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I. RESUMEN

Existen diversas sustancias que pueden aumentar
significativamente la inmunogenicidad de algunos antigenos. Estas
sustancias se denominan adyuvantes y ta mayoria de ellas todavia se
utilizan con fines experimentales exclusivamente, ya que su
administracion implica ciertos riesgos, particularmente ta produccion
de reacciones de hipersensibilidad o fa induccidon de fenémenos de
autoinmunidad.

En la actualidad la busqueda de nuevos adyuvantes constituye

una de Ilas tendencias mas importantes en la investigacion
inmunolégica actual.
A nivel internacional, la lista de productos naturales y derivados de la
sintesis quimica, con propiedades adyuvantes, es cada vez mayor, sin
embargo sélo un numero reducido se utiliza en la formulacion de
vacunas veterinarias y humanas, existiendo una tendencia relacionada
con la valoracion de nuevas sustancias con esta finalidad, para lo cual
en el presente trabajo se estudia el efecto adyuvante de las
membranas del Mycoplasma capricolum completo inactivado y de
algunas de sus fracciones, demostrando que una de estas fracciones
tiene esa capacidad adyuvante, para lo cual se tomaron en cuenta
ciertos criterios de evaluacion como son la determinacion de
anticuerpos contra albumina sérica bovina por el método de ELISA.
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1. INTRODUCCION
1.1. GENERALIDADES.

El descubrimiento de las sustancias adyuvantes fue realizado por
Gaston Ramon (considerado el padre de los adyuvantes por
sistematizar los trabajos iniciales de Lemoinic y Pinoy quienes en 1916
aumentaron la respuesta de anticuerpos al unir Salmonella
typhimurium en aceite mineral)'®’, en 1925 Ramén en sus estudios
sobre las antitoxinas diftérica y tetanica, demostré que si las vacunas
se mezclaban con diferentes sustancias, como sales, agar, tapioca,
lecitina, aceite de almidén o bacterias pidégenas, se obtenia una mejor
respuesta de anticuerpos antitoxinas diftérica y tetanica'V. En 1926,
Glenny y col., introduce la alumina de potasio para incrementar ia
respuesta a la antitoxina diftérica, la cual desencadend el estudio y
uso de otras aluminas siendo las uUnicas autorizadas para uso en
humanos por mucho tiempo!'”’.

Por otra parte, la inoculacion de bacilos de la tuberculosis
inducen hipersensibilidad retardada (HR) y poca respuesta de
anticuerpos y la aplicacion de la proteina purificada, estimulan aitos
titulos de anticuerpos y no HR. Estos hallazgos coinciden con los de
Dienes en 1936, quien encuentra que la aplicacion de una proteina en
un foco tuberculoso induce HR contra la proteina. En 1942 Freund,
teniendo en cuenta estos resultados, crea sus adyuvantes completo e
incompleto, con los cuales induce anticuerpos con HR y anticuerpos
sin HR respectivamente’).



La busqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante
constituye una de las tendencias mas importantes en nuestra era, la
investigacion inmunoldgica actual esta enfocada en gran parte, a la
investigacion de principios activos, el empleo de sustancias
biodegradables y sobre todo la utilizacidon de nuevas formulaciones
sencillas o complejas que tengan esa actividad®,

Los avances experimentales, en la ultima década han estado
relacionados con la sintesis de péptidos, sin embargo, la utilizacion
exitosa de estas nuevas tecnologias requieren de la realizaciéon de un
mayor esfuerzo para descubrir o producir nuevas sustancias
(adyuvantes), que sean eficaces en la estimulacion de la respuesta
inmunitaria y desprovistas de propiedades biolégicas adversas, ya que
su administracion implica ciertos riesgos, particularmente Ia
produccién de reacciones de hipersensibilidad o la induccion de
fenémenos de autoinmunidad®.

Para entender el concepto de adyuvante, tenemos que saber,
primero para que sirve una vacuna y asi comprender mejor el
concepto de adyuvanticidad®”). La vacunacion es la induccion y
produccidon de una respuesta inmunitaria especifica protectora
(anticuerpos y/o0 inmunidad mediada por células), por parte de un
individuo sano susceptible, como consecuencia de la administracion
de un producto bioldgico, la vacuna, que puede estar constituida por
un microorganismo, una parte de él, o un producto derivado del mismo
(inmunogénos), tiene como objeto producir una respuesta similar a ia
de la infeccidon natural, pero sin peligro para el vacunado.

I8}



Se basa en la respuesta del sistema inmunitario a cualquier
elemento extrafio (antigeno) y en la memoria inmunologica ).

Al necesitarse una alta induccion y produccion de respuesta
inmunitaria para tener el mayor tiempo posible de proteccion, se tienen
a los adyuvantes, que como su nombre lo dice van a ayudar a que se
tenga una mayor e intensa proteccion.

El término adyuvante: proviene del latin adjuvans = ayudar y se
refiere a toda sustancia o preparado quimico, que incorporado al
antigeno (vacuna) o inyectado simultaneamente con él en el mismo
lugar, acelera, eleva, prolonga, potencia o modula la respuesta
inmunolégica, favoreciendo la presentacion de los antigenos al
sistema inmunitario y con esto la realizacidbn de una respuesta
inmunitaria especifica protectora!'® (24 (20)



1.2. CARACTERISTICAS DEL ADYUVANTE IDEAL""

. Para decir que se tiene un adyuvante ideal se deben de cumplir
las siguientes caracteristicas:
1.2.1. Que dé una seguridad esencial, esto es que exista ausencia de
reacciones locales y sistémicas, autoinmunidad, hipersensibilidad,
carcinogenicidad, teratogenicidad, inflamacién croénica, abscesos,
entre otros.
1.2.2. Tiene que estar quimicamente definido para poder ser producido
consistentemente.
1.2.3. Ser eficaz con antigenos deébiles, como conjugados para incluir
en la formulacién antigenos escasos y disminuir dosis.
1.2.4. Que sea efectivo en nifos y lactantes dando proteccién contra
enfermedades de la infancia.
1.2.5. Que dé una respuesta intensa y duradera, con una buena
respuesta celular y anticuerpos de alta afinidad e isotipo deseado.
1.2.6. Que sean estables en adyuvanticidad y toxicidad, teniendo una
larga vida util.
1.2.7. Que sea biodegradable, dando una liberacion lenta y que sea
efectivo en menor dosis.
1.2.8. Que sea aplicable por diferentes vias, esto daria pauta para la
induccion de una respuesta inmunitaria en diversas zonas incluyendo
las mucosas“®).



1.3. VENTAJAS DEL USO DE ADYUVANTES EN LAS VACUNAS
1.3.1. Con su empleo se logra una economia de antigeno y de tiempo,
asi como un mayor nivel de anticuerpos especificos. Ademas se
disminuye el numero de inoculaciones. Se puede inducir una
respuesta mas temprana, mas potente y mas duradera.

1.3.2. Inmunizacion eficaz de personas con capacidad inmunitaria
disminuida, en neonatos, ancianos y personas inmunodeprimidas'’.

1.4. DESVENTAJAS DEL USO DE ADYUVANTES

1.4.1. La toxicidad de ciertas sustancias.

1.4.2. Adyuvanticidad limitada frente a determinados antigenos.
1.4.3. La ausencia de patrones antigenicos o algunos sin relevancia
biologica.

1.4.4. Caracteristicas fisicoquimicas del adyuvante.

1.4.5. pH con la eficiente adsorcion del inmundégeno.

1.4.6. Modelos animales ausentes para muchas enfermedades.
1.4.7. Diferencias biolégicas entre animales y humanos.

1.4.8. Diferencia de respuesta entre varias cepas murinas.

1.4.9. Problemas con ensayos por uso de diferentes unidades.
1.4.10. Falta de controles adecuados.

1.4.11. Ausencia del estudio de la inmunidad celular.

1.4.12. Falta de correlacion con pruebas funcionales y de reto''”’.



1.5. MECANISMO DE ACCION DE LOS ADYUVANTES.

El mecanismo con el que funcionan los adyuvantes ha sido objeto de
numerosos estudios y al parecer existen diversos factores que lo
explican:

1.5.1. Efecto de depdsito: en el cual el adyuvante mantiene al antigeno
atrapado en el sitio de la administracion de la vacuna precipitandolo y
permitiendo un estimulo inmunoloégico prolongado con esto el antigeno
tiene mayor tamano, por o que puede ser fagocitado mas facilmente.

