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1. RESUMEN

La tecnologia para producir anticuerpos monoclonales se desarrolls a partir de
estudios de investigacion bdsica en inmunologia, lo que ocasiond el desarrollo de nuevas
técnicas para el diagndstico de enfermedades, dado que por primera vez en la historia se
dispuso de anticuerpos con una calidad homogénco de una manera segura y constante.

El empleo de anticuerpos monoclonales como reactivos de diagndstico presenta
ventajas importantes ya que permite el reconocintiento de antigenos (proteinas, hormonas,
agentes infecciosos, etc.) con alta sensibilidad y especificidad las cuales son caracteristicas
muy dificiles de conseguir en las técnicas para ¢l diagndstico clinico de uso rutinario. La
aplicacidn de los anticuerpos monoclonales al diagndstico es efectuado de dos maneras, el
diagndstico "in vivo" para la deteccion de padecintientos como el cdncer y algunas
enfermedades cardiacas con empleo de radioimdgencs.

"

El segundo corresponde al dingndstico "in wvitro" encontrando su principal
aplicacién en los ensayos inmunocnzimdticos en los cuales se acoplan enzimas a
anticuerpos y en presencia de un substrato orgdnico desarrollan reacciones coloridas las
cuales son posibles cuantificar colorimetricamente reconociéndose de estop resultados la
reaccion antigeno anticuerpo los mds conocidos son los enzayos enzimdticos
inmunoacoplado (ELISA) éstos han sido aplicados para el diagndstico de enfermedades,
tales conto: desérdenes genéticos, enfermedades malignas, padecimientos hormonales,

enfermedades infecciosas, efc.

Esto dltimo es un campo nuy amplio de aplicacion, ya que estos anticuerpos se han
utilizado para una gran variedad de agentes patdgenos incluidos virus, hongos,
protozooarios y diversas bacterias, las aplicaciones principalmente son generadas por
grupos de cientificos con fines de investigacion bdsica, tal es el caso de los anticuerpos
monoclonales para la deteccion de la leshmaniasis, tricomoniasis, tuberculosis, virus de la
innnmbdéficiencia humana etc. '



La presencia de una gran divcisidad de agentes. infecciosos en. humanos. ha
presentado la dificultad de mantener lineas de investigacion en el diagndstico de muchas
enfermedades infecciosas. '

Sin embargo, dada la necesidad de contar con reactivos de diagndstico mds
especificos muchas empresas se han dado a la tarea de comercializar los anticuerpos
monoclonales. En este sentido han penetrado al mercado los productos de diagndstico con
los llamados kits o estuches de diagndstico, siendo el diagndstico del embarazo uno de sus
éxitos mids conocidos a nivel mundinl.

En México y otros paises sibdesarrollados los problemas catsados por enifermedades
infecciosas representan serios problemas contra la salud, el caso de la tuberculosis en
nuestro pais se presenta de una manera prevalente y es In decimoprimera causa de muerte,
esta enfermedad se manifiesta con mayor frecuencia como una infeccion pulmonar.
Aunque, las formas extrapulmonares (picl, pleura, rifién, meninges, etc.) se presentan en
un miimero inferior de muertes, pero Henen mayor dificultad en su diagndstico.

El agentc causal de la tuberculosis es Mycobacterium tuberculosis
(M.tuberculosis) aunque lIas variedades Mycobacterium bovis (M.bovis) y
Mycobacterium africanum (M.africamun) son también infectivas al humano su
identificacidn se realiza tradicionalmente por medio de ln baciloscopia y cultivo en los
centros hospitalarios, en la forma pulmonar la especificidad ¢s alta pero I sensibilidad es
baja, en el diagnéstico de las enfermedades extrapulmonares la sensibilidad y especificidad
son aun menores por ejemplo en la forma meningea la sensibilidad es menor al 50% por
baciloscopia. '

Existenr métodos alternos de diagndstico para la tuberculosis a los ya seiialados los
cunles estdn basados en técnicas de cromatografia de gases y radiométricas que presentan
mayor sensibilidad y especificidad pero requieren del uso de equipo de alfo costo lo que
resulta de dificil adquisicidn en los laboratorios de rutina,



El uso de técnicas de biologia molecular ha permitido el desarrollo de métodos de
diagndstico con alta especificidad y sensibilidad, tal es el caso del uso de sondas marcadas
y ln reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), éste iltimo tedricamente tiene la
capacidad de detectar una micobacteria en los especimenes clinicos. Sin embargo, el PCR
no es capaz de diferenciar las micobacterias pertenecientes al complejo de tuberculosis
(M.tuberculosis, M.bovis y M.africanum), ademds requieren de personal altamente
calificado y el uso de reactivos y equipo que ordinariamente no disponen la inmensa
mayoria de laboratorios clinicos.

e “

El empleo de técnicas de inmunodiagndstico ha permitido también el desarrollo de
métodos simples, confinbles y accesibles a los laboratorios de andlisis clinicos, por ejemplo,
el ensayo inmunoenzimdtico (ELISA). Sin embargo, no se tiene disponibilidad en México
de un reactivo inmunolégico comercial adecuado que permita una alta sensibilidad y
especificidad en su aplicacion en Ilaboratorios de rutina al diagndstico de la tuberculosis.

De acuerdo a esto, para el diagndstico de tuberculosis por los métodos
inmunoldgicos se tienen como antecedentes los estudios hechos por diversos investigadores
como Daniel(16), Brennan(7), Sada(75), Kadival(42), Krambovitis(48), etc. y por otra
parté se han realizado intentos para desarrollar anticuerpos monoclonales para el
dingndstico de esta enfermedad con el fin de mejorar su sensibilidad y especificidad pero
los resultados de las distintas investigaciones no han llegado a una disponibilidad
comercial de este inmumorreactivo, el cual podria ser usado en cualquier laboratorio clinico
con una técnica de uso conuin,

Dados estos antecedentes, el objetivo bdsico del presente trabajo de tesis es el
desarrollar anticuerpos monoclonales dirigidos contra un antigeno de Mycobacterium
tuberculosis que permitan el desarrolloy la aplxcacxon de una técnica ordinaria de rutina
I identificacion temprana de la micobacteria.

Desde el punto de vista médico esto tiltimo es de singular importancia ya que la
oportuna deteccién de este bacilo sobre todo en las formas extrapulmonares (p.ej.



meningitis) permitirin salvar In vida del paciente o bien reducir las severas secuelas de la
- enfermedad por la aplicacion de un rdpido y adecuado tratamiento.

Para el desarrollo de este trabajo se seleccciono al antigeno de lipoarabinomanana
(LAM) que es un polisacarido constituyente de la pared  de Mycobacterium
tuberculosis cuya actividad imnunogénica se manifiesta con la produccién anticuerpos
de una manera sustancial en la enfermedad natural y en esquemas de inmunizacion a los
animales de laboratorio (7).

Comio parte del desarrollo experimental este antigeno se purificé a partir de técnicas
de extraccion y cromatogrdficas convencionales descritas en la literatura cientifica POR
Hunter y cols.(38) obteniéndose en el Inboratorio resultados de bajo rendimiento de este
antigeno.

El antigeno LAM fue utilizado en el protocolo de inmunizacién a ratones BALB/c
y se selecciond al ratén, que presenté el mayor titulo de anticuerpos, de él se extrajo el
bazo, para realizar la fusion celular en la produccion de hibridomas de acuerdo al protocolo
de Fazekas de St.Groth y Scheidegger (24).

La seleccidn de los de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales se realizé
por técnica de ELISA indirecta y de ella se seleccionaron los hibridomas productores de
anticuerpos y clonados por la técnica de dilucidn limitante. Las clonas se expandieron "in
vitro" para aumentar la masa celular y, finalmente,tres clonas de once totales fueron
introducidas en peritoneo de ratén para la obtencién de liquido de ascitis.

Como resultados experimentales, los tres anticuerpos monoclonales producidos
Sfueron nombrados como LAM 11:4, LAM 11:5 y LAM 11:6 fueron caracterizados como
1gG2a en su isotipo, se estudid también la capacidad de los monoclonales para reconocer
Mycobacterium  tuberculosis en su forma completa o nativa mediante
inmunofluorescencia indirecta, utilizdndose los controles negativos niicroorganismos como:
Candida albicans (C.albicans), Cryptococcus neoformans (C.Neoformans),
Nocardia asteroides (N. asteroides), Nocardia brasiliensis (N.brasiliensis),
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Coccidioides tmmitis (C.immitis), Histoplasma capsulatum (H.capsulatum),
Aspergillus fumigatus (A.fumigatus), y Mycobacterium avium (M.avium).

Se determing que el anticuerpo LAM 11:6 es capaz de reconocer a LAM obtenido
de la purificacién mediante ensayos de immunodot, se utilizaron los extractos solubles
obtenidos de lisados celulares obtenidos mediante sonicacién de los niicroorganismos antes
sefialados, los cuales presentaron reconocimiento antigénico hacia C.neoformans,
C.albicans, N.asteroides, H.capsulatum, C.inmitis, A.fumnigatus, M.avium, E.coli,
extracto y LAM purificado de M.tuberculosis.

Los lisados de estos microorganismos fueron valorados por ELISA empledndose los
mismos lisados que en immunodot. Se utilizd el anticuerpo monoclonal LAM 11:6 niismo
que reconocié LAM purificade cuya absorbancia a 492 nm fue de 0.45 + 0.031 y 0.528
+ 0.035 de M.avium 0.773 + 0.057 mientras que empleando anticuerpos policlonales a
LAM de referencia se obtuvieron lecturas de 0.441 = 0.039 y S.aureus 0.318 + 0.022,
Para los sonicados de otros microorganismnos estudiados la absorbacia fue menor a 0.3,
como: C.teoformans 0120 + 0.045, C.albicans 0.072 = 0.010, N.asteroides 0.257 +
0.025, N.brasiliensis 0.170 + 0.015, H.capsulatum 0.293 £ 0.023, C.immitis 0317
0.010 y A.fumigatus 0.131 + 0.008. En basc a este ensayo fue posible diferenciar Ia
reactividad cruzada de los microorganismos.

Los resultados aqui generados sugieren el desarrollo de una técnica de diagndstico
por inmunofluorescencia In cual permite apreciar visualmente a estos microorganismos
al microscopio dado que los anticuerpos aqui generados reconocieron a Mycobacterium
tuberculosis en su forma bacilar completa en muestras de expectoracion con baciloscopia
confirmatoria, y del cultivo de este mismo niicroorganismo. Sin embargo, es necesario
continuar con este trabajo de investigacion y con el ensayo de todos los anticuerpos
monoclonales producidos en las muestras de cultivo para otras micobacterias de interés
clinico.



Es de suma importancia utilizar muestras provenientes de liquides bioldgicos como
cefalormqm’dao, pleural, muestras de espectoracidn, etc. las cuales presenten baciloscopia
y cultivo positivos asi como con las que presenten sospecha de este bacilo, con el fin de
darle validez y utilidad prictica a los resultados generados de esta investigacion.

También es recomendable utilizar estos anticuerpos monoclonales que recorocen a
LAM de M.tuberculosis sean validados con un niimero mayor de cepas de micobacterias
de miiltiples especies, con la finalidad de confirmar la especificidad para este bacilo.

De esta manera se contribuye a la utilizacion de los anticuerpos monoclonales al
diagnéstico clinico como una de las aplicaciones importantes de la bioteciologin en la
medicina.



2. PARTE TEORICA

2.1 CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos o inmunoglobulinas constituyen un sistema de proteinas de defensa
que poseen los vertebrados para protegerse de los invasores extrarios desarrollando un
mecanismo inmunolégico de tipo humoral. Los anticuerpos son glicoproteinas producidas
por lns células plasmaticas derivadas de linfocitos B prescntes en drganos especializados
como el bazo, bolsa de Fabricio, ganglios linfiticos ademds del torrente sanguineo (33).

Los linfocitos B al reaccionar ante un estimulo antigénico por el mecanismo
humoral desarrollan clonas de células que producen diferentes anticuerpos caracterizados
por sus isotipos y subisotipos. Cada anticuerpo posce un sitio de unién al antigeno
dirigidos hacia los determinantes antigenicos o epitopes, el sitio de reconocimiento del
anticuerpo hacia el antigeno se localiza en la estructura de las regiones hipervariables de
In molécula (33).

Cada molécula de anticuerpo tiene en este sitio de unién una secuencia precisa de
aminodcidos que estd determinada por la genética del linfocito B. La respuesta de
anticuerpos a un antigeno es altamente heterogénea, hay tal vez un millén de diferentes
lineas de linfocitos B. Klimman y Press (33) en 1975 estimaron que un ratén BALB/c
contiene 200 willones de linfocitos B de los cuales un 5 al 20% ofrecen distintos
clonotipos, lo cual da origen a los anticuerpos policlonales coritenidos en sueros de los
vertebrados, en cambio los anticuerpos obtenidos de una clona artificial como hibridomas
y cultivados "in vitro” masivamente serdn conocidos como anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales y policlonales tienen propiedades especificas que
hacen de ellos ideales para una situacion en particular. La naturaleza de esas diferencias
especificas deberd ser bien comprendida para una aplicacién optima en inmunoensayos.



~  Kohler y Klinan (33) estimaron que ratones BALB/c pueden contener de 1000 a
7000 diferentes linfocitos con capacidad para producir anticuerpos contra un mismo
inmundgeno. No es de sorprenr'Ierse que algunos de ellos tengan baja y alta afinidad
dependiendo del grado de complementacion entre el epitope y el pardtope.

En 1975 Cesar Milstein y Georges Kolher (45) en Inglaterra desarrollaron un
método simple y elegante para la produccion de anticuerpos que reconocen a un sélo
epifope de un antigeno. Los experimentos para lograr esto consistieron en fusionar "in
vitro" células de mieloma de ratén con linfocitos de bazo de ratén inmunizado con un

antigeno particular.

La resultante célula hibrida o hibridoma expresa las propiedades del linfocito
productor de anticuerpos especificos y el cardcter inmortal de las células de mieloma. El
I proceso de seleccidn de estas células hibridas se realiza por el uso de un medio selectivo
que contiene precursores de dcidos nucleicos como son Aminopterina, Timidina e
Hipoxantina conocido comiinmente como medio HAT a partir de esto se logran desarrollar
lineas celulares inmortales productoras de anticuerpos, estas células hibridas pueden ser
mantenidas con los conocimientos establecidos en cultivo de tejidos de mamiferos (54).

La fusién de células de mieloma o plasmacitomas con células de bazo de ratén con
polietilenglicol esencialmente es un proceso aleatorio y la frecuencia de hibridomas
secretores de anticuerpos refleja la capacidad productora de anticuerpos de las células del
bazo.

Es deseable entonces para fines experimentales conocer y cuantificar la respuesta
de los anticuerpos policlonales en los roedores inmunizados para seleccionar a el animal
que exprese altos niveles de anticuerpos y que probabilisticamente deberdn incrementar el
rendimiento de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales un esquema de los
pasos mas importantes en la produccion de anticuerpos monoclonales se presenta en la

siguiente pdgina, -
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Esquema 1 EVENTOS DE LA FUSION CELULAR PARA LA PRODUCCION DE
' HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICUERPOS M ONOCLONALES.(33)

Las células hibridas obtenidas de esta metodologla pueden ser clonadas (p.cy.erl
placa, dilucion limitante) y cada clona produce un anticuerpo idéntico (imonaclonal) hacie
un solo epitope, y las diferentes clonas pueden ser mantenidas indefinidamente en cultfvo
"in vitro”. También las clonas pueden ser inyectadas en animales para la producecion de
liquido de ascitis y de esa forma tener una produccin masiva de anticuerpos
monoclonales.



liguido de ascitis y de esa forma femer una produccion masiva de anticuerpos
monoclonales.

Estructuralmente los anticuerpos son moléculas simétricas constituidos por 2
cadenas idénticas de glicoproteinas de una masa molecular relativa (Mr) de 50,000 -
75,000 lamadas cadenas pesadas y 2 cadenas idénticas de proteinas no glicosiladas o
cadenas ligeras de Mr 25,000, las cadenas pesadas que estdn unidas por puentes disulfuro
a una cadena pesada (figura 1). '

e 4 8 o]

- o e

Figural  MODELO DE LA INMUNOGLOBULINA IgG DE RATON

Fab = Fraccion de unién al antigeno; Fc = Fraccion cristalizable
Fo = Fraccion variable ; VH = Cadena pesada variable; VL = Cadena ligera variable;

CH = Cadena conustante pesadn

Las inmunoglobulinas pueden ser divididas en 5 clases o isotipos principales: IgM,
IgD, IgG, IgE, IgA cada isotipo tiene propiedades distintivas estructurales y bxologvcas
(tabla 1), -
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anticuerpo conticne moléculas ya sean kappa o lambda las moléculas de anticuerpos
individualmente poscen cadenas ligeras kappa o lanmbda pero nunca ambas™(33).

Adicionalmente, ln IgG puede ser subdividida en cuatro subclases o subisotipos G1
hasta G4 en humanos. Por otra parte existen las Gy, Gy, Gy iy Gyen ratén, y Gy, G, Gy,
y.G; en ratas que son los animales de experimentacion de donde cominmente se obticnen
los hibridomas (33).

En ratén y en rata aproximadamente el 95 % de las cadenas ligeras son kappa,
ambas cadenas ligeras y pesadas son capaces de fomar parte en todns las funciones
bioldgicas de los anticuerpos. Las cadenas ligeras pueden formar parte importante en la
determinacion de la especificidad de los anticuerpos, pero todas las funciones efectoras de
los anticucrpos (eg. lisis de celular mediada por el complemeitto) son determinadas sélo
por las cadenas pesadas. Las cadenas ligeras y pesadas estdn constituidas por uua serie de
unidndes homdlogns de cercas de 110 aminodcidos, las sccuencias de aminodcidos de
unidades de homologia individual son similares y sugieren que ellas surgen por
duplicacion genética de un gene primordial comtin. Cada unidad de homologia contiene
un enlace disulfuro intracatenario entre los residuos de cisteina situados en cerca de 20
aninodcidos de cada final (33).

Cada unidad de homologin estd doblada en un dominio la cual es una estructura
compacta globular conteniendo en gran proporcion una hoja 8 plegada, los dominios
individuales sonn mas resistentes al ataque proteolitico. Los anticuerpos contienen una
regidn extra conocida como la bisagra que es una estructura miis abierta y especialmente

“susceptible a protedlisis (33).
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Tabla 1

PROPIEDADES DE LAS INMUNOGLOBULINAS DE RATON

IsM IgD IG IgE IgA
Concentracién sérica 0.1-1.0 mg/ml 1-10ug/ml 3-20 mg/ml 0.1-1 pg/ml 1-3 mg/ml
M, 900 000 180 000 160 000 190 000 170 000-500 000
Cadenas pesadas n ] ¥ € a
Cadena pesada M,
Secretoria 80 000 65 000 55 000 80 000 70 600
Membranal 84 000 70 - 75 000 65 000 ?
Cadenas ligeras XOoA KoMl Kol XKoh Koh
Subclases 1 1 4 1 1
Carbohidratos 9-12% 12-15% 2-3% 12% 7-11%
Grupos prostéticos Cadena J - - - Cadena |
(forma secretada) Componente secretor
Citotoxicidad mediada + - G1 débil o - - -
por complemento otros +
Transporte placentario - - + (todas las subclases) - -
Vida media en suero 1dia menos de un dia G1,G2a,G3 4 dfas > de un dfa 1 dfa
. G2b 2 dfas
Propiedades especiales PrimerAcenla Principalmente en En suero en mayor  En auero estd en Mayor compomente
mayoria de las la superficie de cantidad, rara menor cantidad. de secreclones
respuestas ' linfocitos.En suero vex unida a unida a mastocitos. (Saltva, bilis,
en menor cantidad linfocitos Responsable de etc)
reaceiones alérgicas,

hisiamina y sertonina.




Las secuencias de aminodcidos de lnas unidades de homologia N-terminales varian
grandenmente en In molécula del anticuerpo y es conocida como la region variable (V).

Las unidades de homologfa N-terminal de las cadenas pesadas y ligeras son
‘designadas V,, y V| respectivamente, dentro de cada region variable se encuentran tres
segmentos hipervarables esto se debe a que los dominios V,; y V, son doblados de tal
manera que preseitan las regiones hipervariables y crean el sitio de combinacién con el
antigeno, la especificidad estd determinada por lns cadenas pesadas y ligeras. Cada
molécula de anticuerpo tiene dos sitios de combinacion con el antigeno excepto pm‘a/ IgM
polimérica e IgA In cual tiene diez y cuatro sitios respectivamente (33).

