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l. RESUMEN 

Existen diversas sustancias que pueden aumentar 

significativamente la inmunogenicidad de algunos antígenos. Estas 

sustancias se denominan adyuvantes y la mayoría de ellas todavía se 

utilizan con fines experimentales exclusivamente, ya que su 

administración implica ciertos riesgos, particularmente la producción 

de reacciones de hipersensibilidad o la inducción de fenómenos de 

autoinmunidad. 

En la actualidad la búsqueda de nuevos adyuvantes constituye 

una de las tendencias más importantes en la investigación 

inmunológica actual. 

A nivel internacional, la lista de productos naturales y derivados de la 

síntesis química, con propiedades adyuvantes, es cada vez mayor, sin 

embargo sólo un número reducido se utiliza en la formulación de 

vacunas veterinarias y humanas, existiendo una tendencia relacionada 

con la valoración 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 evaluación como son la determinación de 

anticuerpos contra albúmina sérica bovina por el método de ELISA. 



11.INDICE Página 

RESUMEN .............................................................................................. ! 

LISTA DE TABLAS ..................................... ~ ......................................... 111 

LISTA DE FIGURAS ............................................................................. IV 

LISTA DE ABREVIATURAS .................................................................. V 

1. INTRODUCCIÓN .............................................................................. 1 

1 . 1. Generalidades ..................................................................... 1 

1.2. Características del adyuvante ideal.. ................................... 4 

1 .3. Ventajas del uso de adyuvantes en las vacunas ................. 5 

1 .4. Desventajas del uso de adyuvantes .................................... 5 

1.5. Mecanismo de acción de los adyuvantes ............................ 6 

1 .6. Clasificación de Adyuvantes ................................................ 8 

1. 7. Los Micoplasmas ............................................................... 21 

1.8. Evaluación de la efectividad de un adyuvante ................... 27 

1.9. Actualidad en la evaluación ............................................... 28 

2. JUSTIFICACIÓN ............................................................................. 30 

3. HIPÓTESIS ..................................................................................... 30 

4. OBJETIVOS .................................................................................... 31 

5. MATERIAL Y MÉTODOS ................................................................ 32 

6. RESULTADOS ................................................................................ 40 

7. DISCUSIÓN .......................................................... _. .......................... 47 

s. CONCLUSIONES ............................................................................ 55 

9. BIBLIOGRAFIA ..................................... , .. , ......... , ............................. 56 

1 o. APÉNDICE ......................................... : ........ .' .... :.-.: ........................... 61 

11 



LISTA DE TABLAS 

Tabla 1 Lista de adyuvantes según su eficiencia y seguridad ........... 19 

Tabla 2 Valores de absorbancia obtenidos para preparar la curva 

patrón utilizando la técnica de Bradford .............................. 41 

Tabla 3 Valores en peso obtenidos de las fracciones de las 

membranas de Mycoplasma caprico/um después de 

liofilizarlos .......................................................................... 42 

Tabla 4 Cuadro que muestra valores de absorbancia obtenidos al 

titular los anticuerpos presentes en el suero de los ratones 

inoculados con 1 oo µg/ml de la FRACCION 1 y sacrificados a 

los 5 días después de la inoculación ................................... 44 

Tabla 5 Cuadro que muestra los títulos de anticuerpos anti-albúmina 

sérica bovina que fueron producidos por la inoculación de 

esta proteína mezclada con las diferentes fracciones y otros 

componentes bacterianos .................................................... 46 

111 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Fotografía al microscopio electrónico de partículas de 

ISCOM ............................................................................... 12 

Figura 2. Estructura química de las saponinas .................................... 16 

Figura 3. Fotografía en microscopio óptico de Mycoplasma capricolum 

con 5 días de crecimiento .................................................... 23 

Figura 4 Diagrama que representa la secuencia de pasos realizados 

para la obtención de membranas de Mycoplasma 

caprico/um ............................................................................ 34 

Figura 5 Diagrama que muestra el procedimiento seguido para el 

fraccionamiento de las membranas de Mycoplasma 

caprico/um . ........................................................................... 36 

Figura 6 Curva Patrón de protefna utilizando albúmina sérica bovina 

como proteína estándar ....................................................... 40 

Figura 7 Gráfica que representa los valores de absorbancia obtenidos 

al titular los anticuerpos presentes en el suero de los ratones 

inoculados con 1 oo µg/ml de las FRACCION 1 y sacrificados 

a los 5 días después de la inoculación ................................ 43 

IV 



LISTA DE ABREVIATURAS 

CD28: receptor de la célula T para moléculas B7 

col: colaboradores 

CRL 1005: bloque de copolímeros P1205 

CWS: esqueleto de la pared celular 

ODA: dimetil 1 dioctadecil amonio 

FCA: adyuvante completo de Freund 

IFN: lnterferón 

IL: lnterleucina 

ISCOM: Complejo inmunoestimulante 

LPS: lipopolisacárido 

MDP: muramil dipéptido. 

mg: miligramos 

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad 

mi: mililitros 

µI: microlitros 

µm: micrómetros 

µg: microgramos 

NBP: copolímeros no iónicos en bloque 

nm: nanómetro 

PM: peso molecular 

poe: polioxietileno 

pop: polioxipropileno 
,. 



PPLO: organismos parecidos a la pleuroneumonía 

QS-21: Quillaja saponaria Malina 

rpm: revoluciones por minuto. 

SSF: solución salina fisiológica 

TCR: receptor de células T 

VSC: vesículas secas reconstituidas 

ATCC: American type culture collection 

ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay 

VI 



1. INTRODUCCIÓN 

1.1. GENERALIDADES. 

El descubrimiento de las sustancias adyuvantes fue realizado por 

Gastón Ramón (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 minera1)<15 >, en 1925 Ramón en sus estudios 

sobre las antitoxinas diftérica y tetánica, demostró que sí las vacunas 

se mezclaban con diferentes sustancias, como sales, agar, tapioca, 

lecitina, aceite de almidón o bacterias piógenas, se obtenía una mejor 

respuesta de anticuerpos antitoxinas diftérica y tetánica<1J. En 1926, 

Glenny y col., introduce la alúmina de potasio para incrementar la 

respuesta a la antitoxina diftérica, la cual desencadenó el estudio y 

uso de otras alúminas siendo las únicas autorizadas para uso en 

humanos por mucho tiempo< 17>_ 

Por otra parte, la inoculación de bacilos de la tuberculosis 

inducen hipersensibilidad retardada (HR) y poca respuesta de 

anticuerpos y la aplicación de la proteína purificada, estimulan altos 

títulos de anticuerpos y no HR. Estos hallazgos coinciden con los de 

Dienes en 1936, quien encuentra que la aplicación de una proteína en 

un foco tuberculoso induce HR contra la protelna. 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 respectivamente11 >. 



La búsqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante 

constituye una de las tendencias más importantes en nuestra era, la 

investigación inmunológica actual esta enfocada en gran parte, a la 

investigación de princ1p1os activos. el empleo de sustancias 

biodegradables y sobre todo la utilización de nuevas formulaciones 

sencillas o complejas que tengan esa actividad< 3 >. 

Los avances experimentales, en la última década han estado 

relacionados con la síntesis de péptidos, sin embargo, la utilización 

exitosa de estas nuevas tecnologías requieren de la realización de un 

mayor esfuerzo para descubrir o producir nuevas sustancias 

(adyuvantes), que sean eficaces en la estimulación de la respuesta 

inmunitaria y desprovistas de propiedades biológicas adversas, ya que 

su administración implica ciertos riesgos, particularmente la 

producción de reacciones de hipersensibilidad o la inducción de 

fenómenos de autoinmunidad<2 >. 

Para entender el concepto de adyuvante. tenemos que saber, 

primero para que sirve una vacuna y así comprender mejor el 

concepto de adyuvanticidad<37 >. La vacunación es la inducción y 

producción de una respuesta inmunitaria específica protectora 

(anticuerpos y/o inmunidad mediada por células), por parte de un 

individuo sano susceptible, como consecuencia de la administración 

de un producto biológico, 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 la 

de la infección natural, pero sin peligro para el vac:;unado. 

2 



Se basa en la respuesta del sistema inmunitario a cualquier 

elemento extraño (antígeno) y en la memoria inmunológica <4
l_ 

Al necesitarse una alta inducción y producción de respuesta 

inmunitaria para tener el mayor tiempo posible de protección, se tienen 

a los adyuvantes, que como su nombre lo dice van a ayudar a q_ue se 

tenga una mayor e intensa protección. 

