IgA: Inmunoglobulina .con cadenas pesadas tipo a. 

IgG: Inmunoglobulíria·~o~;cadenas pesadas tipo y. 
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. IL12: rrit~¡1.~S¿1r,·~\~~ (por sus siglas en ingles). 
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PSB: S,a,1~'~)~;,}~éllina amortiguada con fosfatos (por sus siglas en ingles). 

Thl: Li~fodtcl~ooperador tipo 1. 

Th2: Liríib¿'fto cooperador tipo 2. 
"!';¡., _ _" ~- ' 

VIH-1: Vi~l.ls de la inmunodeficiencia humana. 

VL, VH, Ó~, JL,JH: Segmentos; variable, de diversidad y de unión del. gen de la 

región 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 corazón de la 

realidad, pues sin ella no podría existir" 

lean Paul Sartre 

"It is clear that a 

science that advances as rapidly as 

immunology requires a continuous 

revisioá'óflts theoretical foundations as 

wel/ a'i a:>~ontinuous expansion of the 

theoretical framework in order to 

encompass phenomena that older 

theories did not have to deal with". 

Niels. K. Jerne 



I. INTRODUCCION 

i. lQué precede a la Selección Clonal?, o el origen de la Red Idiotípica. 

1.1 El nacimiento de la Teoría de la Selección Clona/. 

La teoría de la selección clonal es, sin duda, uno de los preceptos centrales de la 

inryiunología del siglo XX, esta teoría 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 

est~ba ~nfocado • en conocer los mecanismos de síntesis de anticuerpos, la 

fisiéoquími_ca 'd~ las int~racciones antígeno-anticuerpo y su especificidad (Silverstain, 

· l999):XEhi' ~~ti:{j, época ~s~;id:>~~da muy poco sobre la estructura general de una 
· <:.º. ·-:·,:·.·, · .. ·:~~, ::~,.~-:·~/¡~;~~··::~~~~:~:·~-:, .. ~.:;:·~; 1:1~~>~:~ ;·~-:;'.,::.: .'.·1SJ-\-~i49i:~~"'.~\>· ·-:::~·-- -
. proteina y:menos aun:;sobre:•st.isimecanismos de expresión . 

. ' . ·, "<'/ ·>:'._.,·\:{-{-.-.'~:~~~;)pef\~::,;;~);:/·'.f?-~ ::.;·,~i;.~~---~:)~~~:;:.¡~.t.-~~·: ~:.'.( :'._·-.·., 
'.Entre 1900 y,~19Q6rPaultEhrlich/f postulo la Teoría de la cadena lateral para explicar la 

.- • ,. -_ '!';:.-... · ,;--:~-;· · ·:, ;~.v::_ · --~-\:~>-"UJ::i:.! ... _;:;'f~;:::::fJ;_~/·.:.~f::;_:,_ ~;·:/:~¡:;_,_'.~~~t: :·'-~'::~::.~:· ;-~,:~· . --~· 
presenc:i~'de''.añtii::üerpOs'. en elsúero sanguíneo, fenómeno previamente descrito por 

. i=~Y E3E?füirt~ ·~-~};KÍ~a·~·~t~. P~ra Ehrlich la presencia de anticuerpos o cuerpos inmunes, 

se debíi:i al resultado de un mecanismo de reparación del daño que ocasionan los 

··•· a~tíge~os en i6s ·tejidos. En su concepción, este daño estaba determinado por la 

asociación~ específica e irreversible, entre el antígeno en cuestión y un conjunto de 

p_afrones estructurales (cadenas laterales como él los llamó) presentes en moléculas 

de la superficie celular (Mazumdar, 1989). De esta manera, los anticuerpos presentes 

en el suero de individuos infectados, surgirían de la secreción exagerada de las 

cadenas laterales necesarias durante el proceso de reparación. 

Las características claves de este postulado, desde entonces ya seleccionista, son: el 

planteamiento de la existencia de un repertorio de receptores con diferentes 

especificidades antigénicas; la consideración 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 sí o con el repertorio de receptores (Forsdyke., et al 1989). 
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Juntó a éstO, los trabajos cié .Karf l...andsteiner relacionados con fa especificidad y 

complemeñtafied~d ,.qu'é~.,caracterizan la relación estereoquímica de un complejo 

antígenó.:~ntl~Ú~rp~,'.:f=a~'or-~cie;ron el interés por el estudio de la estructura y síntesis 

de los anticuerpos~::1()·~~u~fJl~~o;;a la pérdida significativa del enfoque funcional del 

~a~~¡~~tti~t~~~;j~~~~~l~;r91:n3a0 :a:: ::~~:w~~r:· ::;~::~~~:7~;~.~~"~: 
antic~e~po~-;cfE~~~·Xt~~J"~r~'-pf~ntea que el sistema inmun~ debe tener la capacidad para 

: obte~e'i-.U~foF~~EíÓ'.~ ;~obre la estructura del antígeno, con el objeto de modificar la 

c·()~for~~~¡¿~;E/~~t~~ctural de un anticuerpo después de su síntesis. Es decir, los 

antic¡j~~p~~~~".g,¿'j:>odrían ser sintetizados en presencia de un determinante antigénico. 

El énfa'~is'6t:6~g~do, por parte de la comunidad científica dedicada a la inmunología, a 

los aspect-~s{~ioquímicos del sistema inmune, estableció un paradigma con relación al 
'• '.·.-':·: 

estudio .de fós· mecanismos que subyacen a fa respuesta inmune; en ese entonces, 

parecería cC>mplicado rebatir fas posturas establecidas por una firme escuela 

estructural. Sin embargo, para Macfarfane Burnet y Frank Fenner, fas evidencias 

present~d¡~ <~ran insuficientes para explicar la presencia, en el suero de cualquier 
. : ' ,}; ;,- . ~-_'.: . ._ -:". :}'_~ ._ , 

individuó,~::de: lo que hasta ese entonces se podía considerar como protemas con 

funcion~~ ·¿¡e-defensa. En particular para ellos, la teoría del antígeno como molde 

par~da:;f i~~vitablemente imposibilitada para explicar una serie de evidencias 

jmparta:ri-t;;i5,,·'.~ntre las cuales destacaba; la capacidad del sistema para mantener la 

sí~te~1s;ci.e.~~·f,¿Le?pos;a~nsin 1a presencia de1 antígeno. 

ó' Por 6~r~.c'~~-c);:t1~]rt~~qtr~·;·4~1 antígeno como molde mostraba ser incompatible con las 

./cara~tefí~ti~'a-~-~J-~;"l~,J~spuesta secundaria (la producción de una mayor cantidad de 

· antic~~fg()~.·~g·'lj'i~'~¡'~~~-c) ~orto) y, finalmente, uno de los principales argumentos en 

> cont~a 'iu~·>>1~'. ·¡~·¿~'pacidad de la misma para incluir los fenómenos de tolerancia 

.inrin.J~o1Ó'J1i:'a"~~\o p~opio. Este último fenómeno se evidencio desde 1939, a partir de 

'(¡()5_ ~~p-~~i~e~tos que Burnet llevó a cabo, demostrando que durante el desarrollo 

'embrl~~~rio tardío de las aves, en cierto tiempo es posible inducir un estado de 

tol~r~;,cla inmunológica (Mazumdar, 1989). 

>El avance y fortalecimiento de las evidencias mencionadas generó un cambio 

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

estructural había adquirido mucha importancia y, de hecho, se había constituído como 

3 
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paradigma· •.. central en la inmunología; sin embargo, los trabajos de Bumet 

establecieron Ün nuevo enfoque basado en el estudio de la fisiología inmunitaria y en 

·la incorporación formal de la selección darwinista como axioma central en el fenómeno 

de sínte~is de anticuerpos. 

Ésto último es, en mi opinión, un concepto más bien heredado de los trabajos de 

Ehrlich y no necesariamente novedoso. 

1.2 .:Jerne y el se/eccionis1110. 

La· consolidación de la teoría de la selección clona! es precedida por un primer 

postulado seleccionista planteado por Nieis K. Jeme. En 1955 Jerne postula la Teoría 

de la Selección Natural para la Formación de Anticuerpos, basada en un amplio 

conjunto de evidencias, entre las cuales destacan las siguientes: las características de 

la respuesta inmune secundaria; los cambios en la "calidad" de los anticuerpos 

formados trasrepeticfas inmunizaciones con un antígeno; el aumento exponencial en 

la 'co11c¿~tí-~¿!én'.!~d~ 'anticuerpos en la sangre, durante la respuesta inmune; la 

membricii1l1~Jhóióglca; junto con las observaciones sobre la capacidad que parecía 

tener I~; ~;,t~6ctura de superficie de algunos antígenos, para actuar como 

deterrl1in~nte~.dominantes de la especificidad de anticuerpos. 

El··. prindpal ·aporte de la teoría consistió en formular un marco conceptual que 
' - '" 

permitiera Interpretar las principales características de la respuesta humoral, fuera de 

~uaiqui~r consideración cercana a las teorías del antígeno como molde (Jeme, 1955) y 

en concreto, esta hipótesis postuló una síntesis continua de anticuerpos con gran 

·variedad de especificidades de manera que cualquier antígeno contra el cual el 

. organismo pudiera montar una respuesta, se podría unir a una fracción significativa 

de anticuerpos. De esta manera, los complejos antígeno-anticuerpo serían fagocitados 

por los macrófagos y otras células de competentes, aportando la información 

necesaria para la síntesis de más anticuerpos específicos para dicho antígeno. Si bien 

la teoría es, como lo considera Jerne, una primera interpretación 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. 

4 
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1.3 1.957-1.988. Las evidencias. 

La Teoría de la Selección Clona! nace 1957, a partir de dos importantes preceptos; la 

Teoría de la selección natural para la síntesis de anticuerpos (Jerne, 1955) y las 

aportaciones de David Talmage para considerar a las células productoras de 

anticuerpos más que a los mismos, como los sujetos de selección (Talmage, 1957). 

~rl p_articular, la teoría de la selección clonal establece que en cada individuo existen 

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

de su membrana, correspondientes complementariamente a cada uno de los 

determinantes antigénicos para los cuales les sea posible responder. Este sitio de 

reconocimiento seria entonces equivalente en especificidad, a la globulina que dicha 

célula pueda secretar. De esta forma, la interacción entre el antígeno y la célula 

seleccionada, permitiría su proliferación y aumentaría también, las oportunidades para 

generar mutaciones en dicho producto de secreción. 

La teoría de la selección clonal adoptó y formalizó los preceptos establecidos por 

: Jern·e en relación a la selección de "anticuerpos naturales", o aquellos con afinidad 

hacia los antígenos para los cuales el organismo pueda responder (Jerne, 1955); 

e.sta,bleció q~e la.tolerancia inmunológica podría explicarse gracias a un proceso de 

selecciói, 'y·e1i6iiri:~\[i'¿~,:·desde el desarrollo embrionario, de células portadoras de 

reé:ept~·res'/cdn'f-~~~~~·lficidad para antígenos propios y concibió la propiedad de cada 
· .. < . '. ··': ·"·? .. ::~-. -¡;~~· '\,_,f:~::~: :. !;·~!:\.-· ':,>i~0>- ~:~f: - ; 

antígenó p'~rá'~s~le.ccio'nar a las células con receptores complementarios con el mismo. 

- J-~nt~· ;~- é~tÓ·;.ix'.~{~9¡.;.,~ p~ecepto central, explicó la capacidad de cada linfocito para 

-.. •• producf;r~~~~~a:~~~~~JinriiunoglobulJnas monoespecíficos. 

- ·. Est~ a~{6~é3:'.~~}'~h~~'tfu'~ el mom~nt?/u'no de los conceptos centrales de la inmunología 

y sU ~~t:~f¡jl~2i~Y~i;'~641-tE!Jr~~e~t~ ~,~/¿Glminación de un amplísimo proceso de cambio 

conceptuaf~°ii ~1'0estÚdio del sistema. Sin embargo, su actual robustez no proviene de 

sú postLl~ciÓ~ como tal y, de hecho, en los años subsecuentes el concepto enfrentó 

important~ oposición (Mazumdar, 1989). No obstante, tiempo después, la selección 

clonal encontró fundamento gracias a los experimentos de caracterización de la 

especificidad de poblaciones de linfocitos estimuladas con distintas cepas bacterianas 

(Lederberg, 1958), a la caracterización, por marcaje fluorescente, de las regiones 

variables de los anticuerpos de membrana de los linfocitos B; el fenómeno de 

exclusión alélica, y, más sólidamente, gracias a los aportes de César Milstein (Milstein 
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et al., 1975) para la síntesis in vitro de anticuerpos monoclonales junto con los 

trabajos de Susumo Tonegawa (Tonegawa et al., 1983) sobre los mecanismos de 

rearreglo y a la recombinación somática de los genes de las inmunoglobulinas. 

1.4 La Red Idiotípica y la Selección Clona/: dos teorías con un origen 

concomitante. 

En el marco del concepto seleccionista para la 

considerando que el repertorio de linfocitos capaces 

habría producido en su totalidad y estaría presente 

formación de anticuerpos y 

de sintetizar anticuerpos se 

en el suero de un individuo 

previamente a cualquier inmunización, (Burnet, 1949) la cuestión que dirigió la 

atención de Jerne fue simplemente: lque precede a dicho fenómeno?, es decir lqué 

precede a la selección clonal?, en sus propias palabras, "en algún lugar, al principio, 

tenemos que postular la producción espontánea de globulinas con gran variedad de 

especificidades al azar, para iniciar el proceso selectivo" (Jerne, 1955). 

En'.~se·m<:>mento aún no se conocían por completo los mecanismos que determinan el 

desarrollo de los linfocitos·B, ni .aquellos que determinan genéticamente la estructura 

de. los-·antic~erf;º~~::Jtg·_~;1~~-~;~}--f~··'. 
La modificac:"ié>A~:JB~~'e.:6v~~~;t realizó a la teoría de la selección natural. de Jerne, no 

--, ' -'.- -.~.:.··._,. <~_:::---. ~;:)~;~·:;.;~~~:·-.:JJ,}t::;·~ll:t;:,}¡~::_~;-i>f?~: <<· , , 
requiere ;de~:la¡~producc:ion\espontanea de inmunoglobulinas ya que el postula que 

todas l~~:;-p6'f>'1a~i6iie~ cÚ~ linfocitos se producen en el embrión, mecanismo necesario 
;. . ··<-:·. /} ... <•;'-> -i'>: -.::: ··:·. ·. .. . :· 

para establf:!cer.él fenómeno de tolerancia a lo propio. Por lo tanto el problema se 

reducía, para él, a postular un mecanismo de modificación azarosa de las regiones 

várlables de las inmunoglobulinas (Burnet, 1957). Por otra parte, para Jerne la 

situación continuaba careciendo de mecanismos sólidos que explicaran la formación 

de especificidades al azar y la selección de un repertorio abierto y compatible con el 

individuo. Aunado a lo anterior, Jerne creía fervientemente en la mutación somática 

como fenómeno rector de la diversidad de las regiones variables de los anticuerpos, 

por lo tanto, la idea establecida por la teoría de la selección clonal, sobre la existencia 

dE;! un fenómeno de expansión de linfocitos mutantes, junto con un mecanismo de 

selección de mutantes útiles, fortaleció su hipótesis (Coutinho, 1995). El problema en 

ese momento era encontrar un mecanismo de generación de reconocimiento 
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. . . 

lnmunológ;co, siendo Jerne quien propuso una explicación aproximada, tomando en 

c;uen1:c:tlcis~ sigUientes observaciones: la proliferación de linfocitos en los órganos 

linfáticos. primarios es muy intensa; sin embargo la mayoría de estos linfocitos son 

suprirri)dos, los genes que codifican anticuerpos en dichos linfocitos pertenecen a uno 

solo dé sus complementos haploides (excusión alélica) y, finalmente, a la variación en 

las regiones de unión al antígeno, o idiotipos, entre los anticuerpos producidos por 

diferentes individuos de la misma especie (Jeme, 1974). Esta última evidencia 

confirmaría la existencia de algún mecanismo aleatorio de generación de variabilidad 

para los anticuerpos (hasta el momento desconocido). 

En- ese entonces, para explicar los fenómenos que subyacen a la generación de la 

diversidad de anticuerpos, previo al contacto con cualquier antígeno y por lo tanto 

previo a la selección clonal; Jerne considera la existencia en el genoma, de un 

conjunto de antígenos 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 tendrá ciertos antígenos de 

histocompatibilidad y ciertos auto anticuerpos contra ellos. 

De esta manera la selección del repertorio disponible dependerá únicamente, de la 

proliferación de linfocitos capaces de expresar anticuerpos que presenten mutaciones 

o recombinaciÓ~.:';¡t~~'Aética, y que desarrollen actividad contra los antígenos de 
, .. - ' . - -. . ~,'~··.--... }, '~-.;'.: ~71~'.- ~ _,..~~~·¡_:.:·~·::t:.:'.~::::.:'/·_·"'· :. . 
histocomp.atibilida~Cque,·~dicho individuo posee (Lederberg et al., 1959; Brener et al., 

196G; .·Bu~n.~hh'•1'~'J6~.~:XiVhitehouse et al., 1967; Gally et al., 1970). Por otro lado 
. ...._ -.· ,_,:.- :r>:·: -.. r:·~<~~0~:r::;~;;:(,~~~~-~·;:··:*~~ ... ' -J:~:~~.;:· ;-~~,--: ... 
linfocitos ,' qúefrr'.e~pl"es~ri '. ·anticuerpos capaces de reconocer antígenos de 

hisEo,c~rl}:R~~Í~~~~(~.~~¿?~~~~j~:~T. ifldividuo no posee pero que pertenecen a la especie, 
tampoco serian;isuprimidos'tsituación que explica el rechazo alogénico (Jeme, 1971). 

_ ,.,_: . . .. . . .· .·~:.: :·:.;~~-=:~>-~~~:.:;,_ ~~: _:·:~--::·:;~~·:::,::: ~r1...:~::~ ·· .,:-':, ;_._ '·:·. __ ._; .. _: 
Es mUy Jmportante:idestacar que con este planteamiento, Jerne formaliza la 

participación d~I f~nómeno de mutación somática dentro de los procesos de formación 

del repertorio de anticuerpos. En concreto, Jerne soluciona el dilema de la existencia 

de dichos fenómenos en ausencia de antígeno, postulando la existencia de "antígenos 

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), parecería estar 

elegantemente resuelto. 
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- ' - "' .: ' -

Cabe destaca:r qúe . lás evideridas postulada'$ hastá antes de los sesenta, sólo 

perniitían~~tiriformal"~un _esqueriía pr:~lrrrlinar_-~obreÚo~:procesos que determinan la 
- - : -:._- :-- - :~ ->, ~ --- -_-:_:'-:;~:'.·-~'.'~: .-.~~.:.:::':~_-_- ~ -~~-='::-," -_':-.' ·:;,_ .. ""-::-, : -:--~-~ - : '._:--~ .. - ::--~ ,, - ·.,_. -~ :.· ;/~: -::· ~--~- . ~,,.-,. --~ '.:: ~ -- -· ' .. -~ --_ -, '"---:( : '' ':::_ . -~--: 

formación' de: los:.antic~erpos. Hasta es~ entóhC:es.sol() se podía inferir la existencia de 

:,r:ªd~;~z~:']~~~~E:~::7º~~~"c;:i~t1."1~!~f :f rl:;;;~::~:c~n"::":0:.0"'~ 
equi_vo~~c1~·:.:;;Ya~ hecho, se sabía también mu~ t6c·J' sobre 1a función de dichas 

··• céÍu!;;;?;~--¡~~-b-raba mucho sobre la estructura pri-~~-~ia de los anticuerpos y mucho 
'·-- .. e ·:.·.· -~-;._,-.,'.,__>. '- . 

. TnÍ3s s6br~ lá presencia de idiotipos y alotipos, estructuras que requieren del 

c6'11o~ir"riié~to de las propiedades de la estructura tridimensional o nativa de un 

- anticüerpo~ 

s'fry -~ITlbargo, en los años sesenta y principios de los setenta se demostraron, 

eX:pefi~entalmente, un conjunto de observaciones que modificaron el marco teórico 

d~ I~ i~-munología de la época y fundamentaron el desarrollo de la teoría de la red 

• idiotípiC:~. Entre estas observaciones destacan: 

• A niyeLde la estructura de los anticuerpos: 

. LÓs aná11~f~ dé da variabilidad localizada cerca del residuo 107-amino terminal de las 
---·,' ,-:'-"· 

cádenas·tigerásde'los'áfiticuerpos, (Hilschman et al., 1963) y el reconocimiento de la 

identidad i_é:!iotíp'i~a-:y ~lotÍ~T2á- de ios mismos . 
. "-· . 1·.< -J:\~~ .:;-;,;··. >:-:._ '.i :.·,'J.~~< - -- ' 

•. Con~el~figd~;~,l~,.~~:bresi6n genética de los mismos: 

El estudio d.eTl.osYpolimorfismos y las diferencias entre los genes que codifican para las 

regione~, ~a~i'~t>l~s·y constantes de los anticuerpos, prueba que, en este caso, dos 

genes coJifi¿~~\~p~ra una sola proteína y la demostración del ligamiento entre los 

genes q~e codifican para cada región de una inmunoglobulina. 
·'-\: '.~~~{< 

: :': ... : . ·,.''.:' :.\~::~'-.- . 