2.2 BIOTECNOLOGIA DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

La biotecnologin de anticiterpos nonoclonales, la ingenieria genética y el cultivo de

¢jidos vegetales han dado origen a la lamada "Biofecnologin Moderna ue
tejid getales han dad la llamada "Biotecnologin Moderna” o "Nueva

[
Biateciologin" que justo con otras nuevas tecnologias ha dado Iugar a la llamadn Segunda
Rewvolucion Industrial de la que se dice cambiard muchas formas de vida de la sociedad en

el Hamado tercer milenio (25,80).

En la actualidad, todavia 1o es en términos econémicos un fenémeno comparable
a otras revoluciones industriales como las que crearon el automévil o la microelectrénica.

Los métodos de produccién de anticuerpos monoclonales desarrollados por Kohler

y Milstein en 1975 constituyen un gran adelanto tecnoldgico que permiten la obtencién

de cantidades infinitu}; en forma relativamente pura de anticuerpos de un solo isotipo

_dirigidos contra un solo sitio antigénico lo que permite una mejor especificidad y

sensibilidad de los innunoensayos. La versatilidad de estos anticuerpos como reactivos de
diagndstico se ha mejorado con el advenimiento de la tectiologia de hibridomas.

Los anticuerpos monoclonales ofrecen ventajas técnicas en relacion a los anticuerpos
policlonales porque presentan una mejor continuidad en la calidad y un suministro de una
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especxﬂc:dad mds defmxda _/ una nueva opomnudad prua eI desanollo de nuevo»'
mmunoensm/o:,(49)

Hoy en dia los anticuerpos monoclonales con propiedades especiales pueden ser
obtenidos lo que antes del advenimiento de la tecniologia de hibridomas era imposible, por
ejemplo los anticuerpos monoclonales biespecificos son producidos después de la fusicn de
dos lineas de hibridomas productoras de anticuerpos (67,84).

Los anticuérpos monoclonales estdn entre los productos mds importantes derivados
del cultivo de células animales a nivel industrial. La elevada demanda hoy en dia para
anticuerpos monoclonales ha impulsado los esfuerzos para mejorar las economias de
produccion "in vitro” en gran escala, ejemplo de ello es el caso del requerimiento de suero
fetal bovino en el medio de crecimiento ya que representa uno de los mayores costos
asociados con el cultivo celular a gran escala (47,63).

El suero es una mezcla compleja de hormounas, factores de crecimiento, nutrientes
y trazas de elementos, la composicion del suero es indefinida de calidad variable y una
frecuente fuente de contaminacion microbiana. Con el suero también se introducen
proteinas las cuales hacen In purificacién del producte mds dificil, esto es de particular
importancia en anticuerpos monoclonales que serdn empleados en la terapéutica (66).

-Los anticierpos monoclonales para terapia tal vez el mds empleado es el OKT3 un
anticuerpo murino especifico que interactiin con una proteina humana en el complejo
receptor de células T, que ha sido aprovechado como agente inmunosupresivo al rechazo
de injertos. También se cuenta con el desarrollo de otros anticuerpos murinos para el
combate de septicemias y ciertos tipos de enfermedndes malignas (20,32). Recientemente
se han desarrollade anticuerpos monoclonales de origen humano para la cura de este
mismo tipo de enfermedades (52,69,78).

Con el desarrollo de este tipo de innovaciones a nivel mundial en anticuerpos
monoclonales es indispensable implementar politicas de investigacién y desarrollo en esta
drea de la biotecnologin a nivel nacional para tener las disponibilidad de este tipo de
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reactivos de diagnéstico asi como su aplicacién en la immunoterapia, e impulsar su

produccion a nivel industrinl (25).

A).-

1.-

B).-

C).-

APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Inmunoensayos
- Deteccién del cdicer
- Seguimiento de wuna terapia con firmacos

- Pruebas de alergia y del embarazo

Pruebas de Diagndstico
- Endocrinologin

- Hematologia

- Infectologin

Investigacién Médica

- Estudios de Reproduccién Humana

- Operacion del Sistema Nervioso Central

- Inmunopatogénesis de diversos microorganismos

CAMPQO DE APLICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
- Industria Alimentaria

- Industrin Farmacéutica

- Agricultura

- Investigacion Forense

- Investigacion Ambiental

INDUSTRIAS RELACIONADAS A LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Empresas relacionadns con ln manufactura de estuches de ummnocnsnyos

- Industrias de Pldsticos

- Industrias -de Papel y Cartén

- Industrias Quimicas

- Industrias Biotecnolégicas (Enzimas)

Empresas Relacionadas nt la Instrumentacion
- Industria Electrénica

- Industria de Partes Mecinicas

- Industria del Plistico
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Los inmundlogos y otros investigadores disponen de una herramienta poderosa y
versdtil que ayuda a comprender el funcionamiento del sistema inmune ademds de una
aplicacién prictica en el estudio de los diversos antigenos que afectan la salud huinana.

Debido a que los cientificos no patentaron sus descubrimientos los derechos
comerciales de esta tecnologia pasaron a un estatus de mercado abierto,la aplicabilidad de
los anticuerpos monoclonales a los inmunoensayos fue inmedinfa a este descubrimiento,
sin embargo, a pesar de estas ventajas la penctracion en el mercados como kits o estuches
de inmunoensayos fue inicialmente baja, ahora es de millones de délares anuales (49).

Siendo los kits la aplicacion nuis importante en el dingndstico "in vitro" e "in
vivo", hoy en dia mds de 100 estuches estdn basados en el dingndstico "in vitro” los cuales
son usados principalmente en el conocimiento inicial del embarazo, las enfermedades
infecciosas, y el sequimiento de la eficacia de drogas terapéuticas y al reconocimiento de
compatibilidad de érganos y tejidos para trasplanies y deteccion de células tumorales (49).

La purificacién de productos biotecnoldgicos de alto valor agregado es ofra
aplicacion comin de los anticuerpos monoclonales un ejemplo de ello es el contrato de
Damon Biotech para purificar o interferon producido por ingenieria genética en bacterias
por la empresa Hoffmann-La Roche (20).

Algunas compaiiias estdn patentando anticuerpos monoclonales basados en el
diagndstico por radioimagen y métodos de tratamiento con inmunoconjugados (una parte
de la molécula consta de un anticuerpo monoclonal unido quimicamente a un radioisétopo
0 a una drogn). ’ ’

En 1984 Centocor lanzd al mercado un anticuerpo monoclonal con el nombre
comercial de "Myoscint" para detectar el dafio cardiaco en casos de ataques al corazén,
este anticuerpo monoclonal tiene reconocimiento a In proteina miosina liberada en la zona ‘
del daito, el anticuerpo estd unido a un radioisétopo de corta vida como el Indio-111 el
cual puede ser detectade con el uso de una cimara de imdgenes especiales, y ha
demostrado ser de gran importancia en el drea de la cardiologia. Esta empresa pretende
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desarrollar anticuerpos monoclonales en el dingndstico "in vive" del cincer, algunas
-compaiiias se han dedicado, casi exclusivamente, al desarrollo de inmunoconjugados o
inmunotoxinas como es el caso de NeoRex (20).

Un inmunoconjugado promisorio ha sido el desarrollado por Eli Lilly en
Indianapolis (E.ULA). En este caso el anticuerpo monoclonal se combiud con la droga
anticancerosa Vinblastina la cual es especifica contra el adenocarcinoma, lo cual ha dado
origen a una clase muy especial de anticuerpos lamados innmunotoxinas (20,25).

Los anticuerpos monaoclonales son ahora ofrecidos por una vartedad de enpresas
dedicadas al diagndstico siendo las mds importantes en este campo las establecidas en los
Estados Unidos de Norteamérica, siendo las mas fmportantes las que se enlistan a
continuacion.

- Abbott Laboratories (North Chicago,IL)

- Becton Dickinson (Paramus, N.J)

- Bioresponse (Haward,Cal)

- Centocor (Malvern,Pa)

- Damon Biotecli (Needham Heights,Mass)
- Genetic Systems (Seattle, Wh)

- Hybritech (San Diego,Cal)

- Johnson & Johnson (Raritan,N.])

- Karyon Technologies (Norwood, Mass)

- Monoclonal Antibodies (Mountain View,Mass)
- Roche Diagnosis (Nutley,N.J)

- Syntex (Palo alto,Cal}

Desde hace pocos afios Hybritech y Gentics Systems fueron adquiridos por Eli Lilly
y Bristol-Myers, respectivamente (20).

17



La biotecnologin de anticuerpos monoclonales comparte varios rasgos caracteristicos
con otras nuevas biotecnologias porque tiene dependencia con varias disciplinas cientificas
camo se describe en In siguiente tabla.

Tabla 2 CIENCIAS RELACIONADAS CON LA BIOTECNOLOGIA

CIENCIAS BASICAS METODOS Y PROCESOS

Microbilogia Mutacion, seleccion, clonacion, transformacion,
plasmidos

Virologia Vectores, aislamiento y propagacion de virus,

Genética Molecutlar

" Biologia Molecular

Inmunologia

Enzimologia

Biologia Celular

Bioguimica

transduccion

Localizacion de genes, organizacion de genes,
mecanismos de hevencia.

Biosintesis de DNA, RNA y proteinas
Mayicadores celulares,interlencinas, hibridomas.
Enzimas de restriccién, enzimas involucradas en
la biosintesis de DNA y RNA, transcriptasa
reversa,

Cultivos celulares, clonacion de hibridomas.
Aislamiento y purificacion de geues,
caracterizacion de DNA, RNA y proteinas,

sintesis de genes, modificacién de DNA, RNA y
proteinas

Fuente: Comercio exterior vol.39 niim. 11:1989

18



Esta nueva bioteenologin desde principio de los arios ochentas ha empezado a dar
sus frutos, sin embargo, ha tardado en manifestarse en el mercado. Los prondsticos de
comercializacion para los siguicntes arios presentan variaciones amplias, ello obedece a In
naturaleza de las innovaciones biotecnoldgicas radicales que se han dado, puesto que en
muchos casos ya no sc trata de participar en los mercados existentes sino de crear nuevos
mercados (80).

Las estimaciones del valor global del mercado en el afio 2000 oscilan entre
15,000 a 100,000 millones de délares, aunque para algunos investigadores solo el mercado
de la biotecnologia aplicada a los vegetales podria llegar a 100,000 millones de ddlares en
1995 (40,67).

Estimaciones mids recientes indican un mercado global de 25,000 millones de dédlares
al finalizar el siglo, incluidos 15,000 millones en productos farmacéuticos, 5,000 millones
en agricultura, 3,000 milloncs en productos quimicos y 2,000 millones en alimentos (25
,67).

En Meéxico, las perspectivas de desarrollo de la biotecriologia moderna no son
alentadoras, Ia falta de inversién, la gran diversificacién de proyectos de investigacion de
las instituciones universitarias, la escasez de personal calificade y el acentuado
individualisno son los principales frenos al desarrollo de la biotecniologia en nuestro pafs
(25).

La industria farmacéutica mundial ha sido conforme a Ins expectativas generales
de las nuevas biotecnologias la primera en beneficiarse, se estima que sobre sus ventas de
productos de biotecnologin, que en 1987 alcanzaron alrededor de 700 millones de ddlares,
cerca de 300 millones correspondicron a pruebas de diagndstico, incluidos 200 millones
de ddlares para equipos de dnticuerpos monoclonales y sondas de DNA. Las pruebas de
diagndstico han sido hasta ahora el mayor suceso comereial de las empresas dedicadas a
esta drea de In biotecnologin, el resto de las ventas corresponde a sicte farmacos basados
en cinco proteinas hunanas, una vacuna contra la hepatitis B y dos para la salud animal,
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secalcula que"nprb"ri:iradiim‘e‘ﬁte 150.nuevos firmacos estdn en proceso de pruebas clinicas

No obstante los frutos antes seifialados, existe cierta decepcién en cuanto al
rendimiento de los biomedicamentos, la interleucina 2 y los interferones, que no ofrecieron
los resultados terapéuticos esperados, la forma de aplicacidn inyectable y el alto costo de
los productos limitan también la expansién del mercado. Sin embargo el conocimiento de
‘respuesta inmune a nivel molecular pernitivd el uso de estas y otras proteinas de una
manera mds adecuada.

En México, la biotecnologia de anticuerpos monoclonales se rediice a la prictica de
actividades de investigacién con enfoque fundmmnentalmente bisico, aunque se encuentran
ya en el mercado mexicano varios kits de diagndstico que usan anticuerpos monoclonales
pero son comercializados como productos de importacin.

En América Latina y probablemente en todo el tercer mundo Culba es el 1inico pafs
que ha logrado desarrollar 160 productos biotecnoldgicos en ¢l mercado entre ellos la
estreptoquinasa, la cual sirve para disolver codgulos de arterins y venas se incluyen en este
ambito In interleicing 2 y alfa y gnmma interferén que son tres promesas muy grandes
en la lucha contra el cdncer. Los anticuerpos monoclonales disponibles en ese pais son de
aproximadamente 150 y Henen la tecnologin 1as avanzada en esta parte del continente
en la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (51).
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2.3 IMPORTANCIA EN EL DESARROLLO DE TECNICAS DE
DIAGNOSTICO

La medicina clinica, la profilaxis, y los estudios epidemioldgicos requieren del
adecuado diagndstico clinico. Tradicionalmente nuchas enfermedades infecciosas han sido
diagnosticadas por inmunoensayos, imnunohistoquimica o técnicas de cultivo, aungue esos
ensayos son criticos para el diagnéstico de infecciones In repuesta inmune individual
difiere y en muchos casos la deteccién del anticuerpo o antigeno depende de In cantidad
o carga del agente infeccioso presente en un tejido especifico, este fendmeno es
particularmente relevante en i;r)‘ecéiones como los retrovirus hmanos (49).

Aunticuerpos anti-idiotipo prieden ser usados e trasplantes de érganos y anticuerpos
quiméricos interespecies en terapia, ademds la teciologia de DNA, (recombinante) puede
permitir ln produccién de anticuerpos de un sdlo dominio, las proteinas derivadas de
anticuerpos como Fab (fraccién de unién del anticuerpo) y proteinas hibridas con anbos
sitios de unién antigénica y actividad de enzima especifica.

La mayoria de los anticuerpos monoclonales empleados en inmunoensayos’ son
generados frecuentemente de ratones y lineas celulares de carcinoma murino, ratas y
células de ratas son utilizadas también. Células productoras de anticuerpos de otros
animales han sido wsadas para fusiones con células de carcinoma murino, aunque la
eficiencia de generacién de lineas celulares de hibridomas interespecies es baja y solo unas
cuantas de ellas secretan anticuerpos especificos (13). '

Una posible solucién es una fusién de la célula mortal productora de anticuerpos
con una linea celular de heterohibridoma (cg. células de bazo de carnero con células de
heterohibridomna de raton) algunos de los anticuerpos monoclonales heterohibridoma que
han sido preparados son de alta afinidad. Dado que!los anticuerpos empleados en el
desarrollo de inmunoensayos tienen como caracterfsticas una alta afinidad y/o avidez se
deberdn tener presentes los siguientes sefialamientos: muchos anticuerpos policlonales
contienen anticuerpos conn uit amplio rango de afintidades, con constantes de afinidad o
equilibrio de menos de 10° a mds de 10° M anticuerpos con afinidades menores de 10°°
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M 10 son usualmente detectados por métodos estdndares y los anticuerpos de altq afinidad
tiendent a dominar la especificidad en nnuchas situaciones pricticas, la alta afinidad de los
anticuerpos pucde comprender sélo una pequeria fraccién del total.

La extrema heterogeneidad de los anticuerpos policlonales tiene consideraciones
prdcticas muy importantes, ya que la presencia de los anticuerpos con diferentes
constantes de afinidad permite variaciones frecuentes en los resultades de los
inmunoensayos e incluso variaciones interensayos. En cuanto a la calidad del suero del
animal inmunizado este también puede variar de especie a especie, de animal a animal y
hasta en el mismo animal cuando es inmunizado varias veces lo cual le resta sensibilidad
al imnunoensayo.

Es esperado que los anticuerpos monoclonales de alta afinidad deberdn ser mids
comunes que los de baja afinidad, dadas la caracteristicas de inmunodominancia que
presentan los diferentes epitopes del antigeno empleado aunque la baja afinidad de algunos
anticuerpos monoclonales no s¢ puede considerar totalmente una desventaja desde el punto
de vista que facilita la separacion de los componenfes en la cromatografia por
inmunoafinidad. La homogeneidad de los anticuerpos monoclonales significa que cada uno
deberi tener una afinidad bien establecida, caracteristica que frecuenteinente no poseen los
antictierpos policlonales coimo ya se ha senalndo (49).

El progreso de los immunoensayos y sus aplicaciones al diagndstico de las
enfermedades ha sido debido a:

1).-  Mejoramiento en la calidad y estandarizacién de reactivos debidos a desarrollos en
las técnicas de hibridomas y de DNA recombinarnte.

2).-  Procedimientos de marcaje mds eficientes, lo cual minimiza la pérdida de enzimas
Y/ o actividad del anticuerpo.

3).-  El diseito mds sofisticado de sistemas de ensayo (p.eg. quimioluminiscencia, y
bioluminescencia).
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El inmunodiagndstico en sus formas mds variadas continuard siendo lo mds iitil
para propdsitos de identificacién de agentes patdgenos no sélo con los niétodos seroldgicos
mds refinados sino también con el conocimicento de In respuesta inmune la cual Ia
avanzado rdpidamente, asi como el uso de procedimientos sensitivos y complejos, tales
como: la inmunodifusion, inmunoelectroferesis, aglutinacion, radioinmunocenzayo e
inmunofluorescencia y otras técnicas que han incrementado la capacidad sensitiva de los
immnunoensayos como la luminescencia (49).

Como regla general los ensayos competitivos son usados cuando In especificidad es
el requerimiento mds importante, aunque ensayos 1o competitivos son usados cuando alta
sensibilidad es requerida. En base a esto una alta especificidad del inmunocnsayo es
necesaria cuando la prevalencia de In enfermedad cs baja de otro modo la mayoria de los
resultados positivos serdn falsos positivos. En contraste, en el caso de enfermedades con
alta prevalencia el mejoramiento en la sensibilidad tiene un impacto mayor (23,49).

2.4 ALTERNATIVAS EN LAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Los agentes causantes de las enfermedades infecciosas son tradicionalmente
identificados por el empleo de:

I)  Bioensayos

) Inmunodiagndstico

III)  Téenicas bioquimicas y biofisicas
IV)  Técnicas microscopicas ’

El cultivo (parte de los bioensayos) por lo general, tiene alta sensibilidad pero
frecuentemente inadecuado (largos tiempos de replicacidn de los organismos, el tratamiento
con antibidticos del paciente interfiere con el cultivo y algunas veces el agente no puede
crecer in vitro) para el ra‘pidb diagndstico y tratamiento. Sin embargo, la identificacion
directa continiia jugando un papel importante en el diagnostico de las enfermedades
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- infecciosas, pnrtzculm'mente Ia mtcroccopm ophm / Ia deteccxon de virus por microscopia
electronica (49). '

Las técnicas de diagndstico disponibles en muchos laboratorios se han desarrollado
usando antigenos, anticuerpos y técmicas de cultivo. Consecuentenente muchas
enfermedades infecciosas, incluyendo diarreas asociadas con infecciones por Rotavirus,
E.coli enterotoxigénica, Campylobacyter, Shigella, Clostridium y Giardia son
diagndsticadas por el uso de sondas 1rzolecaf1ar'es (DNA, RNA o proteina recombinante).

En comparacién de varios inmunoensayos y sondas de DNA para la deteccion de
Rotavirus en especimenes clinicos indican que ln sonda de DNA resulta ser superior a
otros ensayos (27,49).

Las técnicas convencionales para la deteccion de anticuerpos y antigentos en cambio
son empleadas en trabajos de rutina. La biologin molecular ha wvenido mejorando el
diagndstico con la deteccién de microorganismos de una manera altamente sensible y ha
resultado ser una herramienta 1itil en la investigacion médica y el diagndstico clinico, su
gran ventaja es la capacidad de mayor unién a los dcidos nucleicos, que la avidez de 1un
anticuerpo por un antigeno por consiguiente la hibridacion molecular es mds sensible que
algunos inmunoensayos o técnicas inmunohistoquimicas y viceversa para la deteccién de
antigeno o anticuerpo (27). Asi las técnicas de Biologia Molecular proporcionan sondas
sensibles para el diagndstico de una gran variednd de enfermedades infecciosas.
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2,5 EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas del hombre y aun una de
las mis difundidas. Fracastoro en la primera mitad del siglo X VI sospeché su naturaleza
infecciosa y en 1865 Villemin demostrd que la enfermeda-d podia trasmitirse inoculando
material tuberculoso en animales (6). En 1882 R.Koch descubrié el bacilo de la
tuberculosis mediante tinciones especiales lo aislé y lo desarrollé en cultive puro y fue
capaz de reproducir la enfermedad inoculando el bacilo en conejo de experimentacion.