Este efecto es muy importante cuando se utilizan pequefios
antigenos solubles que podrian ser eliminados rapidamente,
impidiendo una liberacion masiva del antigeno, que podria dar lugar a
tolerancia inmunitaria y causar una respuesta inflamatoria local que
atrae a macrofagos y a otras ceélulas ). El antigeno libre normaimente
difunde con mucha rapidez desde los tejidos locales que rodean el
sitio de inoculacion, y una de las funciones importantes del adyuvante
es crear un reservorio o depdsito del antigeno de larga duracion®®®.

Las sales de aluminio con iones monovalentes de NH,", Na* y K*
pueden formar compuestos solubles, como los sulfatos o insolubles
como los Oxidos, los hidroxidos y los fosfatos de aluminio. Los
primeros provocan ia agregacion de las proteinas, mientras que los
segundos, insolubles las adsorben y de este modo impiden su
difusion. En cualquiera de los casos, la inyeccion de los antigenos
mezclados con sales de aluminio conduce a una mejor exposicion de
los determinantes antigénicos, los cuales van a ser fagocitados mas
facilmente”.



1.56.2. Mejoran la presentacion del antigeno: esto se da al inducir la
formacion de granulomas, los cuales son infiltrados celulares con una.
masa densa y rica en macrofagos, con o que se mejora el
procesamiento y presentacion del antigeno, actuando como
coestimuladores de los macrofagos aumentando en su superficie el
numero de moléculas B7, lo que facilita su interaccion con el receptor
CD28 del linfocito, con ello se da la lamada senal coestimuladora que
incrementa la interaccion entre el MHC (del macréfago), antigeno
procesado y TCR (de la célula T) .

Las investigaciones realizadas han demostrado que virtualmente
todos los adyuvantes activan o estimulan los macréfagos; éstos
cuando son activados promueven la respuesta inmunitaria por un
incremento de la cantidad de antigeno expresado en la membrana
celular y la eficiencia de su presentacion a los linfocitos®,

1.6.3. Inducen la secrecién de citocinas: provocando una buena
liberacion de iIL-1 de los macrdofagos, que activa a los linfocitos,
utilizando ciertas citocinas, las cuales tienen la capacidad de favorecer
respuestas TH, o THx?2,



Los adyuvantes han sido clasificados de diferentes maneras,
entre las cuales podemos mencionar la de Cox y Couter'® :

1.6. CLASIFICACION DE ADYUVANTES.
1.6.1.Particulados:

Son particuilas adyuvantes microscopicas. Una de sus
caracteristicas, es que el inmundégeno es incorporado dentro o
asociado con la particula. Entre los adyuvantes particulados se
encuentran los siguientes:
1.6.1.1. Sales de aluminio:

Forman un precipitado de gel con hidroxido de aluminio
(alumbre) o fosfato de aluminio. Tienen un tamarfio de particula de 100
a 1000 nm. Mantienen una interaccion electrostatica con el
inmunégeno en el gel preformado o durante la formacion del gel in
situ. Estas han sido usadas en vacunas humanas y veterinarias desde
1930 y han dado excelentes resultados de seguridad. Inducen una
respuesta TH, buena y una excelente presentacion. Las sales de
aluminio son seguras y su férmula es simple(?7) (29 (35)



1.6.1.2. Emuision agua/aceite:

Estas son microgotas de agua, estabilizadas por un surfactante
(monoleato) y en una fase oleosa (comunmente aceite mineral,
escualeno). El adyuvante incompleto de Freund, consiste en una
solucién acuosa con el antigeno, junto con un aceite mineral y un
aceite dispersante como el manoleato. Es usado en vacunas humanas
y veterinarias, pero es ahora en gran parte desacreditado, debido a la
larga incidencia de feactividad y toxicidad en el sitio de inoculacion.
Estos adyuvantes producen abscesos y efectos 'locales irritantes.
Proveen un buen deposito, liberando lentamente el antigeno, con lo
que se logra un estimulo persistente, ejemplo de estos es el
Montanide ISA 578 (18)(38),

1.6.1.3. Emuision aceite/agua:

Estas son microgotas de aceite mineral (escualeno), con un
tamarfo de 200 nm estabilizados por surfactantes como (Tween 80 y/o
Span 85) en una fase acuosa, siendo usados en vacunas veterinarias,
frecuentemente en asociacién con antigenos solubles ejemplo, MDP
muramil dipéptido y/o derivados de copolimeros, que dan una
excelente presentacion del antigeno y pueden ser incorporados en
ellos como inmunomoduladores lipofilicos, ademas de moléculas
anfipaticas donde la presentacion es importante. El inmunégeno se
incorpora en ia fase oleosa® ('8,



1.6.1.4. Liposomas:

Son vesiculas con un tamafo de 20 nm a 3 ym, corhpuestos de
colesterol y fosfolipidos, como la fosfatidilcolina y el diacetiifosfato,
cuya estructura, composicion y proporcion son practicamente igual a la
membrana de las ceélulas del hospedero. Los fosfolipidos tienen una
cola hidréfobica y una cabeza hidréfilica que al disolverse en agua se
autoorganizan de la siguiente manera: las colas hidréfobicas se atraen
entre si y las cabezas hidréfilicas contactan con el exterior e interior
acuoso. De este modo se forman bicapas de lipidos que se cierran
formando pequeias vesiculas, similares a las células corporales.
Estos liposomas, son pequeios depdsitos en los cuales cualquier
antigeno que sea liposoluble puede ser incorporado en la membrana
y cualquier antigeno que sea hidrosoluble también puede ser llevado
al interior. Ademas se pueden incorporar algunos otros adyuvantes
liposolubles en la membrana como lipido A, LPS, o en el interior MDP
y citocinas'’’. Una de las caracteristicas es que son fagocitados con
avidez por macrofagos y otras células, lo que los convierte en
adyuvantes para muchos antigenos purificados, por ejemplo
exopolisacaridos bacterianos o proteinas recombinantes'®.



Al liofilizar los liposomas las vesiculas se rompen, precisamente
esta fragmentacién se aprovecha para la produccién de vesiculas
secas reconstituidas (VSC); en el proceso de liofilizacion, el agua
congelada se sublima, se transforma directamente en gas sin pasar
por el estado liquido, aumentando la concentracion de sales y con ello,
la presion osmoética rompe a los liposomas. En el sistema VSC, los
liposomas se fabrican sin introducir en ellos el antigeno, de modo que
éste queda en el exterior, en el momento de la liofilizacion Ila
membrana de los liposomas se rompe y en la reconstitucion con agua
los liposomas se vuelven a cerrar, atrapando asi el antigeno en su
interiort® (32,

La gran ventaja de este sistema en la fabricacion de vacunas, es
que permite emplearlos como vehiculo para los antigenos vy
adyuvantes vacunales y al mismo tiempo permite disponer de un
producto liofilizado, de muy facil conservacion y transporte. Utilizando
hidroxido de aluminio para resuspender los liposomas minimiza los
efectos secundarios en el punto de inoculacion® 32,



1.6.1.5. ISCOM (Complejo inmunoestimulante).

Son particulas solidas, generadas por la mezcla de un antigeno,
colesterol, fosfolipidos y saponinas como el Quil-A, dnicamente se
pueden utilizar con antigenos que puedan mezciarse con lipidos y con
el Quil-A, normalmente son proteinas, induce reacciones TH,, TH; y
una buena presentacion de antigenos, se (utiliza en numerosas
especies incluyendo primates; (ver figura 1)(3® 3123,

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

Figura 1: Fotografia al microscopio electronico de particulas ISCOM



1.6.1.6. Nano y microparticulas:

Estas son particulas soélidas, pequefias que van de un rango de
10 a 1,000 nm (nanoparticulas) y de 1 a 100 ym (microparticulas),
formando un rango de biocompatibilidad y polimeros biodegradables.
Estos pueden actuar como depdsitos de largo plazo (semanas y
meses) dando una excelente presentacion de < § um al dia,
incorporando adyuvantes inmunomoduladores® ('8,

1.6.1.7. Otros:

Sales de calcio: similar a sales de aluminio pero con actividad
inmunumoduladora. Aprobado para uso en humanos'®®,

Otros adyuvantes desarrollados son: Proteasomas, Virosomas,
Tirosina, Gama-inulina y el algamilin‘® (3%,



1.6.2.No particulados:

Son adyuvantes donde su actividad no es dependiente de
cualquier naturaleza particulada o  multimérica. Estos son
generaimente inmunomoduladores aungque algunos aumentan la
actividad de ceélulas inmunocompetentes. La mayoria mejora su
actividad al asociarse con adyuvantes particulados‘®.