El término adyuvante: proviene del latín adjuvans = ayudar y se 

refiere a toda sustancia o preparado químico, que incorporado al 

antígeno (vacuna) o inyectado simultáneamente con él en el mismo 

lugar, acelera, eleva, prolonga, potencia o modula la respuesta 

inmunológica, favoreciendo la presentación de los antígenos al 

sistema inmunitario y con esto la realización de una respuesta 

inmunitaria específica protectora<19> <24> <20>. 

3 



1.2. CARACTERISTICAS DEL ADYUVANTE IDEAL117
1 

Para decir que se tiene un adyuvante ideal se deben de cumplir 

las siguientes características: 

1 .2.1. Que dé una seguridad esencial, esto es que exista ausencia de 

reacciones locales y sistémicas, autoinmunidad, hipersensibilidad, 

carcinogenicidad, teratogenicidad, inflamación crónica, abscesos, 

entre otros. 

1.2.2. Tiene que estar químicamente definido para poder ser producido 

consistentemente. 

1 .2.3. Ser eficaz con antígenos débiles, como conjugados para incluir 

en la formulación antígenos escasos y disminuir dosis. 

1.2.4. Que sea efectivo en nir'ios y lactantes dando protección 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 útil. 

1.2.7. Que sea biodegradable, dando una liberación lenta y que sea 

efectivo en menor dosis. 

1.2.8. Que sea aplicable por diferentes vías. esto daría pauta para la 

inducción de una respuesta inmunitaria en diversas zonas incluyendo 

las mucosas<481
• 
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1.3. VENTAJAS DEL USO DE ADYUVANTES EN LAS VACUNAS 

1.3.1. Con su empleo se logra una economía de antígeno y de tiempo, 

así como un mayor nivel de anticuerpos específicos. Además se 

disminuye el número de inoculaciones. Se puede inducir una 

respuesta más temprana, más potente y más duradera. 

1.3.2. Inmunización eficaz de personas con capacidad inmunitaria 

disminuida, en neonatos, ancianos y personas inmunodeprimidas11 >. 

1.4. DESVENTAJAS DEL USO DE ADYUVANTES 

1.4. 1. La toxicidad de ciertas sustancias. 

1.4.2. Adyuvanticidad limitada frente a determinados antígenos. 

1.4.3. La ausencia de patrones antígenicos o algunos sin relevancia 

biológica. 

1.4.4. Características fisicoquímicas del adyuvante. 

1.4.5. pH con la eficiente adsorción del inmunógeno. 

1.4.6. Modelos animales ausentes para muchas enfermedades. 

1 .4. 7. Diferencias biológicas 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. 

1.4.1 o. Falta de controles adecuados. 

1.4.11. Ausencia del estudio de la inmunidad celular. 

1 .4. 12. Falta de correlación con pruebas funcionales y de reto< 171• 

s 



1.5. MECANISMO DE ACCIÓN 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 depósito: en el cual el adyuvante mantiene al antígeno 

atrapado en el sitio de la administración de la vacuna precipitándolo y 

permitiendo un estímulo inmunológico prolongado con esto el antígeno 

tiene mayor tamai'lo, por lo que puede ser fagocitado más fácilmente. 

Este efecto es muy importante cuando se utilizan pequei'\os 

antígenos solubles que podrían ser eliminados rápidamente, 

impidiendo una liberación masiva del antígeno, que podría dar lugar a 

tolerancia inmunitaria y causar una respuesta inflamatoria local que 

atrae a macrófagos y a otras células <4 >_ El antígeno libre normalmente 

difunde con mucha rapidez desde los tejidos locales que rodean el 

sitio de inoculación, y una de las funciones importantes del adyuvante 

es crear un reservorio o depósito del antígeno de larga duración12ª>. 
Las sales de aluminio con iones monovalentes de NH4•, Na• y K• 

pueden formar compuestos solubles, como los sulfatos o insolubles 

como los óxidos. los hidróxidos y los fosfatos de aluminio. Los 

primeros pr-ovocan la agr-egación de las proteínas, mientras que los 

segundos, insolubles las adsorben y de este modo impiden su 

difusión. En cualquiera de los casos, la inyección de los antígenos 

mezclados con sales de aluminio conduce a una mejor exposición de 

los determinantes antigénicos, los cuales van a ser fagocitados más 

fácilmente<7 >. 
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1.5.2. Mejoran la presentación del antígeno: esto se da al inducir la 

formación de granulomas, los cuales son infiltrados celulares con una. 

masa densa y rica en macrófagos, con lo que se mejora el 

procesamiento y presentación del antígeno, actuando como 

coestimuladores de los macrófagos aumentando en su superficie el 

número de moléculas 87, lo que facilita su interacción con el receptor 

CD28 del linfocito, con ello se da la llamada señal coestimuladora que 

incrementa la interacción entre el MHC (del macrófago), antígeno 

procesado y TCR (de la célula T) <•>. 

Las investigaciones realizadas han demostrado que virtualmente 

todos los adyuvantes activan o estimulan los macrófagos; éstos 

cuando son activados promueven la respuesta inmunitaria por un 

incremento de la cantidad de antígeno expresado en la membrana 

celular y la eficiencia de su presentación a los linfocitos<•>. 

1.5.3. Inducen la secreción de citocínas: provocando una buena 

liberación de IL-1 de los macrófagos, que activa a los linfocitos, 

utilizando ciertas citocinas, las cuales tienen la capacidad de favorecer 

respuestas TH, o TH2 <221 . 
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Los adyuvantes han sido clasificados de diferentes maneras, 

entre las cuales podemos mencionar la de Cox y Couterª> : 

1.6. CLASIFICACIÓN DE ADYUVANTES. 

1.6.1. Particulados: 

Son partículas adyuvantes microscópicas. Una de sus 

características, es que el inmunógeno es incorporado dentro o 

asociado con la partícula. Entre los adyuvantes particulados se 

encuentran los siguientes: 

1.6.1. 1. Sales de aluminio: 

Forman un precipitado de gel con hidróxido de aluminio 

(alumbre) o fosfato de aluminio. Tienen un tamai'io de partícula de 1 oo 

a 1000 nm. Mantienen una interacción electrostática con el 

inmunógeno en el gel preformado o durante la formación del gel in 

situ. Éstas han sido usadas en vacunas humanas y veterinarias desde 

1930 y han dado excelentes resultados de seguridad. Inducen una 

respuesta TH2 buena y una excelente presentación. Las sales de 

aluminio son seguras y su fórmula es simp1e<27> <29> <35 >. 
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1 .6.1.2. Emulsión agua/a_ceite: 

Éstas son microgotas de agua, estabilizadas por un surfactante 

(monoleato) y en una fase oleosa (comúnmente aceite mineral, 

escualeno). El adyuvante incompleto de Freund, consiste en una 

solución acuosa con el antígeno, 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 reactividad y toxicidad en el sitio de inoculación. 

Estos adyuvantes producen abscesos y efectos · locales irritantes. 

Proveen un buen depósito, liberando lentamente el antígeno, con lo 

que se logra un estímulo persistente, ejemplo de estos es el 

Montanide ISA 57<9 l <19l <39i_ 

1.6.1.3. Emulsión aceite/agua: 

Éstas son microgotas de aceite mineral (escualeno), con un 

tamai'lo de 200 nm estabilizados por surtactantes como (Tween 80 y/o 

Span 85) en una fase acuosa, siendo usados en vacun~s veterinarias, 

frecuentemente en asociación con antígenos solubles ejemplo, MDP 

muramil dipéptido y/o derivados de copolímeros, que dan una 

excelente presentación del antígeno y pueden ser incorporados en 

ellos como inmunomoduladores lipofílicos, además de moléculas 

antipáticas donde la presentación es importante. El inmunógeno se 

incorpora en la fase oleosa<8 l <19i_ 
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1 .6.1.4. Liposomas: 

Son vesículas con un tamaño de 20 nm a 3 µm, compuestos de 

colesterol y fosfolipidos, como la fosfatidilcolina y el diacetilfosfato, 

cuya estructura, composición y proporción son prácticamente igual a la 

membrana de las células del hospedero. Los fosfolipidos tienen una 

cola hidrófobica y una cabeza hidrófilica que al disolverse en agua se 

autoorganizan de la siguiente manera: las colas hidrófobicas se atraen 

entre si y las cabezas hidrófilicas contactan con el exterior e interior 

acuoso. De este modo se forman bicapas de lípidos que se cierran 

formando pequei'las vesículas, similares a las células corporales. 