También infectd a cobayes y otros animales desarrollando un método de tincidn del
bacilo en especimenes histiolégicos y frotis fijados por calor de biopsins y esputo y crecio
el bacilo en medios sdlidos y describid su transmisibilidad por aire (34).

Las fuentes de infeccion son los enfermos de tuberculosis pulmonar que expectoran
bacilos y son los que mantienen la trasmisién de la enfermedad en la comunidad.

La tuberculosis sigue siendo de las enfermedades infecciosas mds importantes de
la especie humana. Se calculn que existen 16 millones de casos prevalentes, a partir de
1000 millones de personas infectadas en el mundo pero sin signos y sintdmas de la
infeccidn activa, aproximadamente tres millones de personas desarrollardn tuberculosis y
morirdn cada afio (81 ).' (Figura 2)
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Figura2  MAGNITUD Y DINAMICA DEL PROBLEMA MUNDIAL DE
LA TUBERCULOSIS (s1)
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Sin embargo, las expectativas del incremento estadistico de personas que desarrollan
tuberculosis tiende a ser mayor desde el reconocimiento de la enfermednd del SIDA que
es conocida como una pandemia sobre todo en las dreas del mundo donde la tasa de
prevalencia y ln infeccion endémica por Mycobacteriun tuberculosis es elevada (37).

Recientes estudios en Africa Central, el Caribe y en los Estados Unidos en
individuos que emigran de las dreas tropicales han demostrado que la tuberculosis se
presenta de una manera comun con las manifestaciones clinicas de la infeccion por VIH
y la subsecuente inmunosupresion (64).

En general las infecciones micobacterianas comiinmente vistas en pacientes con
SIDA en Estados Unidos son las debidas @ Mycobacterium avium y aguéllas debidas
a Mycobacterium tuberculosis fueron encontradas entre pacientes de dreas mundiales
de reconocida endemicidad y entre personas con alto riesgo de tuberculosis, tales como
droguadictos (26,81).

Ejemplo de ello son los estudios documentados por Handwerger (81), en donde la
frecuencia de Ia tuberculosis es del 15.1% en pacientes con SIDA con una historia de uso
de drogas parenterales iy en un 4.4% de los otro pacientes con SIDA. Entre 1978 y 1985
la tasa anual de tuberculosis se duplico en la ciudad de Nueva York y mucho de este
incremento fue atribuible a casos de drogadictos con SIDA (37). (grriftfca 1)
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Otra evidencia de la asociacién de tuberculosis e infecciones por VIH realizado en
un estudio de cohorte de personas infectadas mostré que el riesgo de desarrollar
tuberculosis activa es mayor, al compararse con un grupo de individuos seronegativos a
este virus. Se cree que el riesgo anual de desarroliay tuberculosis activa puede ser tan alta
como el 10% en una persona infectada con VIH (64).

El dingndstico de la_tuberculosis puede ser mds dificil de establecer en pacientes
infectados con VIH. Este problenta se complica por la falta de laboratorios especializados
a esta enfermedad en los pafses en vins de desarrollo. Entre los pacientes
inmunosuprimidos por VIH con tubercilosis pulnonar, la radiografia de pulmon es
Srecuentemente atipica y la baciloscopin de esputo por dcido resistencia puede ser menos
sensible y especifica para el dingndstico, mds aiin, si la inmunosupresion por VIH favorece
a un incremento de enfermedades por micobacterins atipicas como sucede en Norteamérica.

En contraste, en paises en desarrollo el diagndstico de la tuberculosis pulmonar se
apoya cxclusivamente en In radiografin de térax y baciloscopin de esputo; el cultivo
micobacteriano esta limitado sélo para los centro de salud del tercer nivel. La biisqueda de
alternativas dingnésticas en paises en desarrollo puede ser superado por la aplicacién de
sondas DNA especie-especificas o anticuerpos monoclonales que detectenn M.tuberculosis
en muestras no cultivables.

Ante el hecho de que la tuberculosis es endénica en México todn la poblacion tiene
el riesgo de padecerla. Un mexicano sano pertenece a la clasificacidn 11 de la tuberculosis
en la Asociacion Americana de Torax (ATS) este grupo se caracteriza por presentar una
reacciéni positiva al derivado protéico purificado (PPD) que es un indicador del contacto
previo con Mpycobacterium tuberculosis, sin evidencia clinica, radioldgica, ni
bacterioldgica de la enfermcdhd (77). ’ '

La primoinfeccion creada con la administracion de ln vacuna de Calmette Guérin
(BCG), In cual estd integrada al sistema nacional de vacunacion y generalmente aplicada
desde In infancia tiene como fin la creacion de inmunidad especifica de tipo celular que se
hace aparente después de 4-6 semanas por medio de la reaccién positiva al PPD (77).
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En paises desarrollados, el contacto con M. tuberculosis no es tan frecuente en la
poblacién en general y la vacuna BCG no se considera necesaria. Una reaccion de PPD
positiva tienc un significado diferente al de los paises en vias de desarvollo. La sensibilidad
del PPD ¢s de un 75% existiendo hasta un 25% de prucbas falsas negativas, este
procedimiento tiene sus limitantes 1o es efectiva en personas con una elevada desnutricion,
anergia, innumosuprimidos y pacientes con SIDA (76).

En México, los pacientes con SIDA que desarrollan tuberculosis, quizd es debido
‘a la reactivacién de la infeccién primaria ya que estos individuos favorecen su desarrollo
(10). M.tuberculosis se encuentra dentro de las cinco infecciones mds frecuentes en estos
pacientes como se demostrd tanto en estudios nacionales como extranjeros (Tabla 2).

Tabla 3 ETIOLOGIA INFECCIOSA DE ORGANISMOS OPORTUNISTAS EN
INSTITUCIONES MEXICANAS Y DEL EXTRANJERO

Organismos oportunistas . HGM INNSZ NY
Preumocystis carinii 21% 27% 70%
Toxoplasita sp. 28% 8% 12.5%
M.tuberculosis 21% : 24% 10%
Micobacterias atipicas 3% 7% 12.5%
Aspergillus sp. 0% 10% ---
Nocardia sp. 0% 3% ---
Histoplasma sp. 0% 10% -
Criptococcus sp. 0% 7% 7.5%
Citomegnlovirus 52% 79% 5%

HGM = Hospital General de México; INNSZ = Instituto Nacional de la Nutricion -
Salvador Zubirdn; NY = Nueva York.
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La respuesta inmune celular especifica que crea la primoinfeccion tuberculosa, debe
de ser mantenida en forma ideal a través del tiempo para ecvitar la posibilidad de
reactivacion enddgena del M. tuberculosis dada sus caracteristicas potenciales de latencia
por periodos que pueden ser muy prolongados

Una de las formas mds frecuentes de fiebre de origen desconocido es la tuberculosis
meningea la cual representa alas formas extrapulmonares de esta enfermedad y Ia
morbilidad y mortalidad en niiios de los paises en desarrollo es seria y en donde un
temprano diagndstico y tratmuiento son esenciales para un préspero desenlace.

La tuberculosis de huesos y articulaciones es otra representante de las fornas
extrapulmonares y es una de las enfermedades mds disenminadas en el mundo con las
consecuencias de invalidez en Ias personas que la padecen, en este sentido Ins lesiones de
In espina son la causa mds frecuente de las deformidades con complicaciones serias.

En México un ejemplo de la distribucion de ln mortalidad por tuberculosis en todas
sus formas se sentalan mds adelante de acuerdo a las estadisticas reportadas por la
Secretaria de Salud (Tabla 4, Grifica 2).

En Inglaterra, esta enfermedad tiende a declinar, sin embargo, In tuberculosis
extrapulmonar en los grupos de inmigrantes de paises conio Pakistdn, India, y Bangladesh
se mantiene con una alta prevalencin, la pericarditis tuberculosa se le considera una forma
rara de tuberculosis, el material fibrocascoso y sanguineo dentro del espacio pericardial
interfiere con el llenado ventricular y produce los sintomas cldsicos de la enfermedad. En
Inglaterra de 3002 casos notificados de tuberculosis solo el 0.5% correspondieron a esta
forma extrapulmonar (31).

La tuberculosis miliar resulta de una diseminacion hematégena de un foco
establecido produciendo numerosas lesiones de aproximadamente del mismo tiempo de
evolucion y tamario, la cual usualmente progresa a necrosis y caseinizacién en multiples
drganos. La diseminacion miliar es frecuentemente una complicacién temprana de la
tuberculosis primdria en niftos (2). ‘

29



Tabla 4 CASOS REPORTADOS Y MORTALIDAD POR TUBERCULOSIS EN

TODAS SUS FORMAS EN MEXICO DE 1980 a 1988.(77)

NOTIFICACION SEMANAL |INFOR. mmgx.ss OPER-, |CIFRA ESTI!:ADA REAL
2
_ MORTA
AROS |LIDAD |NUMERO [TAasa |Razon |NUMERO |TASA [Razon |muMEmro |TASA |Razon
1 5 5 . [
1980 {10.0 11165 [16.0 | 1.6 27696 (35.9 | 4.0 42666 [61.2 | 6.1
1981 | 9.3 12651 |17.7 | 1.9 24452 |34.3 | 3.7 43174 [59.8 | 6.4
1982 | 8.9 8265 [11.3 | 1.3 21521 |29.5 | 3.3 43623 [59.8 | 6.7
1983 | 9.4 11506 {15.a | 1.6 19629 |26.3 | 2.8 44626 [58.4 | 6.2
1984 | 9.1 14531 [19.0 | 2.1 19969 ]26.2 | 2.9 44578 |57.7 | 6.3
1985 | 8.6 15017 [19.3 | 2.2 ‘18698 |24.0 | 2.8 45000 |57.0 | 6.6
1986 | 8.4 13180 |16.6 | 2.0 18365 |23.1 | 2.7 45391 |56.4 |-6.9
1987 | 8.2 14631 [18.0 | 2.2 19867 |24.5 | 3.0 45800 |56.0 | 6.8
1988 | 8.0 15371 }18.6 | 2.3 19428 [23.5 | 2.9 45976 [55.0 | 6.9

Fuente: Direccién General de Estadfstica .:SSA.

1) Las tasas de 1987 y 1988 fueron calculadas con base a la tendencia 1982-1986.

2) Direccién General de Epidemiologia SSA., Sistema de notificacién semanal ds
enfermedades.

3) Suma de 1os casos notificados por las oficinam centrales de Medicina Preventiva
de la SSA. IMSS e ISSSTE. '
4) Cifra de casos nuevos reales estimadas,
5) NGmero de casos nuevos_por cada defuncién.
100 — 11.1 2.0 otras del Aparato
Tb extra 3.5 Hussoo y
pulmonar . articulacionse
\\ 13.6 |"yymaitiiee”
\
A
\ .
% de los Mant
 de lo \ 40.2 | siatems Hesvinso
0 |- 88.9 \\
Tb \
pulmonar \\ .
\ }
\ ,
\ Apareto
\ 40.6 genltovrinario
\
A
\
o L \
Total Casos extra
i pulmonn(qgﬁ_
Griéfica 2 DISTRIBUCION DE MUERTES POR TUBERCULOSIS EN MEXICO
DURANTE 1985.(77)
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2.6 METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS

Hace mds de un siglo Roberto Koch identificd al agente etioldgico de la tuberculosis
por cultivo y tincién de especimenes clinicos. Koch habia comenzado sus experimentos de
laboratorio inoculando el primer cobayo en agosto de 1881 (46).

En los 8 meses siguientes fue capaz de demostrar la naturaleza infecciosa del bacilo
de la tuberculosis estudiando la histologia de la tuberculosis humana y de animales. Sus
descubrimientos fueron presentados el 24 de marzo de 1882 en un articulo que describe
el papel eticldgico de la tuberculosis a la sociedad fisioldgica de Berlin, basando sus estudios
en las investigaciones de Villemein, Colmtheim y otros que demostraron la transmisibilidad
de la tuberculosis (34).

Hoy dia el dingndstico de la tubercitlosis es rutinariamente establecido empleando
tinciones y técnicas de cultivo que wno difieren sustancialmente de aquellas usadas por
Koch, por ello se han dirigido investignciones biomédicas hacia otro tipo de métodos de
dingnéstico dada la diversidad desarrollada a estos se clasifican de una manera sencilla
(44).

A)"  CLASICOS
B) NO INMUNOLOGICOS
C) INMUNOLOGICOS
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2.7 METODOS CLASICOS
2.7.1 TUBERCULOSIS PULMONAR

El diagndstico de la tuberculosis es realizado rutinariamente por la observacion de
bacilos dcido resistentes por microscopin. El cultivo de micobacterias en medio de
Lowenstein Jensen o algiin otro medio sélido para primo?zislmniento Ins micobacterias son
identificadas por sus caracteristicas, tales como: velocidad de crecimiento, morfologia
colonial, pigmentacion, y perfiles bioquiniicos (9).

El diagnéstico del laboratorio para tuberculosis pulmonar esta basado en In
baciloscopfa  tradicional de Zichi-Neelsen que se fundamenta en la tincion de
acidorresistentes y se observa In coloracion por fucsina de la pared celular hacia Ia
estructura de dcidos micdlicos de las micobacterias. Esta técnica aunque es rdpida y
econdntica 1o es de alta de sensibilidad, en especimenes de esputo por ejemplo, sélo puede
ser usado para detectar el bacilo en concentraciones de 10,000 organisnios por mililitro o
nds (19).

Aunque el esputo es ficilimente disponible en pacientes con In enfermedad avanzada
es dificil obtener los especimenes en pacientes con la enfermedad menos extensa, y de niiios
los cuales caracteristicamente no producen esputo. La baciloscopia por Ziehl-Neelsen no
es especifica porque no puede distinguir entre especies de micobacterins. En pacientes
inmunocomprometidos o con SIDA este problema aumenta por las infecciones oportunistas
con las micobacterias atipicas como es cnso del complejo M.qvium-intracelulare, o con
otras micobacterias diferentes a M.tuberculosis (3,76).

El cultivo de M.tuberculosis en el Inboratorio es sensible de 10 a 100 organismos .
viables por muestra, pero debido a los largos tiempos de cultivo (6 a 8 semanas)
‘necesarios para el crecimiento ptimo de este microorganismo frecuentemente las decisiones
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clinicas y terapéuticas deberdn ser hechas antes que el diagndstico de laboratorio esté
disponible:lo cual-implica una decisién de mucho riesgo (19).

‘Existen algunas limitaciones en los métodos cldsicos de diagndstico de
M.tuberculosis y- es cuaudo este patdgeno se encuentra presente en wn nimero
relativamente pequeiio y frecuentemente el cultivo es negativo.

2.7.2 METODOS TRADICIONALES A LAS FORMAS EXTRAPULMONARES

Al presente, los métodos cldsicos para el diagndstico de la  tuberculosis
extrapulmonar son: la baciloscopin por tincion de dcido resistentes y microscopia con el
subsecuente cultivo de M. tuberculosis. La dificultad de identificar a M.tuberculosis por
baciloscopin por ejemplo, en el liquido cefalorraquideo (LCR) es muy dificil.

El cultivo de ln micobacteria en las formas extrapulmonares cuando el resultado es
favorable se alcanza en semanas 6 semanas en promedio y en LCR las caracteristicas son
cambios citolégicos y bioquimicos conocidos mismos que ayudan al descubrimiento de la
lesion tuberculosa, sin embargo estos pardmetros son variables o bien se encuentran
ausentes (4,14).

El diagndstico de la meningitis tuberculosa es realizado usualmente en base a una
historia de exposicién como son: el cuadro clinico, las caracteristicas del LCR, prueba
positiva a la tuberculing, la baciloscopia y el cultivo de M.tuberculosis, sin embargo, de
acuerdo a investigaciones realizadas los cultivos son positivos en el intervalo comprendido
del 55 al 75 % de los pacientes (43,48).

Enn un estudio realizado por Molavi y Lefrock en 1985 (14) identificaron este
patdgeno por baciloscopia en baja proporcidn (10-40%) y por cultivo (45-90%)(13). En
otro estudio Kennedy y Fallon en 1979 (43) establecieron que los especimenes de LCR
fueron positivos en un 37% por baciloscopia directa y en un 52% en cultivo.
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Nucvos ensayos para el rdpido diagndstico de meningitis tuberculosa han sido
recientemente propuestos, todos cllos estin basados en la examinacién del LCR. Ellos son
considerados en el sentido mds estricto como métodos indirectos usualmente cuantificando
un producto de la repuesta del huésped a esta infeccién y los métodos directos que miden
un producto metabdlico del agente infectante. Los métodos directos hasta ahora reportados
tienen la especificidad deseada pero esta debe de ser determinada 'y cuantificada
cuidadosantente por validaciones clinicas en muestras de los pacientes infectados.

 La especificidad puede ser asegurada cuando un gran nihmero de controles positivos
y negativos son incluidos; y los controles negativos deberdn comprender o sélo de
personas sin evidencia de meningitis sino tamnbién de muestras clinicas de personas con
formas de meningitis por otros microorganismos que scmejan una tuberculosis lo cual
Hevaria a definir de una manera correcta la sensibilidad y la especificidad de la nueva
metodologia de diagnéstico propucsta (15).

De acuerdo a esto cualquicr propuesta de algiin método de ensayo para el rdpido
diagndstico de meningitis tiberculosa deberd ser analizado y comparado cont los resultados
reportados para baciloscopia y cultivo. El riesgo potencial de resultados falsos positivos
deberd ser minimizado para coitar una terapia inadecuada, por ejemplo, resultados falsos
positivos por la aplicacién de estos métodos se han manifestado en los casos de meningitis
plogénica y en menor proporcidn en casos de meningitis aséptica (48). Los 11uevos métodos
de diagnostico propuestos hasta ahora se describent a continacion.

2.7.3 METODOS NO INMUNOLOGICOS

Desde 1987 las sondas de dcidos micleicos para la identificacidn del complejo de
M.tuberculosis, (M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum y M.microti) M.avium y
M.intracelulare estin disponibles por Gene Probe Inc. San Diego California. La
sensibilidad de estas sondas es similar a la tincién de Ziehl-Neelsen y su uso para la
deteccién de M. tuberculosis en especimenes clinicos es por lo tanto, cuestionable (19,70).
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Asiln falta de sensibilidad de la sonda de DNA fiie motivo del desarrollo de la
reaccion de polimernsaren cadena (PCR). Esta técnica esta bien desarrollada y ha sido
extensamente usada para el diagnéstico de nunierosas enfermedades infecciosas incluyendo
las de etiologia bacteriana. Los estudios iniciales desarrollados para M.tuberculosis fucron
de Brisson-Noel y cols.(5) amplificaron un fragmento de DNA de 383 pb el cual codifica
en parte para el antigeno micobacteriano de 65 Kb. Eisenach y cols.(21) amplificaron un
fragmento de 132 pb el cual se encuentra repetido algunas veces en el cromosoma. Este
ensayo también ha sido capaz de distinguir micmbros del complejo de M.tuberculosis.

Patel y cols.(61) empleando bajas temperaturas de "enrollamiento” en su ensayo
encontraron una marcada amplificacion inespecifica de material genético de micobacterias
no tuberculosas por un producto de PCR. En un ensayo alterno Shankar y cols.(14)
amplificaron un fragmento de 240 pb. Todos estos estidios para la deteccion especifica del
complejo M.tuberculosis deberin ser orientados para su validacion en situaciones
especificas de tuberculosis; por ejemplo hepatitis granulomatosas, meningitis, tuberculosis
cutdnea ete. ‘

El procesado del espécinen es simple y rdpido, en el 60% de los casos los resultados
sont abtenidos por electroforesis en gel de agarosa dentro de las 8 horas de obtenida la
muestra, dos dias pueden ser requeridos con la hibridacion con la sonda especifica.

En otro estudio sc identificaron elementos genéticos en el DNA de M. tuberculosis
quie se encoittraban presentes en mitltiples copias en el genoma de este microorganismo y
mostraba un patrén de bandas polimdrficas por electroforesis. En diferentes aislamientos,
el 1S986 se encontré sélo en especies que pertenecen al complejo de M.tuberculosis,sin
embargo, se encontré con menos frecuencia en M.bovis BCG y concluyeron que la
biisqueda de este elemento de insercion pucde ser 1itil para el .diagnéstico y estudios de
epidemiologin de la tuberculosis (35).