• Con relacion a la respuesta inmune humoral: 

Las observacfones reportadas por Oudin (Oudin et al., 1971; Jerne, 1974; Cazenave 

et al., 1973) sobre la capacidad del sistema inmune para sintetizar anticuerpos 

específicos e inespecíficos, simultáneamente, contra diferentes epítopes de un mismo 

antígeno, 
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la determinación de las concentraciones necesarias para inducir una respuesta y la 

demostración de la capacidad de un animal para producir anticuerpos contra los 

idiotipos y alotipos de cualquier otro anticuerpo (!versen 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 loslinfodtos T y B (Jeme, 1974); la posibilidad de un anticuerpo para reconocer 

y ser r~conocido (Iverson et al., 1970); la capacidad de ciertos anticuerpos anti

alótipo para suprimir una respuesta (Mage et al., 1974) y la habilidad de un linfocito 

para.·responder o mantener una respuesta ya sea, positiva (activación) o negativa 
'' \ ' 

(s.upresión) si reconoce algún epítope o si sus receptores son reconocidos. 

Con~iélera:;,dcf el c::(J~jlJÍlfo de evidencias arriba mencionadas, en 1974 Niels Jeme 

post~lod~~ t~orf~ :d~'(1k,··~ed idiotípica. Para Jeme el objetivo inicial de la teoría fue 

proporier~-i ur{ .. j~~¿~nlsr;,O que permitiera explicar el origen del repertorio de 

;d;::erp1~:,~u~lf~f ff s ;·d:ntí~ªe;:~st:n~:s d:u~ ~~;e~;~~:~~ ::r0::~·rí: i=~~~=~t:; 
·COnsid~ranéJb; _,~I Sistema inmune como una inmensa red de componentes que, en 

condicion~s ~or~~les, adoptara un estado de equilibrio dinámico. 
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ii. La Red Idiotípica del Sistema Inmune. 

:1..5 Algunas de'Finiciones. 

Las interacciones antígeno-anticuerpo y anticuerpo-anticuerpo dependen, a nivel de la 

estructura tridimensional de cada molecula, de la presencia de determinantes 

antigénicos o epítopes. Un epítope es un fragmento de la estructura de una molécula 

que presenta .una conformación capaz de ser reconocida, con diferentes grados de 
,· . 

pr~cisión; p()r.c>.tra. conformación complementaria. 

Co~sI~e:f.~~~o:'l~i-~stfuctura de un anticuerpo el fenómeno de reconocimiento se lleva a 

~abO en·;~i~'f:¡-~Íti¿; particular, conocido como región hipervariable o parátope. Por lo 

tanto,i ~~rt6;¡)~~ L.Y ~arátopes son dos componentes esenciales del sistema inmune, 

pé~mi'tiJ-~ci:~:-_~Ü'm~lircon una de las principales tareas del mismo: el reconocimiento de 

~atrd~e-~;-k~t:~S~tG~ale{'CJeme, 1974). 

Los anticJ~~~~os'}r~coÍiocen'~aL antígeno gracias a sus parátopes y son a la vez 
•(.: ;.·~ ·;·,~.~ __ ¡.;;.:::· .. :. ,'., .;~·;\'· .'. '.>:::: ',· ;.:,~ ;~ ·-. ~::~<·--.,: ~ ~-~:·;\;'. \ '_ ¡:· '.: :.' .. ·,,,!_·_._,.~. ·:_ .. :. "·· .• 

reconoci~os> g.raC:ias a~ lo's-.;épífopes ..• que despliegan en la región hipervariable. Para 

5~i~~11;1t~~~~l~!~~~~~::~;~;~j~~:~~:o~;,7:e'~~~:~~~~:;J~~ 
Para precisar:'. formalmente el concepto de idiotipo, me parece conveniente adoptar la 

· defin'icÚ>Íi :dé su descubridor; para J. Oudin un idiotipo está compuesto por un 

C:onj~nf6-de especificidades antigénicas presentes en los anticuerpos producidos por 

un individuo o un grupo de ellos en respuesta a cierto antígeno (Oudin et al 1971). Si 

consideramos que existe el potencial para sintetizar anticuerpos contra prácticamente 

cualquier antígeno, cada organismo tiene el potencial para producir un número muy 

grande de diferentes sitios de unión, ya sean parátopes o idiotipos. El número total de 

dichos parátopes o idiótopos corresponde al repertorio que un organismo puede 

expresar. Finalmente, cabe considerar que dicho repertorio, es, presumiblemente, 

mayor al repertorio de idiotipos y parátopes que cada organismo tiene disponible en 

cada momento, el cual también es inmensamente grande (aproximadamente 1011 

diferentes especificidades) (Jerne, 1972). 
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:1.. 6 El concepto de la Red Idiotípica . 

El sistema inmune posee un comportamiento propio* caracterizado por una red de 

parátopes que reconocen idiótopos e idiótopos que son as u vez, reconocidos por 

grupos de parátopes. A través de esta red de interacciones, el sistema alcanza un 

estado de equilibrio dinámico dependiente de la síntesis y decaimiento de sus 

elementos. (ver figura 1). 

P2d -p~ 
b_,: Grupo de 

reconocim~ i2 P1q . Grupo de la b Imagen interna 

~ Antígeno 

p3 

Px 

Grupo paralelo Grupo de amortiguamiento 

Figura 1.- Componentes básicos de la red idiotípica del sistema inmune. (p: parátopes, i: 

idiótopos, E: epítope antigénfco ,-: estimulación, - : inhibición) (Jerne, 1974). Los 

círculos unidos por líneas representan la asociación de parátopes e idiótopos y de cada 

grupo de anticuerpos. 

*Eigen-behaviour en el idioma original. 
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Cuando el sistema se enfrenta a algún inmunógeno (E) el mismo es reconocido, con 

diferen~~~s,j;if,a~os dce precisión, por un conjunto de parátopes (p 1 ) presentes en 

antiéuefpos solÜbles o en los receptores de membrana de los linfocitos capaces de 

responcferLDebido a que dichos receptores poseen también un conjunto de diferentes 

idiótop6~ h1), estos dos componentes se representan formando un grupo capaz de 

reconocer el epítope antigénico. En concreto, dicho grupo de idiotipos y parátopes 

· (p~i~(E))"! está compuesto por todos los posibles linfocitos capaces de formar 

<antic~e'~~~d contra el epítope antigénico (E). 

··Adicionalmente, existen diferentes conjuntos de parátopes e idiótopos capaces de 

interaccTbnar' con el grupo mencionado; por lo tanto, de forma subsecuente, cada 

p~~áto~~ delconjunto Pi puede reconocer a otro idiótopo del conjunto representado 

como i2 el ·cual de igual forma, se ásoda a un nuevo conjunto de parátopes 

r~prese~tado c6mo (P2) para formar: el. gfupO (p2h). Este último grupo es uno de los 

prlncipales: componentes de Ja r.eci.§ fue considerado por Jeme como la imagen 

especular interna del. epítC:Ípé. antigénico al ser reconocido por el grupo capaz de 
. '. ·- -.,.- ·;~ '..<{·~-:<t~>-' -:·;p:_¡r,.-~:;:..:_,- ~ ::~;:. :: \'.": .· .. -. 

recónocer.dirE!ctam~nte ·die.no :13pítope. · 

De manera·i.::Íd~,~~~'ái~;,-~~,;¿~d~ idiotopo del grupo p 1 h puede también ser reconocido 
~-' {: '."ii2'·, ~:?i· '>~:!~:;· -}~.:~<?;·:'.;'.~;:,f:,;- ~ .. ~:~.:~.'--- \ ' . -- . 

por un nuevo'icoñjúnto.~de_párátopes (p3) asociados a un conjunto de idiótopos i3. Este 
: ·,; ~ . ':;:--:~ -~ i~s:::0 '. :.~~i!;: .. : Si~~~;_---~~:?6~~-"--t~~~,t~:~.:~·; .. ,, _ . ·::-,- · ' · . . . 

grupo.se coríoce~comO.gru¡:)o anti-idiotípico y se denomina (p3i3). De forma accesoria, 
._ . ·< · · '-:.:·: .. - /?· ).::_::~~!~?i.:. -'.'.;;~:,.1.; ·;:;?_.í:~~r·;._:z_.;~<.·\,::¿:~·.>·.;;. '<. > ~ · · .:.·:.: -> .. 

. también~pued~n·~.existir::algünos idiótopos del grupo 1 (ii) que se asocian a un conjunto 

· d~ P~r~~()~~~;:~~~ti¿f~'sJ:~.~·~de~,_para formar un gru~o ~·'~~alelo Ci1Px). 

'como ~s ;po';;i.b'1~ '6,bs·e;~~l-,;.en ia figura,;el·:,con]unto de interacciones continúa de 
:''.- ·.~: ~·;· :::"'.?·· :'/,;:<:".-::-;;~\_::.<:'.:o/·~:::.~~ ::(~~'}f.;,:::~_;:;:.;~~::.!::~·,.;~:.· ... : ,.. :· ~.· :-~ ;.: .. _. ::···Y::::.-~· _ 

_ 1Tlanet¡;¡:.ií]~,efi._ri~~,é3'"! t~avés de la existencia de grupos capaces de interaccionar con 

.~ aq~~¡l¿s d~ 1~':1rTia9·~11 interna, o con los anti-idiotipo (estos grupos son representados 

por.JerrÍe, ~6~~ gru~os de amortiguamiento) . 

. con el objeto de aproximar esta representación esquemática de la red, en términos 

funcionales, Jerne asoció a los elementos del grupo de la imagen interna (p2ii) como 

un grupo capaz de estimular la respuesta de los linfocitos del grupo de p 1 i 1 y, por el 

contrario, aquellos del grupo p 3i3 , como el grupo encargado de inhibirla (Jerne, 

1974). 

Finalmente, el sistema inmune en ausencia de estímulos antigénicos presentaría una 

predominancia de interacciones de tipo inhibitorio, 
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las cuales-tendrían que ser sobrepasadas por aquellas estimuladoras, disparadas al 

e11trar en FC>!1ta~to:c,on algún antígeno. 

Con el pla'ntearilie~to ·de un mecanismo autónomo de control, Niels Jerne estableció 

un segúnc:iC> ~s~¿~iná paralelo a la selección clona!, para comprender la organización 
- . . -: ~ ·'-·-- ., -- -·--. -- . - . - . 

. del. sistema ihrn.line. Utilizando la diversidad de regiones variables de los anticuerpos 

para prov~eg':'é3.J~ist-~ma inmune de elementos complementarios, la teoría fundamenta 

. - la- a-~t~r'.i~-~t~·ta~l''mismo, para determinar el origen y selección del repertorio de 

anticu~~~g~ ¡rgi;~6iiible y la capacidad para reconocer "lo propio de lo extraño" y 

mantener la homeostasis. 

iii. La existencia de la red idiotípica. 

1..7 Idiotipos y red. 

La organización del sistema inmune depende de algunos princ1p1os básicos, dentro de 

los cuales destaca la capacidad de sus componentes para cooperar, por lo tanto, para 

explicar la fisiología del sistema no es posible considerar a cada grupo de linfocitos de 

forma independiente, si no que es necesario considerar que cada subpoblación se 

encuentra. asociada o conectada a través de los productos de expresión que las 

distinguea~ E;!'nt~'e otros elementos, a través de sus idiotipos. 
c::~, , -- .. ,: ~- :~ .. < .-;,,~-~.::-::-~1.t~?-:\fL.·: -

La red idiO_típicá~del sistema inmune está definida, a través de dicho nivel de conexión, 

gra~\a;:/-~< l~"c~pacidad de un grupo de linfocitos para reconocer específicamente un 

icliotip6, Vt~~nimitir señales de retroalimentación negativa o positiva. 

~lgun~s ¡pruebas importantes para fundamentar la existencia de la red idlotípica 

surgie~on\d~ un fenómeno común: la presencia en el suero de cualquier individuo 

normal/de anticuerpos capaces de reconocer diferentes epítopes de las regiones 
'. .- ;e.- \:~ 

variab!esde otras inmunoglobulinas. 

Existe11 .. múltiples evidencias experimentales que sugieren la capacidad del sistema 

inmune para reconocer determinantes antigénicos presentes en idiotipos propios o 

ajenos, y para producir anticuerpos específicos contra dichos determinantes 
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(Cazenavé et~al:, l977; Seférian, .P.G et la., 1994; Vogel et al., 2000; Kaushik et al., 

2001).~-se~.ha~rep'ortadó~[c¡úe:~al inmunizar conejos, estos son capaces de expresar 
- _,_ -,,----~--"«•r--.--'.•"•-,_-- ;-""'""'i'7 .-;·.·-, ".-·~·,·-,._ -- ••;r·, --• - -- -

inmÜnoglobUliná~ 'con~. el.:• rlíismos alotípo o ratones sin génicos con un antígeno y 
:··· ' .... ·-· .;·-·· ; ' . -- _.,,· -.-.· ' 

subséc~~dt:e.)5'76~.e~\:obJ.?:~.:anticuerpos producidos, se obtienen diferentes especies de 

anticuerpds'an'tf:..1c:i1Ótipci·•con características variables, ver tabla l. 
. '., -.. :· .... _.,;···.''':»·~·-'-~ . .:-·,·.:;;{~---:--.~:·· - -

Las obser\/aciorÍes :arriba . mencionadas se ven complementadas por la demostración 

ci~-~¡;~¿~p~ti~~d~-d~ un individuo para producir, simultáneamente, una colección de 

diver~o'~\idl()fjp~s característicos de otros individuos no emparentados (Urbain, J et al 

Hierríau'~, J et al 1981). En estos experimentos se inmunizaron, independientemente, 

c8nejo~'no relacionados entre sí con un antígeno bacteriano (Micrococcus luteus), se 

·pl!rificaron anticuerpos contra el antígeno y posteriormente se produjeron, de forma 

independiente también, anticuerpos anti-idiotipo en otros conejos capaces de expresar 

irimunoglobulinas con el mismo alotipo. Una vez purificada cada especie de 

anticuerpos an~i-idiotipo, se realizó una mezcla y se inmunizó un individuo 

.Producién~'>.s~ er:i~_l,,~-1"1~ re~puesta mezclada de anticuerpos 

anti·(a9ti-);idiot{p*'t~ip_efíf¡co~ para cada una de las inmunoglobulinas anti-idiotipo 

utiliza.das ~ior4i"ciFj~AZJg·é:»~~-~·(): Cabe destacar que una de las características principales 

·de c~dau~:~ á~:·¡~~·;~s'.~~g(~~ld~ anticuerpos producidas, fué la baja reactividad cruzada 

entre I~~ r-ri'i~,~~~:.j'G'n'f~.'~6~--su alta especificidad para reconocer la molécula que le dio 

origen.' Fi~a;l.Íí"lent~;-~I¡'~'l}tC:mejO que produjo los anticuerpos anti (anti-) idiotipo es, 

posteriormeri'i:~;:í~W1u"nÍ:i~-d·6 con el mismo antígeno bacteriano (Micrococcus luteus) 

muestra la capadid~ci'ba·~~ ~reducir una respuesta mixta de anticuerpos con cada una 

. de las especi~·s d~ i~ntituerpos antes desarrolladas en diferentes conejos. 
- - _- ~.- ~~ ·'"- ...:_::_·-,,- - ."'-_,_ .>.::--- .... _,_~_:_ - --·; -_ - - -

Estas obser:Vac'i6'Íl~s'i'.ios hacen pensar que el repertorio de posibles idiotipos entre 
•. = --·. ' ... >::·'·~~·~,.,-.:l...,~"-(, .···:. ~ 

organismos de úna/;misma especie es el mismo. Al parecer, la respuesta inmune no 

sólo depend~;\:1~' i~'i'~:~le¿ción por parte del antígeno de clones capaces de reconocer 

dicho antfge~'6, '~¡:~:ria también depende de la historia idiotípica del individuo (Bona, 

1983). 
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Anticuerpos 

obtenidos 

Ac1 

Ac2 

Ac3 

Características 

Idlotlpos producidos por el Individuo inicialmente Inmunizado. 

Estos anticuerpos presentan diversos idlótopos topográficamente distintos: 

idiótopos asociados al sitio de unión e ldiótopos asociados a secciones de 

la región variable. 

Anticuerpos antl-ldlotipo generado contra Acl: 

Ac2(a) capaces de reconocer idiótopos asociados con secciones de la reglón 

variable del Acl. 

Ac2(13) capaces de expresar un idiótopo conformacionalmente capaz 

de mimetizar al epítope antigénlco original, es decir, reconocen un idiótopo 

completamente asociado al sitio de unión. 

(Imagen especular interna del epítope antlgénico). 

Ac2(y) capaces de reconocer ldiótopos parcialmente asociados al 

sitio de unión del Acl. 

Anticuerpos anti (anti)-ldiotlpo 

generados contra Ac2, esta respuesta es compleja y depende del 

tipo de Ac2 utlllzado para inmunizar. 

Ac3(a): representan. un subgrupo heterogéneo capaz de reconocer ldiotlpos 
<~ .; ' ":' ' - i - • 

presente5: en'l0s,.Ác2 y aqÚellos Inducidos por Ac2(13), poseen el mismo 

sitio de unló,.;''~J~'presentan los Acl. 

A~3c'p)'fr/~í:fr~s'~~ian.la imagen interna del epítope que Indujo el 

crir~'esp6n8'i~fü:~';Ac2falgunos anticuerpos de este subgrupo, inducidos por 

.. ·.·' .. ~~2.'cóT~·tfh, pl"~·~entan reacción cruzada con el Acl. 

Tabla ·1.- Cascada_:."1nmunológ1ca;: secuencia parcial de anticuerpos anti-idiotipo producidos en 

conejos o .. rato~"!s?'aíSJi/í¡t/iJ~/zá~ con los antígeno y, subsecuentemente, con los anticuerpos 

producto de :di~ha 'in',!;,'/i~iza~Íón. Estos anticuerpos muestran diferentes características a nivel 
'.· . ..-· .. ·.:: :":r.:···;-'·:>·· .i',··t :, 

de los idiotipos'qué expresan (Hiernaux, 1981; Urbain et al., 1983 en Bona). 
·. ··::{~.}~~~ < . 

. ,~. 

A través deÍ análisis serológico de los anticuerpos antl-idiotipo resultantes de diversos 

esquemas experimentales de inmunización, se ha podido determinar la 

heterogeneidad de la respuesta anti-idiotípo. La existencia de diversos grupos de 

anticuerpos anti-idiotipo, cuyas propiedades estructurales se discutirán en la siguiente 

sección, nos indica diferencias a nivel estructural en los idiotipos que aquellos 

expresan, estas características fundamentan la existencia de diferentes grupos 
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idiotípicos dentro de lá respuesta inmune. Por ejemplo, se han podido identificar los 

_ ccm1¡:ionentes~-~ií_:,-gr-upº paralelo descrito por Jerne (Bona et al., 1983). Por otro lado, 

la capacld~d 'de'1b~:'ldibtipos para funcionar como antígenos autónomos se ha puesto 
• ; --- ' ~--, ~ • < • ·- ·' -- ; ,.:.~-'. '.- '· ., ' > <.:' . - - - '- -

de mariifiest0;er{Unisir1número de trabajos entre los cuales destacan: los ensayos en 

coneÍo~~qG~~;'d~'~J'~'sÍran la capacidad de inducir la producción de anticuerpos contra 

. el virusYd~(~t:>~~i~-6 del tabaco, en conejos, utilizando anticuerpos anti-idiotipo en 
""'""--:~--"-- ~ -~=:__ , ~~:;-=-_-:c'L'""';_,_:;.:_ ___ """ __ · ~ 

lugar del ántígeno correspondiente (Fraucotte, 1984); los experimentos que prueban 
' -·•_/_, :.;,-- "7-f, ... >- :,-

la habilidad qÚe tienen algunos anticuerpos anti-idiotipo, producidos por inmunización 
·:- - . 

con algunas hormonas y neurotransmisores, por ejemplo: insulina, catecolamina 13 

adrenérgica, acetilcolina entre otras, para llevar a cabo la función 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 extensión de la respuesta descrita en la tabla 1; la inmunización con 

un antígeno o con un anticuerpo no genera una respuesta con una proporción de 

idiotipos o anti-idiotipos homogénea, por lo contrario, las proporciones de cada 

especie . de inmunógeno, así como su naturaleza, concentración en suero y 

heterogeneidad, limitan la respuesta de los subsecuentes anticuerpos (Cerny et al., 

1990). 

Antes de ~ontir1Lari. d~s~;¡f¡¡e~'ciJ 0~1a{· Caract~rísticas de los idiotiposá4~u ·capacidad 

como elemelÍ~()s·r~9ulad6~~~-~~J~'·E~~·~·u,~-~t~-¡rimune, es importante destacar el papel 

·de los linfo;cit~sTdent'rode'ía;hipÓt~·~¡·~-d¡; l~red idiotípica . 

.A.1 inicio: 1a red idiotípica(d~l'.sJ~t~i~~iihi!n,une Jue postulada incluyendo únicamente las 

posibles' inte~~cclon~s.:eHtr~=1~~--;~~i6'~~~ -~élriábles de.· los. anticuerpos y los receptores 

.de membrana de Ios lil1tt'.>c'i~ci~\'6; ;'~bi', Id tantó, una de sus principales limitaciones 
' -' '. ,:·~.; :~'~:;·:"~.:::,J:·:'~t\~:¡:.::};::':_.::.:;·:>';:_,,,:; ~ i-~--> _.--· .· ' , , 

radica en la iricapacid:ad_!Pé3,l"ªJi11cJuir:d~' participacion de uno de los componentes mas 

importantes c:le1_sist.~rÍta~)l6~~;11rif'~~it6s T(Cerny et al., 1990). 