Estos liposomas, son pequei'los depósitos en los cuales cualquier 

antígeno que sea liposoluble puede ser incorporado en la membrana 

y cualquier antígeno que sea hidrosoluble también puede ser llevado 

al interior. Además se pueden incorporar algunos otros adyuvantes 

liposolubles en la membrana como lipido A, LPS, o en el interior MDP 

y citocinas< 1 >. Una de las características es que son fagocitados con 

avidez por macrófagos y otras células, lo que los convierte en 

adyuvantes para muchos antígenos purificados, por ejemplo 

exopolisacáridos bacterianos o proteínas recombinantes<0 >. 
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Al liofilizar los liposomas las vesículas se rompen, precisamente 

esta fragmentación se aprovecha para la producción de vesículas 

secas reconstituidas (VSC); en el proceso de liofilización, el agua 

congelada se sublima. se transforma directamente en gas sin pasar 

por el estado líquido, aumentando la concentración de sales y con ello, 

la presión osmótica rompe a los liposomas. En el sistema VSC, los 

liposomas se fabrican sin introducir en ellos el antígeno, de modo que 

éste queda en el exterior, en el momento de la liofilización la 

membrana de los liposomas se rompe y en la reconstitución con agua 

los liposomas se vuelven a cerrar, atrapando así el antígeno en su 

interior<ª> <32 >. 

La gran ventaja de este sistema en la fabricación de vacunas, es 

que permite emplearlos como vehículo para los antígenos y 

adyuvantes vacunales y al mismo tiempo permite disponer de un 

producto liofilizado, de muy fácil conservación y transporte. Utilizando 

hidróxido de aluminio para resuspender los liposomas minimiza los 

efectos secundarios en el punto de inoculación<ª> <32>. 
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1.6.1.5. ISCOM (Complejo inmunoestimulante). 

Son partículas sólidas, generadas por la mezcla de un antígeno, 

colesterol, fosfolípidos y saponinas como el Quil-A, únicamente se 

pueden utilizar con antígenos que puedan mezclarse con lípidos y con 

el Quil-A, normalmente son proteínas, induce reacciones TH,, TH2 y 

una buena presentación de antigenos, se utiliza en numerosas 

especies incluyendo primates; (ver figura 1 )<30> <31 > <23 >. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 1: Fotografía al microscopio electrónico de partículas ISCOM 
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1.6.1.6. Nano y micr-oparticulas: 

Éstas son partículas sólidas, pequeñas que van de un r-ango de 

1 O a 1,000 nm (nanopartículas) y de 1 a 100 µm (microparticulas). 

formando un rango de biocompatibilidad y polimer-os biodegr-adables. 

Éstos pueden actuar- como depósitos de largo plazo (semanas y 

meses) dando una excelente pr-esentación de < 5 µm al día, 

incorpor-ando adyuvantes inmunomodulador-es< 0 > <1ª 1. 

1.6.1.7. Ot..-os: 

Sales de calcio: similar- a sales de aluminio per-o con actividad 

inmunumodulado..-a. Aprobado pa..-a uso en humanos<23>. 

Ot..-os adyuvantes desarrollados son: Proteasomas, Virosomas, 

Tirosina, Gama-inulina y el algammn<ª> <35>_ 
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1.6.2.No particulados: 

Son adyuvantes donde su actividad no es dependiente de 

cualquier naturaleza particulada o multimérica. Éstos son 

generalmente inmunomoduladores aunque algunos aumentan la 

actividad de células inmunocompetentes. La mayoría mejora su 

actividad al asociarse con adyuvantes particulados<0>. 

1 .6.2.1. Muramil dipéptido: 

(MDP) N- acetil muramyt- L- alanyt- 0-isoglutamina, es el 

adyuvante activo componente del peptidoglicano extraído de la 

Mycobacteria. 

Los compuestos que han sido reportados como derivados y que 

son menos tóxicos incluyen al treonil-MDP, la murabutina, la N­

acetilglucosamina-MDP (GMDP) la murametida y el nor-MDP. Los 

derivados lipófilicos incluyen el MTP-PE. El MDP y sus derivados son 

potentes inductores de IL-1, los derivados hidrófilicos estimulan TH2. 

mientras que los derivados lipófilicos estimulan TH,. Estos son usados 

en asociación con adyuvantes particulados, especialmente en 

emulsiones agua/aceite, aceite/agua y liposomas. pero han sido 

asociados con reacciones adversas en ensayos clínic0s<20> <0> <45 >_ 
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1.6.2.2. Copolímeros no iónicos en bloque (NBP): 

Estos polímeros muestran tlpicamente una región compuesta de 

polioxipropileno hidrófobico (pop) rodeada por regiones de 

polioxietileno (poe). Los pesos moleculares van de un rango de 2,500 

a 12,500 daltones, con una composición de poe del 5-20% del total. 

Son usados como aditivos en la fase oleosa y en emulsiones 

aceite/agua y agua/aceite. Su primera acción, es la presentación de 

moléculas antipáticas, teniendo una actividad inmunomoduladora. Los 

NBP no son biodegradables y esto implica reactividad en el sitio de 

inoculación. Se ha encontrado en estudios recientes un NBP de peso 

molecular elevado, un ejemplo de estos es: CRL 1005<9 > <9 > <24>_ 
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1.6.2.3. Saponinas: 

Éstas son una compleja mezcla de triterpenoides, con peso 

molecular promedio de 2000 daltons, es un extracto del árbol de 

Qui/laja saponaria Malina. La Saponina es una extracto crudo, el Quil 

A y el Spikoside son parcialmente purificados mientras que el as21 

(Stimulon) y ISCOPREP 703 están definidos como mezclas. Las 

Saponinas inducen una gran respuesta a TH1. TH2 y una moderada 

respuesta de células citotóxicas, probablemente siendo las proteínas 

con la mezcla de micelas de saponinas y proteínas. El Quil-A es un 

adyuvante extensamente usado en vacunas veterinarias y está siendo 

propuesto para el uso en humanos; es barato, la formulación es simple 

y generalmente es seguro (ver figura 2)l9 >l 33 >. 

Figura 2:Estructura química de las saponinas. 

TESl~ CON 
E~- Di OBIGEN 
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1.6.2.4. Lípido A: 

El lípido A es un disacárido de la glucosamina con dos grupos 

fosfato y cinco o seis cadenas de ácidos 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,<ª>. 

1.6.2.5. Citocinas: 

Las citocinas son generalmente glicoproteínas 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: Maduración de linfocitos T y B 

IFN: mayor expresión de MHc<20> <22>. 

1.6.2.6. Polímeros de carbohidratos: 

Estos son polímeros de la manosa (Manana) y de 111-3 glucosa 

(glucanos, acemanan. !entinan). siendo propuestos como adyuvantes 

en vacunas humanas mezcladas con el inmunógeno, estos pueden 

estimular y presentar a los macrófagos (vía del receptor de manosa), 

células dendríticas (vía receptor DEC 205) y regular la respuesta 

TH,<ª>. 
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1.6.2.7. Derivados de polisacáridos 

Éstos generalmente son de peso molecular alto como los dextranos o 

el dietiletilaminoetil (DEAE) dextran usado en veterinaria<ª>. 

1 .6.2.8. Toxinas bacterianas 

Éstas son complejos de proteínas como la toxina del cólera o la toxina 

termolábil de Escherichia coli, siendo esta última un potente adyuvante 

mucosal en algunos modelos animales<20>. 