Otros métodos no inmunoldgicos diferentes a los de la Biologia Molecular han sido
desarrollados, cono un método para la saponificacion de micobacterias usando metanol e
hidréxido de sodio o un tratamiento con BF; en metanol y su extraccion con una mezcla

35



de cloroformo-hexano. Los productos de hidrdlisis se analizan por cromatografia gas-liquido
(CGL). Un esquema para su identificacién fue desarrollado en base a su perfil de dcidos
grasos para cada especie de micobacteria. Este sistema ha sido usado en el laboratorio de
miicobacteriologia de la Clinica Mayo desde 1982 (44) el cual es altamente especifico y
reproducible y rdpido (<21).

Una modificacién del método mencionado esta disponible comercialmente como ui
sistema de identificacién microbiano el cual consiste de un cromatégrafo de gases
(HP5890A; Hewlett-Packard; Con. Pale Alto Calif.) y una computadora (Serie HP 310;
HP98561A). Esta iiltima utiliza un software que contiene una libreria de lipidos de pared
celular de las especies de micobacterias de importancia clinica, la libreria esta compuesta
de una coleccidn de especies bien caracterizadas incluyendo las del American Type Culture
Collection y de numerosos aislados clinicos para 26 especies de micobacterias (4).

Otro adelanto a ¢l diagndstico de enfermedades micobacterianas es la deteccion del
dcido tuberculoestéarico en especimenes cliinicos usando espectrometria de masas. Este
sistema aun 1o esta disponible para su uso en laboratorios de rutina (45). Una técnica de
analisis de dcidos micdlicos ha sido desarrollada recientemente empleando cromatografin
de liquidos en alta presién en donde se prepara un derivado de dcidos micélicos como
ésteres de p-bromofenacilo y se compara con estindares de especies micobacterianas
conocidas (7).

Por esas razones varios métodos lian sido usados conio ayuda en el diagndstico,
incluyendo el de Levinson, y cols.(13,68) con los ensayos de particién de triptdfano y
bromo, la deteccion de 3-(2 ’-cetohexil)indblinn y de dcido tuberculoéstearico y la medidn
de actividad de adenosin deaminasa .

Estas técnicas son complejas y requieren de equipo especializade el cual no esti

disponible en cualquier laboratorio de rutina y su eonfiabilidad no ha sido evaluada y 110
cuentan con mucha aceptacién.
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El uso de ln técnica radiométrica (BACTEC.USA) es un método para detectar el
crecimiento temprano de las micobacterias en el cultivo el cual emplea un substrato
radiomarcado con C* que es especifico a la micobacteria (62).

Este método promueve el rdpido crecimiento de microorganismos con un promedio
de 9 dias; en la identificacion especifica de M.tuberculosis requicre de 5 dias y Ia
susceptibilidad de resistencia a drogas 6 dias siendo un gran adelanto, ya que permite
disminutir el tiempo de la identificacién del bacilo tuberculoso, pero aun asf es considerado
lento en diagndstico de ln tuberculosis meningea (3,14,44).

Con estas caracteristicas favorables, los nucvos métodos de diagndstico proponen
ademds que su pracedimiento sea rdpido y facilmente aplicado en laboratorios de rutina,
el desarrollo sin instrumentos costosos, ni isétopos radiactivos, lo cual es aun una
limitante en los métodos de diagndstico basados en la Biologia Molecular y en el sistema
BACTEC.

2.7.4 METODOS INMUNOLOGICOS

La identificacion serclégica de la infeccion es ampliamente usada en medicina y el
problema del dingnéstico bacteriolégico permitié una aplicacién temprana de tales técnicas
en tuberculosis. El primer reporte del serodiagnéstico de tuberculosis fue debido a Arloing
el cual fue publicado en 1898 (15) sdlo después de 16 arios del descubrimiento del bacilo
de la tuberculosis por Koch.

Arloing desarroll6 una prueba de aglutinacion y reportd que especimenes de suero,
del 57% de los pacientes con tuberculosis pulmb;mr fueron positivos, en este trabajo son
muy pocos los detalles descritos y el niimero de los especimenes de siero no se reportaron.
Durante las siguientes 8 décadas, muchas técnicas seroldgicas se describieron para el
serodiagndstico de las enfermedades micobacteriqias pero sin utilizacién rutinaria (15).
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En.1972 Enguvall y Perlmann (15) describicron una técnica altamente reproductiva
y seusible de un inmunoensayo enzimdtico  (ELISA). Esta técnica no requiere
instrumentacion sofisticada, los reactivos que emplea no son caros y ha sido amplinmte
usada en el diagndstico de enfermedndes infecciosas.

Los inmunoensayos enzimdticos son levados a cabo para conocer la actividad del
anticuerpo como la concentracidn de antigeno, la cuantificacion o determinacién de ln
actividad de esos 2 imnunorreactantes es muy difercnte, el antigeno esta generalmente bien
definido y en concentraciones de nanogramos por mililitro pucden ser detectados (15).

El empleo de técnicas para el inmunodiagndstico ha permitido también el desarrolio
de técnicas simples, confiables y accesibles a los laboratorios de andlisis clinicos por
ejemplo, ELISA. Sin embargo, no se ha dispucsto de un reactive inmunolégico adecuado
comercial que permita una alta sensibilidad o especificidad en el diagndstico de In
tuberculosis (74,79,83).

La sensibilidad de ELISA reportada es de 75 % cuando es usada en estudios de
poblaciones de alta prevalencia de tuberculosis. En general, la frecuencia de tuberculosis
es mayor en paises en desarrollo al compararse con los paises industrializados. Esta alta
sensibilidad por ELISA deberia ser adoptada como un diagndéstico presuntivo en paises en
desarrollo. Este ensayo de ELISA es superior a baciloscopia de imuestras de esputo que es
lo utilizado actualimente (3,4).

El método de ELISA fue empleado para dctectar antigenos micobacterianos en
tejidos animales. ELISA fue empleado por vez primera para detectar el antigeno en los
fluidos corporales en la tuberculosis humana. La tendencia durante los diltimos afios ha
sido el desarrollar métodos que puedan hacer ficilnente el dx'ag)zéstico clinico en periodos
cortos de tiempo. No se han reportado estudios en pacientes con sospecha de tuberculosis
y baciloscopia negativa que es probablemente ln poblacién en que se tenga mayor utilidad
los inmunoensayos (73,79).
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El método ideal para un diagnéstico rdpido y especifico de las enfermedades
infecciosas incluyendo tubcerculosis probableniente sea la deteccién directa del antigeno en
especimenes clinicos. Actualimente, estos miétodos rdpidos han sido aplicados sélo a la
deteccion de antigenos en LCR de pacientes con menigitis tuberctlosa y en esputo de un
ntimero limitado de pacientes con tuberculosis pulmonar, es necesario investigar sobre
posibles aplicaciones y detectar antigenos en otros liquidos corporales tales como: el
pleural, sinovial, peritoncal y cl sanguinco (14,16).

La deteccidn de antigenos micobacterianos en sangre es importante, en- pacientes
mal nutridos y con SIDA es en donde se ha observado un alto grado de micobacterentia.
La demostracién de complejos inmunes circulantes en pacientes con tuberculosis pulinonar
sugiere que hay antigenos libres micobacterianos que pueden estar presentes en la sangre
de pacientes con la infeccidn menos severa, por lo tanto, cl ensayo también deberd ser
aplicado a muestras de sangre de cstos pacientes (14,76).

El serodiagndstico en Ins infecciones micobacterianas ha sido estudiado por largo
tiempo y su reproductibilidad y confiabilidad han sido reportados. Los principales
obsticulos encontrados en el serodiagnéstico de las infecciones micobacterianas es la baja
especificidad y ln no estandarizacién de las técnicas para un uso rutinario (15).

Una wvariedad de antigenos incluyendo antigenos micobacterianos crudos,
tuberculina y antigenos micobacterianos purificados han sido empleados en la deteccion
de anticuerpos contra micobacterins, la sensibilidad y la especificidad de las pruebas
seroldgicas depende del tipo de antigeno usado, una alta especificidad es alcanzada con el
antigeno purificado (76,86). ' .

Recientemente, algunos métodos inmunoldgicos han sido desarrollados para detectar
antigeno libre en LCR de pacientes con tuberculosis wmeningea, como  primeros
antecedentes al diagndstico con los inmunoensayos para esta enfermedad se encuentran
las investigaciones de Sada y cols.(75) quienes desarrollaron wn inmunoensayo con BCG
comercial y anticuerpos anti-BCG. La especificidad de In prueba fue del 95% y Ia
sensibilidad de 81.25%. ‘
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Bal y cols. (14) establecieron una inhibicién competitiva usando bacilos de
M.tuberculosis irradiados con un absorbente de fase solida para la medir antigeno
micobacteriano en LCR el cual se encontré en 7 pacientes cuyo diagndstico de meningitis
tuberculosa fue confirmado en 6 y uno no confirmado.

No sc encontrd en 32 muestras de LCR de pacientes control con las enfermedades
neuroldgicas no tuberculosas, el ensayo para un paciente fue positivo pero después se
encontré un absceso cercbral y se valoré como falso positivo.

En el serodiagnéstico de tuberculosis por ELISA la sensibilidad ha sido muy similar
con todos los antigenos empleados, pero difiere en dreas con alta y baja prevalencia de
tuberculosis, de acuerdo a esto, se ha establecido una sensibilidad de 76 a 94 % mientras
que In especificidad de ELISA depende del antigeno usado (14,15) (Tabla 5 y 6)

Tabla 5 RESULTADOS DE SEROLOGIA EN TUBERCULOSIS USANDO EL
METODQO DE ELISA (16,76)

Antigeno Sensibilidad (%) Especificidad (%)
BCG 76 97

Crudo 55-94 84-97

Antigeno 5 48-84 91-100
Citoplasmidtico 94 96
Lipoarabinomanana 72-80 92
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Tabla 6 DETECCION DE ANTIGENOS DE M.tubercuiosis EN DIFERENTES
ESPECIMENES CLINICOS (16,76).

Especimen Método Sensibilidad (%) Especificidad (%)
- ELISA 70 : 98.7
LCR
Ldtex 96 99.3
Esputo ELISA 60 80.0
RIA 77 ND**
Suero
ELISA 45 ND

LCR = Ligquido cefalorraquideo; ND = No deterninado
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Herndndez y cols.(14) emplearon una ELISA capaz de detectar IgG ¢ IgM al
estudiar 20 muestras de LCR de pacientes con meningitis tuberculosa bacterioldgicamente
confirmada y 70 muestras control de pacientes con otras formas de meningitis y sin
evidencia de meningitis. El valor de corte del ensaye fue 0.20 de todas las muestras de
LCR de pacientes con menigitis tuberculosa fueron positivos y ninguna de las muestras
control resultaron falsos positivos,

Coovadia y cols.(15) colectaron muestras de LCR de 37 niftos con meningitis
tuberculosa, 49 nirios con otras formas de meningitis y 14 niflos con tuberculosis
pulmonar y sin evidencia de meningitis.

Daniel y cols.(15) detectaron IgG por ELISA empleando antigeno 5 de M.
tuberculosis entre 37 muestras de LCR con meningitis tuberculosa 7 fueron positivas en
la dilucién 1:40 y 4 en la dilucidn 1:80, entre los sujetos control 60 de 63 fueron
negativos (1:80) con un falso positivo a esa misna dilucién que demostré ser especifico
para la tuberculosis meningea.

La técnica de aglutinacion en ldtex ya estd en uso en muchos laboratorios y tiene
amplia aceptacién para la deteccion de antigenos de bacterias causantes de meningitis
pidgena. Mismo que ha sido propuesto de utilidad en el diagnéstico de M.tuberculosis
en liquido cefalorragquideo.

Hace pocos aiios Krambovitis y cols.(48) desarrollaron una prueba simple de
aglutinacion con particulas de ldtex para la rdpida deteccion de M.tuberculosis a un
antigeno de membrana plasnuitica en las muestras de LCR previamente calentado a 56°C
por 1 h los anticuerpos especificos son adicionados y la reaccién de aglutinacion se
manifiesta en los siguientes 3 minutos.

En este estudio el antigeno micobacteriano fue detectado en las muestras de 18
pacientes con tuberculosis meningea, el dingndstico fue confirmado en 15 de 18 casos por
la presencia de bacilos acidorresistentes en frotis de LCR centrifugado y uno fue
confirmado por cultivo de nruestra de necropsia, en los restantes 2 pacientes el diagnéstico
fue realizado por sospecha basado en resultados citoquimicos compatibles con meningitis
en LCR y apoyados por la evidencia clinica epidemioldgica.

En 139 de muestras de control de LCR sdlo un nifio con H.influenzae tipo b con
absceso subdural manifesto un resultado falso positivo, la especificidad de ln prueba fue
del 99.3% y la sensibilidad de 96 % con resultado falso negativo de las 18 muestras. La
gran sensibilidad con la prueba de aglutinacién en litex fue debida al gran nitmero de
LCR de pacientes con meningitis tuberculosa confirmada.
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En este estudio el antigeno de tuberculosis fue detectado en el LCR de los pacientes
en ln primera y segunda etapa de la enfermedad. Esta observacion es importante puesto
que significa que el diagndstico de tuberculosis meningea puede ser establecido en ctapas
tempranas de la enfermedad permitiendo a los médicos la administracion de una rdpida
terapia, la muestra inicial de 12 pacientes fue negativa aunque 2 subsecuentes muestras
dieron resultados positivos (48).

Los estudios con anticuerpos monoclonales a antigenos micobacterianos se han
concentrado en la demostracion de antigenos especie-especificos y su aplicacidn en cl
serodingndstico de tuberculosis y lepra, pero existen otros aspectos en la relacién huésped-
pardsito en las enfermedades micobacterianas que pueden beneficiarse del uso de los
anticerpos monoclonales por sus caracteristicas especificas (30,39).

Los primeros experimentos que emplearon anticuerpos monoclonales a
M.tuberculosis sc reportaroin en 1981 por Coates y cols.(12) con el fin de reconocer la
diversidad antigénica de este patégeno y de M.bovis. Damiani y cols. han logrado
produccir anticuerpos monoclonales a diferentes estructuras proteicas de M.tuberculosis
como son los antigenos de 28, 35 y 65 kilodaltones.

Hewitt y cols.(36) emplearon anticuerpos monoclonales en el dingnéstico sérico para
M.tuberculosis en base a una inhibicién competitiva del suero humano por anticuerpos
monoclonales murinos marcados con el isétopo radiactivo de I'** que se unen a una fase
sdlida que contienc un prensado de M.tuberculosis.

El suero de pacientes pero no asf el de sujetos sanos compitieron de una manera
efectiva contra los auticuerpos nonoclonales marcados, esta técnica elimina la necesidad
de purificar antigénos.

Sin embargo los anticuerpos monoclonales resultaron ser mids positivos al ensayo
entre ellos la mejor combinacidn fue con 2 anticuerpos monoclonales con resultados
positivos en el 71% de los 41 pacientes estudindos los cuales mostraron tuberculosis
pulmonar diagnésticada con baciloscopia positiva. '

Kalish y cols.(14) estudiaron anticuerpos a PPD en LCR y anticuerpos IgG fueron
establecidos en tres pacientes con meningitis tuberculosa.

Posteriormente los trabajos de Gillis y cols.(30) describent el uso potencial de
anticuerpos monoclonales para el reconocimiento de M.leprae por ELISA e
inmunofluorescencia y encontraron 2 anticuerpos monoclonales que reconocen sélo a
M.Ieprae y nueve que mostraron un patrén tinico de reactividad para este bacilo por
ELISA.
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Los protocolos descritos en In produccidn de hibridomas que secretan anticuerpos
monoclonales han empleado antigenos de M.tuberculosis, M.bovis, M.Ieprac o M.
lepremurinum (39,60) aunque el bacilo tuberculoso y extractos antigénicos libres de
células se han usado para inmunizar ratones en protocolos dirigidos a la produccion de
los anticuerpos monoclonales contra M.tuberculosis, asi como el empleo de este tipo de
mnticuerpos en el recoiocimiento de antigenos micobacterianos obtenidos por ingenierin
genética (71).

La micobacteria viva fue prensada y destruida usando una prensa X en razén de
minimizar la desnaturalizacidn de protefmas intracelulares, similarmente extractos
ultrasénicos de micobacteria viva han sido usados en la produccion de anticuerpos
monoclonales a M.bouis, nntz’§cnos de M.leprae y M.lepremurinun fueron derivados de
irradiar micobacteria con Con®™, es importante sefialar que los extractos celulares sonicados

de M.leprae sc manifestaron en anticuerpos hacia antigenos especie especificos (39).

Un taller internacional realizado en 1985 (39) por ln Organizacién Mudial de
ln Salud (OMS) como parte de un programa para el desarrollo de vacunas y dedicado a
caracterizar la especificidad de los patrones de reaccidn de anticuerpos monoclonales
murinos hacia diversas micobacterias, reunieron los resultados de 31 anticuerpos
monoclonales (28 de liquidos de ascitis y 3 de sobrenadante de cultivo celular) generados
en cuatro diferentes Ilaboratorios de investigacidn en los cuales emplearon antigenos
micobacterimios (M.tuberculosis H37Rv, H37Ra, M.bovis BCG y M.leprae) para la
inmunizacion de ratones.

Estos anticuerpos fueron clasificados, alicuotados y distribuidos a doce laboratorios
para su andlisis empleando una gran variedad de métodos de escrutinio en el diagndstico
de tuberculosis y lepra. Tal es el caso del uso del radioinmuncensayo indirecto (RIA) con
anticuerpos monoclonales procedentes del sobrenadantes de cultivo celular hacia los
antigenos micobacterianos y la reaccion antigeno-anticuerpo fue detectadn emipleando
inmunoglobulinas de conejo marcadas con I'® hacia los anticuerpos monoclonales de ratén.

En los controles el antigeno fue reemplazado con suero normal de ratén (control
de 100%) y albiimina sérica bovina (control de 0%). La aplicacion de RIA requiere toda
la noche de incubacion con el conjugado del radioisétopo (39).

ELISA fue utilizada durante la produccion de anticuerpos monoclonales dirigidos
a M.leprae y M.bovis con un protocolo experimental similar al de RIA pero
diferencidndose en el uso de inmunoglubulings anti-ratdén conjugadas con peroxidasa y
adicionando o-fenilendiamina /H,O, o dcido 5 aminosalicilico/ H,O, fueron empleados, La
inmunofluorescencia  indirectn  fue wutilizada en estudios con M.leprae y
M.lepraemurinum, donde suspensiones 10° 10° bacilos por mililitro fueron sonicados y
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secados en laminillas. de ‘mdrta. DC’b}JllC‘b de fijar la muestra en acetona algunas gotas del
sobrenadante del culnvo fueron adicionadas a las laminillas e incubadas en cimara
Inimeda. ,

Los anticuerpos monoclonales unidos a el antigeno fueron detectados por la adicién
de inmunoglobulinas de cabra anti-ratén conjugadas con fluoresceina y las laminillas
fueron examinadas nmicroscépicamente por innmunofluorescencia bajo luz ultravioleta (39).

La gran mayoria de los anticuerpos producidos contra micobacterias parecen estar
dirigidos hacia antigenos intracelulares. El bacilo en su estado natural que recubrian
placas de ELISA fue identificado por anticierpos de clonas que secretan anticuerpos a
componentes superficiales de micobacterias.

El enlace de diferentes anticuerpos monoclonales a micobacterias fue determinado
por titular el anticuerpo contra extractos estandarizados de antigenos micobacterianos, un
programa de computadora fue usado para realizar las curvas y calcular el valor mdximo
de enlace (MB%) y determinar los titulos a los cuales el 50% del enlace ocurre (ABT 50).
El valor mdximo de MB% fue relativo al control de enlace del 100% el cual comprende
pozos cubiertos con suero normal de ratén en lugar de antigeno niicobacteriano, asi ln
comparacién de titulos de ABT 50 de un anticuerpo monoclonal cuando es titulado contra
una micobacteria diferente, de esta forma fue posible comparar la homologia de epitopes
reconocidos por un anticuerpo cuantitativamente (39).

Aunque los valores de MB% pretenden ser representativos para concentraciones
relativas de antigeno en los extractos solubles ensayados, esos valores también pueden ser
influenciados por el isotipo de anticuerpo y la especificidad del anticuerpo marcado por lo
cual las variaciones dentro de una misma clase de anticuerpo depende de la calidad del
anti-anticuerpo (39).