1.6.2.1. Muramil dipéptido:

(MDP) N- acetii muramyi- L- alanyl- D-isoglutamina, es el
adyuvante activo componente del peptidoglicano extraido de |a
Mycobacteria.

Los compuestos que han sido reportados como derivados y que
son menos téxicos incluyen al treonil-MDP, la murabutina, la N-
acetilglucosamina-MDP (GMDP) la murametida y el nor-MDP. Los
derivados lipdfilicos incluyen el MTP-PE. El MDP y sus derivados son
potentes inductores de IL-1, los derivados hidréfilicos estimulan TH->,
mientras gue los derivados lipofilicos estimulan TH,. Estos son usados
en asociacion con adyuvantes particulados, especiaimente en
emulsiones agua/aceite, aceite/agua y liposomas, pero han sido
asociados con reacciones adversas en ensayos clinicos(?8) (8) (46),



1.6.2.2. Copolimeros no iénicos en bloque (NBP):

Estos polimeros muestran tipicamente una region compuesta de
polioxipropileno  hidr6fobico (pop) rodeada por regiones de
polioxietileno (poe). Los pesos moleculares van de un rango de 2,500
a 12,500 daltones, con una composicion de poe del 5-20% del total.
Son usados como aditivos en la fase oleosa y en emulisiones
aceite/agua y agua/aceite. Su primera accion, es la presentacion de
moléculas anfipaticas, teniendo una actividad inmunomoduladora. Los
NBP no son biodegradables y esto implica reactividad en el sitio de
inoculacién. Se ha encontrado en estudios recientes un NBP de peso
molecular elevado, un ejemplo de estos es: CRL 100568 (9 (29,



1.6.2.3. Saponinas:

Estas son una compleja mezcla de triterpenoides, con peso
molecular promedio de 2000 daltons, es un extracto del arbol de
Quillaja saponaria Molina. La Saponina es una extracto crudo, el Quil
A y el Spikoside son parciaimente purificados mientras que el QS21
(Stimulon) y ISCOPREP 703 estan definidos como mezclas. Las
Saponinas inducen una gran respuesta a TH, TH> y una moderada
respuesta de células citotdoxicas, probablemente siendo las proteinas
con la mezcla de micelas de saponinas y proteinas. El Quil-A es un
adyuvante extensamente usado en vacunas veterinarias y esta siendo
propuesto para el uso en humanos; es barato, la formulacion es simple
y generalmente es seguro (ver figura 2)®133),
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Figura 2:Estructura quimica de las saponinas.



1.6.2.4. Lipido A:

El lipido A es un disacarido de la glucosamina con dos grupos
fosfato y cinco o seis cadenas de acidos grasos, esta propuesto como
adyuvante en vacunas humanas, este adyuvante se asocia con
emulsiones de aceite/agua, liposomas, QS21 o CWS (esqueleto de la
pared celular). Induce una fuerte respuesta TH,®.

1.6.2.5. Citocinas:

Las citocinas son generaimente glicoproteinas con un peso
molecular de aproximadamente 20 kilodaltones siendo propuestas
como aditivos en vacunas humanas y veterinarias; son especificas
de cada especie evaluando estabilidad y toxicidad.

Estas tienen diferentes acciones, por ejemplo:
- IL 1: Maduracién de linfocitos Ty B
- IFN: mayor expresion de MHC (2% (22),

1.6.2.6. Polimeros de carbohidratos:

Estos son polimeros de ila manosa (Manana) y de RB1-3 glucosa
(glucanos, acemanan, lentinan), siendo propuestos como adyuvantes
en vacunas humanas mezcladas con el inmundégeno, estos pueden
estimular y presentar a los macréfagos (via del receptor de manosa),
células dendriticas (via receptor DEC 205) vy regular la respuesta
TH, @),



1.6.2.7. Derivados de polisacaridos
Estos generalimente son de peso molecular alto como los dextranos o
el dietiletilaminoetil (DEAE) dextran usado en veterinaria‘®.

1.6.2.8. Toxinas bacterianas

Estas son complejos de proteinas como la toxina del célera o la toxina
termolabil de Escherichia coli, siendo esta ultima un potente adyuvante
mucosal en algunos modelos animales'®®.

En el nivel internacional, la lista de productos naturales y
derivados por sintesis quimica, con propiedades adyuvantes, es cada
vez mayor; sin embargo, sélo un reducido numero se utiliza en la
formulacién de vacunas humanas existiendo una tendencia
relacionada con la evaluacion de nuevas sustancias con esta finalidad,
en funcion del campo de aplicacion y de Ila relacion
eficiencia/seguridad se pueden reconocer diferentes categorias de
adyuvantes presentados a continuacion®®:



Adyuvantes

La eficiencia es més
importante que la

La seguridad es mas
importante que la

de aluminio

seguridad eficiencia
Animales Animales Animales Humanos
de para la de
laboratorio |alimentacion | companiia
Adyuvante : + - - -
Completo de Freund
Emulsiones * + ) -
aceite/agua
Emulsiones + + - -
| agua/aceite
Materiales + ) (*) . )
inertes i -
Compuestos

Liposomas

Saponinas ) :
DDA + ) o B R =
NBP = ) ® o

Tabla 1: Lista de adyuvantes segun su eficiencia y seguridad
+: aplicado de rutina en productos comerciales; (+): no aplicados, pero

se considera aplicable en funcion de su seguridad; -:

no aplicado y

considerado no aplicable por problemas de seguridad; (-): no aplicado
y considerado no aplicable, excepto para fines muy especificos'?.




El criterio mas importante, sin lugar a dudas, para la selecciéon de
un adyuvante destinado a vacunas humanas es la bioseguridad y en la
practica, los compuestos de aluminio son los unicos adyuvantes
licenciados para uso humano. Las nuevas vacunas recombinantes y
sintéticas poseen una baja inmunogenicidad en comparacion con las
vacunas tradicionales, consistentes en los microorganismos intactos,
atenuados o inactivados por el calor; de ahi el interés por la busqueda
de diferentes adyuvantes para incrementar la efectividad de estas
nuevas vacunas para uso humano®. En este sentido, existe un género
de microorganismos que se han estado investigando y son los
Micoplasmas cuyos componentes celulares se han reportado como
elementos que afectan al sistema inmunitario'?).



1.7. LOS MICOPLASMAS.

Los Micoplasmas fueron descritos por primera vez, en 1898 por
Nocard y Roux, ellos aislaron al Mycoplasma mycoides de algunos
casos de pleuroneumonia bovina. En ese mismo siglo se aislé de
carneros y cabras, la segunda especie de Micoplasmas y se les
denominé “PPLO" (pleuro neumoniae like organism) organismos
parecidos a la pleuroneumonia. Todos los Micoplasmas fueron
descritos en el siglo XX.

El primer Micoplasma aislado de humanos fue el Mycoplasma homonis
fue recuperado en 1938 de un absceso de las glandulas de Bartholin.

En 1944, Eaton y col. lograron aislar al Mycoplasma pneumoniae
de un caso de neumonia atipica primaria, pero pensaron que se
trataba de algun virus, mientras que Marmion y Goodburn en 1960
sugirieron que era un "PPLO". Sin embargo no fue sino hasta la
década de los 60's cuando se definid correctamente al género
Mycoplasma ).

El nombre genérico Micoplasma se deriva del griego "myco” que
quiere decir filamento o micelio y del latin “"plasma" que se refiere a la
plasticidad y pleomorfismo del mismo!'?.