En el nivel internacional, la lista de productos naturales y 

derivados por síntesis química, con propiedades adyuvantes, es cada 

vez mayor; sin embargo, sólo un reducido número se utiliza en la 

formulación de vacunas humanas existiendo una tendencia 

relacionada con la evaluación de nuevas sustancias con esta finalidad, 

en función del campo de aplicación y de la relación 

eficiencia/seguridad se pueden reconocer diferentes categorías de 

adyuvantes presentados a continuación<2 >: 
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Adyuvantes La eficiencia - m6s La seguridad es m6s 
importante que la Importante que la 
saaurldad eficiencia 
Animales Animales Animales Humanos 
de para la de 
laboratorio alimentación comn;oñia 

Adyuvante + - - -
Completo de Freund 
Emulsiones ·+ + (-) -
aceite/aaua 
Emulsiones + + - -
agua/aceite 
Materiales + (+) (+) (-) 
inertes 
Compuestos + •. , .• +: .. + + 

de aluminio ,;.r .. ;· ... :y_ ........ ·' ·. . '·. ·:. ·. 
Liposomas '.': +:Ii~ 

• ••i·C:•; '..\: 

['.'¡('~":·:;:•. ,,,, ···•;!i"•:•' '·:;' 
:,.;;re;;<+:> . :H 

Saponinas + · .. '·~·« . (+); : ....•. (+) (-) 
. . . :· ·: 

ODA + (+) (+) (-) 

NBP + (+) (+) (-) 

Tabla 1: Lista de adyuvantes según su eficiencia y seguridad 

+:aplicado de rutina en productos comerciales; (+): no aplicados, pero 

se considera aplicable en función de su seguridad; -: no aplicado y 

considerado no aplicable por problemas de seguridad; (-): no aplicado 

y considerado no aplicable, excepto para fines muy especificos<2 >. 
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El criterio más importante, sin lugar a dudas, para la selección de 

un adyuvante destinado a vacunas humanas es la bioseguridad y en la 

práctica. los compuestos de aluminio son los únicos adyuvantes 

licenciados para uso humano. Las nuevas vacunas recombinantes y 

sintéticas poseen una baja inmunogenicidad en comparación con las 

vacunas tradicionales, consistentes en los microorganismos intactos, 

atenuados o inactivados por el calor; de ahí el interés por la búsqueda 

de diferentes adyuvantes para incrementar la efectividad de estas 

nuevas vacunas para uso humano<2 >_ En este sentido, existe un género 

de microorganismos que se han estado investigando y son los 

Micop/asmas cuyos componentes celulares se han reportado como 

elementos que afectan al sistema inmunitario< 11 >_ 
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1.7. LOS MICOPLASMAS. 

Los Micop/asmas fueron descritos por primera vez, en 1898 por 

Nocard y Roux, ellos aislaron al Mycoplasma mycoides de algunos 

casos de pleuroneumonía bovina. En ese mismo siglo se aisló de 

carneros y cabras, la segunda especie de Micoplasmas y se les 

denominó "PPLO" (pleura neumoniae like organism) organismos 

parecidos a la pleuroneumonía. Todos los Micop/asmas 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 glándulas de Bartholin. 

En 1944, Eaton y col. lograron aislar al Mycoplasma pneumoniae 

de un caso de neumonía atlpica primaria, pero pensaron que se 

trataba de algún 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 definió correctamente al género 

Mycoplasma <13 >_ 

El nombre genérico Micoplasma se deriva del griego "myco" que 

quiere decir filamento o micelio y del latín "plasma" que se refiere a la 

plasticidad y pleomórfismo del mismo<12>. 
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1. 7. 1. Clasificación y características: 

Los Micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, al orden 

Mycoplasmatales y a la familia Mycoplasmataceae, ésta cuenta con 

tres géneros: Mycoplasma. Ureaplasma y Spiroplasma. En la 

actualidad la familia Mycoplasmataceae está formada por más de 60 

especiesC39> c1s1. 

Sus principales características son: 

Son los microorganismos celulares más pequei'los generalmente 

miden de 300 a aoo nm de diámetro, son anaerobios facultativos, el 

tamaño es cercano al mínimo de una célula de vida libre y es apenas 

adecuado para contener al genoma y al mecanismo sintético 

necesario para realizar las funciones requeridas 

reproductiva mínimac25> <39>. 

por una unidad 
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TES!~ ~ON 
FN.LA DI ORIGEN 

Figura 3:Fotografia en microScopio óptico de Mycoplasma capricolum 

con 5 dias de crecimiento. 

Son muy pleomórficos (plean: muchos moqJhe: forma), - han 

descrito una gran variedad de tipos morfológicos entre los cuales se 

incluyan: filamentos largos, algunas veces ramificados o estrellados. 

estructuras oocoides pequeftas o de lágrima, arreglos en forma de 

anillo y cuerpos grandes redondos, algunas veces vacuolados. En 

parte la multiplicidad de conformaciones se debe a la plasticidad 

celular resultante de la ausencia de una pared celular ñgida, siendo 

incapaces de sintetizar una peptidogllcana o sus Pf9CUrsores, por lo 

tanto son resistentes a la penicilina y a sus análogos, pero sensibles a 

la lisis por choque osmOtico, detergentes, alcoholes y a~ 

especificas més completos. Tambi6n eon eensibles a los antibi6ticoa 

que actúan a nivel de sintesis de prolainas como las tebaciclinas y 

algunas veces a la erttromicina. Se encuentran llmitadoa únicamente 

por una membrana plasmética que constituye la estructura méS 
externa de la célu1a<•3 11501_ 
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Una de las características 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 características de filtración están 

relacionadas con la naturaleza plástica de la célula o sea que son 

forzados a pasar a través de los poros muy pequei'los por medio de 

alta presión<15>. 

Los Micoplasmas no tienen flagelos, pero se puede apreciar movilidad 

en pocas especies. El mecanismo de movilidad es incierto<15>_ 

Por ser la forma de vida celular más pequei'\a, la ultraestructura 

del Micoplasma no es compleja, por lo menos en comparación a las 

células bacterianas<15>_ 

Los Micoplasmas son procariontes. con un cromosoma circular de 

DNA de tira doble, se piensa que el tamai'\o del genoma es 

aproximadamente de una quinta parte del de Escherichia coli, su 

reproducción es por fisión binaria. Aparentemente el citoplasma no 

contiene organelos membranosos, aunque están presentes algunos 

ribosomas, bajo la forma de gránulos citoplasmáticos, la membrana 

más externa es una membrana citoplasmática trilaminar. constituida 

por proteínas y lípidos<15> <50>. 
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1.7.2. Características de cultivo 

Los Micop/asmas para su crecimiento requieren de un medio de 

cultivo exigente, el cual debe contener el medio infusión de corazón 

de bovino con peptona y estar enriquecido con la adición de suero y 

extractos de levadura, las especies de Mycop/asma y Ureap/asma 

requieren colesterol, algunos Micoplasmas toleran una variación de pH 

amplia pero algunos mueren en un pH de 7.0 o menor y requieren de 

un pH de 7.8 a a.o para crecer. Las variedades saprófitas pueden 

crecer a 22ºC, con temperatura óptima de 30ºC pero las parasitarias 

requieren 37°c.<13><39> <40> <51 >. 

Algunas especies pueden también necesitar suplementos de dióxido 

de carbono. 

Después de varios días de incubación, las colonias son planas 

traslucidas, crecen dentro del medio y con frecuencia presentan el 

aspecto de "huevo frito", con la porción 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 normalmente entre 2 y 1 o días hasta 

que el crecimiento de las colonias es aparente, aunque las colonias 

raramente son suficientemente grandes como para poder observarlas 

a simple vista necesitándose de un microscopio estereoscópico para 

su observación. Para observar las colonias al microscopio, se utilizan 

preparaciones de las muestras con la Unción de Dienes<15>_ 
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Los Micop/asmas son un grupo variado y heter-ogéneo de 

microorganismos, algunos son saprófitos de vida libre, la mayoría son 

parásitos adaptados, que se presentan no sólo como comensales o · 

agentes patógenos en los vertebrados sino también como agentes 

causales de enfermedades en animales y plantas<15
>_ 

Muchos productos derivados de diferentes cepas de 

Micop/asmas han sido propuestos como moduladores del sistema 

inmunitario en diferentes formas entre las cuales tenemos: estimulan 

la proliferación de linfocitos, la producción de interferón, estimulan la 

síntesis del factor de necrosis tumoral, inducen la proliferación de 

macrófagos por la inducción del factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos, inducen in vitro la producción de 

interleucina 6, entre otros. 

Los efectos de los Micoplasmas sobre el sistema inmunitario pueden 

ser específicos de acuerdo a las cepas del Micop/asma y la 

información genética del hospedero<11 >. 
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1.8. EVALUACIÓN DE LA EFECTIVIDAD DE UN ADYUVANTE. 

En los estudios relacionados con la evaluación de la efectividad de 

diferentes adyuvantes se impone dejar líneas generales 

reglamentadas, que permitan solucionar las principales dificultades 

existentes actualmente en este campo, entre las que pueden citarse: 

• La no existencia de criterios estandarizados para determinar la 

eficacia de los adyuvantes. 

• La mayoría de los estudios adolecen de formulaciones 

estandarizadas con referencias apropiadas. 