Los estudios con estos anticuerpos monoclonales también mostraron la existencia

de algunos determinantes antigénicos casi especie especificos y sus diferentes pesos
" moleculares. La parcial purificacion de esos antigenos mediante cromatografias de afinidad
basadns en anticuerpos monoclonales fue realizada para M.leprae pero poco fue reportado
para M.tuberculosis y M.bovis (41).

Los datos obtenidos sobre la posibilidad de serotipificar con anticuerpos
monoclonales las diversas especies y cepas de micobacterias parece restringido dada la
presencia de reactividades cruzadas, la mejor manera de establecer la diferenciacion
micobacteriana es el empleo de una bateria de anticuerpos monoclonales pero se requieren
mds avances y el desarrollo de linens de investigacion de este tipo lo cual seria de utilidad
para una posible aplicacion de estos anticuerpo en el diagndstico de laboratorio (39).
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Es conuveniente sefialar que no existe hasta ahora un método ideal para el
diagndstico de ln tuberculosis el cual debe contar con las siguientes caracteristicas: alta
sensibilidnd y especificidad, bajo costo, ficil y rdpida realizacion.

2.7.5 ANTIGENOS MICOBACTERIANOS.

Muchos agentes infecciosos han sido definidos por sus antigenos y contra los cuales
existe la produccion de anticuerpos, y las reacciones antigeno-anticuerpo pueden ser
medidas en un periodo corto de tiempo. Algunos ensayos inmunoldgicos de la deteccion
directos de diferentes agentes infecciosos en diferentes liquidos corporales han sido
totalmente caracterizados.

La superficie externa de micobacterin consiste predominantemente de lipidos y
carbohidratos algunos de los cuales son reconocidos por anticuerpos, el posible papel de los
lipidos de cdpsula que es la envoltura externa que interacciona con el huésped y es a
que permite la sobrevivencia de la micobacteria y la capacidad de proteger contra bacilos
virnlentos, esto se puede relacionar con la patogénesis e inmunogénesis de la tuberculosis
y otras micobacteriosis (4).

Asf los lipidos, altamente immunorreactivos, los glicoconjugados de las paredes
celulares micobacterianas libres en el citoplasma bacteriano y membrana, aparentemente
contienen péptidos o proteinas con fuerte actividad como tuberculina y los esfuerzos en
definir, por lo menos el denominador comun en In actividad adynvante del muramil
dipéptido inicialmente involucrado las en las reacciones inmmunoldgicas inespecificas y
presente en las paredes celulares de las micobacterias.

El crecimiento en el medio liquido permite In conformacion en serpentina del bacilo
de la tuberculosis y es denominado factor de corddon y es responsable en cierta forma de
su wvirulencin, quimicamente es trealosa 6,6’ dinticolato. Los sulfdtidos han sido
correlacionados en wn orden relativo de virulencia para un ndmero de cepas de tipo
silvestre del bacilo de la tuberculosis los cuales se encuertran claramente orientados en la
pared celular (4,86).

Daniel y Todd (17) establecieron una distribucidn de los antigenos micobacterianos
principales, notoriamente el antigeno 5 estuvo limitado a filtrados de cultivo de
M.tuberculosis, y M.Dovis en las 14 especies estudindas, los antigenos 6, 7 y 8
estuvieron presentes en los filtrados de In mayoria de estas especies, y una evidencia fue
que los antigenos 6 y 7 estaban presentes en las moléculas que contienen antigenos
amplinmente distribuidos, entre ellos los antigenos 1 y 2 que se encuentran como
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componentes principales de las micobacterias y probablemente con otros géneros
miicobacterianos. .

Algunas protefnas citoplasmdticas micobacterianas antigénicas son de especie, es
decir, son mds especificas, tales como: el antigeno 5 este nombre se debe al sistema de
referencia  para nombrar alos antigenos micobacterianos.  Por  estudios de
inmunoclectroforesis conocido también como sistema de referencia de Estados Unidos-
Japén y que se encuentra limitado a M.tuberculosis y M.bovis entre 14 diferentes
especies de micobacterias estudiadas (17).

En forma histérica la clectroforesis en geles de poliacrilamida permitié el mejor
estudio de los antigenos micobacterianos, ast se lograron identificar mds de 30 antigenos
proteicos diferentes de M.tuberculosis. Posteriormente el desarrollo de la
inmunoelectrotransferencia (Western blot o inmunoblot) permitic cl estudio de estos
antigenos identificdndolos con anticuerpos especificos. Al misno tiempo existié un amplio
desarrollo en la produccion de anticuerpos monoclonales.

En lo referente a los polisacdridos arabinogalactana se encueitra covalentemente
unida a péptidoglicanos y deidos micélices de alto peso molecular que constituyen
aproximadamente el 35% de la masa celular de mnuchas micobacterins. Aunque los
polisacdridos han sido objeto de infensa investigacion por algunas generaciones de
investigadores, Misaki y cols.(57,58) claramente muestran que el polimero estaba
compuesto de D-arabinosa y D-galactosa. Los residues arabinosil son predominantemente
5-arabinofuranosa 'y los de galactosn pueden ser ya sea 4-galactopiranosa o 5-
galactofuranosa. El segquitdo polisacdrido conutinmente encontrado en la pared celular de
Mycobacterium, Corynebacterium y Nocardia es arabinomanana,

R.] Anderson (7) ha sefialado que dentro de la pared celular de M. tuberculosis,
lipoarabinomanana (LAM) se encuentra asociado con todoes los elementos patogénicos de
esta enfermedad incluyendo los factores que son responsables de la necrosis caseosa y otros
elementos de hipersensibilidad, antigenos responsables de la inmunidad hunoral, agentes
de toxicidad y muchos antigenos involucrados en la inmunidad protectiva por ejemplo la
respuesta vigorosa de los anticuerpos en pacientes con tuberculosis y en todas las formas
de micobacteriosis son dirigidas inicialmente a enlaces a-arabinofuranosil (Araf) que son
unidades de peptidoglicano  unidas a  complejos de arabinogalactanas y Ia
lipoarabinomananas de pared celular que se extienden en menor cantidad en el
manopiranosil terminal (Manp) a unidades del fosfatidil inositol, mandsidos de la
membrana citoplasmdtica (56).(Figura 3)

El trabajo de Misaki y col.(17,56) permitié el aislamiento de polisacdridos libres de
proteinas, los 4 polisacdridos principales purificados fueron arabinogalactanas,
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arabinomananas, mananas y glucanos obtenidos de los filtrados de cultivo micobacteriano
y extractos de pared celular, También hay evidencias de arabinanas; las arabinomananas
y arabinogalactanas poseen reactivided antigénica y pueden estar limitados a una
hipersensibilidad inmediata. El centro (core) de las mananas micobacterianas polimeéricas
son similares a una porcién de centro de arabinomananas, los glucanos micobacterianos
Y mananas son derivados de las capas internas y medias de ln pared celular,

Las estructuras de arabinomananas y mananas de micobacterias han sido
recientemente elucidadas, las arabinomananas se sitiian como centro (core) de una de las
principales cadenas laterales, las cuales contienen un oligosacirido de arabinosa que es
similar al sitio antigénico de la cadena lateral de arabinogalactana, existe otra cadena que
contiene principalmente manosa y probablemente varia de especie a especie. En resumen,
los mayores antigenos polisacdridos son arabinogalactana la cual esta covalentemente
unido a la pared celular de dcidos micdlicos y peptidoglicanos y lipoarabinomanana
(LAM). (Figura 4)
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Fignra3  ESTRUCTURA DE LA ARABINOMANANA DE LA
MICOBACTERIA (56)

manp = manosa en forma piranosa
Araf = Arabinosa en forma furanosa
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Las arabinogalactanas y arabinomananas estudiadas por Azuma fueron capaces de
elucidar reacciones de hipersensibilidad cutdnea inmediata, reacciones seroldgicas y
anafilaxia cutdnea pasiva, pero incapaces de elucidar reacciones de hipersensibildad tardia
(56).

LAM fue originalmente descrito como un polisacirido libre en citoplasma
micobacteriano (arabinomanana) el cual se purificé por hidrélisis alcalina. Recienteniente
se ha descrito que ln molécula nativa, sin embargo, posee un segmento de lipidos
adicionales a los residuos de inositol fosfato estos serian los grupos asilados del lactato y
succinato (38).

El antigeno de lipoarabinomanana aislado de M.leprae y M.tuberculosis es
altamente inmunogénico y se ha caracterizado parcialmente (38). Lipoarabinomanana no
es un antigeno exclusivo de M.tuberculosis por lo que tiene reacciones cruzadas con otras
micobacterins, tales como: M.leprae, y es posible que este antigeno tenga reacciones
cruzadas con longos nticroscépicos (50,87) .

Existe un alte grado de similaridad quimica o identidad entre polisacdridos aislados
de wvarins micobacterins M.tuberculosis, M.bovis, M.kansasii, M.snmegmatis y
M.phlei, de hecho microorganismos como Corynebacteria y Nocardia son ejemplos
también de similaridad estructural con la micobacterin. La identidad antigénica esta
correlacionada con la similaridad quimica que se ha demostrado para arabinogalactanas
derfvada de esos organisnios.

En contraste se han propuesto estructuras como manosa-arabinosa similares en
otros microorganismos tales como hongos y levaduras. En el caso de Nocardia y
Corynebacteria se han encontrado estricturas de pared celular constituidas de arabinosa-
manosa (1,50,59,21).

Recientenmente se ha reportado la presencia de determinantes especificos a LAM de
M.tuberculosis, lo que apoya de manera muy importante que la similaridad en su
estructura con otros microorganismos no implica ser inmunologicamente idénticos.

Recientes estudios de Chan y cols.(11) han seiialado a lipoarabinomanana como un’
posible factor de virulencia el cual permite la persistencia de M.tuberculosis dentro de
macrdfagos al descubrirse los mecanismos de evasién hacia las funciones microbicidas
efectoras en fagocitos mononucleares. Asi como estudios relacionados a mecanismos de
inmunosupresion han sido descritos por Ellner y cols.(22).
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Por sus peculiaridades antigénicas LAM puede ser un antigeno para uso en el
diagndstico serolégico de la tuberculosis y el desarrollo de un ensayo clinico dependeria
de la produccion de este antigeno y del interds de una produccion comercial (73,76).

 Un gran avance en los ensayos seroldgicos para hacerlos mds especificos y capaces
de diferenciar especies de micobacterias estdn basados en anticuerpos monaclonales y sus
resultados servirdn para guiar una terapia mds racional. Los anticierpos monoclonales
comio los descritos por Minden y cols.(55) por ejemplo reaccionan contra una proteina sélo
presentes en M.tuberculosis y M.bovis BCG pero no en otra especie de micobacteria.

De igual manera se consideran los estudios reportados por Sada y Brenman (72,73)
empleando antigeno de lipoarabinomanana los resultados obtenidos son considerados muy
promisorios por su sensibilidad y especificidad.

Ante todo lo expuesto cabe senalar que hasta el momento no existe en diponibilidad
comercial algin métedo de immunodiagndstico de ficil uso o aplicacién con alta
sensibilidad y especificidad que pueda ser empleado en el reconocimiento de
M. tuberculosis en especimenes clinicos en las diferentes instituciones hospitalarias de
México. )
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3. HIPOTESIS

La infeccion por M.tuberculosis en el humano es muy compleja debido en
parte a los multiples constituyentes estructurales de este microorganismo
Sin embargo el antigeno de lipoarabinomanana es uno de sus principales
componentes a nivel pared celular y es seceretado al medio. Lo que implica que
LAM debe tener una funcién muy importante en la infeccion con el hospedero.



4.0BJETIVOS

Efectuar la purificacion de Lipoarabinomanana a partir de la cepa infectante
humana de M.tuberculosis H37Rv, que serd empleada como antigeno en
el esquemn de inmunizacion de ratones BALB/c.

Producir hibridomas y clonas secretoras de anticuerpos especificos a
Lipoarabinonanana obtenidos mediante la fusion de las células del bazo,
extrafdo del animal inmunizado, con células de mieloma.

Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales que reconocen en forma
especifica Lipoarabinomanana en su forma natural y/o desnaturalizada.

Clasificacion de los anticuerpos monoclonales contra LAM en base a su

isotipo, titulo de anticuerpos por ELISA, inmunofluorescencia y su
concentracién en cultivo celular y liquido de ascitis.
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. ‘5. DISENO EXPERIMENTAL
5.1 PURIFICACION DEL ANTIGENQ

El procedimiento para el aislamiento y purificacion del antigeno de
lipoarabinomanana se basé en las investigaciones realizadas por Hunter y Brennan (38).

M.tuberculosis de la cepa H37Ruv se crecié en medio Proskauer-Beck modificado
por Yotmans, durante 6 semanas o mds para un crecimiento abundante. Esta micobacteria
secosechd y se elimind el medio de cultivo por membrana de filtracion millipore de 0.45
wm. Otra forma de recuperar a la micobacteria fue centrifugando el medio de cultivo a
2000 rpm por 15 min y colectando el botdén formado. Se peso a la micobacteria y se toma
como base hilmedn y punto de inicio de la purificacién.

Se adiciond una solucidn de azida de sodio y timerosal al 0.1% y se mantuvo a
37°C por 24 h, seguidamente se hizo una deslipidacion de este bacilo mediante un reflujo
con 300 ml de una solucién de cloroformo-metanol (2:1) por 3 I, se realizé una filtracion
en wvacio con papel Whatman No.1 y se lavd la masa bacteriana con unos cuantos
mililitros de acetona pura. Se dejd secar al vacio por 10 miin y se cuantificé su peso seco
mismo utilizado de base en cdlculo del rendimiento.

Posteriormente las micobacterias se hidrataron en 50 ml de agua desionizada y se
procedié al rompimiento de este microorganismo empleando la prensa X (a una presién
de 12 a 15 tonfen?, se ejecuts esta operacion de 8 a 10 veces, el liquido sobrenadante y el
sedimento del prensado se sonicaron empleando ln mdxima potencia del aparato por 30
minutos cuidando de descansar por espacio de un minuto por cada minuto de trabajo,
seguidamente se cuantificaron los carbohidratos totales y se adiciond etanol de 96°GL
hasta alcanzar una concentracicn del 50% wvol/vol con respecto al volumen de agua
adicionadn y se reflujé por 2 h.

El extracto etandlico se evapord y el acuoso se liofilizé y se evalud el rendimiento
de este material seco reconstituyéndose en una solucién de Tris 0.02M con pH de 7.4 que
contenfa ImM de MgCl, y 0.02% de azida de sodio (NaN,) y se realizé una digestion
enzimidtica por 18 I a 37°C con 100 unidades de desoxirribonucleasa I de igual cantidad
de ribonuclensa IA al término de esta digestion se adicionaron 10 ml de una solucion
fendlica al 88% y se calenté a 75°C por 15 min se enfrié a continuacién a 5°C en baiio
de hielo para centrifugarse a 14 000 rpm por 15 min.

La fase fendlica fue nuevamente extraida con un volumen igual de agua y las fases
acuosas combinadas fueron lavadas con 6 wolitimenes de una mezcla de solventes
cloroformo-metanol 2:1 ln fase acuosa fue dializada contra agua desionizada, se recuperd
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ln fase acuosa contenida en la membrana de dialisis 'y se liofilizé para evaluar el
rendimiento y se cuantificaron carbohidratos totales, la interfase formadna después de la
- centrifugacion se descartd, “

El material de liofilizacidn se disolvid en 5 ml de solucién reguladora de Tris-HCl
0.01 My pH de 7.4 que contenin triton X-100 al 1% y se aplicé & una colunna
cromatogridfica con 70 ml de gel de DEAE Sephacel (80 cm de largo por 1.5 cm de
didimetro interno). Se equilibrd y se eluyd con 100 ml de la misma solicién reguladora se
colectaron fracciones de 2 ml y se cuantificaron los carbohidratos totales por el método de
fenol sulfitrico (ver apéndice) y se deterniing su absorbancia a 495 nm y se graficaron los
resultados.

Seguidamente se aplicd a la columna una solucion reguladora de Tris-HCI 0.01M
y NaCl 1 M como gradiente lineal se colocé 100 ml de cada una en el mezclador de
gradientes, los eluatos fueron colectados en fracciones de 2 ml, se determind absorbancia
a 492 nm, cuantificindose los carbohidratos totales.

Los 2 picos principales graficados de las fracciones detectadas por cromatografia de
intercambio idnico (fracciones A y B) fue dializada la fraccion B contra agua desionizada
y el tritén X-100 fue removido por extraccitn con 6 volitmenes de cloroformo-metanol 2:1,
se liofilizé esta fase acuosa. Este liofilizado rico en lipoarabinomana fue aplicado a una
columna de Bio-gel A-5M o un equivalente de exclusion molecular.

Las absorbancias de las fracciones principales colectadas comprenden un pico
altamente retenido y el tritén se removid por extraccién con solventes (cloroformo-metanol
2:1). La fase acuosa se precipito en etanol acuoso, y se evalud el rendimiento final.
(Diagrama 1y 2.)
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M.tuberculosis
Reflujo en cloroformo-metanol

Lipidos de la pared externa Hidratacién de M.tuberculosis
disueltos en clorofomo-metanol libre de lipidos

Prensado a 10 ton/cm2

l

Sonicacién y reflujo en etanol al 50%

I 4
Reflujo y concentracién del Fosfolipidos disueltos
en etanol al 60 %

extracto de M.tuberculosis

Digestién con ribonucleasas

Extraccién con fenol (88%) a 76 C

Eliminacién del exceso de de fenol y lavado de
sdélidos bacterianos con cloroformo-metanol

Dializar y lliofilizar
Evaluacién del rendimiento

Diagrama 1 PURIFICACION DE LIPOARABINOMANANA DE M.tuberculosis.
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Diagrama 2 PURIFICACION DE LIPOARABINOMANANA DE M.tuberculosis.
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5.2 PROTOCOLO DE IMNUNIZACION

.Se emplearon 5 ratones hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de edad los cuales
fueron sangrados por puncién suborbital antes de ser inmunizados para determinarles los
anticuerpos basales por el método de ELISA (13).

Posteriormente se les inoculd a cada uno por via intraperitoneal 100 wl de una
emulsion que contenia 10 pg del antigeno de lipoarabinomanana en 50 ul de solucion
salina estéril y 50 pl de adyuvante completo de Freund, estos animales se mantuvieron
en reposo y aislamiento por 7 digs, cumplido este tiempo se sangraron de la misma manera
y se obtuvo aproximadamente 1 ml de sangre o 400 ul de suero y se determiné la
respuesta de anticuerpos por ELISA.

Para la siguiente semana se les inyectd por via intravenosa 5 ug del antigeno en
100 ul de solucion salina estéril y a los 7 dias se les determing nuevamente la respuesta
de anticuerpos por ELISA, esta forma de inmunizacién se repitié una vez mds y los
resultados del inmunoensayo se graficaron para la respuesta immune de cada animal.

Concluido el esquema de inmunizacidn se eligié al animal que respondié mejor ai

antigeno y se selecciond de esta manera al candidato para la donacion del bazo en In fusicn
celular (Esquema 2).
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RATONES BALB/c HEMBRAS DE 6 A 8 SEMANAS DE EDAD

INMUNIZACION VIA I.P. (10/ug DE LAM/50uL DE ADY.
DE FREUND + 50uL DE SOLUCION SALINA

UNA SEMANA DESPUES REPETIR LA INMUNIZACION
CON LAM (5uG DE LAM/100uL DE SSI) VIA 1.V.

REPETIR INMUNIZACION VIA LV.

TRES DIAS ANTES DE SACRIFICAR AL RATON
INMUNIZAR POR VIA L.V. CON 5ug/100u1 DE SSI -

FUSION CELULAR

Esquema 2 INMUNIZACION A RATONES BALB/C CON LAM DE
M.tuberculosis. )
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5.3 FUSION CELULAR
5.3.1 CRECIMIENTO DE LAS CELULAS DE MIELOMA

Las células de micloma sc trabajaron en ln campana de flujo laminar durante todo
los pasos de la manipulacién incluidos los del protocolo de fusion celular asi como el
empleo de material y reactivos estériles que tengan contacto directo con el material celular.

Las células de micloma de raton de la linea P3X63 Ag8.653 se descongelnron de
su almacenamiento de nitrégeno liquido los mds rdpido posible en bario metabdlicoa 37°C
se colocaron rdpidamente en tubos conicos de 15 ml de capacidad con 10 ml de medio
minimo esencial suplementado con suero fetal bovine (MME-SFB) al 10%. Se
centrifugaron por 10 min a 1000 rpm a 25°C y sc decantd ¢l sobrenadante, el paquete
celular se rvesuspendic en 5 ml del mismo medio de cultivo y se adiciond en botellas dv
cultivo de 80 cm? con 20 ml medio de cultivo se incuban a 37°C con 5% de CO, y 80%
de lnimedad, se obscrvaron al microscopio con frecuencia.