1.7.1. Clasificacidon y caracteristicas:

lLLos Micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, al orden
Mycoplasmatales y a la familia Mycoplasmataceae, ésta cuenta con
tres geéneros: Mycoplasma, Ureaplasma y Spiroplasma. En la
actualidad la familia Mycoplasmataceée esta formada por mas de 60
especies®® (15,

Sus principales caracteristicas son:

Son los microorganismos celulares mas pequefios generaimente
miden de 300 a 800 nm de diametro, son anaerobios facultativos, el
tamano es cercano al minimo de una célula de vida libre y es apenas
adecuado para contener al genoma y al mecanismo sintético
necesario para realizar las funciones requeridas por una unidad
reproductiva minima®® 9
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Figura 3:Fotografia en microscopio optico de Mycoplasrma capricolum
con S dias de crecimiento.

Son muy pleomorficos (plean: muchos morphe: forma), se han
descrito una gran variedad de tipos morfolégicos entre los cuales se
incluyen: filamentos largos, algunas veces ramificados o estrellados.
estructuras cocoides pequefias o de lagrima, ameglos en forma de
anillo y cuerpos grandes redondos, algunas veces vacuolados. En
parte la multtiplicidad de conformaciones se debe a la plasticidad
celular resultante de ia ausencia de una pared celular rigida, siendo
incapaces de sintetizar una peptidoglicana o sus precursores, por lo
tanto son resistentes a la penicilina y a sus analogos, pero sensibles a
la lisis por choque osmdético, detergentes, alcoholes y anticuerpos
especificos mas compiletos. También son sensibles a los antibitticos
que actian a nivel de sintesis de proteinas como las tetraciclinas y
algunas veces a la eritromicina. Se encuentran limitados unicamente
por una membrana plasmatica que constituye la estructura mas
externa de la célula!' 50



Una de las caracteristicas de estos microorganismos es su
capacidad de atravesar filtros que retienen bacterias comunes. Por
tanto se describen como filtrables propiedad que comparten con los
virus. Se piensa que estas caracteristicas de filtracion estan
relacionadas con la naturaleza plastica de la célula o sea que son
forzados a pasar a través de los poros muy pequefios por medio de
alta presiont'®,

Los Micoplasmas no tienen flagelos, pero se puede apreciar movilidad
en pocas especies. El mecanismo de movilidad es incierto!'®).

Por ser la forma de vida celular mas pequefa, la ultraestructura

del Micoplasma no es compleja, por lo menos en comparacion a las
células bacterianas!®.
Los Micoplasmas son procariontes, con un cromosoma circular de
DNA de tira doble, se piensa que el tamafno del genoma es
aproximadamente de una quinta parte del de Escherichia coli, su
reproduccion es por fision binaria. Aparentemente el citoplasma no
contiene organelos membranosos, aunque estan presentes algunos
ribosomas, bajo la forma de granulos citoplasmaticos, la membrana
mas externa es una membrana citoplasmatica trilaminar, constituida
por proteinas y lipidos! '3 (59,
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1.7.2. Caracteristicas de cultivo

Los Micoplasmas para su crecimiento requieren de un medio de
cultivo exigente, Ael cual debe contener el medio infusion de corazén
de bovino con peptona y estar enriquecido con la adicion de suero y
extractos de levadura, las especies de Mycoplasma y Ureaplasma
requieren colesterol, algunos Micoplasmas toleran una variacion de pH
amplia pero algunos mueren en un pH de 7.0 o menor y requieren de
un pH de 7.8 a 8.0 para crecer. Las variedades saprofitas pueden
crecer a 22°C, con temperatura 6ptima de 30°C pero las parasitarias
requieren 37°C.(13)(39) (40) (51)
Algunas especies pueden también necesitar suplementos de didxido
de carbono.
Después de varios dias de incubacién, las coionias son planas
traslucidas, crecen dentro del medio y con frecuencia presentan el
aspecto de “huevo frito”, con la porcidon central de la colonia embebida
en el agar y la periferia sobre la superficie como se muestra en la
figura 3.
Las placas del agar se incuban normaimente entre 2 y 10 dias hasta
que el crecimiento de las colonias es aparente, aunque las colonias
raramente son suficientemente grandes como para poder observarias
a simple vista necesitandose de un microscopio estereoscoOpico para
su observacion. Para observar las colonias al microscopio, se utilizan
preparaciones de las muestras con la tinciéon de Dienes!'>.



Los Micbplasmas son un grupo variado y heterogéneo de
microorganismos, algunos son saproéfitos de vida libre, 1a mayoria son
parasitos adaptados, que se presentan no s6lo como comensales o’
agentes patogenos en los vertebrados sino también como agentes
causales de enfermedades en animales y plantas!’. A
Muchos productos derivados de diferentes cepas de
Micoplasmas bhan sido propuestos como moduladores del sistema
inmunitario en diferentes formas entre las cuales tenemos: estimulan
la proliferacion de linfocitos, la produccion de interferon, estimutan la
sintesis del factor de necrosis tumoral, inducen la proliferacion de
macrofagos por la induccion del factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos, inducen in vitro la produccion de
interleucina 6, entre otros.
Los efectos de los Micoplasmas sobre el sistema inmunitario pueden
ser especificos de acuerdo a las cepas del Micoplasma y la
informacion genética del hospedero''?).



1.8. EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE UN ADYUVANTE.

En los estudios relacionados con la evaluacion de la efectividad de
diferentes adyuvantes se impone dejar lineas generales
reglamentadas, que permitan solucionar las principales dificultades
existentes actualmente en este campo, entre las que pueden citarse:

e La no existencia de criterios estandarizados para determinar la
eficacia de los adyuvantes.

e La mayoria de los estudios adolecen de formulaciones
estandarizadas con referencias aproptadas.

e Los niveles de inmunoestimulacion alcanzados con los distintos
adyuvantes no se indican de forma explicita en los trabajos
publicados.

e En general las condiciones para lograr la eficiencia éptima (tipo
de antigeno, ruta de inmunizacion, especies animales, etc) no
han sido establecidas®.

Estos aspectos han sido reconocidos por Stewart-Tull® quien
propuso una estrategia para la estandarizacion de la eficacia de los
adyuvantes, la cual contempla la utilizacion de la ovoalbumina y el
virus de la influenza como antigenos estandares, el empleo de
adyuvantes de referencia y parametros definidos por la inmunidad
(determinacion de los titulos de anticuerpos por ELISA)?),
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1.9. ACTUALIDAD EN LA EVALUACION.

Los adyuvantes deben ser analizados en el ambito de la
compleja dinamica de la respuesta inmunitaria, particularmente en
su rama inductora y en los efectores especificos y no especificos
que se estimulan. Tradicionalmente el efecto de los adyuvantes era
evaluado a través de la produccién de anticuerpos, induccion de
hipersensibilidad retardada (HR), induccidén de células T citotoxicas
y por desafio con microorganismos vivos!'’.

Hoy ia evaluacion de los adyuvantes se ha revolucionado con el
paradigma Th, y Th: el cual ha sido demostrado en varias especies,
no soélo en las subpoblaciones de células CD, sino también a nivel
de las células CDg. Este enfoque conlleva a que los efectores de la
respuesta TH, (celular) no es sb6lo mediada por linfocitos T
citotéxicos, sino también, se estimula tanto la obtenciéon de isotipos
particulares de anticuerpos como a ceélulas no linfoides para
amplificar 1a respuesta celular. Este desarrolio de la inmunologia ha
hecho que la evaluacion de los adyuvantes se desplace hacia el
nivel molecular, principaimente a través de la evaluacion de la
produccion de citocinas por ser éstas las que determinan el
microambiente inductivo. Por otro lado, también se ha evaluado la
simuiacidbn del efecto adyuvante por fa administracion de las
citocinas y por el pleiotropismo de las mismas que han originado los
fragmentos que intervienen en la induccion de la respuesta
inmunitaria* 29,



Por otra parte para comprender mejor a los adyuvantes es
necesario que se incorporen otros criterios cuantitativos, cualitativos
y sobre todo funcionales. Esto esta relacionado con la posibilidad
de que se induzcan altos titulos de anticuerpos y ellos no sean
efectivos, por tener una baja afinidad, por el antigeno naturai‘*),

En resumen en la actualidad la afinidad, el isotipo y las
propiedades biolégicas de los anticuerpos son tres elementos
importantes a tener en cuenta en la respuesta inducida. Ademas es
necesario la evaluacion celular y no sélo incluir las técnicas clasicas
de hipersensibilidad retardada, linfoproliferacion y linfocitos T
citotoxicos sino también la determinacién de pruebas funcionales
celulares como los son: Opsonofagocitosis, efectos bactericidas,
entre otros y en especial los Patrones de citocinas inducidas‘’).