Algunos tr~baj~s ~~1:{~-d~s¿;~it6 la participación de los linfocitos T dentro de la red 

idiotípica ci-lÓ#~~~"J~~~\''®1~~;aL 1975; Urbain et al., 1979; Hiernaux, 1980; Kaufman 

et al., 19B5): De 'he#Wo'~;~,¿isten pruebas para considerar la existencia de idiotipos o 

estructuras simiiélres';en Ías regiones variables de los receptores de las células T 

reconocibles por algunas inmunoglobulinas (Marchalonis et al., 1992; 1994, ). 
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Juntoc a ésto, diC:h.os receptores poseen presumiblemente la capacidad para reconocer 

idiotipos monodonales cuando ratones singenéicos son inmunizados con dicho 

anticuerpo (Cerny et al., 1982 ; Eichmann et al., 1978 ; Lewis et al., 1978). 

Finalment~ ~stucHos enfocados a estudiar la regulación de la respuesta celular han 

descubierto .. el; papel de algunas interacciones idiotipo-anti-ldiotipo entre células T 
' . . '' . 

(Anderson et al., 1976; Kimura et al., 1982; Wilson et al., 1982 ). 
- - - --- ----- --=----·''=""3 -·'------ --·-

Colectivam~nf·~ estas evidencias junto con muchos otros estudios, demuestran la 

habilidad q'ue.~i1el1en los linfocitos T para reconocer idiotipos propios y para activarse 

como; c~hs~~~:~ncia de dicho reconocimiento. No obstante, existe poca evidencia 

sólida~ c19e·: nos permita identificar si estos linfocitos se activan en condiciones 

fisiolÓgiC:as; en el curso de la respuesta inmune; parece poco probable que los 

linfoclt'ó~< B y los ti mocitos relacionados funcionalmente, puedan expresar idiotipos 

~~oriiplemknta~ios, ya que cada uno de estos grupos celulares reconocen epítopes con 

diferentes estructuras (en conformación nativa, o procesados y presentados por las 

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, MHC, respectivamente). 

Con·siderar la participación de los elementos que conforman el proceso de 

presentación antigénica es esencial para describir en términos fisiológicos la 

participación de los linfocitos T dentro de la red idiotípica, (figura 2). 
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e, 

Figura 2.- La relación idiotipo anti-idiotipo, entre los linfocitos T (TH1, y TH2) y B (BJ y,82) 

posiblemente requiere también de presentación aátigénica (a 'través de las células 

presentadoras de antígeno profesionales '.J,.pc)~ ~~ dé'dir s'e 'r~"strÍng/ría- alMHC. En la figura se 

muestra una representación esquemática de la. parl:ié:ipa~ió~ de.¡¡;}~ Íinio~itos T (TH1, y TH2) 

dentro de la red idiotípica. Este esquema incluy'e la'·a"dú.J~~ióÁ d~ 'ios linfocitos T de forma 

timo-dependiente (APC-TH1 y APC-TH2 ) y timo-lndep~ndÍeÁi:e (Bl-T/11) (Cerny et al., 1990; 

McNamara et a.,11984). 

1..8 La naturaleza de los idiotipos. 

La expresión de los genes de las inmunoglobulinas es un proceso único. Gracias a una 

serie de mecanismos, el sistema inmune puede crear un repertorio de anticuerpos con 

una inmensa variabilidad a partir de un número relativamente pequeño de genes. 

Los genes que codifican para las regiones variables de un anticuerpo están 

compuestos por dos (VL y JL) o tres (VH,JH,DH) segmentos que se combinan, al 

parecer, sin restricción (Wood et al., 1983). En el genoma, existen múltiples copias de 

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

conocido como recombinación somática. 
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La presencia de' polimorfismos en las múltiples copias de los genes VH y VL, JH JL y DH 

S~leCCi()n~ªa~~j e~r:a f()r111ar los genes de las cadenas pesadas y ligeras de una 
- -.- .----- .. -.- -- --::--·-·"·.--::,----~ ·--~·,----;--- ----- - . -

inmunoglobúlina, :,próceso conocido como recombinación somática, es la fuente 

prin,~ipar(j~:~U~~r~Í~~d para dos de las regiones hipervariables que conforman parte 

. d~I sitl6,~'e~·~r;f~~T·~·~:~l1 ·~nticuerpo. Adicionalmente, existe otro mecanismo que 

incrémént~ 1á'\J~l"y¿¡;¡lida'd de una inmunoglobulina, este mecanismo depende de la 

incorpo;~~ic)if~;'~yI~:ü,§'{r~-cCión de nucleótidos en las uniones entre segmentos los 

génicos q¿~,~~~~f=6fn1'~n las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo y gracias a 
._ <:~_·.; .... ··,J~: '..-~}./~..: ;¡:::~, '.' 

este, la V'ariabilidad de dicha molécula, se ve significativamente incrementada, en 

part:icular_eqc,r§í/f~rcer determinante de complementariedad (CDR 3). 

Finalmenté,'.e.(geri ya compuesto por los segmentos que codificaran la estructura de 
' .. ·'·~- '"'•':f.:: - --~: -

esta inmuri?91óbulina, se ve sometido a un proceso de introducción de mutaciones 

puntual~s}'~Ü~,:~umentan, drásticamente, la variabilidad ya obtenida previamente. A 

este fe~.ó#i"e~'6i~e'le conoce como hipermutación somática. 

En conju~~()ji,·€c,'cj'~s estos mecanismos de diversificación genética dan como resultado 
. . ; ·_:-:.·_ \S:_'\· <i~·:X~- ,4::·~,~:. ·_¡::_-._'.: :_,,;_ / 

un inmeriso·~rep_er:tor;i() .de sitios de unión. Como se mencionó anteriormente, este 

repertorio<i~6rr~1~~Ó~C:le:a,1 potencialmente expresable por un individuo; sin embargo, 

este se ~e ''~~~~¡.j'~~j~'o·, ·d~~~·~te'..el,desarrollo de una respuesta, a causa de los 

mecan.ismos8fÍtol~r~n2l~-~}j~~"rriódiflcaciones idiotípicas (Urbain et al., 1983). 

~:,s~:~t~rf E~l~~~~~~Bf±~f ==P~: ';: ;~~~:~· :~t,;~:~:.os:~'~ ~:.c1·1~m=n~: 
diversid~d ~~iP52f'.t~~¡';';~§[~V,' es posible sintetizar anticuerpos contra virtualmente 

• • ..,. ·_?. - :- · ~ _· .~_::~;r :·,:.~~~~~:,-±;~~;~?{;'- .tJi:r~~~, -~~}~{t.~;~,: 
cualquier ant1geno/ como :define Landsteiner en: "La especificidad de las reacciones 

. sero/ógic~;.!;;~'cí'.!a~r{dsteiner, 1945), es probable que el sistema pueda sintetizar 

anticuerp~;~;:¿~n'tr~>los idiotipos que estos mismos despliegan. 

Por otr~ ·,~d'6; si como resultado de la recombinación somática, dos inmunoglobulinas 

con dife~ent~ especificidad pueden compartir un mismo segmento génico (por 

ejemplo VL), esta característica fundamenta una de las propiedades más importantes 

de la red: la heterogeneidad de las especies de anticuerpos anti-idiotipo observables 

al inmunizar, (ver tabla 1) característica postulada por Jerne a través de los 

diferentes grupos (anti-idiotipo, paralelo y de la imagen, (ver figura 1)). 
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Un 

.un 

idicit:Opo ·Juede"cie'finirse, op~~adonalmente, a través de la posibilidad de obtener 

anticüeréo);'.aHti-l~iotipo ~Orfiplémentario (Urbain et al., 1983), sin embargo, 

indepené!ie,hi:~n1€;r11::e de la relativa facilidad experimental que implica la obtención de 

una.pobí~dór{de ~nticuerpos anti-idiotipo, el estudio de la estructura de cada uno de 

los ic:H6f()'~~~; ~fesentes en dicha población es complicado. La inmensa variabilidad 

r:esultant::~".'cie los mecanismos que dan origen al repertorio de anticuerpos (Daive et 
o-:'-":-cc--_ - ~-.=o-o-_: ---.--.-.= '"';:---- -: - -

al.,' 1986), es una de las principales limitaciones a enfrentar para caracterizar 

idiótopos .. 

. Una .· de las principales estrategias utilizadas para comprender la naturaleza 

(determinación, localización y propiedades) de dichos determinantes estructurales, es 

la cara~terización serológica (Daive et al., 1986). Algunas observaciones de este tipo, 

han pe/~ii:idó .establecer importantes propiedades como: la afinidad y distribución de 

un idiÓtdpo ·~ particular dentro de una población de anticuerpos con varias 

especifi~id~d~s~ la variabilidad estructural de dicho idiótopo entre un grupo de 

diferenf'es ,infriunoglobulinas; su capacidad de reacción cruzada con otras especies, su 

multiespec,ificid~d y lá posibilidad para bloquear o inhibir la unión de otro idiótopo 

relacionado·~cl~rto antí~eno. 
Los análisis d~/5·~~ú~~cia han permitido caracterizar, a nivel de la estructura primaria 

.. -- ' - ,_, ¡_, -... _,·, ~-· •. ··'' ... _ ~'~ ·-·._-,"·--

de algunos á~ti2J'~rp~s~r~1d~.residuos que conforman determinados idiótopos (Manjula 
. . .·..:'.<· ;' .. -./:.'::{~~·-.·-~;.::; ~,.~t;i_~;·:~:~··;h_'.~-1~· -~ _ .. 
et al.1 19?6;JRe~ eral;)ih979). Además de esto, algunas, modificaciones químicas de 

1.á ~strp.c~~r~;iI~l .. i,~~~g~~ .. :t~ntlcuerpos han probado ser útiles para determinar si la 

