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I. RESUMEN

El propédsito del presente trabajoe fué: definir la
digtribuetidn topogréfica dae [os 3antfigenos reconocidos por
diferentes anticuerpos moneclonales, determinar 4i existia

reactividad ocruzada de los monoclonales cen otras aspecies de
Entgmoeba, inducir fagocitosis y analizar el patrén de tincidn
de algunos monoclonales tratando de deiinir si la localizacidn
da los antigenos suparficiales se alteraba despuds de dicho
procaso. 5¢ agtandarizo la induccidn de redistribucidtn de
antigenos superficitales ¢ capping ) utilizando suero inmune,
para posteriormente aplicarlo al egtudio de wmoléculag de
superficia empleando anticuerpos moneclonales.

Se analizaron 0 anticuerpos monoclonales. los cuales
mostraron reactividad con la membrana plasmitica de £
histolvtigca, definiendg 3 patrones diferentes de distribucidn
topografica. Uno de los B8 anticuerpos reaccioné econ E.
histolvytica, dnicamente cuando los trofozoitos fueron

permeabilizados.

Dos anticuerpos mostraron dos patrones de reconoccimiaento,
excluyentas entre gi, sobre la poblacidn celular.

Los resultades sugieren que ajigunas moldculas de la

membrana plasmitica de E_ higtolvtica se ancuentran
distribuidas naturalmente de ‘manera heterogenes, algunas

presantande caracteri{sticas topogrdficas bien definidas v,
aunque solo sea respecto al contenide vy distribucidn de

aigunos antigenos, la poblacidén de E_ higtolviica aestd
constituida por diferentes subpoblaciones.

Ninguno do los 8 anticuerpos mostirs reactividad cruzada

con otras especies de Entamoeba, lo cnal indica que son
especie-eéspeciticos.

Sdlo un anticuerpo sufrid trastornos en su distribuecidn
topogriafica después de la fagocitosis, sugiriendo que
posiblemente este implicado en este proceso.

Fué postble tnducir redistribucidén de moléculas de
suparficie utilizando una capa simple de anticuerpos
poliespecificos en concentraciones elavadas.



11. INTRODUCCION

1.~ E. bhistolvticsa
Ceneralidades

La amibiasis es una enfermedad parasitaria producida por
el protozoario :ntamoeba histolytica. Cn z2lguncs cagos estae
parésito vive como comensal en el lumen del intestino sin
causar da®o aparente (amibiasis asintomdtical, sin embargo,
por mecanismos no bien estabiecidos puede lleger 2 invadir la
mucosa intestinal produciendo disenteria (amibiasis
intestinal) e incluso diseminarse & otros drganos como el
higado (amibiasis invasiva).

Este pardsito fué encontrade por primera vez por Losch en
1873, @n  un paciente que sufrisa disenteria crdnica asociada
con la prasenciea de amibas en las heces. fué hasta 10887 gque
Kartulis damostré el papel patdgeno de las amibas y desecribid
la existencia de lasiones hepdticas amibianas.

La amibiassis es uno de los problemas de salud mds serios
que afecta a nuestro pais, debido a su elevada frecuencia y al
alto indice de mortalidad que ocasiona; sin embacgo, no
solamente es un problema nacional sino cosmopolita, ya gque
aproximadamenta el 10% de la poblacidn mundial s encuantra
infectada por  este pardsito ( L ) y un [S% de estos padece
amibiasis invasiva ¢ 2 ).

La situacidn en Mésico es5 muy seria, ya que Gltimamente
la poblacidn rural ha migrado hacie l2as5 zonas urbanas en donde

viven bajo «condiciones que favorecen el ataque por E_
baistolviica, como son: hacinamiento, malnutricién vy hdbitos
higiénicos inadecuados. Esto se demuestrea claramente en un

estudio realizado en 44 comunidades mexricanas, en donde se
encontrdé que el 5.95% de los pacientes presentaba anticuerpos
contra [, histolvtica, lo cual pone de manifiesto el cardcter
endemico de la enfermedad. Dicho estudio mostré una
fracuencia méds elevada en niflos entre § y 10 aMos de adad ¢ 3
y .

Takonomia

La L. hlﬁilll&L&i pertenece a3l género Epntamoeha de la

clase Rizopoda, Este génerc sagrupa a un gran numero de
especies parasitarias, dentro de las cuales E, histolyticas es
la més importante desde el punto de vista clinico.

Ciclo biolégico

El eiclo bioldgico de la amiba es muy simple. EI quiste
formado en &l intestino grueso es expulsado con las heces, al
ser ingerido por un nuevo hudsped, se desenquista a nivel del

intaestino delgado y iibera una amiba metaquistica
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tetranucleada, que tras sufrir una divisidn nucliear, produce
ocho amibas uni{nucleadas (trofozoitosy, estas pasan al
intestino grueso en donde puedsn permanecer en estado de
comensal o penetrar lz mucosa intestinal y alcanzar el higado
(amibiasis invasiva).

Quiste

Los quistes son cuerpos radondos u ovales, con una rigida
cubierta de quitina. Los westadios maduros son ia {ormsa
infectiva, presentan cuatro nucleos peguedos 3 diferencia de
los inmaduros que s50lo presentan un ndcleo que abarca casi la
tercara parte del citoplasma.

Trofozoito

El trofozoito es la forma vegetativa deli pardsito vy la

menos resistente, es una célula sumamente dindmica y
pleomdrfica, su forma y movilidad son muy susceptibles a Jos
cambios en el medio ambiente fisicoquimico; ernitre sus
caracteristicas mds notables se encuentran: su alevada

capacidad fagocitica y pinocitica, su capacidad de adherencia
y su movilidad continua por [3 emision de seuddpodos.

Factores de Virulencia

Los mecanismos citopatogdnicos de E. hisftolyvtica son aun
desconcocidos, entre Jlos factores que correlacionan con su
patogenicidad se encuaentran: [a capacidad eritrofagocitica (
4§ », la susceptibilidad a ser aglutinada por concanavalina A y
la carga elédctrica de su superficie ( § 7. Estas dos dltimas
obgervaciones sugieren que las cepas patdgenas son
estructuralmente diferentes de [as no patdgenas.

Se ha investigado la secrecidn de enzimas liticas como
medios de diseminacidn del pardsito y ha podido detectarse una
actividad de colagenasa en trofozoitos de LK. histelvtica, la
cual se¢ ha propuesto que juega wun papel importante en el
procaso de invasidn tisular ( & ).