2. JUSTIFICACION

En l|la actualidad existen pocas sustancias que son utilizadas
como adyuvantes en humanos, debido a que el criterio mas importante
para la seleccidon de un adyuvante destinado a vacunas humanas es la
bioseguridad y en la practica los compuestos de aluminio son los
unicos permitidos para el uso humano, por lo cual se esta estudiando
a nivel experimental a los Micoplasmas los cuales son favorecidos por
las caracteristicas de inmunomodulaciéon que presentan y que no dan
indicios de originar una produccion de hipersensibilidad y de efectos
adversos.

3.HIPOTESIS

Si se presenta un alto nivel de anticuerpos contra el antigeno
inoculado junto con ias fracciones extraidas de las membranas de
Mycoplasma capricolum entonces podemos decir que éstas pueden
tener una capacidad adyuvante.
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4. OBJETIVOS GENERALES
e ldentificar nuevos agentes bioldgicos con actividad adyuvante.

e Estudiar la capacidad adyuvante de los componentes de la
membrana de Mycoplasma capricolum.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar la separacion de los componentes de las
membranas de Mycoplasma capricolum utilizando técnicas
de separacion organica.

2. Inocular las fracciones obtenidas a ratones para determinar
la produccién de anticuerpos contra albumina sérica
bovina.

3. Determinar los niveles de anticuerpos inducidos en
diferentes intervalos de tiempo, utilizando la técnica de
ELISA.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion de biomasa de Mycoplasma capricolum

Se utiliz6 una cepa ATCC de Mycoplasma capricolum 27343 la cual
se empled para inocularia en medio PPLO liquido (ver apéndice),
realizando los pases necesarios hasta obtener el volumen requerido
siendo incubados a 37°C.

Comprobando el crecimiento del Mycoplasma capricolum por medio de
la inoculacion del medio liquido ya crecido, en cajas de medio solido
de PPLO (ver apéndice)

5.2. Obtencion de células

El medio PPLO liquido inoculado con el Mycoplasma capricolum se
centrifugé a 4,500 rpm por 15 minutos para la obtencidon de las células,
el sobrenadante obtenido se elimind y la pastilla se resuspendié en 10
ml de agua desionizada y se volvié a realizar la misma operacion para
lavar las células obtenidas, las cuales se conservaron en congelacion
suspendidas en agua desionizada (ver apéndice) hasta su utilizacion.



5.3. Separacion de membranas

Las células obtenidas se resuspendieron en 1 mi de agua desionizada
para después transferir esta suspension por cada 10 a 20 mg de
proteina celular a 50-100 volumenes de agua desionizada
precalentada a 37°C, después de 5 minutos de incubacion con
agitacion constante y se centrifugaron a 30,000 g = 25,000 rpm x 45
minutos para obtener las membranas del Mycoplasma capricolum. E!\
sobrenadante obtenido se volvid a centrifugar a 4,500 rpm x 15
minutos para remover las células que no se rompieron,

La preparacion de membranas se resuspendio en SSF (ver apéndice)
y se almacend a -20°C hasta su utilizaciont®®.

5.4. Determinacion de proteinas (Método de Bradford)

Se requirid el reactivo solucion de azul brillante de Coomassie el cual
se preparod disolviendo 100 mg en 50 mi de etanol al 95 % agregando
100 ml de H,PO,; al 85% aforandoa 1 1.

Se pipeted en tubos de ensaye de 12x100mm, 1 ml de solucién de
proteinas conteniendo entre 10 y 100 mg, se agregaron 5 mi del
reactivo de azul de Coomassie y se mezclaron por inversion o
utilizando un vortex.

Se mididé la absorbancia a 595 nm después de 2 minutos de
incubacion y antes de 1 h.

El blanco debe contener 0.1 ml de buffer y 5 ml de reactivo de
Coomassie.?"

En ia figura 4 se muestra el diagrama que representa la secuencia de
pasos para la obtencion de las membranas de Micoplasma capricolum.
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Obtencion de biomasa de Mycoplasma capricolum

d

Obtenciéon de células de Mycoplasma
) capricolum

|

Separacion de membrana

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Determinacion de Proteinas

'

Obtencidon de extractos de membrana

Figura 4: Diagrama que representa la secuencia de pasos realizados
para la obtencion de membranas de Mycoplasma capricolum



5.5. Obtencion de extractos de membrana'?®

Las membranas obtenidas utilizando el método anteriormente
mencionado, se disolvieron en una mezcla de cloroformo/metanol 2:1
(V:V), utilizando 30 volumenes del solvente por cada volumen de
membrana, en agitacion por una hora. De esta mezcla se obtuvieron
dos fracciones una soluble y una insoluble. La fraccion soluble fue
nombrada FRACCION |

La fraccion insoluble se mezclé con fenol al 45 % (7O ml porcada 2 g
de materia insoluble) se dejo incubando a 70°C 15 minutos en
agitacion constante. De esta mezcla se obtuvieron tres fases:

-Fase acuosa: que se dializé contra agua hasta remover el fenol a
temperatura ambiente y con agitacion, esta fue marcada como
FRACCION (1.

-Fase fendlica: la cual se dializé contra agua hasta remover fenol
durante 24 o 48 horas a temperatura ambiente. A la vez de esta fase
se obtuvieron dos fracciones:

- Fraccién soluble en agua: la cual se liofilizo y fue FRACCION Iil.

- Fraccién insoluble en agua: la cual se liofilizé y fue FRACCION IV
-Fase insoluble: la cual se lavo cuatro veces con cloroformo, después
de esto se filtré y se secd con éter. De esta fase se obtuvieron dos
fracciones:

- Fraccion soluble en cloroformo: ia cual se puso a evaporar el

cloroformo y se obtuvo la FRACCION Vv

-Fraccion insoluble en cloroformo: la cual se liofilizé y fue la

FRACCION V1.

El procedimiento general para la obtencidon de las fracciones de las

membranas de Mycoplasma capricolum se muestra en la figura 5.
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Disolver en una mezcla
cloroformo/metanol (60 min.) fas células
de Mycoplasma capricolum

Fraccion soluble Fraccion insoluble
FRACCION | Mezclar con fenol al 45%

Incubar a 70°C /15 min en
agitacion (2 x)

|
- v -

Fase acuosa . Fase insoluble
Dializar contra agua Fase fendlica Lavar 4 veces con
hasta remover fenol t.a. Dializar contra cloroformo
y agitacion agua hasta Filtrar y secar con éter
FRACCION Il remm{er fenol
.a.
1 0 2 dias I
v v Fr:;lcglién Fraccién
soluble en :
Fraccion soluble Fraccion ctoroformo insoluble en
. cloroformo
en agua insoluble en

agua {
Evaporar —
Liofilizar
Liofilizar — cloroformo I
Liofilizar ‘ +

FRACCION I FRACCH ot W |L—'°'"‘z%—' FRACCION VI
FRACCION vV

Figura 5:Diagrama que muestra el procedimiento seguido para el
fraccionamiento de las membranas de Mycoplasma capricolum
t.a: temperatura ambiente.
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5.6. Inoculacion de los extractos de membrana en animales de
experimentacion

Se utilizaron 90 ratones Balb/c de los cuales se hicieron grupos de
diez ratones distribuyéndolos de la siguiente manera:

Grupo 1:100 ug/ mi albumina serica bovina

Grupo 2:Mycobacterium tuberculosis 100 ug /ml + 100 ug/ mi albamina
sérica bov.

Grupo 3:Membranas de Mycoplasma capricolum 100ug/mt +100 ug/mi
albumina seérica bov.