• Los niveles de inmunoestimulación alcanzados con los distintos 

adyuvantes no se indican de forma explicita en los trabajos 

publicados. 

• En general las condiciones para lograr la eficiencia óptima (tipo 

de antígeno, ruta de inmunización, especies animales, etc) no 

han sido establecidas(2). 

Estos aspectos han sido reconocidos por Stewart-Tu11<2 > quien 

propuso una estrategia para la estandarización de la eficacia de los 

adyuvantes, la cual contempla la utilización de la ovoalbúmina y el 

virus de la influenza como antígenos estándares, el empleo de 

adyuvantes de referencia y parámetros definidos por la inmunidad 

(determinación de los títulos de anticuerpos por ELISA)<2 >. 
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1.9. ACTUALIDAD EN LA EVALUACIÓN. 

Los adyuvantes deben ser analizados en el ámbito de la 

compleja dinámica de la respuesta inmunitaria, particularmente en 

su rama inductora y en los efectores específicos y no específicos 

que se estimulan. Tradicionalmente el efecto de los adyuvantes era 

evaluado a través de la producción de anticuerpos, inducción de 

hipersensibilidad retardada (HR), inducción de células T citotóxicas 

y por desafío con microorganismos vivos<1>. 

Hoy la evaluación de los adyuvantes se ha revolucionado con el 

paradigma Th, y Th2 el cual ha sido demostrado en varias especies, 

no sólo en las subpoblaciones de células C04 sino también a nivel 

de las células CDs. Este enfoque conlleva a que los efectores de la 

respuesta TH, (celular) no es sólo mediada por linfocitos T 

citotóxicos. sino también, se estimula tanto la obtención de isotipos 

particulares de anticuerpos como a células no linfoides para 

amplificar la respuesta celular. Este desarrollo de la inmunología ha 

hecho que la evaluación de los adyuvantes se desplace hacia el 

nivel molecular, principalmente a través de la evaluación de la 

producción de citocinas por ser éstas las que determinan el 

microambiente inductivo. Por otro lado, también se ha evaluado la 

simulación del efecto adyuvante por la administración de las 

citocinas y por el pleiotropismo de las mismas que han originado los 

fragmentos que intervienen en la inducción de la respuesta 

inmunitaria11 > <24>. 
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Por otra parte para comprender mejor a los adyuvantes es 

necesario que se incorporen otros criterios cuantitativos, cualitativos 

y sobre todo funcionales. Esto está relacionado con la posibilidad 

de que se induzcan altos títulos de anticuerpos y ellos no sean 

efectivos, por tener una baja afinidad, por el antígeno natura1< 1 >. 

En resumen en la actualidad la afinidad, el isotipo y las 

propiedades biológicas de los anticuerpos son tres elementos 

importantes a tener en cuenta en la respuesta inducida. Además es 

necesario la evaluación celular y no sólo incluir las técnicas clásicas 

de hipersensibilidad retardada, linfoproliferación y linfocitos T 

citotóxicos sino también la determinación de pruebas funcionales 

celulares como los son: Opsonofagocitosis, efectos bactericidas, 

entre otros y en especial los Patrones de citocinas inducidas<1>. 
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2 . .JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad existen pocas sustancias que son utilizadas 

como adyuvantes en humanos, debido a que el criterio más importante 

para la selección de un adyuvante destinado a vacunas humanas es la 

bioseguridad y en la práctica los compuestos de aluminio son los 

únicos permitidos para el uso humano, por lo cual se está estudiando 

a nivel experimental a los Micoplasmas los cuales son favorecidos por 

las características de inmunomodulación que presentan y que no dan 

indicios de originar una producción de hipersensibilidad y de efectos 

adversos. 

3.HIPÓTESIS 

Si se presenta un alto nivel de anticuerpos contra el antígeno 

inoculado junto con las fracciones extraídas de las membranas de 

Mycoplasma capricolum entonces podemos decir que éstas pueden 

tener una capacidad adyuvante. 
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4. OBJETIVOS GENERALES 

• Identificar nuevos agentes biológicos con actividad adyuvante. 

• Estudiar la capacidad adyuvante de los componentes de la 

membrana de Mycop/asma capricolum. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Realizar la separación de los componentes de las 

membranas de Mycop/asma capricolum utilizando técnicas 

de separación orgánica. 

2. Inocular las fracciones obtenidas a ratones para determinar 

la producción de anticuerpos contra albúmina 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 MÉTODOS 

5. 1 . Obtención de biomasa de Mycoplasma caprico/um 

Se utilizó una cepa A TCC de Mycoplasma capricolum 27343 la cual 

se empleó para inocularla en medio PPLO líquido (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 inoculación del medio líquido ya crecido, en cajas de medio sólido 

de PPLO (ver apéndice) 

5.2. Obtención de células 

El medio PPLO liquido inoculado con el Mycop/asma caprico/um se 

centrifugó a 4,500 rpm por 1 5 minutos para la obtención de las células, 

el sobrenadante obtenido se eliminó y la pastilla se resuspendió en 1 O 

mi de agua desionizada y se volvió a realizar la misma operación para 

lavar las células obtenidas. las cuales se conservaron en congelación 

suspendidas en agua desionizada (ver apéndice) hasta su utilización. 
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5.3. Separación de membranas 

Las células obtenidas se resuspendieron en 1 mi de agua desionizada 

para después transferir esta suspensión por cada 1 O a 20 mg de 

proteína celular a 50-100 volúmenes de agua desionizada 

precalentada a 37ºC, después de 5 minutos de incubación con 

agitación constante y se centrifugaron a 30,000 g = 25,000 rpm x 45 

minutos para obtener las membranas del Mycoptasma capricolum. El 

sobrenadante obtenido se volvió a centrifugar a 4,500 rpm x 15 

minutos para remover las células que no se rompieron. 

La preparación de membranas se resuspendió en SSF (ver apéndice) 

y se almacenó a -20ºC hasta su utilización<25 >_ 

5.4. Determinación de proteínas (Método de Bradford) 

Se requirió el reactivo solución de azul brillante de Coomassie el cual 

se preparó disolviendo 100 mg en 50 mi de etanol al 95 o/o agregando 

1 oo mi de H,P04 al 85% aforando a 1 l. 

Se pipeteó en tubos de ensaye de 12x1 OOmm, 1 mi de solución de 

proteínas conteniendo entre 1 O y 1 00 mg, se agregaron 5 mi del 

reactivo de azul de Coomassie y se mezclaron por inversión o 

utilizando un vórtex. 

Se midió la absorbancia a 595 nm después de 2 minutos de 

incubación y antes de 1 h. 

El blanco debe contener o. 1 mi de buffer y 5 mi de reactivo de 

Coomassie.<21 > 

En la figura 4 se muestra el diagrama que representa la secuencia de 

pasos para la obtención de las membranas de Micoplasma capricolum. 
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Obtención de biomasa de Mycop/asma capricolum 

Obtención de células de Mycoplasma 
capricolum 

Separación de membrana 

Determinación de Proteinas 

Obtención de extractos de membrana 

TI:SlS CON 
E·&.i..A DE ORIGEN 

Figura 4: Diagrama que representa la secuencia de pasos realizados 

para la obtención de membranas de Mycoplasma caprico/um 
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5.5. Obtención de extractos de membranat25 > 

las membranas obtenidas utilizando el método anteriormente 

mencionado, se disolvieron en una mezcla de cloroformo/metanol 2:1 

(V:V), utilizando 30 volúmenes del solvente por cada volumen de 

membrana, en agitación por una hora. De esta mezcla se obtuvieron 

dos fracciones una soluble y una insoluble. La fracción soluble fue 

nombrada FRACCION 1 

La fracción insoluble se mezcló con fenal al 45 % (70 mi por cada 2 g 

de materia insoluble) se dejó incubando a 70ºC 1 5 minutos en 

agitación constante. De esta mezcla se obtuvieron tres fases: 

-Fase acuosa: que se dializó contra agua hasta remover el fenol a 

temperatura ambiente y con agitación, está fue marcada como 

FRACCION 11. 

-Fase fenólica: la cual se dializó contra agua hasta remover fenol 

durante 24 o 48 horas a temperatura ambiente. A la vez de esta fase 

se obtuvieron dos fracciones: 

- Fracción soluble en agua: la cual se liofilizó y fue FRACCION 111. 