Han sido realizados algunos estudios en un intento -por
definicr si en E._ histolytica existen toxinds como [13s
ancontradas en ciertas bacterias (Clostridium botulinum, cl1.
tetani, etcétera). 8e ha demostrado que los sonicados de
trofozoitos presentan componentes que resultan téxicos
para eritrocitos de mamifero. Bos vy col. ( 7 ) y Lushbaugh vy
col. ( 8 ) aislaron una toxina intracelular de trofozoitos de
E. histolytica cultivados axénicamente, encontrando que 1la
actividad citotéxica estuvo restringida a proteinas en un
rango de peso molecular de 25,000 & 45,000 daltones vy a
concentraciones de proteina tan pequefhas como 2~-4 ug/ml;: no
obstante al papel patdgeno de [a3 tozina permanece incierto,




La virtulencia de las cepas patédgenas de L histelytica
puede variar con algunas condicrones de cultivo, como:

4} agociacidn con bacterias ( 9 ) o protozoarios, procesa
qua no ha sido del todo comprendido, pues por un j{ado lasg
bacterias pueden impedir el contacto v la adherencia de les
trofozortoes a la superficie de las «células del epirtel:io
intestinali, formando und capa continua que recubre la mucosa ;
Yy por atra parte, pueden proveer directa o indirectamente a
través de la ruptura de componentes exiracelulares , ciertos
nutrientes . incluyendo el hierro, necesarros para el
crecimiento de [3as amibis en el Intestino.

b) numero de subecultivos: en relacién a este punto se
sabe que el cultivo axénico prolongado de E. histoiviica, ha
producido una pérdida invariable de [a virulencia ¢ | ) Se

ha demostrado que el pasaje seriado de cultivos amibianos, a
través del higado de hdmsters, produce una recuperacidén en la
virulencia de los cultivos axénicos ( 11 )

¢) adicién de colestarol al medio de cultivo, v dJ paszije
sariado en animales experimentales respecto a estos puntos
ge ha demostrado que la virulencia de amibas que perdieron su
patogenicidad por cultivo prolongado, puede ser restaurada peor
la adicidn de colesterol al medio, estableciéndose un grado
adn mayor de virulencia por pasajes sucesivos a través del
higado de hidmsters ¢ 12 ).

ITnmunidad

La respuesta inmune humorai an la amibiasis, se
caracteriza por la pronta aparicidén de anticuerpos circuiantes
especaficos, principalmente de la clase [g G subclase 2. Los
niveles de 1g A estdn frecuentemente elevados en el suvero de
paciaentes con absceso hepdtico amibiano, aungque emn  menor
proporcién que aquelloes de Ig G.

Ll sgistems del complemento es otro mecanismo que
participa en 1a defensa contra L. nistolyiica. El suaro
humano sin anticuerpos antiamibax detectables, puede induecir
ligis de aproximadamente el 49% de la poblactidén celular cuando
se usa en dilucidn 1:3. bajov estas condiciones, se ha
demostrado que el procesc de ltsis es dependiente del
complemento, activado por wvia alterna (¢ 13, 14 ). Dtro
ejemplo de la participacién del complememto se muestra en un
astudio realizado en hédmsters, que fueron depletados de
complemento con factor de veneno de cobra ( proteina andloga a
Cgb que activa el complemento por via alterna?l, 5e encontré
que cuando 8 estos animaleg se les inoculaban amibas

virulentas, las lesiones hepdticas producidas eran més severas
¢ 15 ).

Se ha observado que algunos trofozoitos se vuelven
resistentes & la lisis por complemento si son tratados
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constanteamente con dosis crecientes de suero humano normal.
5in embargo esta resistencia no es permansnte, ya qua 51 se
suspende el tratamiento, Ilas amibas retornan a su estada
normal ¢ 16 ).

Poco sa sabe sobre la inmunidad celular an la infecaidn
amibiana. Ortiz-0Ortiz y col. { 17 ) encontraron gue los
paciantes con absceso hepitico amibiano muestran reacciones de
hipersensibilidad retardada y producen el factor inhibidor de
la migracidén de macrdédfagos (MIF) solo cuando la enfermedad ha
remitido. Aparentemente, la amiba ejerce una actividad
supresord sobre la respuesta inmune celular del huésped.

2.- Anticuerpos monogclenzles

El estudio de los componentes antigénicos de los
pardgitos se ha facilitado gracias a la introducci1dén de ia
tecnologiz de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales, descubierta por Kohler y Milstein ¢ i8 ). Los
anticuerpos monoclonales se obtienen por la fusidn de Iineas
celulares de mieloma con la capacidad de crecer
permanentemante en cultivo, con un linfocito B de un animal
inmunizado, que presenta una vida media [limitada pero es capaz

de producir anticuerpos bien definidos. De tal fusidn se
obtienen lineas hibridas permanentes que pueden crecer
indefinidamente en cultivo de teiidos v como tumores
transplantables, con la capacidad de producir el anticuerpo

espacifico expresado por la célula progenitora normal.

'El mayor interés de esta téenica deriva de dos aspectos
fundamentales: 1) Los anticuerpos monocionaies producidos por
una clona, son reactivos bioldgicos homogeneos,
monoaspecificos vy no una mezclia heterogenea de anticuerpos que
cambia con cada animal inmunizado y aun con cada sangrado del
mismo animal. = 2) La técnica es idealmente 2decuada para la
preparacién de anticuerpos puros usando antigenos no
purificados,

La aplicacidn de fos anticuerpos monoclonales en las
diferentes dreas de la biologia se ha extendido,
particularmente en el campo de la Inmunoparasitologia resultan
de gran utilidad, ya que permiten el estudio mds detallado de
los daterminantes antigénicos de importancia medica. hdemds,
facilitan los estudios sercepirdemiolégicos y la elucidacidn de
los mecanismos de resistencia en 1itnfecciones experimental vy
clinica.

Un ejemplo de [a aplicacién de los monoclonales en este
campoe es ia inhibicién "in wvitro" de los pardsitos y la
identificacién de antigenos oprotectores para el huésped.
Yoshide vy col. ( 19 ) produjyeron un anticuerpo monoclional
contra un antigeno dominante de la superficie de los
espororoitos de Plasmodium berghei. que fué capaz de protager
4 ratones, disminuyendo la infectividad de los parédsitos.
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Epstein vy col. { 20 ) obtuvieron doce anticuerpos
monoclonales dirigidos contra merozoitos de P. knowles:i., dos
de ellos aglutinaron marcadamente a los pardsitos 'in vitro",
bloqueando simultineamente la reinvasidén de los eritrocitos
por los meroroitos.




IIT. ANTECEDENTES

Uno de Ios principales objetivos an el estudio de E_.
histelvtica es la caracterizacidn de componentes antigénicos,
ya que gu definicidn facilitaria la comprensidén de los
procesos biolégicos de la amiba vy la participacién de la
respuesta 1nmune del hueésped infectado.

Los primeros intentos por caracterizar los antigenos de
la amiba dieron resultadeos poco sastisfactorios pues ilas
nuestras se obtenian de culitivos miztos (trogfozoitos en
asociacidn con bacterras del tracto intestinai del hombre o
con otros protozoarios) lo que dificultaba ia interpretacidén
de los resultados. No fué sino hasta que se hizo pousible el
cultivo arénico de £ histolytica ( 21 ). que lograron
hacerse hallazgos tmportantes en cuanto al estudio de 5u
mosaico antigénico, ya que se eliminan antigenos extratios de
crganismos asociados

Inicialmente se considerd que la proteina amibiana mas
inmunogénica se originabia esencialmente de una fraccidn
microsomal, después del rompimiento de los trofozoitos ( 22 ).
Posteriormente se sugirid que los antigenos significativos

estaban localizados en el citoplasma de la amiba, asociados
con vesjiculas que probablemente eran de naturaleza lisosomal (
23 ). Actualmente se sabe que el intercambio entre las

membranas interna y superficial de los trafozoitos es muy
répido, por lo tanto los determinantes antigénicos pueden

locelizarse en las membranas plasmdtica y citoplésmica
recicladas. Esto podria explicar la inmunogenicidad efectiva
de las fracciones lisosomal v ribosomal ( 24 Y oy la

lecalizacién de componentes antigénicos sobre la superficie
del pardsito ¢ 25 ).