Grupo 4: Fraccion | 50pg/ ml + 100 ug/ mi albumina sérica bovina
Grupo 5: Fraccionl 100 pg/ mi + 100 pg/ ml albamina sérica bovina
Grupo 6: Fraccion (Il 50ug/ ml + 100 ug/ mi albumina sérica bovina
Grupo 7: Fraccion ili 100 pyg/ ml + 100 pg/ mi albamina sérica bovina
Grupo 8: Fraccion IV 50ug/ ml + 100 ug/ mil albiumina sérica bovina
Grupo 9: Fraccion IV 100 ug/ mi + 100 pg/ mi aibumina sérica bovina
El calculo de las cantidades de las fracciones y membranas se realizé
con base en su contenido de proteinas.

A estos ratones se les inoculd un volumen final de 0.5 ml de la fraccion
correspondiente por via intradérmica. Se sacrificaron cinco ratones a
los tres dias de inoculados los extractos y se obtuvieron los sueros de
los mismos y los cinco ratones restantes a los cinco dias de la
inocutaciéon, también obteniendo el suero de los ratones. El suero
obtenido se congeld para su posterior utilizacion.



5.7. Obtencion del titulo de anticuerpos por el método de ELISA

5.7.1. Se sensibilizaron placas de ELISA con 100 pyL de una solucion
de albumina sérica bovina con una concentracion de 100 ug por pozo
diluida en un buffer carbonato bicarbonato con un pH de 9.4 (ver
apéndice), se dejo incubando 18 horas a 4°C.

5.7.2. Se lavo tres veces la placa con PBS suplementado con Tween
20 al 0.05% (ver apéndice).

5.7.3. Se bloqueod la placa por incubacién con 100 pl por pozo de una
solucion de leche descremada al 5 % preparada en PBS (ver
apéndice) durante dos horas a 37°C.

5.7.4. Se lavo tres veces la placa con PBS suplementado con Tween
20 al 0.05% (ver apéndice).

5.7.5. Se realizaron diluciones seriadas en razon de 2 del suero
antialbamina a analizar, en un volumen de 100 pl por pozo y se
incubaron 1 hora a 37°C .

5.7.6. Se lavé diez veces la placa con PBS suplementado con Tween
20 al 0.05% (ver apéndice)

§77. Se incubd la placa con 100 pl por pozo de conjugado
antiglobulinas de raton marcado con peroxidasa preparado en SSF
(ver apéndice) con una dilucién de 1:100 durante 1 hora a 37°C.

5.7.8. Se lavo diez veces la placa con PBS suplementado con Tween
20 al 0.05%

5.7.9. Se incubd con 100 pl por pozo de una solucion de revelado
ABTS (ver apéndice) durante 15 minutos en la oscuridad.

5.7.10. Se detuvo la reaccion al agregar 100 pl por pozo de H>SO,
4N.



5.7.11. Posteriormente se leyd la absorbancia 405 nm en un lector de
placas de ELISA (MicroReader 4 plus Hyperion Inc)

5.7.12. Se graficd la absorbancia en funcion de la dilucion de suero de
ratdon analizado.

5.7.13. Con los datos obtenidos se determind el titulo de anticuerpos
antialbiumina sérica bovina siendo esté representado por la maxima
dilucion del suero que aun presentaba absorbancia.
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6. RESULTADOS

De acuerdo a la metodologia mencionada se obtuvieron los siguientes
resultados:

6.1. Determinacion de proteinas.

Las membranas del Mycoplasma capricolum y el Mycobacteriurm
tuberculosis se utilizaron de acuerdo a la cantidad de proteinas que
contenian para lo cual se utilizé una curva patron de proteinas
preparada con la técnica de Bradford y cuyos valores se encuentran
en la tabla 2 y la grafica obtenida se muestra en la figura 6.

CUANTIFICACION DE PROTEINA

Absorbancia

(o] 20 40 60 80 100 120
Concentraciéon (ug/mi)

Figura 6 Curva patron de proteina utilizando albumina sérica bovina
como proteina estandar.
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Concentracion [+] 20 40 60 80 100
Hg/mil

Absorbancia [+ 0.171 |0.332 0.494 0.63 0.746

Tabla 2. Valores de absorbancia obtenidos para preparar la curva
patron utilizando la técnica de Bradford.
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6.2 Rendimiento de las fracciones
En cuanto al rendimiento de material obtenido de las fracciones

de las membranas de Mycoplasma capricolum se obtuvieron las
siguientes cantidades:

[FRACCION PESO (g9)
FRACCION | 0.02
FRACCION 1l 0.0013
FRACCION 1H 0.1
FRACCION IV 0.01
FRACCIONV 0.0006
FRACCION VI 0.011

Tabla 3 Valores en peso obtenidos de las fracciones de las
membranas de Mycoplasma capricolum después de liofilizarios.
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6.3. Determinacion del titulo de anticuerpos

Para determinar el titulo de anticuerpos que indujo ia inoculacién de
cada fraccion mezclado con albumina sérica bovina se utilizdé la
técnica de ELISA en la cual se determinaron las absorbancias de las
diluciones del suero utilizado, en |a tabla 4 y la figura 7 se muestra un
ejemplo de los valores que se obtuvieron y la distribucion de las
absorbancias de estos utilizando la técnica de ELISA. EIl titulo se

determind como la maxima dilucion del suero que aun presentaba
absorbancia.

absorbancia

Fig. 7 Grafica que representa los valores de absorbancia obtenidos al
titular los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inoculados

con 100 ug/mi de la FRACCION | y sacrificados a los 5 dias después
de la inoculacién.




TITULO Absorbancia
1:20 0.827
1:30 0.773
1:80 0.682
1160 0.0.646
1:320 0.560
1.640 0.440
11,280 0.380
1:2560 0.218
1:5,120 0137
1:10,240 0.077
1:20.480 0.047
1:40,960 0.027

Tabia 4 Cuadro que muestra los valores de absorbancia obtenidos al
titular los anticuerpos presentes en el suero de (os ratones inoculados
con 100 ug/mi de la FRACCION 1 y sacrificados a los 5 dias después

de la inoculacion.
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6.4. Determinacion de la capacidad adyuvante

a.

La fraccidn | fue la que indujo el mas alto titulo de anticuerpos
inoculado en una concentracion de 100 pg/mi ya que al dia 5 se
obtuvo un tituio de 1:40,960.

La fraccion il, V y VI no se obtuvieron en cantidad suficiente por lo
que no se logro probar su capacidad adyuvante.

La fraccion Il indujo un titulo de anticuerpos no significativo
inoculado en una concentracion de 50 ug/m! a los 3 dias de
inoculacion.

La fraccion IV indujo un titulo alto inoculado en una concentracion
de 50 pg/ml a los § dias despueés de la inoculacion pero no en el
mismo nivel de la fraccion |.

La células inactivadas de Mycobacterium tuberculosis indujeron
titulos bajos de anticuerpos anti-albumina sérica bovina
comparados con las fracciones de Mycoplasma capricolum.

Las membranas de Mycoplasma capricolurmn indujeron en general
mas altos titulos que las células inactivadas de Mycobactenum
tuberculosis, sin embargo los titulos fueron bajos comparados con
las fracciones de las membranas de este microorganismo. (ver
tabla S5)
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FRACCION CONC. |[DIAS [TiTULO
(ng/mi)
FRACCION | 50 37 7 |1:20.480
FRACCION | 50 5 1:20,480
FRACCION | 100 3 1:20,480
FRACCION | 100 3 1:40,960
FRACCION il 50 3 1:20,480
FRACCION Il 50 5 1:5,120
FRACCION Il 100 3 1:10,240
FRACCION NI 100 5 1:10,240
FRACCION IV 50 3 1:20,480
FRACCION vV 50 5 1:20,480
FRACCION VvV 100 3 1:2,560
FRACCION IV 100 5 1:2,560
Albumina sérica bovina 100 3 1:2,560
100 5 1:5,120
Mycobacterium tuberculosis | 100 3 1:320
100 5 1:640
Membranas de M. 100 3 1:2,560
capricolum
Membranas de M. 100 5 1:1280
capricolum

Tabla 5. Cuadro que muestra (0s t

sérica bovina que fueron producidos por

tulos de anticuerpos anti-albumina

fa inoculacion de esta

proteina mezclada con las diferentes fracciones obtenidas y otros

componentes bacterianos.
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7. DISCUSION

Los adyuvantes juegan un papel muy importante en la eficacia
de las vacunas, la mayoria de estas uitimas estan compuestas por
subunidades antigénicas altamente purificadas, que son muy seguras
pero tiene mas baja inmunogenicidad que otras con mas impurezas,
ésta puede ser potenciada por los adyuvantes, la utilizacion de estos
compuestos puede tener otras ventajas como la inmunizacion eficaz
de personas con capacidad inmunitaria disminuida como son los
neonatos, las personas inmunodeprimidas, los ancianos y la utilizacion
de vacunas con menor cantidad de antigeno. La utilizacion de
adyuvantes permite por lo tanto crear vacunas combinadas con el
menor numero de dosis de refuerzo'.