Cuando tenian un aumento dc masa cclular (fasc log) éptimo sc distribuyeron en
2 botellas de 175 cm? con 100 ml de medio MME-SFB 10% y se mantuvieron en cultivo
por algunos dias hasta que presentaron conflucncia, se distribuyeron en 4 botellas de lIa
ntisma drea superficial y cuando nuevamente presentaron confluencia se colectaron por
centrifugacion para tenerlas listas para fusion celular este crecimicnto se logra enn un
periodo de 7 a 10 dias.

5.3.2 PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

La técnica de fusion celulay permite la obtencién de las células hibridas o
hibridomas productores de anticuerpos monoclonales enpleando para ello las células del
bazo de raton hiperinmunizado y células de mieloma de raton, la aplicacién de esta técnica
esta basada en los trabajos reportados por Fazekas de St.Groth y Scheidegger (24).

Una vez cultivadas en cantidad suficiente (1 X 107 células aproximadamente) las
.células de mieloma de ratdn, se procedio a sacrificar al animal que mejor respuesta immune
presenté. Este animal se colocé en una cdmara que contenia éter y cuando llegé a una
anestesia profunda se extrajo con cuidado de la cdmara de éter, se sangré a blanco por
puncion suborbital y se dislocd, se cubrié la regién peritoneal con etanol al 70% y
glutaraldehido al 2% manteniéndose asi por 10 minutos.

Se le extrajo el bazo al animal con ayuda de pinzas y tijeras de diseccién. Este
érgano se colocd en una caja de petri estéril sobre una malla (5 X 5cm), se adiciond medio
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“salino estéril y'se macerd cuidadosamente con una cuchara estéril. La suspension celular
se.depositd: en_un- tubo. conico estéril de 15 ml de capacidad y se dejé a temperatura
ambiente por 10 minutos, para separar las particulas gruesas.

Al misnio ticmpo se cosecharon las células de micloma de ratén de las botellas de
~cultive (4 cajas de 175 cni?), en tubos cénicos estériles de 50 ml, se centrifugaron por 10
minutos a 1000 ypm a 25°C al mismo tiempo que se centrifugaron las células de bazo por
separado.

Seguidamente, los tubos se decantaron para climinar el sobrenadante y el botén de
células de cada tubo se resuspendié en 20 ml de medio salino y se juntaron todas las
células incluyendo las de bazo en un sélo tubo, se centrifugaron a 1000 rpm por 10 min
a 25°C finalizando esto, se decantd el sobrenadante y se adiciond el agente fuségeno:
polietilenglicol 4000 mezclado estérilmente con dimetilsulféxido, 1 ml de esta mezcla se
deposité sobre el botén celular en los primeros 60 seg y en los proximos 90 seg se agité
suavemente en baiio metabdlico a 37°C. En los siguientes 30 seg se adiciond 1 ml de
medio salino, en los proximos 30 scg se adicionaron 3 ml, durante los 2 min siguientes
se adicionaron 20 ml y en los proximos 5 miin se llevd hasta 50 ml de volumen final,

Las células se dejaron 10 min a temperatura ambiente en el tubo conico, después
se centrifugaron a 1000 rpm por 10 min a 25°C, se decantd y resuspendid el paquete
celular en 50 ml de medio MME-SFB 10% centrifugdndose bajo las condiciones antes
sefinladas, se decantd y resuspendié en 50 ml de medio MME-SFB al 10% suplenentado
con Hipoxantina, Aminopterina, Timidina (medio MME-HAT) a 37°C se depositaron 50
ul de esta suspension en placas de 96 pozos las cuales contenian macréfagos de peritoneo
de raton (feeder cells).

Se mantuvieron los hibridonas en incubacién a 37°C con 5% de CO, con humedad
del 80% durante 5 dias. En el dia 8o. se realizé un cammbio con 50 ud de medio MME-HT
(Hipoxantina-Timidina) se dejaron cultivando 5 dias mds y se hace efectud cambio de
medio MME-SFB 10%. EI medio cambiado es iitil para el esciutinio por ELISA y
seleccion de las clonas productoras de anticuerpos.

Una vez localizadas las clonas productoras de anticuerpos estas son transferidas a
placas de 24 pozos las cuales tuvieron 1 ml de medio de cultivo MME-SFB 10% que
contenian 1000 macréfagos por ml aproximadanente, al cabo de 5-7 dias se realizé un
escrutinio por ELISA para localizar a las células productoras de anticuerpos, los pozos que
muestran respuesta positiva a este imnunoensayo y que tuvieron mds confluencia fueron
transferidas a placas de 6 pozos adicionando 5 ml de medio de cultivo MME-SFB 10%.
(Esquema 3)
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Esquemma 3 METODOLOGIA GENERAL PARA LA PRODUCCION
ANTICUERPOS MONOCLONALES (13).
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5.4 SELECCION DE HIBRIDOMAS (CLONACION POR DILUCION LIMITADA)

Las células hibridas en crecimiento in vitro fueron expandidas a botellas de 25cn?
hasta que mostraron confluencia y sirvieron para obtener clonas productoras de los
anticuerpos monoclonales propiamente dichos, para ello se aplicé In técnica de dilucion
limitadn la cual ésta basada en el método estadistico de Poisson (33,54).

De las célulrs en crecimiento en botellas, se tomd una muestra de 0.1 ml de la
suspension para hacer conteo de Ins células y estimar su viabilidad por el método de
exclusidn por azul de tripano (13). .

De acuerdo a esto se diluyeron 1:10 6 1:20 si tiene masa celular abundante se
mezcla una parte de la suspension celular y una parte de solucidn de azul de tripano
(0.4%) las células se cuentan en cdmara de Neubauer bajo microscopio y se observan las
células viables sin tefiir y células muertas teitidas en cada uno de los 4 cuadrantes de la
camara, es importante realizar este conteo en medio salino tfinicamente ya que el uso de
medio con suero tifie proteiuns séricas produciendo resultados indeseables.

Se hacen los cilculos con Ins célulns contadas para obtener en una dilucicn 4
células por ml (0.2 células por 50 pl) y con un volumen final de 5 ml de medio MME-
HAT, que es lo requerido por la microplaca de 96 pozos, las cuales previamente han sido
adicionadas con células alimentadoras (macrdfagos de peritoneo o timocitos de ratén).

Los hibridomas clonados por dilucién limitada se mantuvieron por 7 dias en cultivo
y se detectd la produccion de anticuerpos monoclonales por ELISA y se les suplementé
medio fresco MME-HT y se cultivaron por 5 dias mds. Posteriormente, a los pozos con
clonas productoras de anticuerpos monoclonales se transfirieron a placas de 24 pozos con
células alimentadoras y se les suministré 1 ml de medio de cultivo se incubaron y se
observd con frecuencia el crecimiento de estas células y cuando mostraron confluencia en
su crecimiento se expandieron en placds de 6 pozos (10 ml).

Se crecieron las clonas en botellas de 80 cm? con medio de cultivo y al obtener
confluencia se opto por cougelar en nitrégeno liquido parte de las clonas y por otra parte
se continué la expansion celular hasta una mayor cantidad de ellas, o bien se utilizaron
las clonas para obtencidn de los anticuerpos monoclonales in vivo en ln produccion de
liquido de ascitis.
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Figura 5 CULTIVQ DE HIBRIDOMAS PRODUCTQORES DE ANTICUERPOS
MONGCLONALES CONTRA LAM DE M.tuberculosis,



5.5 OBTENCION DEL LIQUIDO DE ASCITIS

La pzoduccton de ascitis en ratones es el método cominmente usado para la
produccién de anticuerpos monoclonales ya que se obtienen con mayor rendimiento que
del cultivo in vitro de las clonas, del cual se ha reportado que sélo se obtienen del cultivo
de 1 a 10% de los anticuerpos, en comparacion con los niveles normahnente encontrados
en el liquido de ascitis (54,65).

En la produccion de liquido de ascitis se emplearon 3 ratones BALB/c machos de
10 semanas de edad los cuales fueron primeramente sensibilizados con pristano (2,6,10,14-
tetrametilpentadecano) con una dosis de 0.5 ml por via intraperitoneal dos semanas antes
de In inoculacion de las clonas, las cuales fueron seleccionadas en base al mejor creciniiento
que presentaron in vitro. Posteriomente, estos mismos animales fueron inmunosuprimidos
parcialmente con ciclofosfamida (54) a una dosis de 0.5 mg en solucion salina isotdnica
por 20 g de peso del animal por vin intravenosa 24 horas antes de la inoculacion de los
hibridomas intraperitonealmente.

El liquido de ascitis se obtuvo de 3 ratones BALB/c sensibilizados con pristano y
imnunosuprimidos parcinlmente con ciclofosfamida cada uno de ios ratones utilizados fue
inoculado intraperitonealntente con eélulas obtenidas de la clonacién por dilucin limitante
de cultivo in vitro y contadas por el método de exclusion de azul de tripano.

Tabla 7 HIBRIDOMAS EMPLEADOS EN LA PRODUCCION DE FLUIDO

DE ASCITIS
RATON CLONAS No. DE CELULAS

1 LAM 4:A:10 60 000
2 LAM 7:E:9 40 000
3 LAM 8:F:12 20000
4 LAM 114 560 000
5 LAM 11:5 573 000
6 LAM 11:6 780 000
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Las tres primeras fueron hibridomas de cultivo celular sin clonacion por dilucién
limitante, en_cambio las:tres wiltimas fueron clonas.

Los animales fueron mantenidos en observacion por 6 semanas en donde se aprecio
unn expansion del vientre y se procedio al cabo de este tiempo q anestesiar a cada uno de
los animales en la cdmara de éter, una vez estando en anestesia profunda los animales
Sfuerou sangrados a blanco con lo cual se causé su muerte, y de la cavidad peritoneal se
extrajo con pipeta Pasteur el liquido presente en ella, lo que significo en promedio un
volumen de 1 ml del este liquido de ascitis por animal, este liquido se dejé reposar por
media hora en baiio de lielo para sedimentar material celular, el sobrenadante se colectd
en tubos eppendorf, se alicuotd y se almacend a -20°C para los ensayos de caracterizacion,
cabe seiiglar que idinicamente se trabajaron en la caracterizacién los anticuerpos
nronoclonales procedentes de Ins clonas.
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5.6 CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

5.6.1. ISOTIPIFICACION

Los anticuerpos monoclonales obtenidos del liquido de ascitis, de las clonas por
dilucién limitada, fueron isotipificados por el método de ELISA mediada por anticuerpo
de acucrdo a las instrucciones del fabricante (Sigma E.U.A) este método se describe
brevemente.

Se depositaron 0.1 ml de antigeno diluido (5 wg/ml) por pozo en placa de ELISA
se incubaron toda In noche a 4°C o por 1 Iir a 37°C. Se elimind el sobrenadante de la
sensibilizacion y se lavd cadn uno de los pozos con una solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) tres veces. Seguidamente se blogiied cada pozo con solucion de albiimina sérica
bovina al 1% por media hora a 37°C.

Por otra parte, se diluyd el anticuerpo monoclonal del liquido de ascitis a una
dilucion 1:100 después de terminado el blogueo de los pozos se lavs una vez In placa de
ELISA con PBS y se depositaron 0.1ml de esta dilucidn en cada pozo sensibilizado, se
incubsé por 2 hrs a temperatura anbiente y al finalizar este paso se se lavd la placa de
ELISA tres veces con PBS-tween 20 al 0.1%. Se prepard aparte la dilucién con el reactivo
isotipo especifico (IgG de conejo anti-IgG de ratdn en todos los isotipos, IgA, IgM, IgE)
a una dilucion 1:1000 y se adicionaron 0.1 ml de estos reactivos por pozo para ser
. ensayado por duplicado.

Se incubd la placa de ELISA a temperatura ambiente por 30 minutos, se lavd con
PBS tres veces. Seguidamente se diluyé el anticuerpo anti-IgG ank-conejo de cabra
(DAKO Inmunochemicals E.U.A) marcado con peroxidasa de rdbano a una dilucién de
1:5000 en PBS se necesitaron 1.2 ml de la dilucién. '

Se adicionaron 0.1 ml por pozo del anticuerpo marcado con la enzima de peroxidasa
de rdbane y se incubé la placa a temperatura ambiente por 15 minutos el substrato

67



_empleado fue la ortofenilendiamina disuelta en una solucién de citratos (pH 5) conteniendo
4 ul de perdxido de hidrégeno de 30 volitmenes, se réveld la reaccién de 5 a 15 y se detuvo
con 50 ul por pozo de una solucion de dcido sulfiirico 1N,

5.6.2 INMUNOFLUORESCENCIA

> Una vez establecido el isotipo de los anticuerpos monoclonales a lipoarabinomanana

se procedié a ensayar su respuesta hacia microorganismos o agentes patdgenos como:
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium, Crytococcus neoformans,
Candida albicans, Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis, Histoplasma
capsulatum, Coccidioiides immitis, Aspergillus fumigatus, hacia componentes
estructitrales semejantes a lipoarabinomanana.

Comio primer paso en el ensayo de caracterizacién se desarrolld y estandarizé una
téeirica de inmunofluorescencia ln cual consistio inicialmente en un crecimiento masivo
de micobacterias en medio sdlido Lowenstein Jensen y en caso de los hongos y levaduras
en medio de Saboraud.

Uina vez obtenido un crecimiento masiva de microorganismos se inactivaron por
adicion, al medio sdlido de crecimiento, de una solucion de azida de sodio y merthiolate
al 0.1% dejindose et incubacién durante una semana, al final de este tiempo se
desprendieron mecdnicamente estos microorganisinos para tenerlos en suspension.

Se tomd una pequenin muestra de cadn microorganismo y, por separado, se
depositaron en portaobjetos, se extendieron y se fijaron con calor (2 hr a 56°C) y metanol
(5 minutos a temperatura ambiente). Posteriormente se bloqueé con una solucién de
albiimina al 1% por media hora a 37°C en cdmara luimeda, después se lavd con PBS tres
veces. Se adiciond el liquido de ascitis a una dilucién 1:2 (50 pl) y se mantuvo en cdmara
hiimeda por media hora a 37°C, se lavd tres veces con PBS-Tween 0.05%.
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La preparacién del anticuerpo de conejo anti-ratén marcado con fluoresceina (Dako
inmunochemicals EULA ) se hizo a una dilucién 1:50 en PBS y se dejd, al igual que el
paso anterior, por media hora en cimara hitmeda a 37°C. Se lavé tres veces con PBS-
Tween al 0.05%. La preparacion microscdpica se enbrié con solucién de PBS:glicerol 1:9
a pH 8, se colocé un cubreobjetos y con aceite de inmersién se observd en microscopio de
epifluarescencia con ldmpara de arco mercurio de longitud de onda de 365 nm y se
interpretaron los resultados.

5.6.3 ENSAYO DE INMUNODOT

Este ensayo empled sobrenadantes de sonicados de los microorganismos antes
seitalados, para ello se emiplearon muestras de microorganisimos inactivados por azida de
sodio y merthiolate al O.1% y se depositaron cn tubos que contenian 10 ml de PBS, se
mantuvieron en baiio de hiclo y se sonicaron con la mayor potencia posible del aparato
durante 10 minutos, posteriormente las muestras de sonicado se centrifugaron por 10
minutos a 4000 rpm, se recuperd el sobrenadante y se determiné concentracién de
carbohidratos totales por el método de fenol sulftirica.

Para este ensayo se emplearon también muestras de sonicado de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, y lipoarabinomanana de M.tuberculosis conio controles
positivos. De acuerdo a esto se sensibilizé ln membrana de nitrocelulosa con los
carbohidratos a una concentracion de 5 g, se bloqueé la membrana con albimina al 3%
preparada en solucién amortiguadora de tris base pH 7.4 (TBS) por media hora.

Se lavé una vez con TBS y se depositd el anticuerpo monaclonal de liquido de
ascitis a una dilucién de 1:50 en TBS con alluimina al 1% en contacto con la membrana,
esto se logré colocando la membrana y el anticuerpo monoclonal en una bolsa de pldstico
sellada con calor en sus extremos y dejdndose en agitacion toda la noche a temperatura

ambiente.
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Después se lav una vez con agua desionizada ripidamente y tres veces con TBS
por 10 min cadn vez, se agregd el anticuerpo de concjo anti-IgG de ratén conjugado con
biotina (Dako Inmunochemicals E. U.A) a una dilucién 1:1000 por 90 minutos en
agitacién con TBS albiimina al 1% a temperatura ambiente.

Se lavg rdpidamente con agua desionizada y luego se lavd 4 veces con TBS por 10
min cada lavado, se agregd avidina-peroxidasa (Dako Inmunochemicals E.U.A) y diluida
en TBS 1:1000, se dejé agitando a temperatura ambiente por 30 minufos. Se lavé con
TBS-tween al 2% tres veces, 10 min cada lavado,

El revelado consistio en adicionar el substrato de DAB (3,3 ’-Dinminobencidim;} con
3mg de estn sustancia en 10 ml de PBS 10 mM con 0.010 M de EDTA, después se
agregaron 5 pl de H,0O, de 30 volitmenes, se sunergié la membrana en la solucion
reveldndose manchas en las reacciones positivas. La reaccidn se detuvo con agua de la llave
la membrana se dejé secar sobre un papel filtro y se interpretaron los resultados de
acuerdo a las diferentes manchas que manifiestan la reaccién antigeno anticuerpo.

5.6.4 INMUNOENSAYOENZIMATICO (ELISA)

Se sensibilizo durante toda la noche a temperatura mmbiente una placa de ELISA
con la solucion de carbohidratos totales a una concentracion de 5 ug/ml, de cada uno de
los microorganismos sonicados para el ensayo de inmunodot, en solucidn amortiguadora
de carbonatos depositando 100 pl en cada pozo.

Se lavé la placa una vez con PBS y se bloqued cada pozo con 150 ul de solucién
de albiimina'al 1% durante 1 hr a 37°C después se lavs una vez con PBS. Seguidamente
se depositd el anticuerpo monoclonal LAM 11:6 en diluciones 1:250 y 1:500 en PBS
(100ul/pozo) se incubé a 37°C durante 1 hr.
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Se lavé ln placa por tres ocasiones con PBS-tween, se depositaron 100 ul de anti-Ig
totales de raton conjugado con peroxidasa de rdbano (Dako Inmunochemicals, E.UA) a
una dilucién de 1:500 y se incubé por 1 I a 37°C después se lavd tres veces con PBS-
tween y se adicionaron 100 ul de una preparacién de solucidn de revelado que contenia
10 ml de una solucién amortiguadora de citratos (pH 5) con 5.4 mg de ortofenilendianing
en presencia de perdxido de hidrdgeno de 30 vollimenes (4 ul), se manfuvo en obscuridad
por un perfodo de 15 minutos y se detuvo la reaccion con 50 ul de dcido sulfitrico IN y
se’leyeron las absorbancias a 492 nm, en el lector de ELISA de una unidad automatizada
Biomek 1000 (Beckman E.U.A). Este ensayo sc hizé por duplicado para cada muestra de
carboliidratos de los diferentes microorganismos asi como para LAM de M.tuberculosis.
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6. RESULTADOS -

El crecimiento masivo de M.tuberculosis se obtiene de 6 semmanas en el medio
liquido de Proskauer Beck modificado de Youmans (PBY) suplementado con 5% de suero
bovino o de caballo e incubado a 37°C y al terming del mismo se cosecha el cultivo. El
paquete celular deslipidado se somete @ la sonicacion y prensado, aqui es importante
sefialar la necesidad de un prensado efectivo ya que la sonicacién por si misma no es
suficiente para romper la micobacteria.

La eficiencia de los procesos de sonicacion y prensado se realiza una tincion de
Zielh- Neelsen, si sc observa a M.tuberculosis integre es un indicio de la ineficiencia de
los tres primeros procesos en In purificacion de LAM. Si el miimero de micobacterias
observadas es menor al 50% sc realiza un reflujo con etanol de 96° con Ia finalidad de
liberar polisacdrides que se encuentren en la pared celular al finalizar este proceso de
aproximadamente tres horas se cvapora el etanol y se concentra el extracto por liofilizacién
a un tercio de su volunten ajustandose el pH a 7.4 con solucidn amortiguadora de Tris-
base. ‘

La digestion enzimdtica con RNAasa y DNAasa del producto suspendido en tris-
base permite In eliminacién de los dcidos nucleicos de la micobacteria que se con-
purificaron durante este procesamicnto. Scguidamente se efectiia el tratamiento con fenol
para la eliminacidn de las proteinas como las presenies en la membrana asf cono enzimas
de todo tipo. La eliminacion del fenol por la dialisis exhaustiva contra agua destilada, es
la nuis recomendable ya que su extraccion con solventes resulta muy tediosa.