naturaleza· d~i:'cie'r:t;osyl,c:l\c)topos depende de la presencia de residuos particulares 

~~~:;:~~~1.i~i~~~!~~~~o:~~~~c~a~l:bl~ d:·:~d::,,:~e::~;:s:5e ~;;:::::~ :: 1~ 
a 20 idiótopos;~;(No\(otny et al., 1986) y finalmente, una importante cantidad de 

est~dios de,dri;t;(~gi~~fla ~ue han permitido distinguir las características moleculares 

de cierto~\1dfói~p~·~&~fií~1Gyendo su localización dentro del parátope (Braden et al., 

1996; Po11~k.;;·:~t~·1:, .i9a2). 
- -; _: ~-/-- ._.,.:~ .. <-'-

Todas .estas evidencias han permitido establecer algunos criterios de clasificación para 

los Jdiótpopos, dentro de estos encontramos que debido a su localización en el 

parátope, los idiótopos se conocen como; asociados al sitio de unión, parcialmente 

asociados al sitio de unión (paratope idiotopes o near-paratope idiotopes 
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respectivamente) ''y. distantes del parátope, denominados asociados a la reg1on 

,,variableJf~arfi·~~o/l(idiotopes). Cada uno de estos idiótopos puede ser reconocido por 

un anticue~pb}a'~l:i-:idiotipo complementario (ver tabla 1). 
~ .· '-.. ' '-·' . '· ·'«'.: ' ' '. . · .. '. . 

. Igu~I q~e.,;.~Üalquier otro epítope, los idiótopos también puede clasificarse como 

contint.'I8s:J~~,:~'~é~\,:-~onformados por un solo segmento de la secuencia de aminoácidos 
. --- ,_. ,. . '· . - , ., ,,. _,. r~> :/·~ .,, 

y• como': discontinuo, si su conformación depende de la proximidad de diferentes -.: ·-_- ·<-.~ _----_--, ~ '-'_..'.C._:_,·.-'.~~---~~'.·~~:'-~·-~· ~~~_,.'..'..--~:..'.·:·,. • ·:< :., -... - - --_. . , 
- seg~e~to"~ci~-.1~·5~'EJ~ncia de aminoácidos, a causa de la estructura tridimensional del 

antiC:u~~p6'., d~·l:~'~Lf~1;-,~:Úcho idiótopo forma parte. Los idiótopos continuos, son 

::~~:::~~~~j~,i~rf~~~~~i~~~!?;i, ::;,~~:s"ª~;:,"tét1::~P~=:~=~po:~~:~~::0: ,:" ceg~~~ 
variable compleriie/nt:a'ria~ no' obstante, los discontinuos o conformacionales, no son 

reconocid6!:i p'o;S~'TJg~globulinas disociadas (Cerny et al., 1990). 
';/~.:·,· ;;~¡~:~:, . 
. ,.;'.··. 

Finalmente coni:r:~r~i:ión a su expresión y presencia en el suero, los idiótopos se 

determinan como ~~ ~~estra en la tabla 2. 

Nombre 

De reacción cruzada o··· 

públicos. 

Mayores, ,<=lo!Jlln~p~~s . ·. 

o regulac:lore~ } 

Menores 

Privados 

Descripción 

Se expresan en los 

anticuerpos de la mayoría 

los individuos de la especie. 

Se expresan en 

una amplia fracción del 

suero. 

Se expresan en una . 

fracdón minoritaria '·. 
. .· . 

del ,~~ero , . 

Abreviatura 

CRI, IdX 

CRIM 

Tabla 2.- Nomenclatura d~ los d~~~rmlnantes idiotípicos (Cerny et al., 1990). 
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1.9 La Red idiotípica cotno tnecanistno de regulación de la respuesta inrnune. 

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 

estímulo antigénico desaparece. Dentro de estos factores encontramos a la capacidad 

de algunas células para interactuar positiva o negativamente a través de mediadores 

químicos como las 'citocinas y quimicicinas; las características de las moléculas del 

Mt;C qlJefpq~e~ .. el indi~iduo;. la carga genética e historia inmunológica, entre otros . 

.Acfemái; ~xi~t~n· algunos otros factores "ambientales" que determinan las propiedades 

de u~a re~puesta y, en particular, podemos destacar la estereoquímica del antígeno o 

la. d~~is.y, vía de administración del mismo. 
,, . .· 

·.Eh.asociación con los mecanismos mencionados, se ha postulado que las interacciones 

-idiotipo-anti-idiotipo- participan, dentro de la fisiología inmunitaria, como un 

mecanismo de control. Sin embargo, la presencia de idiotipos y anti-idiotipos como 

componentes normales en el suero de cualquier individuo, junto con su genealogía y 

complementariedad estructural, no son razones suficientes para considerar a la red 

idiotípica como . un mecanismo formal de regulación, para ello, ha sido necesario 

analizar la capacid~d de)os.componentes de la red para modular la respuesta inmune. 
<. ·- L··L ~ .;;;;:;( ~::{i~:~;::·-A;:~; .. ;_=iª~~:::¡:~:-~-. ~;r~-'-

,-- ... , ~.-y,:;-._-.;:, .. ,~·;_ .. -·;·._:¡-~~:~'.---~;~¿,\;· ~:::~:; :,-:¡(_::~:.; ::.'.{t:~~'~;_/}.~ ~-,_: 
Una . de . las;; p~incipalesre\/idencias experimentales que han permitido establecer el 

~apel die l.~~.~~~jl~~l~~é~~f~;~;c>/~\~'~~ntos capaces de modular la respuesta inmune, s~rge 
···.de_ lostexperlrríentos;;cque1:permiten inducir la expresión de idiotipos silenciosos , o 

;:· \ -~ : /-_'.:i:<i;'.--.::~ , .. -- ~?~~~,,-~-:-~~~:> ~it.~~~;;~~~T-,.-~_5,,:~: _---;~ «-- ~-: ·:-- - _ --
aquellos>gener;aln:iente\'no, presentes en el suero después de una inmunización, 

-- ;, ~ - _ ;·-;-:~ :·, ·- < ,_,,l }!~:?:~,·,~¡-~7~:::-,.'~f~··'z~;::::..;::~": Ar>:-'·::<-:_ 
utilizand()·a.nticuerpos,anti-idiotipo. Por ejemplo, se sabe que en ratones de la cepa 

A/J inl11Jriii~cf~:~.·'.~F~J:h~·~·ocianina asociada a Arsonato (Ars-KLH) existe un idiotipo 

prefer~nciad{c~l¡)J~1·~uai no se expresa normalmente en ratones BALBc comunes; 

sin em~a~g~;;'\~c~~~u~~ i_ci~, una hiperinmunización con un anticuerpo anti-CRIA, estos 

últimos des~.:~r~i'I~~; l~;c~pacidad de expresar dicho idiotipo (Moser et al., 1983). 
- ·- . \ ' ., - . ' '~ ', . 

. ·:-' ;::· ... ·_-:r-: 

• Sllent Idiotypes en el idioma original 
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Adicionalmente, un il'.'portante testimonio que ha pe.rmitido· considerar la capacidad 

. reguladora.· d~ .:Ío~~ddiotipos,.-surge de los experimenfo~.des~rrollados en conejos . ._-, : ' -,, -· ~ . " . ' ·. ·- ,· ' - . •' . -._ -

irradiados y po~teriormente reconstituidos con linfocitd~Xacti~os provenientes de un 

donador ·~09' ·~i.f~rei)~e\alotipo; Estos experimenfossfci~rii'~estran que una vez 
. _ ;.•' <' · ;;-~·'< .. _ :• "> .' ,; ~<':,> "l.\"o. ,'.::.·~·,,;_: ._·;,.: -· > r:. ·:-,_:;·; . · . ··"~·_,'. ·, ~: ':_,~;_:·;_;._.--_!,},;. · 

transcúrrido el .tiempo:de, recuperación necesario, los:coriejos hospederos recuperan la 
_,.-.: ;;; ~':':\ .:<:'.: .).-::·'),'::,~~>''.~-~~·:: ~>;;/---!.:'·'.~~/: ;-'.~t·._j-;>-- .. ~--. ·_.·.· :··-:_<_ ';·:·.~;> ·.:.~?;~f;~,~:<, ._,:_ . 

. capacidad:C,d,e~desarr,ollari~l")ticuerpos. propios(con.~,·un''rnismo alotipo), capaces de 

:~:~:~t~~~ii~!i(\¡i::~:~:~:::~i~ s~~n~~~2~:~~=:~~::7:~~~:y:~:: 
múestl"an~idl¿;tipds?életreacciÓn :.cruzada con aquellos del donador, son seleccionados 

~ositiv~ní~riE~>'p~>'r el ambl~nte idi~típico generado durante la reconstitución celular 

(VanA~k'~'re~~L, 1979; Urbain et al., 1979). 

La regulación de la respuesta inmune opera básicamente en dos niveles; por un lado 

púede llevarse 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 

desarrollado importantes observaciones que describen la participación de la red 

idiotípica. Algunos estudios han demostrado la capacidad que tienen los anticuerpos 

anti-idiotipo circulantes, para regular el número de precursores y de linfocitos B 

producidos por la médula ósea, a través de un grupo de interacciones entre regiones 

variables (Sundblad et al., 1991; Freitas et al., 1991). Otras observaciones postulan la 

capacidad de algunos anticuerpos anti-idiotipo para suprimir la síntesis del idiotipo 

correspondiente·:duf~rit~ '•'ª etapa fetal o neonatal; por ejemplo, se sabe que la 

inmunizació~ t~ri{~/~t6~e;s~ . con la vacuna anti-pneumococo (fosfocolina como 

inmunógen'~ pf[~'~¡~~'b'~~{~im,ula la activación simultánea de dos clones capaces de 
· .. ... :~.:: :;::·( .. - ::,,,e ::·.~~~:·.·~;:~1;::;,: \i~:\'.·'-q,rf·-f::.: 

reaccionar,> un.aW,produciendo anticuerpos contra fosfocolina y otra sintetizando 
>:; ·: ... -, <· : Tt!.·'f.<· !Y~':~~--:- e· í!.J)".~_-::_\~':!.~{~ :~·-·;·.:~¿::1: ·.:-'.)'_· '.' 

anticuerpos'aÍlti~idio,tipó:;:~~los cuales reducen drásticamente la concentración de los 
--' _·· -'_:---. ··:~·-::-~- <~t ::.;- '~:'.·i~~:';'-~=~~~.r .. ?/i_'f;~<;·~-~ f:·J: ... :'' . -

primeros (Kleuskens;et.a1:~0;1974). 
· , } -,:·_ -_;:::'.~t:i:~i:~-.... /,ix:;~·-:.::-:_¡~~{;·.:;_,,,.~~;~~;,~r:f~~,J-~.-/:; .. -.:_ -· · , 

Considerand()~l~lr~gljla'ción:cle .respuestas en curso, la red idiot1pica parece jugar un 

pape1 comJ_!;i¿~iW~d~;J'6·'·~L~~esor de 1a función efectora de 1os linfocitos cskansen, 
. -- :.-J', -.· :·--~;:-:;>:://~:~.·<~f;·_:)·./·:, -_ .... : .. : 

1994), pero~ fa~:¡,en particular, como componente importante de los mecanismos de 

contrbl d~ ¡~-,:~fa6j~f,,unidad. Algunos investigadores han demostrado la existencia de 

niveles 
0

imp~rtantes de reactividad entre las regiones variables de las 

inmunoglobulinas de isotipo IgG e IgM que de otra manera, mostrarían características 
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auto-reactivas (Adib et al., l99Q), La relevancia de este último mecanismo de control 

periférico,'/se~;erlfatiza~conclas, obs:rvacione,s c:¡ue demuestran un incremento en la 

reactividad}df!Jias:,i~mun~,glo.bulinas séricas,de.Indivi.duos que presentan algunos 

··-~:~i:¡~~~~~i¡i~~~~!~it~~Ll~~!lt~~l\t~~~:~~:~:::;: :~~~==~·.; 
este temajY.,sinfembargo;{es~'importal1te::tmenci0narc,qi.Je independientemente de la 
, ·: :: :: .. r-- '.·.~~::':" '·~:,<..'.''.::.¡. ,;-?:>::·-.-::~/?: ~,-\·-.,'":"'~ .:'w.~/: '~>i.,~\-':;,<':-1.o ·:_:·~·, :::-~·:ó 1 ·~·:··: :::_:o,';~/?):·:.:~t> · ;,k.·(·' ~l~":: .. ~:-::v~r·_: ~:·:·<.:~ ..-·':··-:. -
predominá'r:iéfa:~deÍ 'conceptotdela'?é:lé1aCióntdonal durante el desarrollo embrionario, la 

_. . .: : :-::. :':;:;':~- ·:.?,~_;:~ ·: ;.~'i::'; · :~-:::.: ~- ·(.'_,,.· .. :- ::·:::;··t:¿ ;. 'i?- --~\;>:~,;_~1f.::,.:- .:~·t.)·.: L';'.~r- -·;>'-?':i:_;,-·::~::t:~::-~-~~~-}_» ·;,:\?~·-/\ .. :'- · 
·redidiotípicapuede consi~erarse-:cofoó;ün:'rn~caí-ii~mo complementario, a través de la 

.•. ::~~"~::¿,!~ :~º~: "::::~~f (r~~,~J'Í~[~i~i,'J:i:::~~,',::: d:.'º:º:::~·d:~:;~:,:~. E~ 
potencialmente autorreactivos en la·- periferia, ·si estos reconocen antígenos solubles 

durante su desarrollo (Coutinho, 19~S)'.: 

Finalmente, antes de continuar, es muy importante recapitular una de las 

características más 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 algún antígeno, la regulación se debe realizar 

preferencialmente por miembros selectos dentro de dichas especies de anticuerpos; 
,-,-

'en~partiC::ular, por aquellos capaces de reaccionar como autoinmunógenos (Paul et al., 

19ai)i· A:~stos anticuerpos se les denomina idiotipos reguladores y dentro de este 
' ·"'- '·, 

grupo encontramos aquellos capaces de expresar las características morfológicas de 
_J_ ·: 

un antígeno externo, junto con otros que expresan las características de los epítopes 

propios, estos dos grupos se denominan como idiotipos de la imagen interna e 

idiotipos de 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 idiotípica. 

Estudiar la participación de la red ldiotípica,. como par;te. de la fisiología del sistema 

inmune depende de la identificación y car::~cterización .• de_ sus propiedades 

fundamentales. En este sentido, las tre~ prin~Íp~l~s í:>'ropi~dacles~ de la red son: los 

patrones de dinámica, la metadi~á~i~~' V1~' ~-~;;,~-~ti~i~~d\ídÍOtfpfca (Varela et al., 

~?91)~ .. 
La 'dinámica de la red idiotípica involucra el análisis de los cambios en las 

conceri€1-aciones de idiotipos, que forman la red en determinado momento y este 

. f~nóiTie-~o está generalmente gobernado por el comportamiento de los linfocitos. Por 

otra parte, otra propiedad que va más allá de las fluctuaciones en las cantidades 

relativas de idiotipos presentes, es la producción continua de nuevas regiones 

·. variables gracias a los mecanismos de generación de diversidad inmunológica y 

diferenciación celular de los linfocitos. Esta propiedad se conoce como metadinámica y 

gracias a que cada región variable es única, la metadinámica de la red cambia 

constantemente produciendo nuevas configuraciones idiotípicas (Varela et al., 1991). 

Finalmente, la tercera propiedad de la red y aquella que sustenta el objetivo general 

del presente trabajo, es la conectividad idiotípica. Esta propiedad estructural de la red 
;_'. . . -.. . . ~·· -. -· ""- .. -.~~. ·. 

está de'finl~a por el nivelde interaccioh entre las regiones variables de lbs anticuerpos 

al reco~6¿e~~)ádu~llas~;cÓrnpJ~~~'.~tari~s, ya sea en las inmunoglobulinas del suero o 
-'.""-_ . ·-- _··:--.:··- ::>\· -p;~;~-.:-. ;}}\:..-_fa:~~~::::: ... \~,fif\'8.~f~C1~;:/~í .. ::i;t~~\(:~'.-; .. ~ · >: 

con los·recept~residein'lf:!mbrana de los linfocitos (Lacroix et al., 1998). 

~~,:S~{,Jf ¡~i~~~t~f~~~~~~f ·~~:::.~:s'.ª s::::·n~~ª ,:: c:s7~~::·:':;~7:;,~:: 
. ·.desarrollados; para caraC:terizar "anticuerpos naturales" o aquellos presentes en el 

sLlero ~~ ciÚJ~e'niía de estímulo antigénico (Digiero et al., 1983). 

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

espontánea, 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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. - ' --· ., ·- -.~-..;-::_ ·.' 

A partir del ariálisis de la reactividacf de los anticuerpos (de isotipo IgM) producidos 

. por esfos_hi~;iC:fon1'i:is;~5e ha poclido._estableC:er--la existencia de un nivel considerable 

cíe coned:ividciidiy~i~J~ado a ello, se sabe· que di~·ha conectividad no es propiedad de 

algunos grJb6§~)(:j~ i~munoglobulirias y n"lás·:bien es característica del repertorio 
'. '" ·-· .,;- ' .. ~., ." .__ - . . ' . . - .. ;- " -... _ . 

producido}ehfc:lichas etapas del desarrollo y ;,ida e)(tí-auterina (Molmberg et al., 1984; 
. . --:.-:::_· ~-··:::~·:'.:~} .. >:"»:..<··· ·,-.-·. . . . . . > ·. ; 

1986).\ .. '.:-~·> . .-; --,~-,-
--El a~á~;i~;¡-d¡-.1~ secuencia de los genes que codifican paráÍ:dichas inmunoglobulinas 

.. n~o~~~~1ei-~~n alta conectividad, muestran que so~ pé!rt~>cf~I ~aterial genético de la 

· 1Í11ea g~rminal, presentan poca diversidad de unión, y demuestran el uso preferencial 

de algunos fragmentos génicos para las regiones variables (VH y VL), próximos hacia 

los segmentos de diversidad D (Carlsson et al 1989). 

En conjunto, todas estas evidencias indican la existencia de una complementariedad 

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

· pa'ra considerar a la conectividad como parte funcional del sistema. Eri este sentido, 

las principales pruebas que fundamentan la importancia de la conectividad como parte 

de l.a fisiología del sistema inmune surgen del estudio de la actividad de los 

·. anticuerpos neonatales. Se ha reportado que la administración,de anticuerpos anti

idiotipo durante la etapa neonatal, altera la producción~SVde los idiotipos 

correspc)'J-1dientes (Lu~dkvist etcil.,,1989): también se sabe qu~ ~lgunos anticuerpos 

n.eonatale~X~~,~~:~n,i:tr,'.~j"~fa~Q.t~~;~~:ct~~~~fa;l:~J-~:i~X?~'celular de otros linfocitos (Coutinho 
et al;, 1980).~Y/~_finalrrieote}~·algunas·,'otrasfobservaciones demuestran la capacidad de 

'=.-; . ·:· ·>,:; · __ :,~,.;.':· . ."- «t~f:~~-:-rp:~;:,_-}'.i~:~~-~- ·:l:~{t: :.:·t_}~'.;~'.-~; ~~f:'f~::;.~t'"';.< ?:~!1:_: :~~?·~~·: ~:'éY::: i·. ~'.:.· ·. _;. · :,-
1 os anticú-erposi{néóriatales•fpara:{selecdonar el establecimiento de otros linfocitos B 

.· c~akil ~f\~-~;-:~i:~~~?Xt~·-~~i-:~~~}~~~:~{!~-J~~tif~g::,1~· ..•.... · . ·. 
•En· asociadon{'.co11,ila<~onec~ivkla<:kne.onatal, en los últimos años se ha reportado un 

cC>nj~'.nfp d~ gt,¿~..J~'d{b.f~1s''~-J~FfÓft;~·¡"e·~~n la participación de la conectividad idiotípica 

, c~m~ i:;~~~ -;~portante . de la··. fisiología inmunitaria. A través del análisis de la 

reactivld~d'.de las inmunoglobulinas séricas, algunos autores han podido determinar 

'.d~~\/i~ci~nes importantes en la conectividad durante algunas patologías autoinmunes 

·e infecciosas (Ayouba et al., 1997; Pacheco García et al., 1999; Tovar Rivera et al., 

2000). 

En la siguiente sección se describiran las características generales del sistema que 

hemos escogido para analizar la participación de la red idiotípica. 
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:l.. :l. :l. Respuesta intnune durante la vacunación antivira/. 

La secuencia general de respuesta a una infección viral aguda en ratones es la 

siguiente: 

1.- La aparición de células T CD4. 

2.- La aearh:i6_r¡ ':!e c:f§luJas .. LCDB. 

3.- La aparición{~ei-~Unfocit~s B;que~producen inicialmente IgM (aproximadamente al 

día s ~e la:ibf~~¿¡~~':'v"gd~ie.~iorrncinte IgG ei IgAtiempo después). . 

Los títu16~'viP~1e'~\c:Ji~rhi~uyen aproximadamente al dia 5 u 8 y esta situación coincide 

con. úri ~~~'ei{t~ ~~ la actividad de los linfocitos citotóxicos y las células plasmáticas. 
'.·.···-··. ··<.'.,·." 

Aproxirnai:la'm'ente tres días después de la desaparición del virus, la actividad 

c:lt~tÓ~¡¿~ ~'~ '~o es perceptible y aumentan los títulos de células de memoria que 

persi~te1chasta por 18 meses o más (Ada, 1999). 

L.a secúencia de eventos arriba descrita, nos muestra únicamente una pequeña parte 

de lo~;~ecanismos disponibles para defendernos contra cualquier agente infeccioso . 

. · ~I sistema inmune ha desarrollado un_ impórt'ante número de adaptaciones que nos 

permiten hacer frente a una interrnil"l~bl~ ;'c:Hversidad de estrategias de infección, 

dentro de las cuales se incluyen:Hl~~¡ri(~g¿2i6~';~)~t~acelular, la síntesis de toxinas, la 
· - . . . '.· . . "-:~·~·\~. ';.?·:f?~.:~·~,;"~T{: ki¿;~:.:·,~,J.¡J,:;~-;~·.~~;r:~;::.~-:,_ · ... ·. 

latencia, la formación de estru~tuf:as\?e"rE?siste'nda (quistes) y la mímica molecular 

=~:::::';:;a::r ~':;:~~:1ITa1~t!1i,!tl~~~iti~~~~f :~t7;~~::~:':~:~~:~º,:nut~: 
es sig-nificativamente distinta'"en!cada :caso.,'-~ ·,,,;:,~ e.¡;,. '.· 

· · · ·:'.·:· ··.'. ·.ú,~:. ·. ~-,::~~-. ->-:·.: ·<>x. l-:-:-::"· -; .:;·-~;:'.,;_::·~~~~:·>· ~~_:;_:;,~~--<}i~{t: /~i~'.- :J~if;·;\1A~f<<~~:.tr< ~.{~{S:<'.~;:.~Y,.:5~·),_::--: 
En·._-.P~rti:ular-,'· durante }fiase i11fecciones;t\/iral~i:;, ,se sabe que existe un papel 

pre~o~cf~rJ'~t~},td~.~7~'1ªG~-~~. ,com~o~e~t~sr,·d,~1/~istema inmune y en particular, la 

áctividad_d~-~lg:~·éº1~fJ~it()~'citotóxicos, para Úrtjit~r y, eliminar al virus en cuestión. Por 

otra parteL; 1~' ~~tividad neutralizante de los· anticuerpos producidos durante la 

infección es un componente eficaz para el control de la viremia (Ada, 1999). 

Se sabe que la patogénesis de una infección 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 obtención de una 

vacuna eficaz (ver tabla 3). 

Una estrategia que permite modular la respuesta inmune a una vacuna para obtener 

la respuesta más eficaz contra el patógeno en cuestión, es el adyuvante que se 
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mezcla con. la preparacion Ínmuno!;fénica. Un adyuvante, por definición, es cualquier 

sustancia qué'~)n~r;;rrí~ntaja~~respúesta .del antígeno con el cual se mezcla (Jenaway, 

2001) y:en· p~BÍcuTar::i:~.e>Ci~ten.·'.tre~ tipos de adyuvantes según su modo de acción: 

aqueuosf~q:J'ei'~e~~·i5~;ntár:·r:át'S~G1~ .de antígeno en 1a zoria de aplicación ~ontro1ando 1a 
;· ,. ,: '-_,_;.- .·.·::".>:·. -..r;>-·. ~\::i.:;;-Ffr:'.~'_;'.·0~~:;\_;~,>~~~-- :/¿?:·/~:t~>'.:'<'.~~\· <<~:. -· ·. 

liberación •del~mismo~}los/qúe :aumentan la internalización del antígeno por las células 
- ·:_ ':<-~_.> *;·:~·,-.-.·,~;:~~:'.:··+~:-:'. <6~~;;,<;:,·:~:;_.·:.;'-/·~::_-·;: _;}{~- ·+-~::>.-~>>·~-:.'.:,'·.t-:: :· - , 
presentadoras\y~·· finalmerite~:.;·.los que inducen la secrecion de factores capaces de 

_= _--:. -¡·::-:;~': -~-:0~-~-~~~?~·J~~ T'if.~~--:f;.[;'_;· ~"?'.~f;~~c;: ~ .f.f0~=~~·~::, -\\~~~~-·:~~~,~---~- ~. -. -~- '-
'incrementar) la) reS p Ü esta o: como ;•'.citocinas y quimiocinas, por ejemplo: aquellos que 

; . :. -<~?' .. ::t~'..~ <t;::i;_-:f:.1':\~-. ~!q·',y~;:::~·.:_':f!.1_:~:/;:;ii-~~:·:::::-\\,7-:}::%-::·:·:_:·.~·: ;· < 
·estimulan•,1a¡smtes1s·IL.6~pueden ·alterar las respuestas de IgG e IgA en las mucosas, 

' .. ~ .: . ;:··: :,.. ·i;':;·::;~.::.:r<f i_~.)~f :~ - (:1L":,~~.:~:Gt;:)· :::~~'-''\~~>')_ -'.:·:-.-~- - ':~: ::- ~-

1 os· qué%~s_tii,:r;i~la,n~filc;¡~··P~()ducción de IL4 pueden incrementan las respuestas Th2, 

fávorecÍ~~~,6~5l~;~f~t~~¡~··ae inmunoglobulinas y por el contrario inhiben la proliferación 

:~t:!i~;~ilJi!J~i!f ~;lt:·,~:·~::~:~s~:: ~~:~x;c~:u~~=l:y:n~: •,:tl:~~:~'::ió~e ~: 
intetferón·'gama•:: ,,:e; .. 

- - - .... -- -p;,-_;>,, -~·,:_. ,_ ::-. 

'·:"~/ ;::i:T> (:~-=: ':~:-·; 

Requisito 

Activación di:? las correspondientes subpoblaciones de céluia5c: : 

prese~tad~?~'s de antígeno y la expresión de los componeht~~ 
ne~esa'ri~~ ~arala coestimulación. >;~~:::JJ{;' 
Activación~ proliferación y diferenciación de linfocitos•TWi Bí ·.cor:i. el ~objeto de 

generar iriipórtantes poblaciones de células d~.frj·~~~¿t~t~mi}(:,¡~~~4·,'.,~i ·y?\'· .. ·. 
Incorporación de la suficiente cantidad de epítopes (preferencialmente 

de tip~ inrnunodominante) para activar el mecanismo de' 
presentación antigénica y activar linfocitos T y B. 

Incorporar los epítopes necesarios para inducir la respuesta de 

anticuerpos con mayor afinidad posible. 

Asegurar una persistencia prolongada de los epítopes lnmunogénicos 

como agregados, formando complejos inmunes o presentes en la 

superficie de las células dendríticas foliculares. 

Tabla 3.- Requerimientos básicos para obtener una vacuna eficaz (Ada, 1999). 
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Finalmente las cáracterísticas del componente inmunogénico de cada vacuna también 

influy~íl "~',--~~-E~8~E:!.;~ci~n c¡u,e ~esta confiere, se sabe que la utilización de virus 

completos -atenuad,o~ por radiación gama, la presencia de antígenos encapsulados, 

agreg~~o~~~)a,~~pi~~~~-s .ª microesferas, junto con el uso de antígenos recombinantes, 

favore¿eília~~R~a~iq~ ci~r-es~uestas cltotóxicas. 

En co~Ju'Rte>~ff*d~z~-~s~a-s evidencias nos permiten concluir que existen importantes 

dlfereri-cl~~'./:~'rii'F~~il~ 'respuesta inmune contra una infección natural en comparación 

con lá:inm~nlzación artificial. El uso de adyuvantes, la preparación del inmunógeno y . . . ' . . .. 

sus>ca/a~terísticas dirigen respuestas inmunes de acuerdo con los lineamientos del 

diseño de dicha vacuna y a causa de ello, las respuestas inmunes de una población 

inmunizada con un tipo particular de vacuna no es siempre homogénea (figura 2). 

:J..:J.2 Características generales de la Hepatitis A. 

La hepatitis A es una inflamación aguda del hígado causada por un virus de RNA no 

encapsulado de la familia picornaviridae (HAV). El principal efecto de la infección es la 

interferencia de las funciones hepáticas a causa de la multiplicación viral en los 

hepatocltos, junto con la, iciflainación y. daño hepático a causa de la respuesta inmune 

qlJe d~sarr-011.a .~L\J.ricllyi~_Ll'~;.-P:~ra,,controlar la infección. El curso de la misma puede 

dlvidirse ~'r,\~~Ü~-t;<:;';e~~~~i~E~úri'íc~~: una etapa de incubación asintomática de 10 a 15 

· d,ías; urí~'fa~~-~f~:¡~~éfic~ de varios días, en la cual los síntomas generales son: la falta 

de apetlt~; ~~d~k~~/~ómito y dolor abdominal; una etapa ictérica que presenta como 

princip~f ~(~tb;{i'~ el aumento en los valores normales de bilirrubina hasta 40mg/I, en 

esta et1p~ el d~ño hepático es considerable; no obstante, sólo el 0.2% de los casos 

mueresi Íl~ 'se desencadena la manifestación fulminante de la enfermedad. 

Finalmente, la ultima etapa o de convalecencia es lenta, pero en la gran mayoría de 

los casos la recuperación es total. La única forma eficaz para diagnosticar el 

padecimiento es a través de pruebas serológicas o por medio de análisis bioquímicos 

de función hepática. 

29 

r 



. El virus eS'.altamente estable; resiste altas temperaturas (70ºC hasta por 10 minutos, 

... pH de .llástc·i'~.l.~~por horas y altas concentraciones de detergentes entre otras 

condicione~; ÉÚ ,)iri~n del HAV es una partícula con simetría icosahedrica simétrica con 

un diámet,..o }:!~:k2zta' 32nm, compuesto únicamente ppr proteínas virales y RNA. su 

genoma,cbrislst~,e~tina cadena de RNA de aproxima'~.alllente 7 .5 Kb, con una región 

~~:~er(~~li~~~!~l~fll~~~~iJi~!ir~~!f &Yf~:~;:i~~i:~s~c~:i 
polirnerasa·;0·El/antígeno/d.e}superfjci~;'2i11rnún.od.ominante esta conformado por los 

:·':~~~~~~r~~,~YJ~,j~f~~i;;A~"f l:í::,:::¡~:,: :x::~ :~ d:e';º~~:'e,::n~1~cado, 1os 
antíg~nos;:virales;son conformacionates, la capside no es antigénica y en general no 

existe ~~~~·~i¿/g c;uzada con otros virus de la hepatitis, finalmente, la neutralización 

del rnisrnÓ ·se lleva a cabo por anticuerpos con isotipo IgM o IgG (Previsani et al., 

20Óo): 

·.La "prinC:ipal forrna de transmisión es a través de la ingestión de alimentos y agua 

potable 'contaminados· por heces fecales, aunque también es posible infectarse a 

través .del sexo ora(o 'an~I y por transfusiones sanguíneas. 

Debido a 'estas C:arac;:~erísticas, las sociedades con mayor riesgo son aquellas con 

niveles soC:i()~f()¡:;é()fg¡26!;''Hajós y con niveles de sanidad inapropiados. 
,· ·_: -'.,,·:~~~-- :;:;.;;-._:~::º ;z;_;:_L·,._; ~.~ ~·:'.!}:~\· 't'::;':':. -. _;:_) · ": ·::·~ -._ · 

Según ta O.fv!~{nu'é;!stf.or~,paí!) se encuentra en una región de muy alto riesgo con 
:· · ·_.- · ,,;_.:;~·:':;~¡~"~:~<>.:~~i:.:/ :?~.;;<'.;r;.~-7,-~/- _.~,i,-:,:t·,-.:;,_::-~::.:; :.:~,;,_- _. 

incidencias ~ú~ér-ior,es¡/~(1~? c~sos por cada 100,000 habitantes al año (Previsani et 

:~~u~~i~~~i~~~1~~~i~jte~::111z~:: ::n ';2::c~~:osc:::,:.:n:: ~:me:~~:::e ~= 
seropre~al~~~¡·~~"~kr~~j'j'.]C)6;~:en niños de 6 a 10 años y de casi el 90% de niños de 11 a 

15 años'CÍ~~~,lj~',/"1bó'o)i<situación que afirma que el principal grupo afectado por la 
. ~:<:· . ·. -> .. :.,-:-' -~v:_,;y; ~.-."\\. ·:'::-.:..::~_,: '.~>:._::·/ ... :- .. ·-. . -

hepatitisson)'io's:meíio'res;.• 

Finalmente';::~-f't~~1:~~Í~nfo para la hepatitis consiste básicamente en terapias de 

inmu~iz~~Íó~l~~~~,i·J~t~g~'i~eros hiperinmunes y por inmunización activa para la cual 

existen dife'rJ~t~~:·~~'c'~nas comerciales preparadas básicamente con cepas del virus 

inactiyado:iL~~'iJ~~U'~~;;utilizada para inmunizar a los individuos del presente trabajo 
-,· ... , ... '·-, .. --· ._ .. 

fue AVAXIM de Av~'~tis-Pasteur y sus características se describen en la sección 4.1. 
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:1..:1.3 La red idiotípica y las infecciones virales. 

Se ha encontrado importante evidencia para establecer la posible participación de la 

red idiotípica durante las infecciones virales; la primera evidencia publicada al 

respecto, demuestra la existencia de anticuerpos a11ti.::_idiotipo con especificidad para 

reconocer .antic~erpos. anti-HBs;Ag (antígenos d~ ~up.erfl~i~;del virus de la hepatitis B) 

. (T~0Isi,;'.~~l?ss).'.;.:A;,á1i~is!}d.~-;~1~:.~coífi.~o-sición. ~·d~. -J~ ~~~~~~'.~t~· respuesta anti-idiotipo 

durar"lt~\1a· i~f~~~iÓn é~~;lnfl~~-~-z~-~lrUs, sugier~n' I~ ~~EÍ~encia ·de múltiples familias de 

idiótopc)s ·.con diferentes patrones de expresión, ~r~~i~s muy posiblemente a la ... ··.· ' .... _ .. .. . - _,·.'. 

expresión preferencial de algunos segmentos V, D, J, debido al fenómeno de mutación 

somática o a causa de los mecanismos de selección. (Liu et al., 1981). 

Adicionalmente la dominancia de algunos idiotipos ha sido documentada en particular 

en la respuesta inmune de los mamíferos contra hepatitis B, situación que sugiere que 

la habilidad para responder, a través de una respuesta anti-idiotipo, contra un epítope 

particular del virus es una característica evolutivamente conservada (Kennedy et al., 

198"3) 

El potencial regulatório de estos anti-idiotipos ha sido analizado gracias a las 
r • • ' 

· ob .. s_e·r-V·ª···cio .. n_·.· ~.5.···.· .. · .. q_ .ue demuestran l.ª· .. ·····•_d.· .. · .. 1.· .. s_· .. ·.m_. i_n.~ción de los títulos de anticuerpos anti

idioti~o, cL:~Kd()_Ios títulos yir~h~~ §ts~i~Jyen (!barra et al., 1988) y formalmente, a 

·través déÚo~{e)cperi~entos·de"ÍTiarif¡j'~;1~~ión in vivo de la inmunidad a través de la 

1ryrn~ni~~~i~A.~t~~h;;~n~~~~:~r~R~~:~~f'.¡tl.b1Rtipo relacionados con epítopes del virus de la 

· . hepatitis 6:'(K~nnedt;··eticil 1983; Kennedy et al., 1984) . 

. · .. Finalm~rii~· t~rrigié·~ ;~e\·h~X ·~·~t~·~adones en el perfil de conectividad de individuos 

. infec~ados co~ VIH~l (P~~j~~~a Olivos et al., 2000). 
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II. ANTECEDENTES DEL TRABAJO EXPERIMENTAL. 

Igual que muchas áreas del conocimiento biológico, la inmunología en nuestros días 

se enfrenta a una importante paradoja: independientemente de la posibilidad que 

tenemos para manipular genes y genomas, diseñar moléculas y controlar 

comportamientos_ celulares, nos >enfrentamos. a limitaciones significativas para 

comprende~~l;~Í~temaen su conjunto;:(Coutinho~ 1995); el enfoque r~-d~ccionista que ::; > ... ;-:_;>"·''~'.~;):.· ,..<:~:,: ..... ·.> ·, :-·· . . . '-: ·,::'.,,-./~~~;\--/<:~_ .. -:<::-.':~··._:>_\:_-:,,,_·":.;'.'.:'-.::;_~::._~~:1>_: ~ú( ;/-·:~ -~_,.··:- .. '-'·.;_·: -~~--~ 
ha caracterizado/al estudio· del .. sistema ·inmune: ern:los ultimes años nos ha hecho 

perde( :··1a:\W8~~spectiva ··gener~I ;f8~~~~·~a~;:!Jp·¡~~)r~grn~render algunos fenómenos 

importa~~~~!;!~~rno · son la s~l~~2ió~··'cii: í6~":~~~~rt-o'~ios de moléculas efectoras; el 

establf;ic_i·ry,,i~,h~b ·:~e"la tolerancia inmunológica; la regulación de la respuesta y el 

recon&cirr;ie~t9 ~·;,t~e lo propio y lo extraño. En búsqueda de respuestas para éstos 

fenórri~~6~;~dr1'a·'e:ll1as principales manifestaciones del enfoque global de estudio del 
· · • -·-·-·· -v::,.,. ¡::-n·>.. -·---

SiStema''inmun'e 'es la teoría de la red idiotípica. 

ComCl'h~rn6'~¡f~1~~t~ado anteriormente, los avances posteriores al concepto de la red 

idi~típ~c~'.h~·~~·~r~~jado importantes evidencias para su fundamento, no obstante, en 

esa búsqlJ~d·a·}~I desarrollo de la teoría se ha inclinado hacia responder cuestiones al 

parecer:;a-l;'fesueltas por la selección clonal y a causa de ello, ha perdido impacto. 

Debid() a. u'b_a 'mala interpretación del significado de este concepto, el desarrollo de la 

. red se ha restringido al análisis de la participación de algunos idiotipos en fenómenos 

inmunológicos - muy específicos y al uso de los mismos como herramientas o 

inmunógenos (Coutinho, 1989). 

Existe un argumento que aparentemente confronta a la teoría de la selección clonal y 

a la red idiotípica. Para la selección clonal, el estado inmunológico previo a cualquier 

reto antigénico está caracterizado por la presencia de precursores en reposo a la 

espera de un estímulo:exf~;l1o~junto a esto, la selección del repertorio de moléculas 

efectoras sucede únÍ~~R,~ht~ a través de un proceso de eliminación de 

autorreactividades y, pcil-; lo tanto, la única posible estimulación proviene de la 

presencia de antígenos externos (Janeway, 2001). Por lo contrario, la red idiotípica 

predice la existencia de cierta actividad autónoma, manifiesta a través de la presencia 

de linfocitos activos antes de cualquier reto antigénico. 
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. Esto~ dcJ~ puntos d~ S1stano so~ irl'conciliables, y esta engañosa contradicción no es 

mas que ul1~C:o-r1flict:o:,de~corriplel"nerifariedad. La red idiotípica y la selección clonal 

coexisten y·f()'~~~¡:;;~é!:rt~,·d~;Ja·o~ªa~ización general del sistema (Coutinho, 1989). 

Para p~cle"dsó'n'.l'~re;,der'.f1a~j~,frbrlteras entre estas dos formas de operación y para 

definir ~í.J~s'i~1~'i't~~~i~·~~¡;igf~~ ella~, es necesario estudiar la participación de la red a 
, .· -~ .>·- .-~,·· ·:-~~<u ·.'¿~·'1::·:. r-:·~::~. ·::.~ ~~~·:;:0x~g --:D:Y;:·: ::{*%·~~- .,~-~\-~.:,(·-_:'· . 

travésd~lian:~_l!sJs;.,i:;t~¿;_ª-lgfl_rj_a_:.cl..e SLIS propiedades; entre ellas la conectividad idiotípica . .. c6~~~-~~,:~:~;n~~iirE~~~f~-.~~;~:é~~~- sabe que la existencia de subpoblaciones celulares 

que expresan'-autorreactividades, en particular al nivel de los anticuerpos, es parte de 

la fisiól~gí~-cl~I si~t~rr1a i"~mune (Huetz, et al 1989; Coutinho et al., 1995; Cohen et al 
. . ·- . . . 

1991)~ Gracias a esto, se ha sugerido que las manifestaciones autoinmunes pueden 

desarrollarse como resultado de las alteraciones en la conectividad idiotípica la cual 

es necesaria para regular la respuesta inmune. (Rossi et al., 1989). 

Desafortunadamente probar esta hipótesis requiere del análisis cuantitativo de la 

conectividad idiotípica y esta situación no había sido posible hasta el desarrollo de un 

método basado en la separación por isoelectroenfoque (IEF) de múltiples grupos de 

fragmentos F(ab' )2 con diferentes especificidades. A través del análisis de la 

reactividad de las inmunoglobulinas séricas contra dichas fracciones, se pudo 

establecer por primera vez un patrón de conectividad y observar, las alteraciones de 

conectividad a causa del Lupus eritematoso sistémico (Ayouba et al., 1996). 

Con el uso de una modificación de esta metodología, se ha demostrado que existen 

alteraciones de conecti~Íc:lad .en otra importante enfermedad autoinmune cutánea, el 

Penphigus Vulgaris/(~1~Be~bK~arcía et al., 1999). Si consideramos que el repertorio 

de anticuerpos anti-.'¡'ciio1:i~B\t1i~11'e .1a función de eliminar posibles autorreactividades 

patológicos (R~~#r'•h~~t-~B~1a.l}';f~1;,l'~a~), . no es sorprendente encontrar diferencias 

significativas d~-~q'8,J~t1~!8~d;~~tr~ individuos enfermos y sanos. 

Junto a esto¡.ó•t~rrlbién se han llevado a cabo estudios de conectividad idiotípica para 

dos import~Bt¿~ ~~hf~rÍíledades infecciosas, inicialmente, L. Padierna Olivos y 

colaborador~~ de~ostraron que existen diferencias significativas en los patrones de 

conectivid~d :¡diritÍ~ica de pacientes sanos e infectados por VIH-1 (Padierna Olivos et 

al., 2000). 
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Por otra parte T:-Tovar Rivera y colaboradóres han re'portado la incápacidad de 

distinguir los patrcme~ de. cónectividád .·enfre··p~cié8te~ ·._sanosC ec: infectados por 