[.La membrana plasmitica de L. histolvtica es muy compleja
an cuanto & su composicidn, se han identificado a2l menos doce
giucoproteinas en fraccionaes aisladas de la misma ¢ 24 ). Los
trofozoitos en cultivo, presentan en la cara externa de su
membrana una cubierta superficial apenas detectable, gque puede
demostrarse con el uso de reactives citoquimicos ( 27 ). Esta
cubierta posiblamente contenga algunos antigenos amibianes que
son reconocidos como axtra¥os por el huédsped durante el
establecimiaento de Ia amibiasis tinvasiva. For otra parcte,
cCOmO ya se& menciond, la accidn patdgena de L. higtolvtica
depende del contacto directo de los trofozoitos con las
células del huédspad, de esta forma la virulencia de la amiba,
puede relacionarse con la composicidn y propiedades de dicha
cubiarta.

Uno de los metodos més ampliamente usados para el estudio
de la membrana plasmitica de Iz amiba es el de criofractura,
de esta forma se han podido visualizar componentes loccalizados
en la regidn hidrofébica de la membrana, encontrandose que la
carda interna de la misma, o fase F, que estd en contacte con
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el ectoplasma, se encuentra cublierta por una pobjlacidn
abundante y heteroganea de particuias de membrana., muchas de
les cuales parecen ser proteinas integrales. En comparacidn,
la fase L complementaria, tiene una poblacidén menos abundante
de particulas membranales ( 28 ),

En relacidn a la membrana, también se ha observado que
ocurre una rapida redistribucion de ciertos componentes de
syperficie en la amiba, seguida de la interaccidn con una gran
variedad de ligandos tales como concanavalina A, anticuerpos

poliespecificos vy ferritina catidnica. Normalmente, ia
distribucidn de receptores y antigenos sobre [a syperiicie de
la célula es uniforme, pero a ciertas temperaturas Y

concentracidén de ligandos, los determinantes superficiales se
muyaven sobre la membrana plasmdtice y se acumulan en la parte
posterior de la célula o wuroide ¢ 29 ). Este fenémeno,
conocido como "capping", posiblemente le permita a fa amiba
evadir la respuesta inmune del huesped. '

Sa ha reportado que para que ccurra el entrecruzamiento
de receptores es necesaric agregar una segunda capa de

anticuerpos y gque este proceso es dependiente de la
temperatura y actividad metabdlica < 30 ). Por otra parte
Calderén y col. ¢ 31 ) pudieron inducir ‘“capping" de

antigenos de superficie con una sola capa de anticuerpos
contra E. higtolvtjca, utilizando concentraciones elevadas de
tnmunoglobulina.

La composicidén da los "caps" ha sido identificada ¢ 32 ),
encontréndose que existe una similitud notable entre los pesos
moleculares de las principales proteinas identificadas en los
“caps" puros y las proteinas inmunoprecipitadas a partir de la
superficie celylar, Los resultados sugieren gque el “capping®
ocurre entre los antigenos de la superficie que estdn més
accesibles a3 la interaccidn con @l anticuerpo, por lo que los
antigenos superficiales principales, son liberados de la
célula acarreando a los anticuerpos gue resultan nocives para
su viabilidad.

En un intento por identificar los antigenos amibhianos que
astimulan la produccién de anticuerpos en la amibirasis
invasiva, Krupp ( 33 ) realizé un egtudio
inmunoelectroforético con trofozoitos de L. histolytica
crecidos axénicamente y el suero de pacientes procedentes de
diferantes dreas geogrdficas. Encontré que los sueros
reconocian principalmente ld antigenos; al hacer wun estudio
comparative con las diferentes cepas de E. histolvtica,
observd que @l patron de recomnocimiento esencialmente era el
mismo, 1o que sugeri{a que existe una anatomia bdsica para las
‘diferentes capas, constituida por estos antigenos.

El cultivo prolongado de la amiba, puede ser otra fuente
de diferencia antigénica, ya que quiza resulte en aparicidén o
desaparicidén de ciertos antigenos ( 34
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Chang v col. ( 35 ), expiotaron la inmuncelectroforesis

doble, debido a4 su mayor resolucidén, encontrando arriba de 32
picos de precipitinas para ias cepas axénicas de E_.
histolvticsa. Todos estos estudios demuestran que Ia
diferentes cepas del pardsito presentan un g¢gran numero de
antigenos en comdn, en especial aquelios que i1nducen una
respuesta inmune humoral por parte de los pacientes

tnfectados.

Hasta la fecha, i3 resolucidén de los métcdos wutilizados
"en el andlisis antigénico de E. hnistolvtica, no ha side muy
satisfactoria, vya que se emplean anticuerpos polilespecificos
como reactivos detectores, con los cuales se obtienen
resultados muy compleijos yv dificiles de interpretar.

Afortunadamente la tecnologia de anticuerpos
monoclonales, surge como una alternativa para abordar el
estudio da los antigenos de la membrana plasmdatica de E.

histolviica, pues permite obtener reactivos monvespecificos
homogeneos, bien definidos v de abastecimiento permanente.




1),

).

3).

q) .

S,

6.

IV. QBJETIVO

&

Los objetivos del presente trabajo fueron:

Estandarizar Ia técnica de inmunof luorescancia para
estudiar {a interaccidn de diferentes anticuarpos
monoclonales anti-amiba con E. histolwtica.

Determinar la localizac:i1dén topcocgrdfica de los antigenos

de membrana reconocidos nor algunos anticuerpos
monoclcnales anti-gE_ histolytica en trofozoitos
fijados.

Definir la frecuencia de distribucién de las

especifidades mostradas por los anticuerpos monoclonales
sobre la poblacidén celular.

Determinar 51 eniste reactividad cruzada de los
monoclonales con otras especies de Entamoeba.

P P B RN

Inducir fagocitosis y analizar el patrdn de tincidn
revelado por algunos monoclonales, tratando de definir
st se modifica el patrénm de distribucidn de los
antigenos de membrana reconocidos por astos anticuerpos.

Estandarizar la induccién de “"capping" en E.
higtolvtica, wutilizande suero inmune, para aplicarlo en
el futuro a! andélisis de moléculas de superficie con

anticuerpos monoclionales,



Reagtives

Acetona, Dextrosa, Etanol absoluto, Citrato férrico

amoniacal, Formaldehido 2 37%, Clicerol, Cloruroc de
magnasio, Paraformaldehido, Fosfato monobé&sico de -~
potasio, Fosfato dibdsico de potasio, Citrato de ---

sodio, Hidrégido de scdio de J. T. BAKEDR .

Albdmina sérica bovina, Acido bérico, Bérax, Cloruro
de calcio, Acido citrico, L-cisteina, p-fenilendi-

amina, Poli-l-lisina, Azida de sodio de SIGMA.

Glicina, Cloruro de sodio de MERCK.