- Fracción insoluble en agua: la cual se liofilizó y fue FRACCION IV 

-Fase insoluble: la cual se lavó cuatro veces con cloroformo, después 

de esto se filtró y se secó con éter. De esta fase se obtuvieron dos 

fracciones: 

- Fracción soluble en cloroformo: la cual se puso a evaporar el 

cloroformo y se obtuvo la FRACCIÓN V 

-Fracción insoluble en cloroformo: la cual se liofilizó y fue la 

FRACCIÓN VI. 

El procedimiento general para la obtención 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.) las células 

de Mycoplasma capricolum 

FN.J. TESIS CON 
A DE ORIGEN 

Fracción soluble 
FRACCIONI 

Fase acuosa 
Dializar contra agua 
hasta remover fenal t.a. 
y agitación 

FRACCION 11 

Fracción soluble 
en agua 

FRACCIONlll 

Fracción insoluble 
Mezclar con fenal al 45% 
Incubar a 70ºC /15 min en 

agitación (2 x) 

Fase fenólica 
Dializar contra 

agua hasta 
remover fenal 

t.a. 
1o2 días 

Fracción 
insoluble en 

agua 

Fase insoluble 
Lavar 4 veces con 
cloroformo 
Filtrar y secar con éter 

E vapor-ar 
cloroformo 

Fracción 
insoluble en 
cloroformo 

FRACCIONVI 
FRACCIONIV 

FRACCIONV 

Figura 5:Diagrama que muestra el procedimiento seguido para el 

fraccionamiento de las membranas de Mycoplasma caprico/um 

t.a: temperatura ambiente. 
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5.6. Inoculación de los extractos de membrana en animales de 

experimentación 

Se utilizaron 90 ratones Balb/c de los cuales se hicieron grupos de 

diez ratones distribuyéndolos de la siguiente manera: 

Grupo 1: 100 µg/ mi albúmina seríca bovina 

Grupo 2:Mycobacterium tuberculosis 100 µg /mi + 100 µg/ mi albúmina 

sérica bov. 

Grupo 3:Membranas de Mycoplasma capricolum 100µg/ml +100 µg/ml 

albúmina sérica bov. 

Grupo 4: Fracción 1 50µg/ mi + 1 00 µg/ mi albúmina sérica bovina 

Grupo 5: Fracción 1 100 µg/ mi + 100 µg/ mi albúmina sérica bovina 

Grupo 6: Fracción 111 50µg/ mi + 1 oo µg/ mi albúmina sérica bovina 

Grupo 7: Fracción 111 1 00 µg/ mi + 1 00 µg/ mi albúmina sérica bovina 

Grupo 8: Fracción IV 50µg/ mi + 1 oo µg/ mi albúmina sérica bovina 

Grupo 9: Fracción IV 1 00 µg/ mi + 1 oo µg/ mi albúmina sérica bovina 

El calculo de las cantidades de las fracciones y membranas se realizó 

con base en su contenido de proteínas. 

A estos ratones se les inoculó un volumen final de 0.5 mi de la fracción 

correspondiente por vía intradérmica. Se sacrificaron cinco ratones a 

los tres días de inoculados los extractos y se obtuvieron los sueros de 

los mismos y los cinco ratones restantes a los cinco días de la 

inoculación, también obteniendo el suero de los ratones. El suero 

obtenido se congeló para su posterior utilización. 
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5.7. Obtención del título de anticuerpos por el método de ELISA 

5.7.1. Se sensibilizaron placas de ELISA con 100 µL de una solución 

de albúmina sérica bovina con una concentración de 1 00 µg por pozo 

diluida en un buffer carbonato bicarbonato con un pH de 9.4 (ver 

apéndice), se dejó incubando 18 horas a 4ºC. 

5.7.2. Se lavó tres veces la placa con PBS suplementado con Tween 

20 al 0.05°/o (ver apéndice). 

5.7.3. Se bloqueó la placa por incubación con 100 µI por pozo de una 

solución de leche descremada al 5 % preparada en PBS (ver 

apéndice) durante dos horas a 37ºC. 

5.7.4. Se lavó tres veces la placa con PBS suplementado con Tween 

20 al 0.05% (ver apéndice). 

5.7.5. Se realizaron diluciones seriadas en razón de 2 del suero 

antialbúmina a analizar, en un volumen de 1 oo µI por pozo y se 

incubaron 1 hora a 37ºC . 

5.7.6. Se lavó diez veces la placa con PBS suplementado con Tween 

20 al 0.05°/o (ver apéndice) 

5.7.7. Se incubó la placa con 100 µI por pozo de conjugado 

antiglobulinas de ratón marcado con peroxidasa preparado en SSF 

(ver apéndice) con una dilución de 1: 100 durante 1 hora a 37ºC. 

5.7.8. Se lavó diez veces la placa con PBS suplementado con Tween 

20 al 0.05°/o 

5.7.9. Se incubó con 100 µI por pozo de una solución de revelado 

ABTS (ver apéndice) durante 15 minutos en la oscuridad. 

5.7.10. Se detuvo la reacción al agregar 100 µI por pozo de H2S04 

4N. 
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5.7.11. Posteriormente se leyó la absorbancia 405 nm en un lector de 

placas de ELISA (MicroReader 4 plus Hyperion lnc) 

5.7.12. Se graficó la absorbancia en función de la dilución de suero de 

ratón analizado. 

5.7.13. Con los datos obtenidos se determinó el titulo de anticuerpos 

antialbúmina sérica bovina siendo esté representado por la máxima 

dilución del suero que aun presentaba absorbancia. 
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6. RESULTADOS 

De acuerdo a la metodología mencionada se obtuvieron los siguientes 

resultados: 

6. 1. Determinación de proteínas. 

Las membranas del Mycop/asma caprico/um y el Mycobacterium 

tuberculosis se utilizaron de acuerdo a la cantidad de proteínas que 

contenían para lo cual se utilizó una curva patrón de proteínas 

preparada con la técnica de Bradford y cuyos valores se encuentran 

en la tabla 2 y la gráfica obtenida se muestra en la figura 6. 

~---------------- -- ---· --------- -------

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA 

0.9 
0.B 
0.7 

~ 0.6 
e 

0.5 

1 0.4 
0.3 
0.2 
0.1 

Concentr•ción (1'91ml) 
~-------~------------------ -

Figura 6 Curva patrón de proteína utilizando albúmina sérica bovina 

como proteína estándar. 

'!"rS!~ CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Concentración o 20 40 60 80 100 

µg/ml 

Absorbancia o 0.171 0.332 0.494 0.63 0.746 

Tabla 2. Valores de absorbancia obtenidos para preparar la curva 

patrón 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 (g) 

FRACCION 1 0.02 

FRACCION 11 0.0013 

FRACCION 111 0.1 

FRACCION IV 0.01 

FRACCIONV 0.0006 

FRACCIONVI 0.011 

Tabla 3 Valores en peso obtenidos de las fracciones de las 

membranas de Mycoplasma capricotum después de liofilizarlos. 
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6.3. Determinación del título de anticuerpos 

Para determinar el título de anticuerpos que indujo la inoculación de 

cada fracción mezclado con albúmina sérica bovina se utilizó la 

técnica de ELISA en la cual se determinaron las absorbancias de las 

diluciones del suero utilizado, en la tabla 4 y la figura 7 se muestra un 

ejemplo de los valores que se obtuvieron y la distribución de las 

absorbancias de estos utilizando la técnica de ELISA. El título se 

determinó como la máxima dilución del suero que aun presentaba 

absorbancia. 