~~~f §~i~~~;;~~~~íf &~~J;~}f f ~~~;t¡~~f if ~~;~;~::t~~~f~:n~:¡7:: 
alte~aclo~~e'st~~n\ 1i ¿onéct:ividad idiotíplc~ ~-d~ in-dividuos sanos que responden de 

manerá' dí~ti6tli.~ un estímulo antigénico o inmunogénico, es muy importante para 

·entender ~I pa~~I de la red como parte de la organización del sistema inmune. 
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III HIPOTESIS. 

• Existirán diferencias significativas en los patrones de conectividad idiotípica de 

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

que muestran claras diferencias en la respuesta humoral treinta días después 

de la aplicación de la primera dosis de vacuna. 
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IV. OBJETIVOS 

4.:1. Objetivo General: 

• Determinar si existen diferencias significativas en los patrones de conectividad 

idiotípica de individuos vacunados contra el .\/irUs de la hepatitis A, que muestran 

distintas concentraciones de anticuerpos específicos contra el virus 30 días 

después de de la aplicación de la primera dosis de vacuna. 

4.2 Objetivos Particulares: 

• Obtener una preparación enriquecida con fragmentos F(ab 'h a partir de un suero 

hiperinmune altamente heterogéneo. por digestión enzimática. 

• 

• 

• 

Obtener diferentes fraccion~s/po2''1she1ectroenfoque de la preparación enriquecida 

con fragmentos ~(ab 'h··L ;,J .;·. ~:; ;·' 

~:';::'~=~ ';,,~¡7tt~iª~~j~ ~;,'º e1deob~:~: ~~d':':~,~za';:~:,':~:,:::~: :: 
conectividad ¡cii6fÍ~iE~if~~tf~Úosgr'úpos con diferente respuesta a la vacuna. 

>;:::·. -. :.'.~ft; :,:,e;· .-~-~~ ·. :_;·--:-, ·.,~..::·. ·~:-~< 

:, .,',"' 1~-· ;~:r,~;~;:fr;~ .:< · 
Construir'.los;patrories';:de conectividad idiotípica para cada grupo experimental, a 

- .· '· ·' -'-·'::.~ ::-::· ---<-~~;k .. :.b:·-<.-.i-:~--:·'-;:- .. ·' -

través de 1a''Xmédicl6~> por E LISA de la reactividad del suero de cada individuo 

inmuniz~dc; ~'ónt~á''C::ada una de las fracciones obtenidas por isoelectroenfoque. 

36 



V. MATERIALES Y METODOS. 

s. :1. Individuos y muestras serológicas. 

36 niños de 2 años de edad, seleccionados a partir de un estudio de campo realizado 

en nuestro laboratorio para evaluar la eficacia de una vac:una .contra Hepatitis A, 

conforman los grupos experimentales del presente trabajo:;' Los individuos fueron 

originalmente seleccionados en la Unidad Familiar No.,/1.·!:~del LM.S.S en Saltillo, 

··· .coa~uila y cada individuo recibió un esquema.· primaffo;:~~';.y~cunación. La vacuna 

u~Hizada (ÁVA~IM, Laboratorios . Pasteur Merieux; .t=f~·~·c;j~)f~st~ compuesta por dos 

:~;l~t~~1~~Í~=··~·~¡~ ~~:~;::º·~:d~~~~;i~:~c~J1~f~J~.:~~!§~~~f ~·~~~;:z~;ª;c:~ªui;;~;~ 
· cultivado eri fibroblastos humanos (línea celular MRC-5), 0.30mg de hidróxido de 

aluminio, 2.5 µg de 2-fenoxietanol, 12.5 µg de formaldehído y medio M199 hasta un 

volumen de 0.5 mi. 

S.2 Determinación de las concentraciones de anticuerpos IgG 

específicos contra el virus de la Hepatitis A. 

A lo largo del estudio de evaluación de la vacuna en cuestión, se cuantificó para cada 

individuo, la concentración de anticuerpos específicos contra el virus antes de recibir 

la primera inyección (muestra 1 o basal), treinta días después de la primera inyección 

(muestra 2), antes de la segunda inyección (muestra 3) y finalmente treinta días 

después de esta última (muestra 4), a través de un inmunoensayo enzimático 

comercial (Sanofi-Pasteur, Francia). 

Se agr~g~'i-oi1>1óµI de cada suero a la placa pretratada con un extracto total del virus 
,,-•' ,···· ,., ... -,"·.-, ··-:, ·-_ ' 

de la hepatitis:~·'. Posteriormente se agregaron 200 µI del anticuerpo conjugado con 

peroxi~a~~ 'y'1a']re:~cció~ se dejo incubar por 3 h a 40 ºC. Al terminar la incubación se 
. .', .. , - -... , -- - ;,:;, .- ~- ' '· •, . 

lavó la.,placa''.5;:veces cC>n "'1-00µl'de un amortiguador de Tris-NaCI pH 7.4 conteniendo 
-<-\,. .. ' ·- ' . ,.-.. . - - ,._ .. , .. , 

Tween a1'1· 010'.(Parafr,evelar.1a:.reacción se utilizaron 200 µI del reactivo cromogénico 

(Tetram~tn~~n'iidln.~)c:d~]~"ílci&'iricubar a temperatura ambiente por 30 minutos en la 

oscuridad. Finalmente los datos de densidad óptica fueron medidos a 450 nm (filtro de 
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"""'~~;,<· ~--_¿·. • . . ·-· -- -- : . • . 

lectura) y6~0,11m'(filtro de referencia) e'n un íector para'.ELISA modelo E360 (Blo-Tek 

Instru ménts:~\IVi~§~~kitVer,~ EÜA,) ~'c 00 .;~,~;_c •. :'" _ .. ~ · .. · ... -.• , ... 
La concentraC:IéJÍlfde\~ntiC:~erpos ahti-M,A.V/prJsentes eh, la rnUestra medida, se calcula 

::~=~~~:~?cl~~~¡r·~f~r,~·~-~~Jó?}i~:*~·~~~.m~D~~:~.~~C>¡jfe,,{~!ºSªÚ)~1.·'••~ª1ºr .. de 1a densidad óptica 

Ca tJe. (j~~~a~'~t{~~~L~~~~'f ~B~-~3:b~~~g"ffi·iz~1~L~~~~;h~ª~~~;k~ r~ d_iag n osti car. ser()con~e rsióQ 

p~r. •H.~.p~~i~J~.--I~"f}~~-~~~a,,~~~-[~Jí~~¡~·~~-·Í:S;~1*~~P··~~q~~~l~F,-~~g~tiy~s Y .P().si~iy~.~ .• (re,acti~os. 
incluidos en el kit) para-cada prueba;~en'este·caso;··solo·se consideraron los valore.s de 

- . . . 
los controles negativos para validar la reproducibilidad de cada prueba, como se 

reporta en el instructivo correspondiente (Sanofi-Pasteur, 1999). 

S.3 Criterios de inclusión y deter111inación de los grupos 

experimentales: 

Para conformar los grupos experimentales, construir los patrones de conectividad 

idiotípica y llevar a cabo las comparaciones pertinentes, los criterios de inclusión 

fueron los siguientes: a partir del total de los individuos involucrados en el estudio 

arriba mencionado, se consideraron 36 individuos clasificados en función de las 

concentraclo.nes de IgG especifica anti HA\/ en suero obtenidas a lo largo de todo el 

esquema (g'rafica 1). El primer grupo (n~6 individuos) incluyó aquellos pacientes con 

un aumeñtC>.g;~dual en la concentracióni~'ásta un valor máximo treinta días después 

de la inyeE~iÓn 2. ·. El segundo gru~oI;:é·~~1s individuos) se caracteriza por una 

concentra~iÓn-creciente, un pico,t~~i~~~iJciias después de la inyección 1, valores 
- : . :."• .:,.~'-··~~·;.-,,. _ _;,'~.:....:.~··,.:,: 

decrecientes hasta antes de la inyei::ci6i{i2>y un valor máximo de concentración treinta 

días después de la segund~··.igy.i¿~¡g'~';FE~te grupo posee una respuesta cercana al 

comportamiento clá~ic~(;~s·~id~'tíé~~'.Jj·J,tít:~1~ de anticuerpos aumenta tras la primera 
. :·->/ :::: .. :'~~~,;:;-:?:i~;-y·.-:.~úf:~·"· :0;'.1:-:~-,~;J:·,~. ~- .<·.:' .. ; :''-, ,' 

inmunización hasta ~.akáriiar2·,Ün'1valor •máximo variable, se inicia un periodo de 
, . . ; ; ;\: -\;\f~·.' J.f.:~:_<~\~~0\ ·:,~ti·~·.;.: .;;~:·:~:::~ :;;-;--.~:- . . , , 

regresion hacia l~svalores;;basalesyse observa un aumento dramatice del titulo tras 

la siguiente inniu¿i.!~~~§';;~(J~~,~~~y, ;001). 

El grupo 3 (n:::lS<'irl'cli~.m:luos)'p~esenta una respuesta muy activa y sostenida desde la 

primera inm~:~i~~'¿'f'~nc~:~,':~~n,;'~~te caso los títulos de anticuerpos aumentaron 
.. ;"", 
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. - ,- - --- -- - - ;~~ _:;i ~:~· 
drástica menté d~-~ci'e la primera inyección y continuaron en aumento sostenido hasta 

treinta c:lías-d~spUé'S:c:le1a in.yeéé:Íón 2._-
1,, '> ~:-- ' 'ii:~::::>. '.:~ : . ;_ · ... ' ,:_~/.;:-.,:·~ ~-- ;_\::_; ·< ~'; ._· -

FinalmenteH eii¡:>'~~~-~_nt~ ~r~tJ~j'o fbrma parte de un proyecto mas grande que pretende 

determi~a.-·sff~~,i~t~~\'.·:¿~~;,;bios en los patrones de conectividad idiotípica, durante la 

_ vacLina¿Íég;~~~ot;t~fb~~~fLii~',A.,. entre los tres grupos experimentales arriba definidos. 

P~ra'.11~y~~J·:~l::~¡~g~·:~.j;c'~~ ~bj~tivo, se construirán y compararan los patrones de 

conectivid~d}idioUpicayde los individuos de cada grupo, considerando tres muestras 

séricas·(:nlie-~f~~~f.1~\'.~\~·3) recabadas a lo largo de todo el esquema de inmunización 

(ver ~e~ci?Kl·s:f)~Jp~-~}lootanto, de forma inicial, se decidió construir y comparar los 

patrone~· s;;a~"0- Éd~;~b~fridad idiotípica entre los tres grupos correspondientes, 

consil:hi~aH~6;/(i~7j~J~!~·gte las muestras de suero después de 30 días de la primera 
-·-· ·".,; ·-· ... ''·'( :._ ... _· -

inyección (mUési:ra 2). Dicha 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 idiotípica. 