Biosate peptona BBL

Glutaraldehido al 2S5% ALDRICH

-heido barbitdrico BIO RAD

Isoticcianato dae fluoresceina MILES BIOCﬂEMICALS

Suero de caballo QUIMICA FOSFATOS

Suero de ternera BIOPRODUCTS

Mezcla Vitaminica de Diamond ( Diamend vitamin tween 80
mixture ) WORTH AMERICAN BIOLOGICAL

Pelicula para fotografia TRI X PAN de KODAK

Material biolggiceo

Trofozoitos de: [E. higtolytiga cepas IIM1:IMSS vy HK?, E.

invsdeng. L. moshkovskji y Laredo

Suero de chivo anti-~inmunoglobulina de ratdn y conejo




Suero de chivo anti-inmunoglobulina de
Conejo albino de Nueva Zelanda

Ratones DBalb/c

Sobrenadante de hibridomas preductores
monocionales

Laui

Agitador magnético THOMAS

Balanza analitica SARTORIUS

Balanza granataria SARTORIUS

Ba®o maria RIOESA

Harvard Trip balance OHAUS

Campana de flujo laminar BELCO GLASSH
Celda de Amicon

Cru-5000 Centrifuge IEC

Colector de fracciones Ultrorac ( LKD )
incubador de 37°C PRECISION
Microscopio de epifluorescencia 2ZLI5D
Microscopio invertido OLYMPUS TOKYO
Pipetas automdticas PIPETMAN

Potencidmetrc BECKMAN

ratén y coneio

de anticuerpos

Uvicord I[ ultraviolet absorptiometer control ¢ LKB )




- Gultivo de¢ Entamoeba  higtolvtica, Entamoebz invadens,
Entamosba ¢ovskii y Laredo

Los trofozoitos de L. histolytica de las cepas HML:INM3D
y HK? fueron cultivados ssénicamente por incubacidén a 379C en
6] medio TYI-0-33, suplementado con (5.1% de suero de ternera
y 1.5% da la mezcla vitaminica de Diamond ¢ 2i ).

Los trofozoitos de E. :invasdens., L. moshkovskii y Laredo
se cultivaron a 229C an el wmedio axéntco TYI-5-33,
suplementado con 13.1% de suero de caballo yv 1.5% de la mezcla

vitaminica de Diamond.

Los cultivos en fase logaritmica de crecimiento fueron

cosechados, desprendiendo las células adheridas a las paredes
del tubo por incubacidn en agua-hielo; durante % minutos para
E. histolvtics vy Laredo, y 10 minutos para . moshkovskii vy
L. Jipvadens. La pastilla se obtuvoe por centrifugacidén en
frio durante J minutos a 500 x g para E. moghkovgkii y a 230

X ¢ para las especies restantes.

Obtancidn de erifrocitog de conejio

Lo eritrocitos fyeron obtenidos por puncidén de la vena
"marginal de la oreja, recogidos .» una solucidén i1:1 de Alsever
agtdéril ( Dextrosa, {i0mM; citrato de sodio dihidratado, 32
nM; dcido citrico monohidratado, 2.6 mM; cloruro de sodio,
72mM, pH de 6.1 ) y almacenados a 4°C al menos una semana
antes de suU uso.

Antes de utilizar los eritrocitos, el Alsever se elimind

por centrifugacidn & 250 x g por 3 minutos y fueron lavados
con AFS.
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Erepagacién de la fraccidn de .9 G

Al suero de chivo anti-inmunoglobulina de ratén, diluido
1:35 en amortiguador boratos S50 mM pH 8.5, se le asdicioné
lentamente por goteo un volumen equivalente de sulfate de
amonio saturado pH 7.2 ¢ S5A5 ), manteniendo en agitacidn 2
4°¢ La mezcla se dejd en reposo 30 wminutos, .enseguida fué
centrifugada a 4°9C por 1§ minutes a 10,000 x g. El
precipitado fué resuspendido en un volumen equivalente al
inicial en 4amortiguador boratos, se precipitdéd nuevamente con
SAS a una concentracién final de 33%, dejando reposar 30
minutoes en frio, posteriormente se centrifugd otroes 1% minutos
a2 10,000 % g. La pastilla fué resuspendida en 2 m! de
amortiguador boratos y dializada contra i00 veoldumenes de
amortiguador boratos por 72 horas. realizando dos cambios
dirios de solucién

La fracclién de inmunoglobulinas obtenida se aplicé a wuna
columna de DE-52 de 0.5 ¥ 8 cm previamente equilibrada con

amortiguador fosfatos, 17.5 mM pH 6.3 . La elucién se llevd a
cabo con 1a misma solucién a una razén de flujo lenta. Los
eluatos con una D.O. mayor de 0.1, fueron reunidos y

concentrados por ul%ggfiltracién en una celda de Amicon para
obtener una concentracidn de proteina de 10 mg/m!l.

La concentracidn de proteina se determind por la lectura

de ia D.O. 8 de una alicuota de la soclucién concentrada,
diluida con ﬁa H 0.1l N, mediante la siguiente ecuacidn ( 26 ):

Conc. da proteina mg/ml = D.Q. ( ractor de dilucidn )
280 1,844




Coniugacion de fag G & isotiocianate de fiucresceing

Le conjugacidn se realizéd siguiendo el método de Johnson
¢ 37 ) A 20 ml de solucidn proteinica concentrada a iQ mg/ml
s8 le adicionaron 3 m! de amortiguador de carbonatos, 500 mM
pi{ 9.5, Inmediatamente fueron disueltos 4 mg de FITC en I ml
de amortiguador de <carbonatos. Lz solucién de proteina
alcalina ¢« 23 ml > se mezcld con [a solucidn del filuorocromo,
incubando en la obscuridad 20 horas a 490, Ll material
proteinico desnaturalizado fué sedimentado por centrifugacidn
a 49C 3 10,000 ¥ g por 30 minutos. El sobrenadante fué
aplicado a una columna de Di-52 preequilibrada con
amortiguador fosfatos, 17 mM pH 7.0 . La eiucidn se inictd
con 20 m! de amortiguador fosfates ( prco 0 ), posteriormente
con 20 ml de NaCl 12% mM en amortiguador fosfatos ( pice a ) vy
finalmente con 20 ml de NaCl 290 mM en amortiguador fosfatos ¢
pleo & ).

Los picos a y b fueron concentrados individualmente por
yltrafiltracién en wuna celda de Amicon para obtener una
concentracidén aproximada de proteina de (0 mg/ml,ajustando la
osmolaridad a 200 mM con cloruro de sodio.

Lasg relaciones molares fluoresceina/proteina ¢ F/P ) vy la
. ¢concentracidn de proteina se determinaron por la lectura de la

D'Oiasg y D.O.gys de una muestra del <conjugado diluida 1/4Q
con NaOH 0.1 N, empleando la siguiente ecuacidn ( 38 ):

mg proteina/ml = D.O.280 - 0.35 ? B 0.q95.2

F/P = 282 2. D 0 N
—s ‘ 495
' 280 ~ ( 0.35 =« DO.495 )




Estudio de 1 reactividad de anticuerpos monocionzles nor

inmunotflugrescenc:a indirecta en amibas fijadas en suspensidn

He colectaron entre 1-2 millones de trofozoitos en ATC~k
Yy se mezclaron en una relacién 1:! con Ila solucidin fijadora

‘.gaormaldehldo 3.7% - glutareldehido 0.0G07S% en AIl3) ¢ 2% PoLe
Mezclia se 1ncubé 19 minutes a temperstura ambiente, mezzlanago
constantemente para obtener unse tizacian uniiocrme.