-----~--------------------~ 

1 
.!! o.a u e: 0.6 .e o 0.4 
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o 
o 5 10 15 

titulo 

Fig. 7 Gráfica que representa los valores de absorbancia obtenidos al 

titular los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inoculados 

con 100 µg/ml de la FRACCION 1 y sacrificados a los 5 días después 

de la inoculación. 
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TITULO Absorbancia 

1:20 0.827 

1:40 0.773 

1:80 0.682 

1:160 0.0.646 

1:320 0.560 

1:640 0.440 

1:1,280 0.380 

1:2560 0.218 

1:5,120 0.137 

1:10,240 0.077 

1:20,480 0.047 

1:40,960 0.027 

Tabla 4 Cuadro que muestra los valores de absorbancia obtenidos al 

titular los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inoculados 

con 1 oo µg/ml de la FRACCIÓN 1 y sacrificados a los 5 días después 

de la inoculación. 
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6.4. Determinación de la capacidad adyuvante 

a. La fracción 1 fue la que indujo el más alto título de anticuerpos 

inoculado en una concentración de 100 µg/ml ya que al día 5 se 

obtuvo un titulo de 1 :40,960. 

b. La fracción 11, V y VI no se obtuvieron en cantidad suficiente por lo 

que no se logró probar su capacidad adyuvante. 

c. La fracción 111 indujo un título de anticuerpos no significativo 

inoculado en una concentración de 50 µg/ml a los 3 días de 

inoculación. 

d. La fracción IV indujo un título alto inoculado en una concentración 

de 50 µg/ml a los 5 días después de la inoculación pero no en el 

mismo nivel de la fracción l. 

e. La células inactivadas de Mycobacterium tuberculosis indujeron 

títulos bajos de anticuerpos anti-albúmina sérica bovina 

comparados con las fracciones de Mycoplasma caprico/um. 

f. Las membranas de Mycop/asma capricolum indujeron en general 

más altos títulos que las células inactivadas de Mycobacterium 

tuberculosis, sin embargo los títulos fueron bajos comparados con 

las fracciones de las membranas de este microorganismo. (ver 

tabla 5) 
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'FRACCIÓN 
--

CONC. DíAS- -'ffTULo-

(IAQ/ml) 

FRACCION 1 50 3 
- --

-1:20.480-

FRACCION 1 50 5 1 :20,480 

FRACCION 1 100 3 1:20,480 

FRACCION 1 100 5 1 :40,960 

FRACCION 111 50 3 1:20,480 

FRACCION 111 50 5 1:5,120 

FRACCION 111 100 3 1:10,240 

FRACCION 111 100 5 1:10,240 

FRACCIONIV 50 3 1:20,480 

FRACCION IV 50 5 1:20,480 

FRACCION IV 100 3 1:2,560 

FRACCIONIV 100 5 1:2,560 

Albúmina 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 los t1tulos de anticuerpos anti-albúmina 

sérica bovina que fueron producidos por la inoculación de esta 

proteína mezclada con las diferentes fracciones obtenidas y otros 

componentes bacterianos. 
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7. DISCUSIÓN 

Los adyuvantes juegan un papel muy importante en la eficacia 

de las vacunas. la mayoría de estas últimas están compuestas por 

subunidades antigénicas altamente purificadas. que son muy seguras 

pero tiene más baja inmunogenicidad que otras con más impurezas; 

ésta puede ser potenciada por los adyuvantes. la utilización de estos 

compuestos puede tener otras ventajas como la inmunización eficaz 

de personas con capacidad inmunitaria disminuida como son los 

neonatos. las personas inmunodeprimidas. los ancianos y la utilización 

de vacunas con menor cantidad de antígeno. La utilización de 

adyuvantes permite por lo tanto crear vacunas combinadas con el 

menor número de dosis de refuerzo141• 

Las exigencias más importantes para un adyuvante se 

relacionan con una elevada eficacia, un amplio espectro de aplicación, 

una fácil manipulación y por supuesto la disponibilidad comercial141• 

La utilización de los adyuvantes en la producción de antisueros y 

vacunas reviste una importancia primordial por razones económicas. 

El criterio más importante, sin lugar a dudas, para la selección de 

un adyuvante destinado a vacunas humanas es la bioseguridad y en la 

práctica los compuestos de aluminio son los únicos adyuvantes 

licenciados para uso humano. Por lo cual es de gran interés el 

encontrar más adyuvantes para la utilización en humanos que no 

representen un riesgo a la salud<2 >. 
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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 producción de antisueros y 

vacunas<2 >. 

Las propiedades adyuvantes han sido demostradas en 

numerosos polisacáridos naturales y algunos derivados obtenidos por 

hidrólisis o modificación química. Ejemplo de éstos son los derivados 

de productos biológicos como los glucanos aislados de la pared celular 

de levaduras. Ha sido mostrado por diferentes autores que la 

administración simultánea del glucano y un antígeno estimula la 

formación de anticuerpos específicos contra este último<2 >. 
Se ha reconocido el efecto adyuvante en Leishmania majar, 

Mycobacterium leprae, Gandida albicans<2 i. 

Desde el punto de vista de la inmunización de especies de 

interés económico se han alcanzado resultados muy prometedores 

con el empleo de antígenos enlazados a polisacáridos como el J­

carragenano en aves y el Sulfato de Dextrano en el ganado bovino, los 

cuales confirieron protección a los animales en un encuentro posterior 

con los antígenos utilizados<2 >. 
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En este contexto, durante los últimos años se han dado 

importantes pasos en la utilización de polisacáridos como adyuvantes 

inmunológicos. A modo de ejemplo podemos mencionar la formulación 

"Adjuvax TM" cuyo componente con actividad adyuvante es un 

polisacárido de la clase de los glucanos donde el antígeno se 

incorpora a la matriz polisacárida con una breve retención y el 

polímero acetilado de la manosa, registrado comercialmente como 

"Acemannan" que se emplea en la vacuna contra el virus de 

enfermedad de Marek en las aves<2 > <9 >_ 

El estudio de los productos naturales, incluyendo los 

polisacáridos de diversas fuentes ofrece amplias perspectivas para la 

búsqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante y 

desprovistas de propiedades biológicas 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 características que presenta la 

membrana del mismo<11 >_ 

Para evaluar la capacidad adyuvante de las fracciones del 

Mycoplasma capricotum se tomó como base los aspectos que propuso 

Stewart-Tu11<2 > utilizando parámetros definidos por la inmunidad 

(determinación de los títulos de anticuerpos por ELISA) lo cual nos 

ayudó a poder decidir que fracción es la que podría ser la más apta 

para utilizarla como adyuvante. 
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Con base en esto y los resultados obtenidos en este trabajo se 

puede decir que la Fracción 1 es la que tiene esta capacidad 

adyuvante debido a que induce el titulo más alto de anticuerpos contra 

albúmina sérica bovina a los 3 y 5 días. 

La fracción 1 de las membranas de Mycoplasma capricolum fue 

obtenida por medio de una extracción de cloroformo/metanol la cual 

probablemente contiene una alta concentración de lípidos libres 

contenidos en la membrana<25 >_ 

Todas las células contienen una mezcla heterogénea de moléculas 

orgánicas 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 lípidos, muestran una gran 

variedad en cuanto a estructura y pertenecen a este grupo de 

moléculas los triglicéridos, los fosfolipidos, los esteroides, los 

carotenoides y muchos otros tipos<12 >. 
Entre otras funciones. sirven como componentes de membrana, 

formas de almacenamiento de carbono y energía, precursores de otros 

componentes celulares y como barreras protectoras frente a la pérdida 

de agua112 >. 
La mayoría de los lípidos contiene ácidos grasos, que son ácidos 

monocarboxílicos que suelen tener cadenas rectas, aunque también 

pueden ser ramificadas. La fosfatidil etanolamina es un importante 

fosfolípido que con frecuencia se encuentra en las membranas 

bacterianas, formado por 2 ácidos 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 hidrófobo 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 membrana112 >. 

Estos compuestos probablemente estimulan al sistema inmune a 

la producción de anticuerpos mejorando la presentación de antígeno 

induciendo la formación de granulomas, los cuales son infiltrados 

celulares con una masa densa y rica en macrófagos, con lo que 

probablemente mejoran el procesamiento y presentación del antígeno 

actuando como coestimuladores de los macrófagos, aumentando en 

su superficie el número de moléculas B7, lo que facilita sus interacción 

con el receptor CD28 del linfocito dándose la llamada señal 

coestimuladora que potencia la interacción entre el MHC, antígeno 

procesado y TCR l 4 >. 

Comparando los resultados obtenidos con las membranas 

completas de Mycoplasma capricolum se observa que la fracción 1 

presenta más producción de anticuerpos que la membrana del 

Mycoplasma capricolum esto se puede justificar debido a que la 

membrana del Mycoptasma capricolum está constituida de diversos 

componentes como: lipoglicano, lipoproteínas, proteínas de membrana 

integral, proteínas de membrana periperal (lipoglicano) en cambio la 

fracción es una preparación más homogénea de lípidos de 

membrana143> <14>. 
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El Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo que por 

sus características inmunológicas ha sido utilizado como adyuvante en 

la mayoría de vacunas para uso veterinario, por esta razón se tomó 

como referencia para nuestro trabajo dándonos como resultado que 

los niveles de anticuerpos obtenidos fueron bajos, esto puede ser por 

falta de tiempo para que los niveles de anticuerpos se elevarán ya 

que Mycobacterium tuberculosis induce preferentemente la respuesta 

celular44> <47 >_ 

Los linfocitos T se activan cuando reconocen antígenos 

específicos del Mycobacterium tuberculosis, los linfocitos CD4 

activados proliferan y producen factores como el IFN que activa a los 

macrófagos, que se transforman en células grandes, metabólicamente 

muy activas capaces de limitar la multiplicación de los Mycobacterium 

tuberculosis<25> <49 >_ 
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El presente trabajo es el inicio de una investigación más amplia 

sobre las propiedades adyuvantes de las membranas de Mycoplasma 

capricotum y/o sus fracciones con la perspectiva de utilizarlos en 

medicina veterinaria y humana. 

a) Siendo así para poder lograr una mejor evaluación de este 

adyuvante se tendrá que realizar la evaluación de la afinidad, 

isotipo y propiedades de los anticuerpos producidos, 

conjuntamente efectuar la medición y evaluación de las citocinas 

producidas. 