5.4 Cuantificación de IgG total. 

Se determinó la concentración total de IgG para cada suero, utilizando un sistema de 

nefelometría (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 así, encontrar diferencias entre ellos relacionadas con la 

concentración. 
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S.S Obtención de una 'Fracción de IgG enriquecida con 'Fragmentos 

F(ab ')2 y libre de la porción Fe. 

Para construir los patrones de conectividad idiotípica, se utilizó una fracción 

enriquecida con fragmentos F(ab'h. Esta fracción, se obtuvo por digestión enzimática 

de un suero policlonal para administración intramuscular (Beriglobina P; producida por 

Laboratorios Aventis-Pasteur, Francia), compuesto· por una mezcla pura y 
··.·. 

ampliamente heterogénea de IgG, proveniente de' donadores sanos. · ·.· 

Dicha fue;,teJd~.~f~ag~entos de inmi.moglobUlir1~~;1~(os'a'ifor:ta. un conjunto,:'múJ-,di'{e~so · 
· ·. ?·~; ] .. '• .. :.·:_:~> ~;~¡r{{·>ií~~;:;~i.:~;)}4.0_;·.:_'.f¿:;('.- ;--~: -~;:. · ~ - .· . -. :- ·. ·: --. . -~ ': -~-.' , ·:\~'~'~·'·:~']:<·y:- .1[ .. ·; ·.· ·-_.;>:. .· ... ·- -·. · -: , : ; 1··< .-<:,_·- :},~;. -~Yf,.. {y~:~·,_ ··/'..J. : . : ., 

de posibles idiot.ip_oS.~para·~stablecerconfi~~lénierlte·un patrón~·de.· reacciór:i':idiótipO-

::~~ ~~~ 
Lamoyi'-'.(LamoyF),eti;al:·;-1983):Gse•d1allzaron aproximadamente 2: mi de la preparacion 

·: _: :!,_: :'.<:~-~:;:,;)~};_:~:.}:~T~:;.:~!2~~J"'.-;.~:f;t~{<'-~:t;:~~:-:f~~·;:::,,J;_~~"; '.};"_,;~<: • '-_..- . - : '· -: :, ' 
contra un ámcirtig'i:..r'ádor~defacetatos 20 mM pH 4.0 durante 4 h a 4 ºC, después de la 

. ~' -'·. ·_:·-.~:: .' :.'\-- :,. -.·G~!'.':;:··.':'};;;;~_..~;1':~\0>\f.¡\t~~~:~-{~~;/,·;<h-~ ': ~-:~:: .. '- . · , 
diálisis; •1a~co11ceritr-ación';total .• de inmunoglobulina fue cuantificada colorlmetricamente 

por ~I méi6ci'~,¡,'ifé{J~~~~Cif6rd (Bradford et al.,1976) utilizando un reactivo comercial 
: .::. .\ :·,)> ... ::4<·:.--:·::;~·;;i.;; .. f\·~~-:~-:··-~--~~J;. :,::t;~~:r .. ~f/);: .. '.·.::~ · 
(Bior:ad/:Richh1oríd:{cA,0;EUA) y sometida a digestión con pepsina (Sigma, St Louis 

. . r:,·. '.·.:0'.: ··-.-' . .,;;;~ ·:· '.:Jr-=· :P~~;t'.~-~'.~~~~¡: ·~~:j.f;~, -\~%~~:,~ ~/;: 
Missouri,, EU~) disüeltél;en'el mismo amortiguador. 

~~'=;~:s~i?l~~~i~~~ift~º lnc::ba~nºa' ~~¡=~~~~ !7n:h-::..~~~;,a~s~:s:~·::s::~ :::~ 
tiempo'1a}e~f¿J6r;'~~~-}d~~uvo con 100 µI de Tris-base 2 M pH 8.0 (Sigma, St Louis 

_- ,- . ·.~ '..;:_·-~~~;. -~~~:~: -~,:::.:1:;: : .. ¿:i'-:~··~". '::::t _,'' ~: .. ' 
.· Missouri1 EU~J:e!in'lnediatamente dializada contra PBS pH 7.2. Este proceso se llevó a 

't. · .. :~:~~:~l•Ú~e1r~{Gff~ muestra control, en las mismas condiciones pero en ausencia de 

El prod~ct'd'{?~s'JÍtante se sometió a una cromatografía de afinidad con una columna 
·;.,·, .. \º.:'.·.~·'. :-¿·._-;>·: :f:;:\'~-· :,:'• 

de proteína:;¡1i'A\' (Pierce-Endogene, Rockford. IL, EUA), para eliminar trazas de 
-- - ":~-·:.-;·,~"~?,'L;;·-,-:~~'.'/«>.-. 

inmunoglobÚIÍhas parcialmente digeridas o fragmentos que pudieran interferir en la 
- -·-··-· ·":'"'-'';'_.!. -",-

reaccióJ1id_i~1:ipo~anti-idiotipo. 

Finalrne~t~ I~·: condición de dicha fracción se evaluó por electroforesis, en gel de .·.. ..;.·~· ' 

poliacrilam}d~?~~I 10 %, ~egún el método de Laemli (Laemli, 1970) (figura 2), 
'-· .... ' - . 

revelando. conpÍata amoniacal y por Western blot, por el método de Towbin (Towbin, 
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1979.), para desé:artar'cUalquier i-eactividad posible entre .(a.fracción de F(ab'h y el 

COrnPOQe11te C:ºDjlJ_gªdo~.qú~~~.~utUi;¡:ó para. realizar l()s eris~yos inmunoenzimáticos. 

Para el V:,;e~te;~ Blot~~"el~C:trot~~~~fi,rió: e~ una cá~ara ;'~E?ri~~ca (Owl, Porthsmouth. 

NH, EUAtu.~a;~r~r:>C>2chs~füe·~r~iÍ=racción total y del control~~~ativo (aproximadamente 

0.5µg dé:prbteín~";ri?~g;~¿,5·e:~~os) a papel de nitrocelulosa seleccionando proteína-A 

conjugad~ 2()rftb~~o~icÍ,~Sia'::(~i9~a; St Louis Missouri, EUA) y quimioluminiscencia con 
'._ _ _ "--"-'... __ ' ·;....'.~~ -- ··--·~·,,,:..'.·_;...c'::.'-'..'...._:.:_:.::o'...-' __ lc.:'. ... :.r:; ... '.:.\ .. :i.:_ .:_,i_,_'.:!i-;__:: __ .i'..c:._.,:_,:: _ _: . .:_ ··-- '._' ___ __ _ 

Luminol(Pier2e":.-~ncféige;:J;Z-Rockford. IL, 'EÜA) como sistema de revelado (ver figura 3). 
';_: ... :-.-~---.: --7>·_:· <~---~:,,.,..;'~--->~'s;.:s:". :-:_~,¡.-;'"~:-_.;.~:J--:-. /-""',' ~-:\' > 

Seleccionamos>el' réa'étivó Luminol, debido a que muestra una sensibilidad de 

detección superior (pg de proteína) a la resultante en los ensayos de ELISA revelados 

con el mismo componente conjugado pero con el sistema de OPD. 

La concentración final de proteína se calculo colorimétricamente por el método de 

Bradford (Bradford el al., 1976). 

S. 6 Isoelectr...oen~.oque. 

Cori el fin de obtener diferentes subfracciones de fragmentos F(ab ')z a partir del 

producto de la digestión, se llevo a cabo un proceso de separac1on por 

isoeléctroenfoque (IEF). Este procedimiento se realizó en una cámara Rotofor (Biorad, 

Richmond. CA. EUA), en la cual la separación se lleva a cabo de forma distinta a los 

procedimientos clásicos d.e IEF en gel. En este caso; la separación de la . muestra 
, .. ;. , -

sucede en ,solÚción Facúosa· y gracias esta característica, al termino del proceso es 
- , •• - - _. ,· - : • ,, - , ... ~'-- J ... , ... - :-.-< . - ... ' ' 

posible re~lJperar;·d~ ;rc;O¿junto<·de fracciones de proteína, en condiciones para ser 

• util izada7~~e~/~~s~,~fl~,C~~.·y~--~_'. .. '1J_ilf,{ 
'• ;O:~-; ~ .• ~fl~~:~\ .·,f--- . ~~~.;.:.:~ 

En este ¿a~o;:,~lcÍs:~Bi-,,~iJibrles'~.de separación fueron las siguientes: inicialmente se 

realizó · un~:;,p~~2~'rfi8~~1;ci~6~~:ht:e una hora, únicamente con la solución de corrida 

compuesta -~d~~·~·~i~'{3'A~'~f'i8•;5~~k,de glicerol, 0.01% CHAPS y 3% de anfolitos con un 
-:: " ~-, ·.::·.~,,,~;, :, .~\-.~~~:-, .'<!~~-·:'- ,,?,{;f:f.F?;;6~:.f:~-~~(~ ·-~-· 

gradiente de.'pH\fde¡~'5{a:.9'(una mezcla al 2 % pH 7-9 y al 1 % pH 5-8) (Sigma, st 

Louis Miisb~ri'tt:~'6t1f~:,A.(!~é-rmino, se agregó la preparación de F(ab' )z previamente 

dializad~'.p'.>~tt~':t~~-5 0.0015 M de fosfatos, 0.015 M NaCI) para eliminar el exceso de 

sales. y ~e[~ej'~;··~~¿'E.eder a 12 watts por 4 h a 5 ºC. Al término de este tiempo, se 

recuperaron veinte fracciones y se midió el pH de cada una. Se agregó a cada 
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frad:ión NaC( á~ !iatí..ir~éión' para precipitar y extráer los anfolitos, y después se 

dializaronext~~siv~_meht~·con~rc:Ú'BS (Pa~heco; etal l999). ·· · .. · 

Las ~~n~e~tracione~ de ¿~d~ ·f~~¿~iÓ~ ~~~·;;di~;on:·cb·1-é>;i~~·t;icamente por el método 

de Bradford (Bradford et. al., j97s). EA 1~:fjg¿ra 4"~ef~Jes'fri·1~ relación entre los 
•. . . -- ; --- -· _;'- ' -> -~- < --:· - -- .• · . . :-_,-._-' ---. - - -- " - '·; .'-' c.'' - ' - .::.~ - -· --: . -- ·,--,·;_' .'. -. --. ·-- - •::_· .. 

puntos isoeléctricos de cada fracción /su .concentraciÓrí de proteíná's. 

5.7 ELISA 

El patrón de conectividad idfotípica se estableció a partir de la reactividad de los 

súeros contra cada una. de >1a·~:· 2."o fracciones obtenidas por IEF, V contra una 

proporción de todas las f~a¿~i(:)~~s. Dicha reactividad se midió a través de un 

inmunoensayo enzimático 'cie'5'.1W'. s'fouiente manera: placas de 96 pozos de alta 

capacidad de pegado (Costár;¡'ck1
2

~b~idge. Mass, EUA), fueron tratadas con 

100 µlfpozo de una sol~ci~~;lg\'~eF~ada fracción y 10 µg/ml de la fracción total en 

srilución salina amortiglj~d~Xcb"ff:~6ratos pH 8.2 (BBS). Las placas se incubaron por 

2 h. a. 37 ºC y durante·~~1~ ~t'g¿Wk~~ 4 ºC. Posteriormente se lavaron tres veces con 200 
-· :-_. . . - . ->~--- ,:.Y.:.:_ -.~q~:"_~->k~i-'.:~:~i;:1)~;:_::t::..:_; '.~·'::·.·; ... _-. _, 
. µl/pozo de BBST 0;1°/o•e11 un)ayador automatice (Bio-Tek Instruments. Winooski Ver, 
." -:;_ - - . ->.- ;·;:, _ ~:-:.~::·:_:·:?t;:_~-? .. ~~F:'.¿r-i\~,;-:·:--~\~~;}·:1·+1i~~:~?~_:_-·~.~:.«_:: .;:'": ._"··:·: 
EUA). Subsecuentemenfo lasJmismas se''bloquearon con 150µ1/pozo de una solución 

·:· . .- ·<·.· ._;:,.> ·::··.-;-. :-~~:~:> ::;:.'..~!:·;·)'0'.~-'·tS;"<-. ~IJfi.:.;_:·t:~;;:;::%f·~--~~:~::!~· ·.''.·.:_-/:·'._ .. ;i_:/- ;·;.·. · 
de gelatina de'.piehde.bovinó~;p:1'.\0/o·;~en\BBST, durante 1 h a 37 ºC para evitar el 

~. · -_ · :_" -: · . "_· · .- <,_.: .. ·.:.; __ ':'. "·. ·(--:t··: :~;·~.,~/:~-- 1·. ~-~:·: -~- · ~_:;~ ~ .. -;u.i'f·;. ·:'-;;:~,\{~--- __ ;'{1_~~~:-:.-~~r,;;::'.f1?1.?··.~,\;.:~:< :;-(~-~~· . ., f:e.,:;::--;_ · ( _. 

·.. .•pegadº· .ine'speé:ífico~d el .sue~~ (eri';ló~~sitios~no,· ocupad os. 

P6st~ri~,rn:·~.6f~ff~c~:s~g~~~~~ci:t~~~~~~g~~B~~~~{on:es. ·· •. · .. de .. IgG .. ~?tal en cada individuo, 
ajustamos'.cada{"sUero;·ai;1o;µg/mF(en;P,B~T ,0;3 O/o.y .EDTA.10,mM), agregando 

-. -~ .~ ''. .- .: '.~·-··: .-..... -?.··:~i\i¿f.(~;:::-~f~<.':·-· -~::,'.{·-;·:;~_ ·.;.::¿4~:;_-~{~~;;:' ''.~r::;>·,y{j:~-·;·i~i~,~,:~~-tt}?;_;~~;.t~·,·:: _;, --~::: :-:.~--y--. ,.-_:~ _·. -:· • -:..: ,_,~_"··"-->:_:¡:'.:;-:;;.~ ' 
100:µ(/poz()~a, tci;:pl.acas~pr:~tr:ata.9as;;;:EI tiempo de mcubac1on en este caso fue de; 1 

~ -· . _- ... - >: ,> .. _ ,. : __ ;:,--;:;'.~> ::· >?i':.'. :.i~W,\·. ·;-'~T~~--"~12;;-_r.;.f ;~;-10>' ;~,,t·~f :}~*~Í;'.1:-¡•;.f."'."'i>.:',',-j, __ -.,:_· :<:·.:. ·. _.. ,-, .. . _._ .. 
hora a~ 371~c;,'/:'.to.d.~jlatr,ioctt,E:!{cii~~jºC~· 1.a incubación nocturna nos permite asegurar una 

· ·: -.;: ·_,;_ ,'. ::·-.:·:-::. , :'.:!.<<: '_.;::.;\~ .,,,~ 1;~~:;-: ,,:z:.~,::~·- -~::.-;~:.··A~{~;? 'l:·i:::: ·r ;,_:,~: ::-.-::_._· . · 
reactividaéi: t()ta('.er;itr::e\é.l;s~era,,vJas •fracciones en cuestión. 

Una v~; ;:·ri1~·~;Wa~~~;~Jd~~~·~,¡%1~i{1~.·varon tres veces con PBST 0.1 O/o y después se 

agregaron:lOOµlfpózo;;de'üna solución 8000 veces menos concentrada de proteína A 
,. '; , ·--/-", , --. .<~: '-, o.,~·< '?"'"~· , ,"', 

conjugadá_ con;'~·p~:rÓ'xidasa (Sigma, St Louis Missouri, EUA), como componente 
cromo~e~·ico'.~:T ··:~'·· . .... . . 

Al términci de ~·~ i~tervalo de incubación de 1 h a 37°C, las placas se revelaron con 

una solucióri de orto-fenilen-diamina (OPD) (Sigma, St Louis Missouri, EUA). Este 

ensayo se hizo como se reporta en la literatura (Pacheco García et al., 1999). 
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Finalmente lo~ ~at:6~ c:féc,dehsidad ópticá se mic:liefoll··a 490 nm (filtro de lectura) y 

630nm . (fl~r9:;~·9~::i~~f~r~ni:i¿;¡L~ ~o.:~n ;;Je_C:té:u:_. paj:~ .• ELISA modelo .E360. (Bio-Tek 

Instruments, Wirioos,kL\/e'i-; .EÚÁ).\. > .. , 

·~~~:Jt~~~~;lt~:~~~~f 7~~~~¡¡¡3~,~¡z~f ~~~r~::0Z,~~~s" p;~g~:,'~: ,:' :~;:~ 
. to~éJI- de fragr=iierttos F(ab ')2 y et'~o~;;;p(;n~ri~-7~-romogénico. Junto a esto, cada 

• -· - -- - ' i--~ -- - ··' .-.. _ ·- - - - • "' 

medición se llevo a cabo por duplicados ~or(ul1'intervalo de confianza entre replicas 

no mayor al 10 º/o. 

S.B Análisis Estadístico. 

Con el objetivo de comparar las concentraciones de IgG total entre los grupos, se 

realizo un ANOVA de una vía. Por otro lado, para determinar si existen diferencias 

significativas entre los grupos experimentales en términos de la reactividad contra 

dicha preparación total, se aplicó también, un ANOVA de una vía a los valores de 

densidad óptica de cada suero contra la preparación total. 

Para analizar los patrones de conectividad idiotípica se utilizó un análisis de función 

discriminante. Este análisis nos permite encontrar diferencias significativas entre los 

grupos . en:.términos. ·de ·la :;reactividad de cada suero contra las veinte fracciones 
, . ._. ,· .. •-' ____ , ---- . -,.-, ·'--·' ., .. 

obtenid~,~ ~g~~~~,~-f"~~~~~~~:2~~1~~;'.DP5, permitió establecer las fracciones que hacen mayor 
diferencia entré!dict;os/gr:upOs.' 

- ~-~-' . t;··:- ·:~~-.:1~:~~;:-!2~f}~~1~;::~f{5:"?.';,:\--·· . ~-]·e - --

Fin al me n~= • ·~:~ :rZo;~Ó:~~;··,~xisten 

versión 10, considerando en cada caso una probabilidad de encontrar diferencias 

debidas al azar menor al 5°/o. 
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VI. RESULTADOS 

6.1 Características de los grupos experimentales. 

Utilizando los valores de concentración de IgG específica contra el virus de la Hepatitis 

A, obtenidos a partir del estudio de campo, se establecieron tres grupos 

experimentales cuyas características se muestran en la gráfica 1. Estos individuos 

mostraron concentraciones basales de anticuerpos contra el virus menores a las 

consideradas internacionalmente, como de seroconversión, es decir; un valor 

equivalente o mayor a 20 mUI/ml de anticuerpos específicos contra el virus. Dicho 

título de anticuerpos en sangre es, generalmente menor al medido después de una 

infección natural. (Feinstone, 1999). 

~ 80000 l 

5 70000 .§. 

~ 60000 
48166.2 m Ul/m 1 

= 50000 -e: 
"' C> 
E} 
QI 

'1:l 
e: 
o 
ü 
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c.> e: ·"'· 294.5 m UI/ 
o o 

1 2 

t 
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-Grupo2 
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.de vacuna. 

3. Antes de la 
2a dosis 
de vacuna. 

4. 30 días 
después de 
la 2ª dosis 
de vacuna. 

Momento en el 
1 que se llevo a + cabo el análisis 

de conectividad. 

Gráfica 1.- Valores promedio de concentración de IgG específica contra HAV, de todos los 

individuos de cada grupo experimental. Los valores dentro de la gráfica muestran la el 

valor promedio de anticuerpos anti-HAVal momento del análisis de conectividad idiotípica. 
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concentración d~:IgG lento llegando a un máximo de concentración, sólo 30 días 

después d~;la'}s~~~u_rida ~osis de vacuna. Por otra parte, el grupo 2 mostró una 

respuesta simllár a la respuesta inmune clásica a dos inmunizaciones descrita en 

la literatG~~ (J,aneway 2001), en este grupo encontramos un aumento significativo 

en los títulos de IgG anti HAV después de la primera dosis, una disminución hacia 

los valores basales, seguido de un aumento drástico de concentración después del 

refuerzo (6 meses después). Finalmente el grupo 3 mostró una respuesta en 

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

después de la segunda dosis. La gráfica 2 muestra el comportamiento de cada 

grupo experimental de forma individual. 

A 
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conectividad. 

Gráfica 2.- Concentración de lgG sérica especifica contra el virus de la Hepatitis A, en los individuos de cada 

grupo experimental a lo largo del esquema de vacunación. A: grupo 1, B: grupo 2 y C: grupo 3 (en el grupo 3 

se muestran los valores correspondientes únicamente a las tomas 1,2,3). 
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6.2 Electroforesis y análisis por Western Blot de la 'racción enriquecida 

con fragmentos F(ab')2. 

Una vez llevada a cabo la digestión enzimática del suero hiperinmune que se utilizo 

como fuente de idiotipos para construir los patrones de conectividad idiotípica, la 

composición de la fracción resultante se muestra en la figura 3. 

f3-galactosidasa. 116 kDa > 
Fosforilasa B. 97 kDa > 

Albúmina sérica 66 kDa > 

Ovoalbúmina 45 kDa > 

Anhidrasa Carbónica 29kDa kDa > 

1 2 3 

Figura 3.- Electroforesis, bajo condiciones no reductoras en gel de poliacrilam/da al 100/o y 

revelada con plata amoniacal. (1):Mezcla de marcadores de peso molecular (Sigma,-St-Lu/s ... _ 

Mlsouri), (2): IgG no digerida (3): fracción digerida de IgG. 