Posteritormente se lavacron J veces con AP, centrifugands a 2590
X g por 3 minutos.

on al propésito de disminuir la autofluorescencia debida
a s fi1jacidén, los trofozoitos se incubaron con une sclucion
de azu!l de Evan's ( 40 ) al 0.025%% vwvi/v en Al durante 30
minutos S temperatura ambiente. El exneso de coiorante se
@limind lavando 2 veces con AT

A tubos cénicos conteniendo 3-10G =xn 104 trotozottos, se
agregarocn 100 ul de cada anticuerpo monocicnal f(sobrenadante
de hibridoma sin diluir o liquido ascitico diluido .:40 en AP)
y fueron incubados | hora a temperatura ambiente, lavando
posteriormente 3 veces con Al

La pastilla de cada tubo sa resuspendi ¢ en 30 pi de
GAMG-TITC, diluida 1720 en AT, La mezcla se incubd en la
obscuridad 40 minutos a temperatura ambiente, el anticuerpo
libre se elimind lavando 3 ocasiones con ATl.

Para evitar [a extincrdn de la flucrescencia durante fTa
observacidn, la pastilla fué resuspendida en la solucidn
remanante en el tubo vy se le agrege una got: de p-FDA ¢ 41 )
al 0 (% en glicerol-ATS (9.4, se colocd una gota de esta
suspension sobre 'un portaobietos y fué observada al
microscopio . de tluorescencia. Las fotografias de las
preparaciones se tomaron con pelicula TRI ¥ PAM.




Alterpcidén de la distribucién topogréfica inducida BOT
dagdogitogis

Una suspensién conteniendo 6 x 109 trofozcitos de L.
higtolvtica HMI:IMES mids 1.2 x 107 eritrocitos de conejo (200
eritrocitos por amiba), en 2 ml de AVS-A fué incubade durante
10 minutoes a 379¢C; simultdneamente se incubd¢ un contro!l de
trofozoitos sin eritrocitos (control sin fagocitosis).

A la suspensién celular diluida a 2 ml con AVE-A se le
agregd un volumen equivalente de formaldehido-glutaraldehido
(3.7% - 0.0075% en ATFS), Ia mezcla se incubd i% minutos a
temperatura ambiente, posteriormente fué centrifugada por 3
minutos a 250 x g v lavada por 3 ocasiones con ATl

Para disminuir la autofluorescenctia provocada por el
‘fijador, la pastilla fué resuspendida en azul de COvan's al
0.025% en AF, incubando 30 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se lavé 2 veces con AF por centrifugacién
durante 3 minutos a 250 % g¢g.

La pastilla de cada tubo se resuspendid en 600 ul de AF,
distribuyéndose en 6 tubos pequefios a8 los cuales se agregaron
100 ul de cada anticuerpo monoclonal. La incubacién se
realizd a temperatura ambiente durante 60 minutos, eliminando
el exceso de anticuerpo mediante 2 lavados con Al.

Se afiadieron 50 mul de GAMG-TITC diluida 1/20 en AF por
tubo. La mezela se incubé en la obscuridad 1 hora a

temperatura ambiente, posteriormente fué lavade 3 veces con
AT

La pastilla fué resuspendida en el amortiguador remanente
en el tubo, se agregdéd una gota de p~TFDA en glicerol y se
mezcld. Finalmente, se coloecdé una gota de esta suspensidn
sobre un portaobjetos vy fué observada al microscopio de
fluorescancia. :



Indyccion de “capping' con suero inmune de conejo Y &anilisis

pbor inmunoflygrgscencia indirecta

Se colectaron I x 10% trofozoitos de E.  histolytica
HM1:IMS5 en 10 ml de suero inmune de conejo diiuido [/5 en
AVS-A. L3 mezcla se incubdé en agua-hiele por 0 minutos,
eliminando el exceso de anticuerpo por centrifugacian a 250 z

g, durante 3 minutos 3 4°C, enseqguida se lavaron 2 veces con
AV8-A frio. La pastilla fué resuspendida en td m! de AVS-A
conteniendo 2.2% de BSA, incubando posteriormente 3 37°C por

diferentes tiempos.

A tubosg conteniendo &Y ml de formaldehido-glutaraldehido
(3. 7%-0.025%) ., se agregaron 500 pl! de la suspensidn celular
incubada a 379C a los tiempos: 0, 0.5, 1.0, 2.%, %.0. 10.0,

15.0, 30.0, 45.0 vy 40.0 minutos de i1ncubacidén, mezclando
rdpidamente para evitar [a agregacidn celular. Los tubos
fueron incubados 15 minutos a temperatura ambiente. El

fijador se eliminé por centrifugacidn a 250 x g por 3 minutos,
realictando después 3 lavados con AT.

A fin de bloquear los grupos aldehido libres -después de
ila fiiacién ' los trofozoitos fueron incubados con una
solucidén de glicina (100 mM pH 7.2) durante 30 minutos a
temperatura ambiente, lavando posteriormente 2 ocasiones con
AT .

: Para disminuir la autofluorescencia provorcada por {a
fijacidn, los trofozoitos fueron incubados con azul de Evan's
al 0.025% en AP, por 30 minutos a temperatura ambiente. Ll
exceso de <colorante se elimine por centrifugacién a 250 x ¢
por 3 minutos, realizando 2 lavados con AT,

La pastilla fué resuspendida en S0 pul de GARG-FITC
diluida 1/2% aen AF. La incubacién se Ilevd a cabo en [a
obwcuridad, una hora a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugdéd por 3 minutos a3 250 ¥ g v se lavé 3 veces con AF.

El paquete <celular se resuspendid en Ia solucién
temanante en el tubo, se agregdé una gota de p-i'DA al 0.i% en
glicerol-AFS (9:1) y se mezclé. Por Ultimo, una gota de ia

suspensidn se colocd sobre un portaobjetos y fué observada al
microscopio de flucrescencia.




Para Ilevar a cabo el ensayo de inmunofluorescencia se
probaron diferentes condiciones:

Lijacidon el propésito de realizar [a fijacidn ara
preservar intacta ia morfologia celuliar, de tal forme que la

deteccidn de antigenos superficiales en L. histolviice, fuese
lo mas préxima a la que presentan las céluias nativas, Para
@l!lo se emplearon siete soluciones fi1jadoras ( Tabla 1 1, eon

los cuales se encontraron claras diferencias, desde las gue
provocaron marcada lisis celular hasta las que mantuvieron
intacta Ja morfologia ( Figura 1 ).

Taple L
FIJADOR MORFOLQGILA AUTOFLUURESCENCIA
i) Acetona pésima -
2) Tormaldehido 3.7% mala -
3) PFA 4%-GA 0.03% regular +3
4) Giutaraldehido (% muy buena 4
§) FA 3.7%-GA 0.1"% buena 4+
6) FA 3.7%-CA 0.025% buena ++b
7) FA 3 7%-CA 0.0075% buena +¢

- no presentd autofluorescencia

+ grado relativo de autofluorescencia

a. utilizando azul de Evan's desaparecid

b. con concentraciones elevadas de azul de Evan's
sa abatidé¢

¢. con azul de Evan's fué eliminada




~Figura

 Pane!l
 ‘Pane1
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Patrdn mortoldgico presentado por los trofozoitos de E_
higtolytica HM1 después de la fijacidn con diferentes
soluciones fi1jadoras.