Las exigencias mas importantes para un adyuvante se
relacionan con una elevada eficacia, un amplio espectro de aplicacion,
una facil manipulacion y por supuesto la disponibilidad comercial‘®.

La utilizacion de los adyuvantes en |la produccién de antisueros y
vacunas reviste una importancia primordial por razones econdomicas.

El criterio mas importante, sin lugar a dudas, para la seleccion de
un adyuvante destinado a vacunas humanas es la bioseguridad y en la
practica los compuestos de aluminio son los tmnicos adyuvantes
licenciados para uso humano. Por lo cual es de gran interés el
encontrar mas adyuvantes para la utilizaciobn en humanos que no
representen un riesgo a la salud®.

47



En el campo de la salud veterinaria, la eficacia del adyuvante es
un elemento de gran importancia y se toleran ciertos niveles de
efectos colaterales, para ser utilizado en la produccion de antisueros y
vacunas'?.

Las propiedades adyuvantes han sido demostradas en
numerosos polisacaridos naturales y algunos derivados obtenidos por
hidrolisis o modificacion quimica. Ejemplo de éstos son los derivados
de productos biologicos como los glucanos aislados de la pared celular
de levaduras. Ha sido mostrado por diferentes autores que {a
administracion simultanea del glucano y un antigeno estimula la
formacion de anticuerpos especificos contra este Gltimo®.

Se ha reconocido el efecto adyuvante en Leishmania major,
Mycobacterium leprae, Candida albicans'®.

Desde el punto de vista de la inmunizacion de especies de
interés economico se han alcanzado resultados muy prometedores
con el empleo de antigenos enlazados a polisacaridos como el J-
carragenano en aves Yy el Sulfato de Dextrano en el ganado bovino, los
cuales confirieron proteccion a los animales en un encuentro posterior
con los antigenos utilizados'®.
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En este contexto, durante los ultimos afos se han dado
importantes pasos en la utilizacion de polisacaridos como adyuvantes
inmunologicos. A modo de ejemplo podemos mencionar la formulacion

“Adjuvax TM” cuyo componente con actividad adyuvante es un
) polisacarido de la clase de los glucanos donde el antigeno se
incorpora a la matriz polisacarida con una breve retencion y el
polimero acetilado de la manosa, registrado comercialmente como
“Acemannan” que se emplea en la vacuna contra el virus de
enfermedad de Marek en las aves® ),

El estudio de los productos naturales, incluyendo Ilos
polisacaridos de diversas fuentes ofrece amplias perspectivas para la
busqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante vy
desprovistas de propiedades biologicas adversas, para lo cual en este
trabajo se esta buscando la posibilidad de utilizar al Mycoplasma
capricolum o sus fracciones como adyuvante de vacunas para uso
veterinario y uso humano, dado a las caracteristicas que presenta la
membrana del mismof'").

Para evaluar la capacidad adyuvante de las fracciones del
Mycoplasma capricolum se tomé como base los aspectos que propuso
Stewart-Tull® utilizando parametros definidos por la inmunidad
(determinacion de los titulos de anticuerpos por ELISA) lo cual nos
ayudo a poder decidir que fraccion es la que podria ser la mas apta
para utilizarta como adyuvante.
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Con base en esto y los resultados obtenidos en este trabajo se
puede decir que la Fraccidn | es la que tiene esta capacidad
adyuvante debido a que induce el titulo mas alto de anticuerpos contra
albumina sérica bovina alos 3 y § dias.

La fraccion | de ias membranas de Mycoplasma capricolum fue
obtenida por medio de una extraccidon de cloroformo/metanol la cual
probablemente contiene una alta concentracién de lipidos libres
contenidos en la membrana'®®,

Todas las células contienen una mezcla heterogénea de moléculas
organicas que son relativamente insolubles en agua pero muy solubles
en disolventes no polares como el cloroformo, el éter y el benceno.
Estas moléculas reciben el nombre de lipidos, muestran una gran
variedad en cuanto a estructura y pertenecen a este grupo de
moléculas los triglicéridos, los fosfolipidos, los esteroides, los
carotenocides y muchos otros tipos!*2).

Entre otras funciones, sirven como componentes de membrana,
formas de almacenamiento de carbono y energia, precursores de otros
componentes celulares y como barreras protectoras frente a la pérdida
de agua''?,

La mayoria de los lipidos contiene acidos grasos, que son acidos
monocarboxilicos que suelen tener cadenas rectas, aunque también
pueden ser ramificadas. La fosfatidil etanolamina es un importante
fosfolipido que con frecuencia se encuentra en las membranas
bacterianas, formado por 2 acidos grasos esterificados con glicerol; el
tercer hidroxilo del glicerol se une a un grupo fosfato y la etanolamina
se une al fosfato en las membranas celulares. El extremo hidroéfobo se
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introduce en su interior, en tanto que el extremo con carga polar queda
expuesto al agua en la superficie de la membrana''?.

Estos compuestos probablemente estimulan al sistema inmune a
la produccion de anticuerpos mejorando la presentacion de antigeno
induciendo la formacion de granulomas, los cuales son infiltrados
celulares con una masa densa y rica en macréfagos, con lo que
probablemente mejoran el procesamiento y presentacion del antigeno
actuando como coestimuladores de los macréfagos, aumentando en
su superficie el niumero de motéculas B7, lo que facilita sus interaccion
con el receptor CD28 del linfocito dandose la llamada senfal
coestimuladora que potencia la interaccion entre el MHC, antigeno
procesado y TCR 4,

Comparando los resultados obtenidos con las membranas
completas de Mycoplasma capricolurm se observa que la fraccién |
presenta mas produccion de anticuerpos que la membrana del
Mycoplasma capricolum esto se puede justificar debido a que la
membrana del Mycoplasma capricolum esta constituida de diversos
componentes como: lipoglicano, lipoproteinas, proteinas de membrana
integral, proteinas de membrana periperal (lipoglicano) en cambio la
fracciobn 1 es una preparacion mas homogénea de lipidos de
membrana!®3 (9,
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El Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo que por
sus caracteristicas inmunologicas ha sido utilizado como adyuvante en
la mayoria de vacunas para uso veterinario, por esta razén se tomoé
como referencia para nuestro trabajo dandonos como resultado que
los niveles de anticuerpos obtenidos fueron bajos, esto puede ser por
falta de tiempo para que los niveles de anticuerpos se elevaran ya
que Mycobacterium tuberculosis induce preferentemente ia respuesta
celulart*® 47

Los linfocitos T se activan cuando reconocen antigenos
especificos del Mycobacterium tuberculosis, los linfocitos CD,
activados proliferan y producen factores como el IFN que activa a los
macroéfagos, que se transforman en células grandes, metabdlicamente

muy activas capaces de limitar la multiplicacion de los Mycobacterium
tuberculosis?®) 9,



El presente trabajo es el inicio de una investigacion mas amplia
sobre las propiedades adyuvantes de las membranas de Mycoplasma
capricolum y/o sus fracciones con la perspectiva de utilizarlos en
medicina veterinaria y humana.

a) Siendo asi para poder lograr una mejor evaluacion de este
adyuvante se tendra que realizar la evaluacion de la afinidad,
isotipo y propiedades de los anticuerpos producidos,
conjuntamente efectuar la medicién y evaluacion de las citocinas
producidas.

b) Evaluar lesiones en 6rganos como bazo, timo y placas de Peyer.

c) Observar los sitios de inoculacion por o menos tres veces por
semana para percatarse de los posibles efectos locales que
pueda tener el adyuvante*>.

d) Con respecto a la utilizacion del Mycobacterium tuberculosis
como control en este trabajo, se pueden mejorar sus
propiedades adyuvantes utilizando alguna proteina o
componente purificado de este microorganismo ademas de
utilizar el adyuvante completo de freund como control, asi como
realizar evaluaciones de la cantidad de anticuerpos inducidos a
los 3, 5 y 14 dias después de la inoculacion.

e) A esté mismo se le podria realizar el procedimiento de extraccion
que se le llevo a cabo al Mycoplasma capricolum.
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9

La ventaja de la utilizacion de este microorganismo Mycoplasma
capricolum es Que su crecimiento es rapido y se puede obtener
mucha biomasa, lo cual ayudaria con respecto al costo en
comparacion con el Mycobacterium tuberculosis que tarda
mucho en crecer y tiene menor induccidn de respuesta de
anticuerpos.