Posteriormente, para evaluar si existe reactividad entre la fracción de fragmentos 

F{ab')2 y el componente de proteína 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 digestión en papel de nitrocelulosa y revelado con 

proteína A-peroxidasa-luminol. (1): O.Sµg de IgG no digerida, (2): O.Sµg de la fracción de 

F(ab')2. 
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La fracción de fr~·9111·entos' F(ab ')zseparaéfa por electroforesis, produjo dos bandas 
,:,· '· ., . ' ·- - - . . . . - .. ' 

con pesos molec.ulares'aparéntesde'entre}.116 y 85 kDa. Esta situación es lógica 
_ 7 - - - - _-_ ---;--0'-·'._-_.-~;,oo __ ¡co.-~=:c;--o·T'"""--;'" -.- :c¡<";¡.~:--';-7,"-.'· -:~";;::' -=-,--------::.__e_ - • :"- -· ~---. -.--~:~ .---- ,-, ---, - _,.. ·; 

ya que esta,_ 111uesf:f43 ·,rio ~fue someticla}a;· una cromatografía por exclusión para 

;:~~~:~."ftlf < f!~t;~~~~~~J~!~1jg¡~·~:t:~:r :c;:r:~t~ ~~:e~J~;) ~ ~:::~~::: 
lo tanto, c6n . el obj~to ~~ <~~~11J·~r 'ú existe reactividad entre la fracción de 

fragmentos F(ab'h y el~ co.~p~ri~Af;rci~ proteína A-peroxidasa (conjugado utilizado 

e~ los ensayos de ELISA)/ ~:ue· pueda generar falsos positi\tos durante los 

experimentos de conectividad por inmunoensayo enzimático, se realizo un Western 

Brot utilizando como componente conjugado, proteína A-peroxidasa. Este ensayo 

nos muestra que existe reactividad en comparación con un control de IgG no 

digerida (ver figura 4). 

6.3 Análisis de la reactividad contra la 'racción total de F(ab') 2 

Para caracterizar de forma preliminar la conectividad idiotípica de cada grupo 

experimental, se midió, a través de nuestro sistema de ELISA, la reactividad contra 

una preparación total d_e F{ab')2. Los valores de reactividad demostraron ser muy 

bajos sin embargo; por lo tanto estos resultados son únicamente un indicio parcial de 

la conectividad 'total entre los grupos experimentales. 

No existen dÍf~~~rldas estadísticamente significativas, al compararse los grupos 

experimentaÍe~/~~~avés de un análisis de varianza (p= 0.233). La gráfica 3 muestra 
'··· -o-s,;--

una distribuciórl' dé los valores de reactividad contra la fracción total de F(ab')2, para 

cada grupo .. 
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Gráfica 3.- _Interacciones idiotipo-anti-idiotipo (DO· 490nm) entre las IgG séricas de 

cada grupo experimental y la fracción total de fragmentos F(ab ')2. Se muestran los 

valores valor promedio de anticuerpos anti-HAV, para cada grupo al momento del 

análisis de conectividad idiotípica. 

6.4 Análisis de la concentración total de IgG entre los grupos 

experfrnentales: 

Antes de continuar con los análisis posteriores, se estudió la posibilidad de encontrar 

diferencias en la conectividad idiotípica, debidas a la variaciones en la concentración 

total de IgG en el suero de cada individuo. 

Para ello, comparamos la concentración total de IgG entre cada grupo por ANOVA. La 

gráfica 4 muestra que las concentraciones para cada grupo son homogéneas 

(p= 0.189). 
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Gráfica 4. - Comparación de las de IgG en el suero de los 

individuos, con direrente respuesta a una vacuna contra Hepatitis A. Se muestran los 

valores promedio de anticuerpos anti-HAV, para cada grupo al momento del análisis de 

conectividad idiotípica. 

6.5 Diferencias significativas en los patrones de conectividad idiotípica 

entre los grupos experirnentales. 

Como se menciona anteriormente, la determinación de la reactividad contra una 

fracción compuesta por la totalidad de posibles especificidades, es sólo un análisis 

preliminar para describir la conectividad de los grupos. Por lo tanto, para obtener un 

esquema mas sólido de comparación, se construyó un patrón de conectividad 

idiotípica para cada individuo, utilizando veinte diferentes subfracciones de 

. fragmentos F(ab')2, obtenidas a partir del IEF. Estas fracciones son equivalentes a 

veinte grupos de especificidades diferentes a nivel del idiotipo, ya que debido a la 

·estructura de un fragmento F(ab')2, la separación por punto isoeléctrico depende 

mayoritariamente de las regiones variables e hipervariables de dicho fragmento de 
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anticuerpo, es decir, los ·diferentes puntos - isoeléctricos ·están determinados 

bás!camErnteJ?()r !9s)di()tiee>s_;_ _ __ 

El IEF- utilizando· .. el.·-· sts'tema . '8.0tofor, .. · nos •-· •. pe~mitó f obtener veinte diferentes 

subfracciones de fragll"l~~tb~fFCal:>l)~:_compuesta's :Po~ d!~ti'~to~ idiotipos, a partir de 

una mezcla ampliamén_te,'.'hete?o9énea de inmunoglobulinas previamente digeridas, 

aunado a esto, esta ;,,etbdolo'gía nos permitió también, separar y recuperar una 

cantidad significátiva de proteína (aproximadamente 2.s mg), con la cual fue posible 

llevar a cabo los análisis de conectividad idiotípica correspondientes. 

El gradiente de pH obtenido en este isoelectroenfoque, mostró ser significativamente 

homogéneo ya que no existe variación mayor o menor a 0.2 de unidad de pH entre 

cada fracción). Finalmente, como era de esperarse, el IEF produjo fracciones con 

diferentes puntos isoeléctricos (pi) y con diferentes concentraciones de proteína 

(grafica 5). 
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pi 

Gráfica 5·-.-Relación entre los valores de pi y la concentración de total de lgG obtenida en cada 

fracción desp~és dellEF 

A partir de las mediciones de la reactividad de cada suero contra las fracciones 

separadas por IEF, se construyeron los patrones de conectividad idiotípica 

correspondientes. La gráfica 6 muestra los patrones de conectividad idiotípica de 

1 cada grupo de individuos con diferente respuesta a la vacuna. 

·Los patrones de conectividad de los grupos 1 y 3 muestran una aparente tendencia 
- -··- --

•i hacia valores de densidad óptica (490 nm) mayores, esta tendencia es especialmente 

significativa entre los grupos 2 y 3. Al comparar, en conjunto, los patrones de 
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conectividad de :e:~c!a: in~:Hvidu() · es posible advertir posibles 'diferen~ias entre los 

mismos; sir) embargo, está situación se observa más .. clara ni ente 

· patrol1ei~c!~.f~,;;~~~~{~i;~~-d-pr~·~·~di-o para cada grupo (grá-fic~ 7) .. 

al graficar los 

~:~;/~ _!~~i~I{ ·;:Ú(·_, ,·-; 
A partir del~s:1Jrcfr¡¿~scql.Íe se muestran en las figuras 5 y 6 no es posible establecer 

si las ~p~~~~t~~-:fij~~fe~~ias entre cada grupo son estadísticamente significativas. Por 

lo- tant0~;/5~\~~f~a1:i:Zó:--~Ün ~nálisis de función discriminante, utilizando los valores de 

densicl.3d7Ó~tig~~ ~'btenidos de los ensayos de ELISA, con el objetivo de determinar 
- ' - ' ·,·" ·- -"' ~~; ' - . ' 

las·· fr:aC:cion·e;; de fragmentos F(ab • )2 que permitan establecer la mejor 

discriTi~~c:'j6'n:entre los grupos experimentales. 

La ~ráfi¿~ 's;:ri-tuestra la localización de los 36 individuos analizados, con respecto a 

dos fl.íh~í6ri~~ discriminantes canónicas necesarias para discriminar entre los tres 

grupos experimentales. 

X: Fi= ¿ 2 ºn-1 (Cn DOn) 

Y: F2 = ¿2ºn~1 (C 'n DOn) 

' ' ,-._ '-,'- . : 

C: coeficiente canón_ico estándar. 

n: 20 

CO: valÓ;de ci'~n~idi3:d óptica. 
- . ·:··,.-::~: :~_:.o~.:y¡;z__~-1 .. '"-:~~---:::.?;;-- -. __ -,-,. - ·. 

Como po-di;!m~s .'observar, el análisis permite una discriminación estadísticamente 

signiflcatl~~l1eritre los grupos (/\ Wilks' = 0.00789, p<0.0001). Estos ensayos de ,- ,. ... · -:. 

ELISA rep_ori~ran valores control para pegado inespecifico significativamente bajos. 

Se calCularon los coeficientes canónicos estándar de cada fracción con el objeto de 

selecéionar las fracciones que diferencian más claramente los patrones de 

conectividad de cada grupo (ver tabla 4 y gráfica 9). Esta selección nos permite 

probar> por medio de un análisis de varianza multivariado (MANOVA), las 

diferencias de conectividad observadas, considerando únicamente, las fracciones que 

hacen mayor diferencia entre los grupos. El resultado de esta prueba nos permite 

conclúii- · que las diferencias en los patrones de conectividad observadas a partir del 

análisis de -función discriminante son estadísticamente significativas con respecto a 

fas 8 fracciones que mejor discriminan entre los grupos (/\ Wilks '= 0.0349, 
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p<O.oocioi::ioi')~;ct:óinándó' en cuenta 'todos~'esfos ·resultados podemos indicar que 

existen - difere_nc!a.sc_si.grilficatl'l.as, en Jos patrones de conectividad idiotípica de los 

individ~o<~~:~1~·i¿~r~~~~7sf~~~~~~~ -a. la inmunización contra hepatitis A 30 días 

después· de recibirda primera dosis de vacuna . 
. - ~· :-.·- .-,??r··' .. ~?t:~~~_7::t~( i':~~~:7 -~~::r: ·t\Y: < :-t-·-~ --·-· 

• •'' • .:'.~;~)~~--·~~1~:.f•'• ;~~- ·j_'j/~'..'..'; •:\:A:•._ 

Función #1 (eje x) Función #2 (e.Je y) 

-0.8464 1.80157 

-1.58024 -2.16225 

-0.37101 -1.00537 

-0.78881 2.94725 

0.66654 -0.13005 

4.19298 -181974 

.:;0.5934 1.74582 

-1.49221 -o. 76451 

-1.12095 

'':0.3106 0.8795 
-···- -0.37819 1.33624 

~0.8687 0.33990 

.4.81826 -4:57133 

-"2.32902 .... 2.69908 

2.50396 . -0.25876 

.. -6.85117 2.33052 

- 1A8192 -0.55056 

-0.28374 -0.18606 

0.57783 -1.49956 

20 0;85538 0.29049 

Tabla 4.- Coeficientes canónicos estándar para cada - una de las funciones 

discriminantes y para ca,da fracción separada por IEF, (se subrayan las fracciones con 

mas alto _coeficiente ·en. valor absoluto y que diferencian claramente los patrones de 

conectividad idiotípica). 
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Gráfica 6 . - Comparación de los patrones de conectividad idiotípica de las inmunoglobu/inas 

séricas de cada grupo de individuos con diferente respuesta a Ja inmunización contra 

Hepatitis. La gráfica superior muestra Ja comparación entre los grupos 1 y 2; la gráfica 

intermedia muestra la comparación entre los grupos 2 y 3; la gráfica inferior muestra la 

comparación entre los grupos 1 y 3. Se muestran Jos valores promedio de anticuerpos anti

HAV, para cada grupo al momento del análisis de conectividad idiotípica. 
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Gráfica 7.- Comparación de los patrones de conectividad idiotípica de cada grupo, 

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

percentilas muestran los valores de error estándar de la media. Valor promedio de los 

controles de pegado inespecífico considerados: 0.02275. Se muestran los valores 

promedio de anticuerpos anti-HAV, para cada grupo al momento del análisis de 

conectividad idiotípica (30 días después de la primera dosis). 
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Grafica 8.- Localización de cada uno de los individuos (n=36) analizado con relación a 

las dos funciones discriminantes utilizadas, 11 Wflks'= o.00789, p<o.0001. 
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Gráfica 9.- Promedio del valor de densidad óptica de cada individuo para las 8 fracciones de 

punto isoeléctrico que diferencian más claramente los patrones de conectividad de cada grupo 

experimental. Grupol(azul), grupo 2(rojo), grupo 3(amarillo). A Wilks • = 0.0349, p<0.0000001. 

Las percentilas muestran el error estándar de la media. 
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VII. DISCUSION 

Uno de los principios fundamentales del sistema inmune es la habilidad de sus 

componentespara reconocer constituyentes propios (Avrameas, 1991). Cada día es 

más'daro que la existencia de moléculas que expresan autorreactividades y su 

p~rtici~~ción 'Como parte de la fisiología inmune, es un evento normal entre los 

e!erríentos.que conforman la respuesta inmune. 

L~ con2epción clásica (clona!) del sistema, junto con la participación de la red 

. id}otÍ~id~· han resultado en la consideración de dos mecanismos independientes de 

o'rganizi:ciÓn:>uno encargado de la respuesta contra antígenos externos y dependiente 

de los ~roces.os de selección, activación y expansión clona! (redes funcionales), junto 

con. otFo .~nc~rgado del reconocimiento de lo propio, la selección de repertorios y el 

estable(:irrúer1to de la tolerancia, asociado al conjunto de autorreactividades normales 

y oper~do.~61"' de la redes idiotípicas reguladoras (Coutinho, 1989). 

Evidentemen~e, el establecimiento de las fronteras entre cada uno de estos niveles de 

organizaCi6n;._depende del estudio detallado de las propiedades de cada componente y 

con rel~C:iÓn a lá red idiotípica, una de estas propiedades centrales es la conectividad. 

Esta p;6piedad .básica de _la red está definida por la configuración de las interacciones 

normal~s ent~e. los elen1entos propios del sistema inmune, en particular, a través de 
;_:,:. - .¡; 

los idiótipos.: ., . • ·· ... · 
-· -.,-

En está.tr~ba]p/se,d~frnleron y compararon los patrones de conectividad idiotípica de 

36 individuci~';;J~~~f¡~·~o~: contra hepatitis A, que mostraron claras diferencias en la 

concentra¿y¿~:d~ ;~;ntÍcuerpos específicos contra antígenos del virus, a lo largo del 
'.·-- .. _-:):-; ~: :·.: ~('_;-ff ;=~:·_~·~"? .>"',~." _ .. _ ~.' ~ 

esquema .de;,yacunacion (ver grafica 1 y 2). Estos individuos fueron seleccionados a 
, ,. ;-.. --~::; ,., . " •., 

partir de ;un\'.~studio de campo, previamente realizado en nuestro laboratorio, para 

determi~ai- 1~fC:·aricentración de IgG específica contra el virus. 

Se est~bÍ~d~'~b·Íi 3 grupos experimentales, considerando los cambios en la 

concentra~16'.~l~;,}9C3 específica en el suero durante todo el esquema de vacunación 

(ver sécciónr~;i)'.\Durante la selección se consideraron únicamente aquellos individuos 

que most'r~~d~-;~~<:>~-~~'~t~~-ciones basales de anticuerpos anti-HAV iguales o menores a 

20mUÜ~:¡ c'7~1g~t Í~t~~rn~C:ional de seroconversión, (Feinstone et al., 1999)), ya que 

para poder estable,ce!r un patrón de conectividad idiotípica confiable, es importante 
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. ' ' 

" / ·-··'-- ' .·_ -- ._ 

considerar sólo~:aqúellosindividúos que no muestren signos de haber estado en 

contacto con· ~I :\,irus ;é:mte~:'de sér va~unad~s ya que esta situación podría alterar la 

hi~to~iac~ln~~~-~OÍ~'Jí:s~.%(~!°c~~fj~rff~,;.·~~(>~:~~j€_~plo,. desencadenando los procesos de 

adc¡uisiciól"l~;de ír}eiJ:i~r:ia'/(moc:JJpcan,9~)ªri:ibién el estado de la conectividad idiotípica 

prese~te 7B.~~~;;\~~-~~,ri~i);(~.~~~~~'.~;~'.~:n.~7i~rtado pruebas que indiquen cambios en la 
conectividad}a·causa~de.la hepatitis A,·sin·embargo, se sabe que la infección por VIH-

- o - __ • _ _:_ -_-' --:-!· ;~'--::·,,,.:_~...:_:...:~:=--. ~-+··:>·io.::'.22:_=--<-:--~~' --· :;_:.~ -- -- :,._· ---~-

1 geñera·irnpori:aºntes'cambios en los patrones de conectividad de los anticuerpos con 

isoti~o IgG'.;'~'f':{~r..:;'¿P~dierna Olivos et al., 2000). 

Una ~ez,sf;;le~~ionados los individuos, se utilizó una versión modificada de un método 

descrito~pr~viamente para establecer los patrones de conectividad correspondientes 
• 1 ,;"-••• • •• ·:·-. : ' 

(Ayo~ba ét ál 1 1997). Las principales modificaciones a la metodología original son las 

siguien~es: l;:i separación por IEF de la preparación de fragmentos F(ab ')2, se realizo 

en fasi;;; líq,LJida en una cámara Rotofor (Biorad EUA), en vez de en una fase 

semisóÍida.~.LC>s ensayos de reactividad entre las fracciones descritas y las muestras 

sérieas se realizaron a través de un inmune-ensayo enzimático y no por Western Blot. 

La desventaja mas importante de esta metodología, es la capacidad para obtener sólo 

20 diferentes fracciones de fragmentos F(ab ')2, ya que esta situación restringe el los 

ensayos· de· conectividad a solo 20 posibles grupos de idiotipos. Esta es la principal 

limitación de la metodología empleada en el presente trabajo y quizá la limitante 

principa.1 para cualquier ensayo de conectividad idiotípica. La robustez de este tipo de 

análisis depende de la consideración de ,un número muy grande de diferentes 

· idiotipos, la .~ariabiÚdad del repertorio de ~nticuerpos es, de por lo menos 1X10 11 

diferel11:'~s J~munoglobulinas (Je~away, 2001) y aunque existen mecanismos (i.e. 

delecióri clonal) que reducen este valor para conformar el repertorio disponible 

durant~ . ¿·~~': r~spuesta, cualquier diseño experimental encaminado a medir la 

conecti\!idad;idiotípica por medios serológicos necesita incluir un número relevante de 

especifi~id(3d~~ y .esta situación es aún, metodológicamente, imposible. 

Utilizando la separación por IEF en fase semisólida es posible obtener un número de 

mayor fracciones con diferentes especificidades; sin embargo, este análisis es también 

limitado si consideramos la inmensa variabilidad del repertorio. 

Contemplando las limitaciones de las metodologías disponibles para medir la 

conectividad ldiotípica, y en particular, considerando que el análisis estadístico 
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presentado, nC>~' l'Tlu~~t~é:I que aún· con aproximadamente la mitad de las fracciones, 

es poslblé-discrimi'r"lar: eñtr~)os patrones de conectividad de cada grupo, no hay razón 

para p;n~a~,-qu:~~(~~t;~-;.;;-c:i·diftt~~icines puedan alterar las conclusiones de este análisis. 

:::~~~· '·~á~i~~d~~f ~;~~;f~eu:~,:;.:fo;o::e,:::~=e~ec~:t• :::·~~~'~::n::v~; 
.· .. reprodu~i,~llid~ci1 '1r;ik~~~g~a:~os y favorece el análisis. (Pacheco García et al., 1999) . 

. - ·o¿ro~f~s:~rI~~~i~iil~~5~~v~k~~ 'ª confiabilidad del ensayo de conectividad es e1 uso de 

· una m~z<:=lél>a.lt'.a.:ni~ste ,f1eterogénea de inmunoglobulinas como fuente de idiotipos 

.durante·:,¿;~ '~b{~'~·ci;;:áe''.ÉLISA; en este caso particular se utilizó preparación pura de 

1§<; Jde'~c:l;ryiJi~~f~'~\~E intramuscular (Beriglobina P, Aventis Pasteur), proveniente de 

,. donc:ldores· sanC>s;·:'Ésta 'preparación policlonal nos asegura un amplio contenido de 

. dlstintó~ idldtiposien·dacia una de las fracciones de isoelectroenfoque y, por lo tanto, 

nds permite ~st~bl~c~í-,.con mayor confiabilidad, los patrones de conectividad de cada 

Individuo éstJdi~dÓ~ · · 

,·' <. ~· ' 

Como un primer; intento para caracterizar la conectividad idiotípica se analizó la 

reactiv,idad el~'. :¿ad~Yihdividuo contra una fracción total de fragmentos F(ab '), (ver 

gráfica 3), /.)~1~1:~~~Ultado de la comparaci~n .entre los tres grupos a partir de la 

conectivid~d ·:c:6~tra ' dicha fracción, ' nos'tci~mi.Jestró que no existen diferencias 

· estadísticame'~t~·si~rflftc~tivas enfr~·,_~s'.~~f_¿~.~~·:(p:= 0.233). 
- ·.+·.-· . - -~-,-:: - ., .. t;~;:;}~:~~;}-, __ .-,.;;1:~~---,:~<::-_~~~.;-,_;,:'·< . 