Trofozoitos fijados con acetona. En la imdgen se puede
observar que les células tratadas con este disoclvente
fuarton totalmente dafadas, presentande marcada lisis
celular.

Células fijadas con formaldehido. Es evidente que los
trofozoitos asi tratados, adquirieron una forma
radondeada, no pudiéndose apreciar las estructuras
internas.

Fijacidn con PrA-GA. Madiante este tratamiento ia
morfologia celular tampoco fué conservada adecuadamente,
observindose una apariencia nyy granulosa del

citoplasma.

Fitacidn con FA-GA. Los trofozoitos tratados con este
fiiador mantuvieron su forma amebo:de caracteristica,
ademds fué posible distinguir estructuras intermas como
el ndgcleo.
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.Figura 2.~

Esquema morfolédgico observado en los frofozoitos de L&
histolytica HMi: IMES después de la fijacidn con
glutaraldehido. Claramente se observa que las céluias
tratadas comn este método COMServairon su forma,
pudiéndose apreciar ei <contenide intraceldlar. La

fotografia corresponde & una imdgen amplificada 1600X.




Pisminucion de autofluorescencia en inmunoflucrescancia,
uno de los factores que mds dificultan 1z deteccidén de
antigenos, es la autofluorescencia, ocasicnada principalmenacte

por la fijacidn. Como se observa en la tebla i, los fijadores
que mejor pregevaron a las células, fueron también los que
provocaron mayor 0 menor grado de autoflucrescencia. Se

aligidéd aquella mezcla (solucidén 7) que nos mantuvo (o mejor
posible la morfologia celular v al mismo tiempo did €l menor
grado de autofluorescencia, de tal forma que esta ultima
pudiera ser eliminada mediante el uso del colorante azul de
Evan's, ampliamente utilizado para este tipo de probiemas ¢( 40
). Este reactivo colorea & las células de roio, lo cual
intensifica la fluorescencia especifica en color verde dando
mayor contraste.

Detorminacién de Iz concentracidn ¢otima 4de anticuerpo
este tipo de ensayos, estaba estandarizado pare realizarse con
anticuerpos poliespecificos, en donde ia concentracidn de
inmunogliobulinas es muy elevada, por esta razdn se hizo
necesario establecer (a3 cantidad de sobrenadante de fhibridoma
y liquido ascitico para que reaccionara con los antigenos

portadoes por Ia célula, ya gque en estos reactivos la
concentracidn de itnmunoglobulina es menor, por lo tanto na
debe despardiciarse. En el caso de los sobrenadantes de

hibridoma, se probaron diferentes volumenes, encontrdndose que
un volumen de 100 ul es suficiante para poder detectar los

antigenos reconocidos por los monoclonales. Para el liquido
ascitico 5a ansayaron diferentes dilucicnes elegidas
arbitrariamente, se observd que con la dilucidn 1/40 podian

obtenerse buenos resultados.

En lo gue se refiere al anticuerpo fluorescente,
considerando que posee un grade de conjugacidn adecuado (F/P
2-3), debe utilizarse en la concentracidén minima con la cual
gsea posible revelar al primer anticuerpo unido a la célula vy
2l mismo tiempo no se favorezeca la unién inespecifica del
mismo ¢ 42 ). Se probaron diferentes diluciones del mismo
observidndose gque [a dilucién 1/20 para e GAMG-FITC vy 1125
para la GARG-TITC son adecuadas para lograr estcs fines.

Tiempo de incubsecidn aon- ligandos en los ensayos de

tnmunofluorescencia, el tiempo de incubacién estd en funecidn
de la temperatura. Pudo observarse que ambos anticuerpos
(monoclonal Yy [luorescente) se unleron o¢ptimamente al
incubarlos con los trofozoitos fijados, durante 1 hora a

4tempetatura ambiente.

Periodo de 9bservacién de las preparaciones en un intento
por establecer como se va perdiendo la fluorescencia
especifica en las preparaciones conforme pasa el tiempo, se
observaron las laminillas a diferentes tiempos, encontrdndose
que 3 medida que avanza el tiempo se va extinguiendo la
fluorescencia de las células, aun cuando se utilizd pFDA para
evitar este problena, ademds empiezan a mostrarse
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autofivorescentes, lo que dificulta la observacion. Por estas
razones lo m§s conveniente es observarias inwediatamente
después de realizadas.

b) Localizacién topogridfica de antigenos de membrana en
E. bhistolvtica, mtiitzando anticuerpos monoclonzles

Para localizar los antigenos respecto a su orientacidn en
la membrana plasmdatica de [a amiba, se realizd un anilisis por
inmunofluorescencia de la reactividad de los anticuerpos
monoclionales con trofozoites integros.

Los anticuerpos monoclonales wutilizados fueron los
siguientes: At4qa12, AS7, AB, €6, D4, Di0, D12 vy [?; los
cuales fueron obtenidos empieando como antigeno, fracciones
purificadas de membrana plasmitica de E.  histolytica.

La localizacidén topogrdfica se realizéd con dos cepas de

E. histolvtica HM1:IMSS vy HK?, virulenta la primera y de baja
virulencia la segunda.

En la cepa HM!:IMSS se revelaron 3 diferentes patroneé de
tincidn:

1) Una distribucién homogénea en [a superficie de 1la
membrana, observédndose como una linea continua bien delimitada
( Pigura 3E ) revelada con los anticuerpos Ai4Al2, A8, Cé&, D4,
D10 y F9.

2) De 2 a 3 zonas fluorescentes a manera de parches,
distribuidos sobre la superiicie de la amiba ( Figura 3¢ )
revelada consistentemente con el monoclonal AS7.

3) Como un microagregado sobre Ia superficte de la
mambrana ¢ Figura 3D ) mostrada por fos anticuerpos
monoclonales A8, C6, D4, DI0 y F?.

El anticuerpo monoclonal DIi2 no mostré reactividad en
estes condiciones.

Respecto a la topografia observada para los antigenocs de
membrana de la cepa HK?, se encontraron los mismos patrones de
tincidn, sustituyédndo la distribucidn 2 manara de un
microagregado (monoclonales D4, DIO0 y F9) por un patrén
disperso vy heterogéneo (moteado? sobre 1a superficie de la
membrana ( Figura 4 ).

¢! Distribugidén hetarogensa

& =n el contenido da autigenos
de supecvfacie en las poblaciones de L histolvtica

Debido a que algunos anticuerpos mostraron hetercgene:dad
en cuante al patrdn de tinecidn revelado, se determind la
frecuencia de cada patrén de reconocimiento en ias poblaciones

de E. histolvtica IML:IMSS y HKY.
- 24 -



Figura 3.- Distribucidn topogrdfica de los antigenos de membranz,
reconocidos por acs. mos . anti-f histolytica en
trofozoitos de la cepa HML:IMSO. La topografia fué
definida por IF1 en amibas fijadas con UA-GA.

Panel A. Control negativo: @Xp51C10N ¢on un &c, Mmo. contra un
antigeno del sistema nervioso del acocil

Panel . Tincidén homogenea de la membrana, mostrada por los acs.
mos . Aiqhi2, D4, D0 vy 9. Ln el case de los
anticuerpos A8 v Cé6 sdlo un 25% de la poblacidén celular
presenté esta distribucidn,

Panel C. Topografia revelada por el ac. mo. A37, 2 manera ce 2
¢ 3 zonas fluorescentes bien deiinidas.