Llevar un analisis por cromatografia en gel de i1a Fraccion |, para
tener bien establecido de que se compone esta fraccion*®,
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8. CONCLUSIONES

1. El proceso de extraccion de las membranas de Mycoplasma
capricolum produjo seis fracciones diferentes.

2. La induccion de anticuerpos contra albumina sérica bovina es
un parametro adecuado para el establecimiento de la capacidad
adyuvante.

3. La fraccidn con mas capacidad adyuvante utilizando el método
de induccion de anticuerpos especifico contra albumina sérica
bovina fue la nimero |

4. La capacidad adyuvante de las fracciones mas activas (1 y V)
no solo dependi® de la concentracion en que fueron utilizadas
sino del tiempo en el que indujeron la respuesta de anticuerpos.
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10. APENDICE
A) PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PPLO LIQUIDO:
156 g de PPLO
80g de Sacarosa
Rojo de fenol
Acetato de Talio
Suero de Caballo
Extracto de Levadura
Antibidtico
Agua desionizada

Pesar 15 g de PPLO caldo en poivo disolviéndose en 800 mi de
agua destilada, agitando hasta que se disuelva (se pone a hervir con
el mechero para que se disuelva bien y quede transparente) se agrega
ademas 80 g de Sacarosa, Rojo de Fenol y Acetato de Talio 0.5 ml ya
estando disuelto se mide el pH y se ajusta a 7.4 adicionando HCL o
NaOH segun se requiera.
Se procede a esterilizario a 115 Ib por 15min, después se le adiciona
el suero de caballo que anteriormente fue inactivado y el extracto de
levadura estériles ademas se le adiciona el antibiético, ya adicionados
al medio se procede a distribuirio en tubos de ensayo 1 ml en cada
tubo y lo que resta en frascos estériles para su conservacion.
Inmediatamente después se ponen a prueba de esterilidad 24 horas
para verificar la esterilidad del medio preparado, ya verificado esto se
procede a conservar el medio restante a 4°C debidamente etiquetado
con fecha de elaboracion, nombre del medio y quien lo elaboré.
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B) PREPARACION DEL EXTRACTO DE LEVADURA:

Se disuelven 225g de levadura en 500 ml de agua destilada
Posteriormente se rompe la levadura por calentamiento, ya que se
libere todo, se pone el sobrenadante en membranas de dialisis, la
membrana se coloca en un vaso de precipitado (pp) de 500 ml de
agua destilada sumergiendo la bolsa con el liquido de ia levadura y se
pone en refrigeracion por 24 horas manteniéndolo en agitacion. Ya
pasadas las 24 horas se recoge el liquido que quedo a fuera y se
pone a congelacion a -20°C Al vaso de pp se le adicionan otros 500
mi de agua destilada y se vueive a introducir ia membrana de dialisis
volviendo a dejarla en refrigeracion por 24 horas con agitacion.
Pasadas las 24 horas se recoge el liquido que quede a fuera y se
congela a -20°C.

C) ESTERILIZACION DE LA LEVADURA:

Primero se descongela ia levadura que se tenia en congelacion.

Se procede a poner el matraz Kitasato y el embudo con filtro de
0.022um a esterilizar. Luego en un area estéril se realiza la filtracion
de la levadura, adicionando lo ya filtrado en frascos estériles que se
llevan a congelacion para su conservacion.
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D)PREPARACION DEL MEDIO PPLO SOLIDO:

Realizar el calculo para saber que cantidad de medio se va a hacer
dependiendo dei niumero de cajas petri que se requieran Ejempilo:

20 cajas

1 caja de petri- 20 mi

20 cajas x x = 400ml de medio sdlido.

Basandose en ese calculo se pesa la cantidad de medio requerido ,
después se disuelve en agua destilada agregandole ademas sacarosa
y Acetato de Talio ya estando listo se le mide el pH y se ajusta a 7.4
adicionando HCl o NaOH. Se pone a esterilizar a 115 Ib por 15 min.
Ya estando listo se procede a adicionarle el suero de caballo
inactivado, el extracto de levadura estéril y la penicilina, ya adicionado
esto se sirve en las cajas petri, las cuales se tienen apiladas y se va
adicionando el medio a cada una. Ya estando todas se espera a que
solidifiquen. Después se ponen a prueba de esterilidad 24 horas en ia
incubadora para verificar que estén estériles, ya verificado esto se
conservan a 4°C estando debidamente etiquetadas con fecha de
elaboracion, nombre del medio y quien lo elaboroé.
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F) PREPARACION DE LA SOLUCION PBS - Tween 20 0.05%

NaCl ... 8 gr
BCH o e 0.20g
NazHPO4. ..o 1.15g
KH2POa. .o 0.20g
Agua desionizada.... ....1 litro
Tween 20. ... 0.5 ml

Pesar todos los componentes y disolverios en agua desionizada
posteriormente ajustar el pH de la solucion a 7.2 después de esto
adicionar el Tween 20 disolviéndolo bien en la solucidn y conservaria a

4 °C.
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G) PREPARACION DE SOLUCION AMORTIGUADORA DE
Carbonato - Bicarbonato 0.1 M pH= 9.5
a)Preparar una soluciéon stock 0.1 M de Carbonato (NaxCO3) pH = 11.2
como sigue:

1) Disolver 10.6 g de Na,CO;

2) Ajustar pH

3) Aforar a 1 litro de agua desionizada.

b)Preparar una solucion stock de Bicarbonato de sodio (NaHCO3;) pH=
8.1 como sigue:

1) Disolver 8.4 g de NaHCO:

2) Ajustar pH

3) Aforar en 1litro de agua desionizada

c) Afnadir 9 partes de una solucion stock de Na-CO; 0.1M a 28 partes

de una solucidn stock de NaHCO; 0.1 M y diluir 1:10 en agua
desionizada y manteneria a 4°C.
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H) PREPARACION DEL SUSTRATO

a) PREPARACION DE ABTS: ( 2,2"- azino-di (acido-3 cetil-bencil-
trazolina-sulfonico) 40 Mm ABTS solucidon stock (Sigma)

1. ARadir 274.4 mg de ABTS a un frasco disolver con 12.5 ml de agua
desionizada y mantener a 4°C.

b)Preparacion de solucion stock peroxido de hidréogeno 0.5 M
1. Coloque 1 mi de una solucién 8 M de H,0: (solucidon 30 %)
2. Aiadir 15 ml de agua desionizada y mantener a 4 °C.

c)Preparacion de solucién stock de amortiguador de citratos 0.05 M
pH= 4
1. Pesar 4.8 g de Acido Citrico
2. Disolver en 500 mi de agua desionizada
3. Ajustar el pH a 3.7 usando NaOH y mantener a 4 °C.
Preparacion del sustrato al momento de usario:
Mezcilar lo siguiente:
0.05 mi de solucion stock de ABTS
0.08 ml de solucién stock de H.0,
10 mi de solucion stock de amortiguador de Citratos.
Mantener a 4°C.
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