:;::, .. - ·-;:¡:--:--:-·-"·· 

Es muy important~ ·c~r~ie~l:'.~f q'Gé-·e·~ta as~veración es poco confiable ya que los 

valores de densidacf.:~sÓpfÍC'~' . obtenidos a través del ensayo de ELISA, son 

considerablemente b~jo~;·'.P-~ra establecer un análisis contundente. Este bajo nivel de 

reactividad entre lc:>s' ~U~ros y la fracción que posee un grupo· ampliamente 

heterogeneo de idiotipospuede atribuirse a un enmascaramiento de la autoreactividad 

de los anticuerpo~~áAti-idiotipo presentes en el suero de los individuos estudiados 

(Mouthon et al./' l.~Q'S).· No obstante, creemos que la información que nos aporta esta 
: .. <_: __ ,,~>;-":-:·jYf¿~·':;~~:{, , ; __ _ 

observación .es·\ú!,W ~como un acercamiento preliminar a la conectividad entre los 
'.¡·;·::':',. 

grupos 1
• ~¡. '.-,, ,'"<:.·· 

Una va
0

riable:_im"~c{<Y~¡6te durante los análisis de conectividad, es la concentración de 

IgG en· '1~ ~;íÜÜ~~t;~ , ·d~ .cada individuo y las fracciones de fragmentos de 

inmunoglobulina. ·¡:>~ra evitar observar cambios en los patrones de conectividad 
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debidos a las concentraciones;< todas las -muestras serológicas se ajustaron a una 
' :·. . ' 

concentración de 10. µg/ml y las conce'ntraciones ·de cada una de las fracciones de 

fragmentos F(ab--,)~ ~.:zg~;·'.~d~~~rit~a~ión de - 5 µg/ml antes de desarrollar los 

experimentos de co~~C::fj0id~cf. No obstante, con el objeto de conocer si las 
,·-- •"-L;'.-'.:'-,·--.-··- -.• ·.·- ··---·" 

concentraciones séd~a~ de IgG son homogéneas, se analizó si existirán diferencias 

significativas a:, t~~~;§~-/de un análisis de varianza (ver grafica 4 ). Esta prueba nos 

mostró ql.ie~la~;;éli'f~tencias- encontradas no fueron estadísticamente significativas y por 
-:·~':;_;' .... ~t-~.--~-.'~-- - .. , 

lo tanto po~errl'.os.'concluir que la distribución de concentraciones entre los tres grupos 

es homo~é~~~~:(p=0.189). Con el objeto de establecer un análisis de conectividad más 
' - -·,. ··;· 

fino, se:)i'.'Co:~struyeron los patrones de conectividad idiotípica para cada individuo, a 

través .• d~':la,;rnedición de la reactividad del suero contra veinte diferentes fracciones de 

fragmentos} F(ab 'h obtenidos por IEF. Estas fracciones están caracterizadas por 
; '•" • ' ' • •e,•:,•, • ' '·.~ •" •.¿ ." 

1.:mseer un puhto isoeléctrico dentro de un intervalo de 5. 7 a 8.9, con una variación 

co~stai1t;~.~~t?~· unidades de 0.2, por ejemplo: si una fracción tiene un pi de 6.5, esta 
. <· _.e· •:•>i:·1.,ir-.>'i\<1•1 · 
incluye _lós,1Jr:a~¡'mentos F(ab 'h con pi de 6.4-6.5-6.6 (ver grafica 5). Es importante 
: _ _ "·.;:~· .<<''': -~:</t•;" >t~·-~f::;.,·;-;_:::-J:~:<. --'-'.·: . ·. -
mericionar;'.qu~{el gradiente de pH ~btenido para la separación de los fragmentos 

F(ab '); 8~1'5~~~·~·~nt~'.trabajo~ .es~ significativamente homogéneo lo que nos indica que 

k:}:,~~j~~:~ij,~~ri~f[~lfzj~é~,c~n una concentcaclón de proteína adecuada y en 
c:omoya,:h~~Ó;~,~é'ri~i~A~8~;·c~da una de las fracciones representa un ·conjunto muy 

diverso c:Í~ dlf~Pe'~-te:;~idl'6~~()5 ~a que las posibles variaciones de pI en los fragmentos 

, F(ab ')2 ~de~~;cíeV;\;á·~i~·~J;'~~te dé la región hipervariable del anticuerpo (Ayouba, 

1996). 

Como era de esperarse; la separación por IEF nos produjo fracciones con diferentes 
. ; . ' . :·. :~:· ·;~ 

concentraciones de fragmentos\f"(ab ')z; la gráfica 5 muestra la distribución de dichas 

concentraciones entre las 20 fracciones obtenidas. Al parecer las fracciones con pI 

·cercanos al fisiológico son las d_e mayor concentración. 

'A partir de los ensayos de ELISA utilizando cada una de las diferentes fracciones de 

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

gráfica 6 muestra la comparación de los patrones de conectividad de los individuos de 

cada grupo. En este caso es posible observar que los patrones de conectividad 

idiotípica del grupo que desarrollo una respuesta de anticuerpos específicos contra 

HAV lenta durante el esquema de vacunación (gpo 1), junto con el grupo que mostró 

59 



un aumento constante en las concentraciones. de :IgG anti~HAV C(gpo .3) 'reVel~h Una 

tendencia. hacia valores de densidades ópticas superiore~ c.420. nrr:i).;·A_·'~~:l"tir~dé dicha 

representación grafica es posible. advertir ciertas diferen-cias . ~n·c16~; ~~i3trones de 
, , »' ·r. ;~,:_ .. · .·, ,. , 

conectividad. Esta tendencia se observa más claramente en la' grafica;' 7, la cual 

representa los patrones de conectividad idiotípica promedio. 

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

YI en consecuencia, una desviación importante de la autorreactividad fisiológica como 

se ha reportado para algunas enfermedades autoinmunes y, en particular, durante la 

infección por VIH-1 (Padierna Olivos et al., 2000). 

Para establecer si las diferencias en los patrones de conectividad idiotípica, 

observadas entr~ .los indivi~up~con diferente respuesta inmune a la vacuna contra 

hepatitis A, son estadí~ti~~~~~-t~'.significativas, se aplicó una análisis de función 

::~~;5~~!il~li~l~t~í~~~;s~~~Jr:vzx,;::~b~~~:.;e~t~~ ~.~,::~~~ e~e~~c;~m~::~ 
. cada uno:"Cl\1,anly;j¡etrali\l~S)7),_ por lo tanto, E?s muy utilen .la determinacion de las 

.. ·;';:J~~~~!l~l~iilj~::~::::~'~2i~~1~ti~t,tsd:e(:~n:::~Y:.::, ~~·~~ :: 
cada .• u11a.d~·1as\v~int~fraccior1es obtenida.s P?r?EF)~.· .·.· 

~e. §u~de:~R·~-~ts~g~~:~:~,~,L;~~~us.i~ .. ~-e: ~0~q~~!7~EJ~Y2rf¡~Ínante difere~cia muy clarame~te 
los patrone~i d~ conectividad Jd1ot1p1ca" de cada grupo experimental (/\. Wilks = 

·. < Q;.Od7a\3, 'J~o.OOO~).· l.a' ;~r~?is~: ~}~u~~t;ra la localización de cada individuo con 

a las dos funcioh'e~ ·necesarias para establecer la correspondiente 

discriminación y, como puede notarse, no existe traslape alguno entre los grupos 

. experimentales, por lo tanto las diferencias de conectividad son significativas. 

A través del calcularon los coeficientes canónicos estándar de cada fracción, utilizando 

las funciones discriminantes previamente establecidas, para definir cuántas y cuales 

fracciones de pl, hacen mayor diferencia entre los individuos. En este caso se 

encontraron 8 fracciones con dichas características. 

La tabla 4 muestra los coeficientes correspondientes para cada fracción de pI junto 

con las fracciones que diferencian más claramente los patrones de conectividad de 

cada grupo. 
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Con el objeto· de observar más clarámehfo las diferencias en los patrones de 

conectividad. idiotípiC:a, 'entre los grupos~con diferente respuesta inmune a la vacuna, 
-- •ce-,_ - + - -- __ -e~ -- -- ;--- -- ·--=-"" -- -·---- ---- - -'- - - - - -· ._-_ . -00- --- • -- _- ---- ----· - -- -

se· realizó Un ·análisis de va~ia~za ·ri1ul~Ívariado (MANOVA). Esta prueba demuestra 

que las diferencias ·globales·• ~n :Y10~ patrones de conectividad idiotípica son 

~stadístiC:~n"lente significativas ~ol1 relación a las 8 fracciones descritas. (/\ Wilks • = 
0.034,9, p<0.0000001). En la gráfica 9 se muestra una comparación de los valores de 

reactividad (DO prome~'io' de todos los individuos de cada fracción). Es posible 

,dbservarque ~xi~ten dife~en¿ias entre los tres grupos en la mayoría de las fracciones, 

. no obstante, .para la ·'fracciones 1 y 2 no existen diferencias entre los grupos 

experfme')tales~1~<,y"t3; sin embargo, para la fracción 14 no se observan diferencias 

entre I~s:;~r~p~~~flfr~;~/. . 
Por ultirríC:>'í 'es'im'portante mencionar que los resultados presentes se limitan al estado 
-.-. . . , /· .:·,::~;- -·'.ii.,::·;;r:}\~:'.J~;::.y:t.:.·~~t:-~'.:~~~-;_.·>_·:._. -
de la con.ectivldád-'de'•los i,ndividuos 30 días después de recibir la primera inyección de 

ia vac~n~Y:/;~A~~¿~,~~;fa•:·.~piicación del refuerzo, ya que, como se sabe, la conectividad 
. - ·. - :_ ,i_ ,:::,- _: ·· ::~;;;::,~.- .tP/r~"4~g~-~-:12i~·: _,_-;f~~: · -. <-(-'. ~ _ -
es una propiedad}dináínica que depende del tiempo y la situación inmunológica del 

indi~id.~c{i~i~~b~{~;.;~:~~~J~~ef'.al., 1999). Este análisis preliminar, forma parte de un 

proyecto·,nias 'grande.·diser:iado :para establecer las diferencias en la conectividad de 
· :: . · :< ~- '·<·::. -;,'.,i:r::t,:, ~-~?.2~->:sf:.:f;_:_·,, (?.~,~::<·-11;:.f:-:\-,-~'.~>~· t; _::: .; :: -.,. . , 

estos individúcis·a; lo";largo!de::todo el esquema de vacunacion. 
-; . .~: ,.;:-:< ;;·;'/', )t~~,:~\<~~~~;\r:}'::-~~:~~r. ~ ;i;íJ.;:: :<4J1\~~\ {·\ r:·-·-<·.: ·: ' ~---- - • • 
Nuestr9 objetiX~ ;gener;:ill;fu~5¡;¡11ahzar s1 las diferencias en la respuesta humoral, en 

párticul~ré~B.·í~)~~:~f.s:tQ;g~t~~~t~.'~~fai~~erpos, presentes en individuos que fueron 
inmunizados:{i::Ontrai';heipátitis'.i;"A'f;~treinta: días después de recibir,Ja primera dosis de 
- , .-. :·-.;,.:_,;;~{/:;,_:>.·'·'J,-;-.~~f~t:::. !~:'~;.:,:~·-~~t{:;::;}'(~~·,:·-~-~0'~(:·:.t(d.'.-.1(j~ :1;~'.~'.,·,:,~~~-: •--e·.. · ·,=- ,~:- ;/.;~-_::-,,~¿.:'. +"::' 
vacuna; implican.cambios;en:la{composición de las interacciones idiotipo-anti:-idiotipo, 
:- <-, ·-: :: ~: -~ · ; :<~ :./~~: .. ; . __ -·:f.~':..~ ... _\;r~·-\'..:f;·~1\~:: .. i~~¿_::i~t;:~,;- i,-.:~.:~r:---~h~(--_,>'_~¡:~::-_:-::.: __ -:_: . · . -: : .--~ -:;.· \~~ú: .. : ;::,,,;;¡~\~-~-,~'.; __ .. ~~-'.>:-;.-~> 
y:por lo tantO;~reflejan5cambios'ren; Jos- patrones de conectividad s1d1ot1p1ca, en dicho 

· m orn e7t6. ··. _, .. :·;es· •. · r,~~'.:~~···~r·:~~,~- ~,r-~L ·!~,:,¡~~M~~•~,:f;· .. •.·· ·. . ......••.•. · .. º· .. "i~f.~~~-.·~·~i:;·f ~):&~i--·~···· . 
Nuestros .analisi~ derr¡uestran que dos.patro~es de. ~on~ctiXidad;Jdi()t1picéJ de individuos 

con diferent~-.r~:pJ~sta .ª ~na i;,m~ni~aciÓr\~c()r~~~·{.~;~~~~J~,i~;b~J~.;·~é:~~'",t'icular, los que 
muestran una~;respuesta poco o muy activa·: (grupos~•l'y}3/ respectivamente) en 

C::omparaaór;;·~¿,:r, los que desarrollaron una respuesta C:~r~ana a la normalidad (grupo 

2) difierer sl~nificativamente (/\ Wilks' = 0.00789, p<0.0001). 

Los ~resultados del presente trabajo son congruentes con la teoría. Se sabe que la 

respuesta· inmune humoral contra el virus de la hepatitis A tiene una participación 

· importante (Fenistone, 1999) y junto a esto, la respuesta que se induce al administrar 
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' ·.: . . 
'. '. ·-- -~ ; " - . .·. 

la vacuná tie11e-comÓ,cobjetivó lá estimUláción de anticuerpos capaces de neutralizar al 

virus. J:>or_estc:Ú(t~z'.óne_s¿és_Jógicó pensar qúe las variaciones en la respuesta a la 

v-ac~n~- ~6~i~~ZeJJ:,~-i~~d;(d~ l~'·h~~;ti~is A, p~edan depender de los cambios en la 

composición 'd~L ·;~P~rt·¿:~i6 .~6~~a1' de anticuerpos anti-idiotipo y, en consecuencia, 

reflejar.~'na'va~i~cfióm.eñ:E!'j'"e;f~~o- normal de conectividad idiotípica. 

;s ~:~r~~JJ~~jf {~f ~~~~=:~:::: ~:::'~'~~:;~:~:e~~:~:~~~:,:~:~:::~~:: 
mecani~~¿s·d~~¡~~-(~td~ión del repertorio, los fenómenos reguladores dependientes de 

las 'int;r~:~¿i~-~~~if;,t~rcelulares y la de los factores que determinan la memoria 

i~m~n~IÓ~j¿r'~If=~~Ómenos en los cuales la actividad de la red es preponderante, 

Coutin~o;~"J f~~~-)\.es posible pensar que la respuesta durante una inmunización 

dependa 1éá~;fí·~~'!':1~teracciones idiotipo-anti-idiotipo explicadas por la Teoría de la red 

idiotípica_'. ;_~ /i:J :
1 

En el co~texto':dé la existencia de dos elementos de organización del sistema inmune, 

e_I pri~-~~cii~:·tÉ~~-és·_de . "lared idloÍ:Jpicall·<(compuesto por el conjunte> cle';llnfocltos 

;on:~'~:tg~E~tt~~,~~~~l~i~:~:~1[~f J~~\~,~::cc~:n:lrec;:,;c~]If~'l~it[l;::~ 
desconectaélos.n, /se+J1a hCori~iderado,~·que · la·_ respuesta. inmunéi/(:oritrafi.;antígenos 

, · ~·~:= : .... ._::: : :_:: .. ~~~ -. :.t:<. ; ;~ :( ... '.,-~;-- r f;~~-.. ~-;~s::'.\;_. ~~A./,·;·'.::·~t·_-:,,:;~~~~;.tf:t~:.c ·:,~>/:---~.;::. ~-':.· ~ · :. :: · . · . ·_ .: . ·. > · .;~.- . '.;)~\, .~:0J/: -:~·é',~·).,<f~;~l~;;:::,-~~,~':'.~.: ~-::"~\ ·.:!"~· .. 
externos;· es) una~;;aétividad< basicamente;; dependiente. de': este \.ultirno)}.elemento de 

6rgan.izació~Ic~bJ~,i~,~~~,l,~~#~i::~,i?,~}'.:L~~~~fr~i,',,,*·2··,v, ____ ~eF~;~;,f ,,;."t1}§J~i~~~t~~~·~l1i~~Ji~~'¡i~~,y-- ·,·_ 
Las implicaciones del pr:;esénte ¡,trabajo;~aderr¡as~deXaquellas;;eyidencia_sjobtenidas por 

· · ··_ .: ~, · , · - , . ·.~-;:.'~~ · ::;·:·::·,<.::_:.'.:;<·+ ;:~t~·-:· :~~~:/>j·~;y~~:;-~ti·~~~i~i['.·{;.::':~!;~~:i:·~,_-,_¡A~~~-~\ti~:.~~~}tl·i~,:\~~-.~~h ·~-~1'.~:~:.;·. :)rr<:: :.l;-;•:;-~ ~ .~{ií.~'.~'. ,¡_r(;::,_:·,.:·-,>~:)'.;·:~-~·:';;.. ·· -
los grupos que ··han Jlevado.;~i'a ''.~C:ab'o');Jproyectcís,_de conectividad · realizados con 

~ .. · ·.':"!~::-~·)f.~··5};"."~.5~t'·'~=~~~~-"~~r~?tV·.:.-{~~~,~~,'.~~j~--r:F~,~~.·, ·~'.-'.t:·''-: --·.-:·''' -:: . ·. -~ ' ·'·.'. . . · ~:<. ce : . _· 
individuos sanos -, y e ~:inf~ctéld,o~¡~\P;o)··~.Yilj~l,:Mycobacterium.- tuberculosis y /eprae 

(Padierna Olivos et al., '~J()c)';{/'.!f6J~~~f'~j~~r~''et al., 2001), favorecen dicha visión de la 

organización dual d~I sist~~á, ~i:ll embargo, también ponen de manifiesto; el traslape 

de las funciones de cada elemento, durante la respuesta inmune. 
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• 

• 

• 

• 

VIII. CONCLUSIONES. 

Cuando se analiza la conectividad a través de la medición de la reactividad en el 

suero contra una mezcla total; altarri~nte heterogénea, d.e fragm~nt:6sF(ab 'h de 

IgG, los· individuos. que.desarrollan tres diferentes·•re~~úe~ta~;l-iJmoraÍes, .. treinta ·- ->· "·'·:, ... -:~.:: >:·- •, ... :: .;. -/~ ·. ~,-; , . ·, .: - .. ) . -. .:· ·.·." :;:.:.- .'.-.>. ·._ .. - ''· ,,_,..:-,:. -,> '"._ :-.,·; -

días··despué's·de la'.a'plicaCión'~élela .primera .. dosis de -vaC:'iJ'ríakontra 'hepatitis A, no 
é -~/.: /- ;·::~---;;_'··¡;:Z{,~'~:_:·'~:.>!-';,\'1~::::;-:1];I;::;\,':i;::_ ~.,.;:~·~¿:.·\. :.;:·;··~- ':.._' -,e ~- ~ ':\ -~;::.· ~-- ':t!~:::· <·:;:{:>:.:;:·~~?-( ::,:./f{- i ~:~--~ · ·' '< : 

presentan'·d1,retené:i,as:est~dístic'amente significativas .dé cóhectiyidad idiOtípica. 

. :\~ ;~:~~;.:.J~; .. ~I~ ·'il-1·~:;:·Jx~ . ('ifif;¡~/.:~Ei:~·:· ·· .· ·.· .. 
Cuand.o ~~ ·?,8~t!3.~l11~$.?,~.n.~ctividad a través de la medición ¿de la reactividad en el 

suero. 1:óntrá<una·••\1111ezda de fragmentos F(ab • )i, separada en veinte diferentes 

fracci~n~~.:-~~]~élXf··~i~G~>tºrmar un patrón de conectividad, los individuos que 

desarrollan::,;;. tres:•c. fdiferentes respuestas humorales, muestran diferencias 

::::~;~~fj{]i!"f!~iff~~:~tlvas en sus pecfiles de conect;v;dad ;dlotópka al 
. ;_,~:.,:.<.<~: :::~}:,'.:,· .. :··,·, ,-.~r .... gr,:;, 

.. -. -.;..::.:· · ·:~:}···.:¡:·\.,.< FS·i.~:~·' 

Las. varia'c:iones~eri lá'frnagnitud y el tiempo de la respuesta humoral, a causa de la 
· :.: .::-,-~<;0\' · ~ ~;\~J'> "rf:~~.l-'.·/f~t:f~/ ~::;.;::: 

administracióni\de\Ur:ia/vacuna contra el virus de la hepatitis A, pueden explicarse 
., ·-,·:.>.:{>·· ·_~;\{~_-',;'¡;t·:'.!:'.:th~:!~<-\{;:.:.· .>· ' - . 

por cambios,en,laiccí1T1p0Ticiónde las interacciones idiotlpo, anti-idiotipo reflejadas 

:es~a~:i;~~.füi~~~~~~~lf~~id~~riectividad idiotípica de las inmunoglobulinas séricas 

''.: <>~.-- '·+ .~ ; :~ .. : --~"~' . 
. !::·:'.. -;'.~:~.:·· 1'-'-· 

Se sugier~'''i~YIJaHiclp¿~ió~ de la red idiotípica como mecanismo de control de la 

respuesta t1Ürriaral durante la vacunación contra hepatitis A; 
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