Panel D. Microagregado flucrescente unico de aproximadamente 2 um
. definide por los acs. mos. Lo, GC6&, D&, DLIO v F9.
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quura q. -

Panel A.
Panel B,

Panael C.

Panel D.

Lot¢alizacidn topografica de antigenos de superficie,
teconocidos por acs. mos anti-amiba, en trofozoitos
de E. histolvtica HKY tfijados con 'A-CA. LIl ensayo fud
realizado por ITI.

Imigen revelada por expoesicidn a un ac. mo . con
especificidad por wun antigeno del sistema nervioso del
acocil. Representa la basal de los ensavos.

Distribucidén homogénea de ! antigeno. que se observa

c¢omo una linea continua bien delimitada definida por los
8cH. Al4ALZ, D4, DIO y F9. '

Patrén de reconocimients del anticuerpe AS?, en forma de
2 8 3 zonas fluorescentes a manera de parches.

Patrén disperso y heterogéneo sobre la superficie de los
trofozoitos y tincidén continua de la membrana, mostrade
por los acs. mos. D49, Di0 vy F9.
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Figura 5.~

Ffrecuencia de los patrones de tincidn mostrados por los
difarentes anticuerpos monoclonales -con E. histolytjica
Hil : IMSS . La frecuencia de tincidn se caleculd
promediando los rasultadcs de 3 experimentos. )
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Figura 6.- Frecuencia de las especificid:des mostradas por los acs.

mos. en trofozoitos de la cepa HKY de E. histol i
La frecuencia se determind promediando los

-

3 experimentos.
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En la cepa IML:IMB5, los monoclonales A8 y C§ revelaron
un  agregado unico en la superficie an el 28% de i3 ceiulas,
yna tincidn continua de la membrana plasmdtica en otro 25% vy
una ausencia de reactividad en I3 mitad de la poblacidn ¢
Figura S ).

Los cinco monoclonales restantes mostraron una
reactividad uniforme en la poblacioen celular, manifestando los
patronaeas de tineién caracteristicos para cada anticuerpo
monoclonal ¢ Figura 5 ).

Los monocelonales qua se utilizaron para el ensavo con la
capa HL?, fueron Ios gque c¢on la cepa HMI mostraron una
reactividad superior al 70% en la poblacidn celular, Estog
anticuerpos revelaron wuna reactividad igualmente elevada,
aunque con frecuencias en los patrones de reconocimiento
diferentas, como puede observarse en [a Figura 6.

d) Egtuydig de 13 reactividad de anticuerpes momnoclonalies
aAnti-E. hisgtolvtica, con sespecies no histolyvticas y Laredo
Ret inpyneofluorecencia jndirecta

Al ansayar los anticuerpos monoclonales con E. invadens,

i

L. moshkovgkii v Laredo, no mostraron reactividad cuando se
compararon con wun control positivo para L. histolytiga

HMi:[M3S ¢ Figura 7 ). B

e) Alteracidn de Ia distribycidén topogrédfica inducida por
fagocitogis

Para determinar si ocurria algun trastorne en 1a
distribucidn de los antigenos superficiales reconocidos por
alguyncs monoclonales, los troefozoitos de E. histolytica

HMl: IMES se sometieron a fadgocitosis de eritrocitos de conejo,
despuéds de eliminar a l[os eritocitos libres, se fijaren con la

soluecién de formaldehido-glutaraldehido. Posteriormente los
trofozoitos 9@ hicieron reaccionar comn los anticuerpos
monoclonales, comparando en cada caso con un control sin
fagocitosis. Los monoclonales que se eligieron fueron los gque

con la ¢epa HMI1 mostraron una reactividad superior al 70% en
la poblacién celular ( Fig § ).

La distribucidn de los antigenos sobre ia superficie de
{os trofozoitos, reconocidos por los anticuerpos monoclonales
A14A12 vy F9, aparentemente no sufrid ninguns alteracidn, como
puade observarse en las figuras §A-8B y BE-OF respactivamente,
correspondiendo las figuras BA y BE a los «controles sin
tagocitostis. Se observan algunas invaginaciones en la
membrans - de los trofozoites, que podrian corresponder a
canales endociticos.



Figura 7.-

Panel A.

“Panel

B,

Ausencia de reactividad cruzada de los acs. mos .
anti-f. histolvtica con otras especies de Entamogba.
La reactividad de los 8 acs. mos. con E. invadens, E_
mogshkovskii vy Laredo, tué analizadsa en trofozoitos
fijados. Todos ios anticuerpos sdélo reaccionaren con
trofozoitos de E. histolvtica. En las imigenes se

{iustran los resultados obtenides para uno de los mos.
egtudiados.

Tincidn del ac. monoclonal Ai4Ai{2 en trofozoitos de E.
Ristolytica HMi:IMSE.

C v D. Muestran trofozoitos de E_. invadens, E_.
moshkovskii vy Laredo respectivamente.
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Panel

Panel

r.

Alteracidn de la distribucidn topogrdfica de antigenos

superficiales de E. histolvtica HMi:IMSS inducida por
fagocitosis. EI ensayo se realizd por ir1 en

trofozoitos fijados con FA-GA después de la fagocitosis.

Controles sin fagocitosis para los acs. mos. AldAi12,
AS? vy F9 respectivamente.

e observa que el patrén de distribucidn del ac. mo .
A14ALZ no sufrid ningun transtorno, aprecidndose
invaginaciones en la membrana gque podrian corresponder a
canales andociticos.

Como se observa en la imdgen, lz distribucidn del
antigeno reconocido por el ac. mo . A57 presentd
alteraciones después de la fagocitosis, pasando de 2 ¢ 3
zonas bien localizadas a una distribucidén totalmente
heterogénea sobre la membrana plasmdtica.

La distribucién del antigeno definida por el ac. mo.
F? no sufrid modificaciones, ya que la distribucidn
presentada en condiciones sin fagocitosis se mantiene
sin embargo el ac. se ubicd en lo que podrian ser
canales endociticos, lo que se aprecia en la fotografia
como pequefos crdteres.







fn el caso del antigeno reconoc:do por el anticuerpo AS7,
#5 clarco que después de la fagocitosis su distribuc:idn
superficial ge ve alterada, ya gque en condiciones nmnormales
(sin tfagocitosis) se localiza en 2 o 3 zonas fluorescentes
bien delimitadas ( Fig 8C ) y cuando los trofozoitos han
fagocitado, el antigeno se digspersa heterogensamente sobre ia
supertficie celular ¢ Fig 8D ).