El material libre de fenol se disuelve en un volumen minimo de solucién
amortiguadora de tris-base y se aplica a una columna con gel de DEAE Sephacel se
colectan las fracciones que contienen componentes sin carga eléctrica o cargas positivas,
‘al aplicar un gradiente lineal de NaCl 1M, sc desprenden los componentes con carga
negativa como es lipoarabinomanana.
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Se detectan 2 fracciones por valores de absorbancia a 492nm de las que son ricas
en carbohidratos llamadas A y B (Grificas 3y 4) y la fraccion A contiene polisacaridos
sin carga eléctrica como arabinogalactanas, mananas etc, y la fraccion B esta compuestas
de lipoarabinomananas principalmente. Todos los tubos de las imuestras de la fraccion B
se retinen en un sola fraccion, misma que se aplica a una columna de exclusion de peso

molecular de 5 millones(grdfica 5).

Las fracciones colectadas de esta columna, fueron de 2 ml de volumen y que
presentaron lecturas de absorbancia mayores o iguales a 0.2 conjuntas se concentran en
un minimo volimen por liofilizacion. La solucion se alinacena a 4°C por toda Ia noche,
el sobrenadante se decanta y se descarta; el precipitado remanente de LAM se seca a

temperatura ambiente.

El rendimiento de LAM se calculo pesando el producto seco (1.2 mg) que representa
un 0.97% en una segunda purificacién el peso final de este producto fue de 2.5 mg cuyo
rendimiento fue del 3.8% del peso de extracto originalmente empleado.
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El LAM purificado se detecta por electroforesis en geles de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en el aparato de electroforesis Phast system
(Pharmiacia,Suecia). La banda de lipoarabinomanana se localiza con un peso molecular de
390 kilodaltones (kDa) los marcadores de peso molecular (en kilodaltones) utilizados fueron
proteinas como 14.2, para lisozima de huevo, 21.5 inhiliidor de tripsina de soya; 31
anhidrasa carbénica bovina, 45 ovoalbiimina, 66 albtimina sérica bovina, 97.4 fosforilasa
de muilsculo de conejo.
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Figura 6 PATRON DE LOS EVENTOS ELECTROFORETICOS EN LA
PURIFICACION DE LAM DE M.tuberculosis

Gel SDS-PAGE (10-15%) Tincién de Plata para lipopolisacdridos.
Columna (1) Marcadores de proteinas de bajo peso molecular, (2) LAM puro
estindar, (3) LAM purificado, (4) extracto de MIB dializado, (5) extracto
de MTB liofilizado, (6) MTB prensado y sonicado, (7) MTB prensado.
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Se emplearon en el esquema de inmunizacion 5 ratones BALB/c hembras de 5a 6
semanas de edad a todos ellos se les realiza una sangria previa a la primera inmunizacion
y las inmunizaciones subsecuentes.

Los sueros obtenidos durante este esquema se titulan contra antigenos de LAM por
ELISA, la respuesta inmae humoral de cada animal se incrementa en funcién del niimero
de Ias dosis del immunogéno. Los titulos de anticuerpos contra LAM se encontraron en
el intervalo de 1:10 a 1:250 como se describen en los ejemplos de los ratones 2 y 3 de las
grdficas 6 y 7.
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Grdfica 6 TITULACION DE LOS ANTICUERPQS SERICOS MURINOS
CONTRA LAM DE M.tuberculosis PQR ELISA EN EL
RATON NUMERO 2.
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Grdfica 7 TITULACION DE LOS ANTICUERPOS SERICOS MURINOS

CONTRA LAM DE M.tuberculosis POR ELISA EN EL
RATON NUMERO 3.
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Se realizaron tres fusiones celulares, para la obtencién de anticuerpos monoclonales
contra LAM de M.tuberculosis, se obtuvieron un total 30 de hibridomas estables en
cultivo celular, de los cuales tres fueron clonados por dilucién limitante y algunos se
perdieron con el tiempo ya sea por reversién de la hibridacion o por contaminaciones con
microorganisnos en el medio de cultivo. Finalmente un total de 11 hibridomas estables
productoras de anticuerpos contra LAM de M.tuberculosis incluyendo los clonados.

De los hibridomas obtenidos se scleccionaron a 3 clonas de anticuerpos
monaclonales obtenidos in vitro en cultivo celular e in vivo como liquido de ascitis. Los
anticuerpos se denominaron: LAM 11:4, LAM 11:5 y LAM 11:6, todos ellos fueron
IgG2a. Sus titulos en liguido de ascitis los fueron de 1:100 con wna concentracion
aproximada de 500 ug de inmunoglobulina/ml (Tabla 8).

En los monoclonales obtenidos e cultivo celular presentaron un titulo por ELISA
de 1/25 y la concentracién en este medio no fue cuantificadn.

‘Tabla 8§ PRESENTACION DE LAS CLONAS PRODUCTORAS DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA LAM DE

M.tuberculosis
Acs Cultivo Liquido de ascitis
Monoclonales Isotipo Titulo Titulo " Conc.(ug/ml)
LAM 11:4 IgG,, 1:25 1:100 ¢ 500
LAM 11:5 I13G,, 1:25 v' 100 T 500
LAM 11:6 - IgG,, 1:25 1:100 1! 500

Estos anticuerpos monoclonales presentados resultaron ser mu Y ho';'nogéneos tanto
en el isotipo y titulo de anticuerpos coitra LAM de M.tuberculosis.
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SR AR ESTA TESIS MO DPE
e SHIR BE LA BIBLIOTECA

IIo se seleccionaron a M.avium, C.albicans, C.neoformans, N.asteroides,

: jfN bmszllensxs, fol innnitis, H. capsulatum, A.fumigatus. Los resultados de este ensa Yo
:?de,x‘l'z,mmmﬂumescencm se muestran en la tabla 9. En la que se observa que ninguno de
los “microorganismos  diferentes a  M.tuberculosis dio resultados positivos de
. inntunofluorescencia, por lo que no fueron reconocidos por ninguio de los anticuerpos
-~ monoclonales LAM 11:4, 11:5 y 11:6. M. tuberculosis procedente de cultivo sdlido el cual
se encontraba deslipidado y otro M.tuberculosis proveniente de una espectoracion, mismo
que habia sido caracterizado previamente por tincién dcido-resistente de Ziehl-Neelsen y

cultive fueron positivos, por lo que los anticuerpos manoclonales resultaron ser género
especificos. El ensayo de inmunofluorescencia resultd ser positivo para las preparaciones
de cepas de M.tuberculosis, lo que implica que estos anticuerpos monoclonales 11:4, 11:5
y 11:6 fueron capaces de reconocer a LAM expresado en la cipsula de la bacteria completa
como se muestra en la figura 7.

Figura 7 ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA DETECCION DE
M.tuberculosis CON LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
CONTRA LAM.
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El ensayo de inmunofluorescencia junto con el de la tincion deido-alcohol resistente
se interpretarn comto la identificacion microscépica de bacilos delgados y agregados de este
bacilo, sin embargo esta técnica con los anticuerpos monoclonales generados contra LAM
son de género especifico, dado que solo presentd la inmunofluorescencia positiva para la
cepas de M.tubereulosis provenientes de cultivo y de espectoracién por el contrario la
tincién antes senalada que sélo es capaz de identificar al género micobacterium sin
distincidn de especies.

Se penso que para comprobar esto iiltimo si estos monoclonales eran capaces de
reconocer una o varias especies del género micobacterinno. Se realizé el ensayo de
inmunofiuorescencia con estos anticuerpos monoclonales a las cepas de M.aviwmn,
M.scrofulacenum y M.gordonae, conocidas conutmnente como micobacterias atipicas este
entsayo resulto positivo solo para las cepas de M.tuberculosis probadas anteriormente,lo
que sugiere fuertemente que los anticuerpos monoclonales 11:4, 11:5 y 11:6 son especie
especificos para M.tuberculosis.(Tabla 10)
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Tabla 9 REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES A
M.tuberculosis CONTRA OTROS MICROORGANISMOS POR

INMUNOFLUORESCENCIA
MICROORGANISMOS ANTICUERPO MONOCLONAL
11:6 11:5 11:4
M:tuberculosis ’ + + +

N.asteroides
N.brasiliensis
C.neoformans
C.albicans
H.capsulatum
C.immitis
A.fumigatus

(-) No existe reconocimiento
(+) Si existe reconocimiento

Tabla 10 REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES A

M.tuberculosis

CONTRA MICOBACTERIAS POR

INMUNQOFLUORESCENCIA
MICROORGANISMO ANTICUERPO MONOCLONAL
11:6 11:5 © 114

M.tuberculosis * + + +
M.tuberculosis ** + + +
M.avium - - -
M.scrofulaceum - - -
M.gordonae - - -

() No hay reconocintiento ™ muestra deslipidada

(+) si hay reconocimiento (**)  muestra de espectoracién
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Tabla 11 CARBOHIDRATOS TOTALES DE SOBRENADANTES DE
MICROORGANISMOS DIFERENTES A M.tuberculosis

MICROORGANISMO CONCENTRACION mg/mL
C.neoformans 0.54
C.albicans 3.50
N.asteroides 5,00
N.brasiliensis 0.30
H.capsulatun 1.30
C.intmitis 2.00
A.fumigatus 0.73
M.avium 0.53
E.coli 0.20
S.aureus 0.18

Elensayo de inmunodot llevado a cabo para conocer si los anticierpos monoclonales
en este caso representados por LAM 11:6 son reactivos a los carbohidratos presentes en
los sobrenadantes de C.neofornihns, C.albicans, N.asteroides, N.brasiliensis,
H.capsulatum, C.immitis, A.fumigatus, M.avium, E.coli y S.aureus.

LAM purificado en este trabajo y LAM de referencin donado gentilmente por el Dr
Brennan fueron utilizados como controles positives, dentro de este ensayo se incluyo un
extracto de M.tuberculosis sometido a prensado y sonicado.

Dentro de este ensayo se emplearon también anticuerpos policlonales de conejo que
fue inmunizado con un extracto crudo de M.tuberculosis. Un anticuerpo monoclonal a
LAM donado por el Dr.Brennan fue utilizado como referencia al reconocimiento a este
antigeno,
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La reactividad de los anticucrpos policlonales resulto ser manifiesta hacia los
diferentes microorganismos los cuales presentaron una mancha nitida en ln membrana de
nitrocelulosa prucba ‘del reconocimiento antigeno-anticuerpo significando un resultado
positivo, y cl no reconocimiento estuvo dado por ln ausencia de esta mancha fue
considerado como resultado negativo. Los resultados de los diferentes anticuerpos
monoclonales se encuentran en I tabla 12,
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Tabla 12 DETECCION DE LAM SOLUBLE CON DIFERENTES ANTICUERPOS
POR ENZAYO DE INMUNODOT

I Anticuerpo "

Microorganismo | Policlonal de Monoclonal LAM ] Monoclonal de
(sonicado’) conejo(1:250) 11:6 (1:20) ref. **'(1:50)
C.neoformans P r N
C.albicans P P N
N.asteroides pr P P
N.brasiliensis p N N
H.capsulatum r P r
C.immnitis P r P
A fumigatus P P p
M.avium P P P
E.coli r r P
S.aureus P N N
M.tuberculosis™ P P P
LAM p P P
LAM referencia™ P N P
Albaimina N N N

Concentracién de carbolidratos totales 5 ug
Prensado concentracién de carboliidratos totales 5 ng
Donado gentilinente por el Dr.Brennan y Dr.Sada

P Positivo

N Negativo

.

Para ELISA, el ensayo consistié en la cuantificacion de carbohidratos totales de
todos los microorganismos estudiados (tabla 11) se sensibilizé una microplaca con 5 ug/ml
de cada uno de ellos y se procedic a incubarlos con el anticuerpo monoclonal 11:6,este
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“complejo antigeno-anticuerpo se detectd por la adicién de un anti-anticuerpo marcado con
la-enzima peroxidasa de rdbano, los resultados se muestran en la grifica 8.

ELISA indirecta fue utilizada con la finalidad de determinar, si los sobrenadantes
de los cultivos de los microorganismos seilalados previamentte son 1itiles para el escrutinio
de la deteccién de LAM soluble de M. tuberculosis. Se determiné wun punto de corte de
0.3 unidades de absorbancia y leido a longitud de onda de 492 nm con el anticuerpo
monaclonal LAM 11:6, mismo que reconocié a LAM de referencia con valores de 0.450
+ 0.031 y con el antigeno purificado de 0.528 + 0.035 con M.avium 0.733 = 0.057
mientras que empleando anticuerpos policlonales a LAM de referencia se obtuvieron
valores de 0.441 + 0.039; S.aureus, utilizado como control negativo 0.318 = 0.022.

Para los sonicados de los otros microorganismos estudiados y con valores de
absorbancin menores de 0.3 fueron para C.neoformans 0.120 x 0.045, C.albicans 0.072
+ 0.010, N.asteroides 0257 = 0.025, N.brasiliensis 0.170 = 0.015, H.capsulatum
0.293 = 0.025, C.immitis 0.317 + 0.010 y A.funigatus 0.131 = 0.008.

Estos resultados demuestran que el anticuerpo monoclonal LAM 11:6 es ittil en la
diferenciacién de LAM soluble de M.tuberculosis proveniente de cultivo puro, de otros
sobrenadantes de otros microorganismos; lo que sugiere que este ensayo podria ser
utilizado conto un método alternativo, en los casos en que 1o se observe micobacteria por
inmunofluorescencin. Ademds este método de ELISA, podria ser semicuantitativo 3/ de
ayuda inicial en el diagndstico de ln tuberculosis.
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Gridfica 8 REACTIVIDAD DE LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS
POR SONICACION DE 10 MICROORGANISMOS
DIFERENTES CON EL ANTICUERPO MONOCLONAL
LAM 11:6 CONTRA M.tuberculosis POR ELISA.
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- 7.0 DISCUSION

M.tuberculosis csta contituido de manera importante por lipoarabinomanana
misma que estd localizada en la pared celular segiin los primeros estudios realizados a este
lipopolisacdrido (72).

Se ha estimado que entre un 25-40% de la pared celular de M.tuberculosis esta
compuesto de este lipopolisacdrido y, por lo tanto, no es extraiio que sea liberado (11,73).

LAM ha sido descrito como un posible factor de virulencia (11) debido a que se han
encontrado evidencias experimentales de que es un potente inhibidor de gamma interferdn,
el cual media la activacion de macrdfagos murinos.

Los estudios del mecanismo por el cual LAM regula este evento es sugerido por los
resultados experimentales descritos recientemente (11) en los cuales, existe un bloqueo por
parte de M.tuberculosis de los radicales libres del oxigeno dentro del macréfago ya que
ellos son potencinlmentc citotéxicos a la micobacterin, esto dentro de la serie de eventos
que ocurren en la respuesta inmune celular.

Ademas se ha reportado a LAM como responsable de la inhibicion de ln actividad
de la proteina cinasa C y en el bloqueo de la actividad transcriptacional de los genes
inductores de de gamma interferon en lineas celulares de macréfagos (11). Estos datos
sugieren que LAM contribuye a la persistencia de la micobacteria dentro de fagocitos
mononucleares durante la infeccién tuberculosa humana.

El rendimiento bajo de LAM obtenido en la primera purificacion (0.97%) permitié
establecer nuevas estrategias y aplicarlas en el segundo intento de purificacion como fue
un aumento en el peso de la masa micobacteriana en base hiineda de casi 40 gr mismo
que se traduce en incrementar la proporcién de carbohidratos totales durante el prensado.
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La eficiencia de In ruptura bacteriana es también funcién del prensado que en
M.tuberculosis deberd ser superior a 10 ton/cm® scgiin nuestra experiencia. Esto nos
llevé a Ia deteccidn 796 ug de carbohidratos totales por mililitro de sobrenadante del
prensado. Estos resultados difirieron del primer intento de purificacion en donde se obtuvo
una cantidad de carbohidratos totales de 315 pg por mililitro después de 8 prensados
efectuados. ‘

Adicionalmente, a los prensados se observé un incremento de un 50% en Ia
cantidad de carbohidratos totales al término de la sonicacién por 15 minutos. El extracto
seco liofilizado abtenido finalmente fue de 115 mg en la primera purificacidn y 350 mg
en la segunda.

La aplicacién de estos extractos en los siguicntes pasos de. purificacion base de
cdiculo en la evaluacion del rendimicnto final para lipoarabinomanana de 0.97% y un
3.8% en la segunda purificacion empleando en ambos casos 115 mg de extracto
micobacteriano liofilizado y no corresponde a lo reportado por Hunter y Brennan (38) que
es de 30 mg de lipoarabinomanana por 115 mg de extracto micobacteriano einpleado.

Las pérdidas de material en el proceso de purificacion a través de los diferentes
eventos pudieron ser por ejemplo: en la extraccion de la fase fendlica, en la concentracion
de material por liofilizacion, o por una separacién deficiente en algunas de las columnas
cromatogrificas empleadas.

La posibilidad de pérdida de LAM en la extraccion fendlica en el primer intento,
tal vez, se debid a una deficiente extraccion de la fase acuosa por los solventes empleados.
La estrategia establecida para el segundo intento fue la eliminacion del fenol residual
después de la digestion fue la didlisis exhaustiva contra agua deionizada por un periodo
de 72 Iir o hasta desaparicion de todo el fenol y posteriormente se filtrd y concentré por
liofilizacion esto resulté mds préactico que la extraccion con solventes, también se evité la
pérdida de LAM localizada en la interfase fenol-ngua. A
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Otro punto muy importante en la inferpretacion de pérdidas de LAM durante In
purificacion es el uso de las columinas cromatograficas ya que LAM y algunos coproductos
poseen la niisima cargq negativa y ello representa competencia de los co-productos con
LAM hacia las cargas positivas del gel durante ln elucion de los productos.

Por lo cual el LAM remanente se filtré en la fraccion A la cual debe contener
material sin carga negativa y al mismo tiempo impedir el intercambio iénico de LAM con
el gel de la columna y esta fraccion A estard conformada por polisacdridos como
arabinogalactanas, arabinanas, lipomananas y arabinomananas (56).

Hasta el momento se han empleado anticuerpos nionoclonales especificos a LAM
por inmunodot hacia muestras de la fraccion A y se ha encontrado reconocimiento hacin
este antigeno. Pero cllo no es suficiente para concluir si se trata finicamente de LAM no
retenido en la coluimma o bien de arabinomananas las cuales no poseen la porcion lipidica
con carga negativa.

Por lo cual fue necesario identificar a LAM de la fraccion A y B por un corrimicnto
electroforético y determinar la inmunorreactividad de estos polisaciridos por innmunoblot,
sin embargo, los intentos hechos hasta ahora para reconocer @ LAM puro por esta técnica
sugieren qiie LAM puro no se transfiere del gel a la imembrana de nitrocelulosa bajo las
condiciones ensayadas hasta alora en el laboratorio, aunque se continuard estandarizando
esta técnica.

En ensayos de inmunoblot se ha logrado detectar inmunorreactividad a LAM en
extractos de micobacteria y, en material prensado de M. tuberculosis, lo que sugiere que
LAM es co-migrado con protefnas las cuales presentan buena adsorcion a la nitrocelulosa
ademds de mayor nimero de cargas eléctricas. La posibilidad de encontrar de encontrar
proteinas en la fraccion A es minima en ese paso de purificacion dado que el material ya
ha sido digerido con fenol.
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Dentro del procedimiento de purificacién de LAM también se ha visto la posibilidad
de purificar este antigeno con otros procedimientos cromatograficos, tales conto: el uso de
~los principios de la afinidad e inmunoafinidad.

En el primero de ellos se intentaria la purificacién de LAM con el empleo de
concanavalina A, reconociendo que las lectinas tienen gran afinidad por los polisacdridos,
en este caso concanavalina A tiene afinidad por estructuras con manosa y galactosa. Sin
embargo, puede obtenerse una co-purificacion de LAM con otros polisaciridos de
estructuras similares. '

El empleo de anticuerpos monoclonales obtenidos e este trabajo servirian servirian
para purificar LAM de un extracto crudo y asi cvitar una co-purificacién con otros
carbohidratos.

Como punto importante en la purificacién de LAM  para In cuantificacion de
carbohidratos totales se basaron en un principio en la reaccién de antrona y dcido sulfiirico
y el método de fenol deido sulfiivico, este tiltimo resultd ser mds prdctico. Ademds por
ensayos comparativos entre ellos empleando muestras estdndar de glucosa, se establecieron
resultados similares en cuanto a deteccion de carbohidratos, aunque el empleo del método
fenol deido sulfiirico resulté de mayor utilidad en su uso a nivel micro iy menos pasos a
seguir.