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

c) Observar los sitios de inoculación por lo menos tres veces por 

semana para percatarse de los posibles efectos locales que 

pueda tener el adyuvante<45>. 

d) Con respecto a la utilización del Mycobacterium tuberculosis 

como control en este trabajo, se pueden mejorar sus 

propiedades adyuvantes utilizando alguna proteína o 

componente purificado de este microorganismo además de 

utilizar el adyuvante completo de freund como control, así como 

realizar evaluaciones de la cantidad de anticuerpos inducidos a 

los 3, 5 y 14 días después de la inoculación. 

e) A esté mismo se le podría realizar el procedimiento de extracción 

que se le llevo a cabo al Mycoplasma capricolum. 
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f) La ventaja de la utilización de este microorganismo Mycoplasma 

capricolum es que su crecimiento es rápido y se puede obtener 

mucha biomasa, lo cual ayudaría con respecto al costo en 

comparación con el Mycobacterium tuberculosis que tarda 

mucho en crecer y tiene menor inducción de respuesta de 

anticuerpos. 

g) Llevar un análisis por cromatografía en gel de la Fracción 1, para 

tener bien establecido de que se compone esta fracción<43>. 

54 



8. CONCLUSIONES 

1 . El proceso de extracción de las membranas de Mycoplasma 

capricolum produjo seis fracciones diferentes. 

2. La inducción de anticuerpos contra albúmina sérica bovina es 

un parámetro adecuado para el establecimiento de la capacidad 

adyuvante. 

3. La fracción con más capacidad adyuvante utilizando el método 

de inducción de anticuerpos especifico contra albúmina sérica 

bovina fue la número l. 

4. La capacidad adyuvante de las fracciones más activas (1 y IV) 

no solo dependió de la concentración en que fueron utilizadas 

sino del tiempo en el que indujeron la respuesta de anticuerpos. 
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10. APÉNDICE 

A) PREPARACIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO PPLO LIQUIDO: 

15 g de PPLO 

aog de Sacarosa 

Rojo de fenal 

Acetato de Talio 

Suero de Caballo 

Extracto de Levadura 

Antibiótico 

Agua desionizada 

Pesar 15 g de PPLO caldo en polvo 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 

además ao g de Sacarosa, Rojo de Fenal y Acetato de Talio 0.5 mi ya 

estando disuelto se mide el pH y se ajusta a 7.4 adicionando HCL o 

NaOH según se requiera. 

Se procede a esterilizarlo a 115 lb por 1 Smin, después se le adiciona 

el suero de caballo que anteriormente fue inactivado y el extracto de 

levadura estériles además se le adiciona el antibiótico, ya adicionados 

al medio se procede a distribuirlo en tubos de ensayo 1 mi en cada 

tubo y lo que resta en frascos estériles para su conservación. 

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 ºC debidamente etiquetado 

con fecha de elaboración, nombre del medio y quien lo elaboró. 
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B) PREPARACIÓN DEL EXTRACTO DE LEVADURA: 

Se disuelven 225g de levadura en 500 mi de agua destilada 

Posteriormente se rompe la levadura por calentamiento, ya que se 

libere todo, se pone el sobrenadante en membranas de diálisis, la 

membrana se coloca en un vaso de precipitado (pp) de 500 mi de 

agua destilada sumergiendo la bolsa con el líquido de la levadura y se 

pone en refrigeración por 24 horas manteniéndolo en agitación. Ya 

pasadas las 24 horas se recoge el líquido que quedo a fuera y se 

pone a congelación a -20ºC Al vaso de pp se le adicionan otros 500 

mi de agua destilada y se vuelve a introducir la membrana de diálisis 

volviendo a dejarla en refrigeración por 24 horas con agitación. 

Pasadas las 24 horas se recoge el líquido que quede a fuera y se 

congela a -20ºC. 

C) ESTERILIZACIÓN DE LA LEVADURA: 

Primero se descongela la levadura que se tenía en congelación. 

Se procede a poner el matraz Kitasato y el embudo con filtro de 

0.022µm a esterilizar. Luego en un área estéril se realiza la filtración 

de la levadura, adicionando lo ya filtrado en frascos estériles que se 

llevan a congelación para su conservación. 
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D)PREPARACIÓN DEL MEDIO PPLO SÓLIDO: 

Realizar el cálculo para saber que cantidad de medio se va a hacer 

dependiendo del número de cajas petri que se requieran Ejemplo: 

20 cajas 

1 caja de petri- 20 mi 

20 cajas X x = 400ml de medio sólido. 

Basándose en ese cálculo se pesa la cantidad de medio requerido , 

después se disuelve en agua destilada agregándole además sacarosa 

y Acetato de Talio ya estando listo se le mide el pH y se ajusta a 7.4 

adicionando HCI o NaOH. Se pone a esterilizar a 115 lb por 15 min. 

va 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 la 

incubadora para verificar que estén estériles, ya verificado esto se 

conservan a 4ºC estando debidamente etiquetadas con fecha de 

elaboración, nombre del medio y quien lo elaboró. 
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F) PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN PBS - Tween 20 0.05% 

NaCI. ............................................................ 8 gr. 

KCI .............................................................. 0.20g 

Na2HP04 ...................................................... 1. 15g. 

KH2P04 ......................................................... 0.20g. 

Agua desionizada .......................................... 1 litro 

Tween 20 ......................................................... 0.5 mi 

Pesar todos los componentes y disolverlos en agua desionizada 

posteriormente ajustar el pH de la solución a 7.2 después de esto 

adicionar el Tween 20 disolviéndolo bien en la solución y conservarla a 

4 ºC. 
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G) PREPARACIÓN DE SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE 

Carbonato - Bicarbonato 0.1 M pH• 9.5 

a)Preparar una solución stock O. 1 M de Carbonato (Na2C03) pH = 11 .2 

como sigue: 

1) Disolver 10.6 g de Na2C03 

2) Ajustar pH 

3) Aforar a 1 litro de agua desionizada. 

b)Preparar una solución stock de Bicarbonato de sodio (NaHC03) pH= 

8. 1 como sigue: 

1) Disolver 8.4 g de NaHC03 

2) Ajustar pH 

3) Aforar en 1 litro de agua desionizada 

c) Añadir 9 partes de una solución stock de Na2C03 o. 1 M a 28 partes 

de una solución stock de NaHC03 0.1 M y diluir 1:10 en agua 

desionizada y mantenerla a 4ºC. 
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H) PREPARACION DEL SUSTRATO 

a) PREPARACIÓN DE ABTS: ( 2,2"- azino-di (ácido-3 cetil-bencil­

trazolina-sulfonico) 40 Mm ABTS solución stock (Sigma) 

1. Añadir 274.4 mg de ABTS a un frasco disolver con 12.5 mi de agua 

desionizada y mantener a 4ºC. 

b)Preparación de solución stock peroxido de hidrógeno 0.5 M 

1. Coloque 1 mi de una solución 8 M de H 2 0 2 (solución 30 º/o) 

2. Añadir 1 5 mi de agua desionizada y mantener a 4 ºC. 

c)Preparación de solución stock de amortiguador de citratos 0.05 M 

pH=4 

1. Pesar 4.8 g de Acido Cítrico 

2. Disolver en 500 mi de agua desionizada 

3. Ajustar el pH a 3.7 usando NaOH y mantener a 4 ºC. 

Preparación del sustrato al momento de usarlo: 

Mezclar lo siguiente: 

0.05 mi de solución stock de ABTS 

0.08 mi de solución stock de H202 

1 o mi de solución stock de amortiguador de Citratos. 

Mantener a 4ºC. 
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