El seguimiento del esquema de inmunizacion por el método de ELISA en los ratones
BALB/c demostré que las dosis y el periodo de tiempo fueron adecuados para, desarrollar
una respuesta inmune, porque se observd el incremento de anticuerpos séricos de los
animales. Asi que resulté idéneo para estimular a los linfocitos dc’l bazo que fueron
utilizados posteriormente en la fusion celular.

El aumento de ln respuesta immune observada observadn durante las

reinmunizaciones sugirié que el sistema immune fue activado en su fotalidad, mismo que
se observa en las curvas de titulacion de anticuerpos contra LAM de M.tuberculosis.
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Si bien los niveles de anticuerpos fueron similares en todos los animales los dos
itltimos refuerzos (reinmunizaciones) no mostraron ser diferentes. Lo que implica que In
activacion de la respuesta inmune con esta dosis y via de inoculacion fue la maxima, sin
descartar ln posibilidad de que otras vias y otras dosfs de antigenos pudiesen ser de efecto
difertente en In respuesta inmune.

Los hibridomas obtenidos de la fusion celular detectados como secretores de
anticnerpos contra LAM por ELISA, inicialmente fue en glta proporcién 50-60% de los
pozos de cultivo celular en promedio en las tres fusiones celulares realizadas.

Sin embargo, se pierden hibridomas con el tiempo debido tal vez, a ln pérdidn de
Ins caracteristicas hibridas de estas células, también liamada pérdida de cromosoma que
fiualmente resulta en un 5-6% de los Iiibridomas originalmente obtenidos.

Por lo tanto, fue recomendable realizar una segunda y una tercera fusion celular,
mismas que mostraron mejor prediccion de anticuerpos y se clonaron, en el caso de la
segunda fusién por dilucion limitante y fueron titiles para la produccién del liquido de
ascitis.

En las tres fusiones celulares reqlizadas hasta ahora se ha observado una lenta
duplicacion de la masa celular en funcién del tiempo, por ejemplo se contaron 200,000
hibridomas en una caja de cultivo celuiar de 85enm® al cabo de 6 semanas de cultivo,
cuando en otros protocolos se sefinlan poblaciones de hibridomas de millones de ellos en
similares condiciones de cultivo.

Aunque cabe mencionar que los anticuerpos monoclonales contra los que se hace
esta comparacién son dirigidos a antigenos protéicos que es a donde sc dirigen Ia mayoria
de las investigaciones a nivel mundial y quizd en lipolisnciridos resulte diferente la
propagacion de hibridomas.
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- Por ser unos cuantos pozos los quie presentaron ese crecimiento celular aceptable
se procedié a clonarlas por la técnica de dilucién limitante y expanderlas en cultivo in
vitro para para obtencion de mayor masa celular y obtencién de anticuerpos monoclonales
propiamente dicho.

Se pensé que la falta de masa celular era debido al suero fetal bovino suplementado
al medio de cultivo (MME) era deficiente en los llamados factores de crecimiento, lo cual
es comiin que suceda segiin la experiencia por grupos de expertos (63,82). *

Por lo cual se decidié probar varias marcas cometrciales de suero fetal bovino
(Bioexport, in vitro, Gibco) sin obtener de ellos resultados importantes. Comio alternativa
se decidio suplementar el medio de cultivo celular (MME-SFB) con los llamados factores
de crecimiento sintéticos los cuales se han empleado para el cultivo de hibridomas en
medios libres de suero (47,65).

Particularmente se empleo el 2- mercaptoetanol (Sigma. EUA) en concentracion de
5 X 10° M lo que permitio en un lapzo de 4 semanas un incremento sustancial de la
masa celular que en promedio tenia 200,000 células al inicio aumentando a valores de
560,000 - 780,000 hibridomas.

Por lo cual estas células con mejor creciniiento, resultaron en tres clonas que se
introdujeron en peritoneo de raton, para la produccién del liquido de ascitis. Se emplearon
tres ratones adultos maclios BALB/c de 12 seimanas de edad para la produccion de ascitis
se procedid a sensibilizarlos con pristano después de 2 semanas se-inmunosuprimieron con
ciclofosfamida 24 horas antes de la introduccién de los hibridomas en su el peritoneo (0.5
mg de ciclofosfamida/20 gr de peso) para depletar In poblacién de linfocitos CD4.

Cuando se observd un notable crecimiento del vientre de los ratones se sacrificaron
y se extrajo el liquido de ascitis después de seis semanas de haberlos inoculado con los -
hibridomas cultivados in vitro, este liquido de ascitis se tituld por ELISA y una
semicuantificacion del mnismo. Esta semicuantificacién ofrecic un resultado cercano a 500
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wg/ml del liquido de ascitis que aparenta ser inferior a lo descrito por los protocolos de
la produccién de anticuerpos nronoclonales que son del orden de 5-15 mg por ratén (54).

Se piensa como otra posibilidad que el bajo rendimiento de anticuerpos
monoclonales fue debido a una deficiencia genética en los hibridomas obtenidos tal vez por
la linea de mieloma wtilizada o de la cepa de raton.

Adicionalmente los hibridomas obtenidos fueron cultivados en presencia de IL-6
{Gibco BRL) que ha sido descrita como el principal factor de crecimiento para hibridomas,
suplementdndolo al medio de cultivo celular segtin las instrucciones del fabricante (5
unidades IL-6/ml de MME) sin embargo, el crecimiente de la masa celular no fue
satisfactorio en realidad.

~ Los hibridomas de la tercera fusion celular fueron seleccionados iinicamente por
ELISA y se reconocieron a los secretores de anticuerpos de los pozos de cultivo y se
conservaron por congelacion para estudios posteriores. Pero cuyo comportamiento en
cultivo "in vitro" no es diferente de las otras células provenientes de anteriores fusiones
celulares.

La caracterizacion de los anticuerpos monaclonales en las clonas obtenidas hasta
ahora correspondieron a el isotipo IgG,,. Este fue caracterizado con un estuche comercial
en un ensayo de tipo ELISA y se comprobd el resultado empledndose un estuche de fdcil
uso (Sigma ISO-1. EUA) con tiras de papel impregnadas con anticuerpos anti-isotipo.

La explicacicn de la igualdad del isotipo se debié probablemente a que las clonas
derivaron’ de un mismo hibridoma madre del cultivo inicial (pozo 4 A 10). La
comprobacién hacia este aparente predominio de 1gG,, sobre otros isotipos estaria dado por
la caracterizacion de otros anticuerpos provenientes de otras clonas o fusiones celulares o
bien bajo comprobacion en futuras fusiones celulares.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos de esta manera fueron capaces de reconocer
al antigeno de lipoarabinomanana expresado en la siiperficie capsular de M.tuberculosis
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por la técnica de.inmunofluorescencia indirecta y no asi en otro tipo de micobacterias
Jongos y levaduras que no observaron reactividad con estos anticuerpos posiblemente
estos microorganismos no expresan LAM o estructuras como LAM en su superficie.

Este tipo de reconocimiento por los anticuerpos monoclonales apoya la hipétésis, que
establece la presencia de lipoarabinomanana en la cipsula de M.tuberculosis (85).

Los sobrenadantes solubles obtenidos de los soiticados de diferentes microorganismos
y aplicados en ln técnica de immunodot mostraron en su gran mayoria reactividad cruzada
con el anticuerpo monoclonal 11:6 esto explica que este antigeno es comiin en el género
de micobacteria (58). También esto se demostré con los anticuerpos policlonales y con el
monoclonal de referencin.

Se han descrito estructuras similares a LAM de M.tuberculosis en Nocardia y
Corynebacteria (1) y estructuras de mananas se han descrito para Candida (59). Sc ha
evidenciado In reactividad hununolégicn de anticuerpos hacin M.tuberculosis que
reconocen también a Histoplasma Capsulatum (87) lo que explica los resultados
obtenidos del inmunodot,

Un aspecto importante en la realizacién de este inmumnodot con el anticuerpo
monoclonal LAM 11:6 es el no reconocimiento a LAM de referencin y en contraste, si
reaccioné contra LAM purificado en el laboratorio; esto sin lugar a duda es motivo de
posteriores investigaciones para determinar el epitope que estin reconociendo. estos
anticuerpos monoclonales en la estructura de lipoarabinomanana.

Es importante también el efectuar este tipo de reconocimicnto de epitopes con los ~
demids anticuerpos monoclonales de las clonas que hasta este momento se guardan en

congelacion.

Por otra parte, el ensayo de ELISA con el anticuerpo monoclonal LAM 11:6 con
las estructuras provenientes de los sonicados de los diferentes microorganismos permitio
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diferenciarlos por lecturas de absorbacia a una concentracidn fija de carbohidratos
(5ug/mi).

Se tomd como base un punto de corte de 0.3 leido a 492 nm esto correspodié a 2
veces el valor promedio del control negativo en la placa de ELISA y este ensayo se realizé
por duplicado, Unicamente un valor de absorbancia mayor al de LAM de M.tuberculosis
fue obtenido en M.avium esto fue tal vez debido a que la presencia de LAM es mayor en
el sonicado de esta micobacteria en relacion al LAM purificado de M.tuberculosis.

Sin embargo la diferencia en las lecturas de ELISA ha permitido reconocer a cada
micobacterin, lo que no fue posible realizar en el inmunodot. Aunque seria recomendable
realizar este ensayo de ELISA empleando muestras de prensados de M.tuberculosis y
M.avium para tener iguales condiciones en las nutestras a ensayar.

La estructura de LAM es bien conocida por ensayos de espectroscopia de infrarrojo
(56 ) y resonancia magnética (38). Su composicién de aziicares y las wuniones entre ellas
establece los sitios antigénicos importantes que quizd no solamente sean de conformacién
sino de una implicacion en la patogénesis en la cvocacion de la respuesta immune.

Se suguiere entonces que pudieran estar involucrados en la diferenciacion de
especies en el genéro de las nticobacterias.
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8 CONCLUSIONES

Se ha logrado obtener lipoarabinomanana en bajos rendimientos, sin
embargo, este antigeno es reconocido por ELISA, en electroforesis se
demostré su pureza. Es necesario continuar la estandarizacién del método
de purificacion.

Es necesario optimizar la metodologin de produccién de hibridoinas, para

“obtener una mayor cantidad de liquido de ascitis que nos permita finalizar

los ensayos de caracterizacion.

La técnica de immunofluorescencia ha resultado muy wtil ya que permitio
identificar M.tuberculosis de ofros microorganismos, provenientes de
cultives. Su  utilidad en muestras clinicas estaria sujeta a una
estandarizacién.

La técnica de ELISA ha mostrado utilidad en el reconocimiento de
lipoarabinomanana de M.tuberculosis diferenciando estructuras internas
de otros microorganisimos. Con este tipo de ensayos podremos obtener la
especificidad de la prueba y aplicarlo a muestras clinicas.
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9. APENDICE

9.1 METODO DE CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS.

El método empleado en la cuantificacion carbohidratos totales en la técnica de
purificacidn de liponrabinomana sc basa en Ia reaccion de fenol sulfiirico ln cual tiene como
fundamento en la deshidratacién de polisicaridos para formar furfurales de pentosas y
hidroximetil furfurales de hexosas cuando han estado en presencia de deido sulfiirico. De
esta forma las soluciones de furfurales o hidroximetilfurfurales son tratados con otro
reactivo (una amina aromdtica o un fenol) y producir un compuesto coloreado el cual
puede ser deferminado en un colorimetro o un espectrofétonmetro.

De los diversos métodos que aplican este fundamento el método fenol sulfiirico han
sido se ha caracterizado por su simplicidad y su relativa sensibilidad en la determinacion
de carbohidratos microbianos representados cuantitativamente como indice de carbohidratos
totales. Para la aplicacion de este mdtodo se realiza primero ln determinacion de-
carbohidratos con muestras cstdndar de glucosa en solucidn a concentraciones de 2 a 20
pg/ml las lecturas colorimétricas de este ensayo sirven para obtener una curva patrén,o
bien introducir estas cantidades como control interno dentro del desarrollo del
micrométodo.

El micrométodo en cuestion necesita de una placa de 96 pozos de poliestireno cono
In empleada en el desarrollo de un inmunoenzayocenzimatico (ELISA). Para el desarrollo
de este ensayo se deben eniplenr muestras estdndar y/o'muestras problema por duplicado,
y de igual manera se emplearan soluciones blanco, de esta manera se depositan en los
pozos 20 ul de muestra, segmdmnentc se deposrtan 20 pl de solucion de fenol al 5% a
cada pozo y se agtta levemente durante 30 segundos, posteriormente se deposita en cada
pozo 100 pl de dcido sulftirico concentrado cuidadosamente se agita durante 2 minutos y
se aprecia una coloracion,se deja reposar durante 5 minutos y se leen las absorbancias en
un lector de ELISA comercial a 492 nm.
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9.2 MATERIALES Y REACTIVOS - ) e
MATERIAL PARA PURIFICACION DEL ANTIGENO DE LAM

- Bio-gel A-5 w1 (Biorad: 151-07-40,E.U.A).

~ Bomba peristiltica (Bucheler Instruments: Polystaltic pump, EULA). .-
- Centrifuga (Dupont: Sorvall RC-5B,E.LLA).

- Colector de fracciones (Pharmacia: Frac-100,Succia).

- Colunma LKB.(Bronmma LKB: 80 cmi X 1.5 cm didmetro,Succia). TR
~ Colurmmna LKB.(Bronmma LKB: 110 cr X 1.5 cwr didinetro,Suecia).

- Desoxiribonucleasa I (Sigima: D 4263,E.LLA).

- Espectrofotometro (Gilford Instruments, EU.A).

- Gel de DEAE Sephace! (Pharmacia: 17.0500-01, Suecia).

- Liofilizadora (Labconco: Frezze Dryer 18, E.ULA.).

- Membranas de dialisis (Spcctmpbr' 12000-14000,E.LL.A).

- Mezclador de gradicites (Pharmacia: Gradient Mixer GM-1,5uecia).

- Placas de ELISA (Nunc: Maxisorp, Dinamarca).

- Prensa X (Ab Biok Nacka: X-25,Suecia).

- Ribonucleasa I-A (Sigma: R 4875,E.L1.A).

- Sonicador (Labsonic Systerns: Lab Line Ultratip,E.LLA).

- Tubos conicos 50ml (Becton Dickinson: Falcon 2070,E.LLA).

. - Tubos de vidrio Pyrex (13 X 100 mnm).

MATERIALES PARA CULTIVO CELULAR

~ Bario metabélico (Precision Sc:ent/frc Whaterbath 183,E.LLLA)

- Botellas de cultivo celular de 80 cm? (Nunc: Nunclon 153732,E.U.A)
- Botellas de cultivo celular de 175 cn? (Nunc: Nunclon 156502,E.UL.A).
- Centrifuga refrigerada (Sorvall: RT 6000B,E.LLA).

- Etanol 70%.

98



~ Glutaraldeliido 2%. ~

- Tncubadora con 5% de CO, 85% de htimedad y 37°C
(Foriita Scientific: Stericult 200,E.U.A).

- Kit para isotipificacién de anticuerpos monoclonales
(Sigma Imnmunochemicals: Iso-2, EXU.A).

- Medio mininio escencial (MME) con 10% suero fefal bovino.

- Medio salino.

- Micropipetas de 0.5-10 pl; 5-40 pl; 40-200 pl; 200-100 pl
(Finnpipette Digital Finlandia).

- Microscopio invertido (Carl Zeiss: IM, Alemania).

- Stock de células de mieloma P3X63Ag8.653 crioconservadas (-196°C).

- Tubos cdnicos estériles de 15 y 50 ml (Becton Dickinson: Falcon
2095 y 2070, E.ULA) .

- Membrana de Nitrocelulosa (Sigma: N-2764, E.ULA).

MATERIALES PARA LA EXTRACCION DEL BAZO.

- Cajas petri estériles (Technicare, 100 X 15 mm,México) .

- Camdra de anestesia con éter.

- Centrifuga refrigerada (Sorvall: RT600B,E.U.A).

- Cuchara estéril.

- Malla de nailon estéril.

- Pinzas y tijeras de diseccion estériles.

- Pipetas seroldgicas estériles de 1ml, 5ml, 10 mil
y 25 ml (Becton Dickinson: Falcon,E.U.A).

- Pipetor (Drunumond: pipet aid 7775110,E.L1.A).

- Ratén BALB/c hiperinmunizado.

- Tubos conicos estériles de 15 y 50 ml (Becton Dickinson:
Falcon, 2095 y 2070,E.ULA).

MATERIALES PARA FUSION CELULAR

- Baito metabolico (Presicion Scientific: Waterbath 183, E.U.A)

- Camira de Neubauer (Superior: 0.0025 mni®, Alemania)

- Células de bazo de ratén hiperinmune.

- Células de mieloma P3X63Ag8.653 en crecimiento exponencial.
- Centrifuga refrigerada (Sorvall: RT600B, E.U.A) .

- Incubadora (Forma Scientific: Steri cult 200, E.LLA).

- Microplacas de cultivo de 96 pozos (Becton Dickinson: Falcon
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3072, E.U.A) sensibilizadas con macrdfagos de peritoneo.
- Pipeta multicanal (Dynatech: 50-200, E.U.A).
- Pipetas Pasteur estériles.

- Pipetas seroldgicas de 1ml, 5mi, 10ml, 25ml (Becton Dickinson:
Falcon, E.ULA).

- Pipetor (Drummond: pipet aid 7775L10, E.LLA).
- Placas de cultivo de 24 y 6 pozos (Becton Dickinson: 3047
y 3046 Falcon, E.ULA).
- Puntas estériles de pldstico (ELKAY: 000-00000-024, E.LLA).
- Tubos cénicos de 50 ml (Becton Dickinson: Falcon 2070, E.LLA).
SOLUCIONES Y REACTIVOS
- Adyuvante completo de Freund (Difco: 0638-60-7, E.ULA).
- Agente fusdgeno. 2.0 gr polietilenglicol 4000
(Merck: 9727, Alemania); 1 ml dimetilsufdxido (Sigma: D 2650)
10 ml medio salino; esterilizar.
- 3,3"-Diaminobencidina (Sigma: D 8126, E.LLA).
- Hidréxido de Amonio (J.T Baker: 9721-59, México).
- Nitrato de Plata (Kodak: Reagent ACS, E.U.A).
- L-Glutamina (Gibco: 300-2420AD, E.U.A)

- Medio Minimo Esencial. (MME) (Gibco: 410-1700, E.ULA)
en 1000 ml de H,0 desionizada. Esterilizar y suplementar.

- Medio MME-HAT. Hipoxantina (Sigima: H-9377, E.U.A) 10 mM; Aminopterina
(Sigma: A-2255, E.ULA) 0.04 mM; Timidina (Sigma: T-9250, E.U.A) 1.6 mM

- Medio MME-HT. Hipoxantina (Sigima: H-9377, E.U.A) 10 mM; Timidina
(Sigma: T-9250, E.U.A) 1.6 mM.

- Medio salino. Nacl 8.0 gr;KCI 04 gr; Na,HPO,2H,0 1.77 gr

NaH,PO,.H,0O 0.69 gr;Glucosa 2.0 gr; Ro]o de fenol 0.01 gr
IIevm a 1000 ml con H,O.
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- Medio de Proskauer-Beck modificado de Youmans.
Asparagina 5.0 gr; KH,PO, 5g1; KSO, 6.5 gr; Citrato de
sodio 0.68 gr; MgCl 0.19 gr; Glicerol 50 mi, llevar a 1000
ml de H,O pH 6.8; Esterilizar.

- Orto-fenilendiamina (Sigma: P 1526, E.U.A).

- Pristano (Sigma: Hibrimax P-1403, E.U.A).

- Solucién de dcido sulfiirvico IN.

55 ml de H,SO, (95% ].T Baker, México) y Ilevm a 1000 ml
con H,O.

- Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS).

NaCl 16 gr; Na,PO, 5.8 gr; KH,PO, 0.4 gr; KCl O.4 gr
H,O 2000 ml.

- Solucién amortiguadora de citratos.
dcido cftrico 0.730 gr; Na,HPO, 1.180 gr
H,0 100 ml.

- Solucion amortiguadora de tris-base (TBS).

Tris-Base 2.42 gr; NaCl 29.2 gr; 100 ml H,0.
- Suero fetal bovino (Gibco: 210-6510 AJ, E.ULA).

- Sulfato de Gentamicina (Sigma: G1397, E.ULA).
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