£) Ipdygecion dg ‘“capping® por suero inmune en L.
hisiolviica

Los . anticuerpos del suero de conejo anti-E. histolytica
HML:IMSS, se unieron a Ia membrana de los trofozoitos,
induclendo una redistribucién polar de los componentes de
superticie, Conforme el fendmeno de "capping" progresd, la
acumulacidn polar de 'los anticuerpos estuvo concentrada en la
regidn del uroide de las células. La morfologia de los "caps"
fué hetarogenea, variando de medias lunas suparficiales a
vesiculas bien definidas. Estes formas variadas de
redistribueidn supaerficial representaron una progresién del
fenémeno de ‘“capping", que finalizé con [a desaparicidén del
anticuerpo de la superficie de los trofozoitos ¥ la
treaparicidn de algunos antigenos ( Figura 9 ),




Vigura 9. -

Induceidén de redistribucién de antigenos de superficie ¢

capping )y en E. histolvytica HMI:1MEE, utilizandoe suero
inmune. Los trofozoitos fueron expuestos a los aecs., en
frio, posteriormente se lavaron e incubaron a 379C por

diferentes tiempos.

Panel A, Fluorescancia confluente en la membrana que indica la
distribucién fortuita de antigenos en E.  higtolytica
definida por la unién de acs. poliespecificos,

B) €, D, Ey F. En estos esquemas se aprecia que ios acs. unidos
inicieimente a la membrana empiezan a ser redistribuidos
hacia 1la regidn del uroide, a los tiempos 0.5, 1.0, 2.9,
5.0y L0.0 minutos de incubacidn a 37°9C. 8¢ observa que
1a morfologia de los antigenos redistribuidos es muy
variada. i

-Panal G, En esta figura se observa que a los 1% minutos de
tneubacidn a 37°C, el "cap" se ha formado totalmente.

H e I. Pasados los 30 minutos de incubacidn, el “cap" empieza a
: ser liberado.
Pine! J. Este fendmenc de "capping" finalizé con 1a degaparicidn

del "cap" de la superficie de los trofozoitos. Tomada a
los 60 minutes de inecubacidn a 379C,







VITI. DISCURIQN

Congsiderandoe la propiedad biolédgica de E._ histoivtica de
redistribuir moléculas superficiales cuando i1nteracciona con
ligandos como anticuerpos poliespecificos ¢ 29, 30, 31! Y, el
andlisis de la distribucidn topogrdfica de antigenos

taconocidos por algunoes anticuerpos monoclonales anti-amiba,
fué realizado en trofozoitos fijados.

Para llevar a cabo 1a fijacidén celular. se emplearon
diferentes (fijadores que han mostrado su efectividad 2n otros
tipos celulares ( 43, 44, 43 », sin embarge en este caso,

algunos destruian a les trofozoitos y no era conveniente para
nuestros fines, ya que pretendiamos detectar antigenos en [as
cdlulas intactas. Otro aspecto importante fué el problema de
autofluorescencia, ocasionada Ror ftijadores como el
glutaraldehido, pues a pesar de ser el que mejor preservd la
morfologia ¢ Figura 2 ), provocd marcada autofluorescencia.
Este fijador posee un gran potancial entrecruzador, razén por
la cual conserva muy bien [a morfologia, sin embargo, modifica
la estructura quimica vy conformacional de algunos antigenos
dificultando su deteccidn por inmunofluorescencia ¢ 40 ).

Tanbién se probaron mezclas de fijadores en las que se
combinaban fijadores suaves como el formaldehido vy otros
fuertes como el glutaraldehido, en un intento por mejorar la
propiedades que cada uno de ellos presenta por separado. Se
eligid una de estas mezclas ( Tabla 1, solucidén 7 ) porque
mantuvo en buenas condiciones Ia morfologia de los trofozoitos
y ocasioné el menor grado de eautofluorescencia. Los
resultados obtenidos, indican gue los epitopes reconccidos por
los anticuerpos monoclonales, conservaron su antigenicidad adn
daspués de la fijacidn.

Al estudiar la localizacidn topogridfica con los 8 acs.

mos ., se observé que 8 acs. definieron antigenos
homogeneamente distribuidos sobre ia superficie de la célula (
los acs. A8 y C¢é sdélo en el 25% de la poblacién J, en cambio

los aes AB y €4 en un 25% vy AS7 revelaren antigenos
localizados en areas discretas de la membrana. :

Raspecto al seqgundoe patrdén de distribucién, consideramos
que astas observaciones son novedosas en el campo de la
biologia celular de E_ histolvtica, ya que indican que
algunos antigenos de la membrana plasmitica se distribuyen
hetercgeneamente, organizandose ademds en dominios antigénicos
que pudieran astar implicados en la realizacién de ciertas
actividades bildgicas importantes para el pardsito.

, En  torno & estas observaciones, es sabido gque los
antigenos de la membrana plasmiticda son proteinas o
gluecoproteinas embebidas en diferentes grados en la bicapa
lipidica (¢ 46 ). Bajo condiciones normales se espera que la

distribuecidn de dichas moléculas tenga un cardctar fortuito ¢
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4?7 ) sin embargo, es ©posible encentrar de manera natural,
‘utilizando nodelos matemdticos, diferentes grades de
agrupamianto para algunos determinantes de la membrana,
sugiriendo que esta organizacidén puede ser relevante desde el
punto de vista funcional ( 48 ). También se ha reportado en
Iinfocitos de mamifero que el antigeno de espectrina se
encuentra organizado en forma de un “cap" disereto, cuando se
revela con un antisuero contra alfa-espectrina de eritrocitos
de pollo ¢ 49 ).

, Al determinar la frecuencia de tincidn sobre la poblacidn
de E_. higtolytica HM1L ¢ Figura 4 ), se encontré que 2 de los
4C&%. mos. presentaron patrones de reconocimiento diferentes,
excluyentaes aentre si, v ausencia de reactividad en la mitad de
ia poblacién. Esto parece indicar gque la poblacidén de amibes
de una cepa dada, posiblemente esté compuesta por
subpodblaciones diferentes, al menos en Io que se refiere a la
presencia vy distribucidén de algunos antigenos, lo cual podria
estar relacionado con los diferentes estadios del «ciclo
celular, ya que no se trabajéd con cultives sincronizados,

Del andligis de reactividad cruzada de los monoclonales
anti-E, histolvticg con otras especies de Entamoeba, se
observd que ninguno de los anticuerpos mostré reactividad con
especies no histolyticas, lo que indica que estos reactivos
0N especie-especificos.

Al tratar de definir si los antigenos revelados peor
algunos monoclonales estaban involucrados en la fagocitosis,
etricontramos que el patrén de tincién mostrado por el aec., AS7,
sufrid marcados trastornos en su distribucidn a diferencia de
los otros acs. ensayados, lo gque podria sugerir que el
antigeno reconocido por diecho anticuerpo se ubica en zonas
donde se localizan canaies endociticos, sin embargo, esto neo
puede afirmarse ya que para ello se deben realizar otro tipo
de estudios como inhibicién de la fagocitosis, que apoven su
participacidn en el proceso,

[ué posible inducir “"capping" de componentes de
superficlie en E_ histolytica utilizando una capa simple de
4CS. poliespecificos. Este fendmeno no fué el resultado de
una segregacidn espontanea, vya que como se observa el inicio,
los anticuarpos reaccionaron homogeneamente sobre la
guparficie de los trofozoites ( Figura $A ), posteriormente en
las diferentes etapas, 1los antigenos fueron redistribuides
hacia la zona del uroide, hasta que 3 los 15 minutos ocurrid
la formacidén del "cap". EIl proceso culminé con la liberacidn

del "cap" de la célula.

El proceso de "capping” ha sido astudiado principalmente
an linfocltos empleando anticuerpos especificos para
receptores dafinidos ( 30, $S1 ), en un intento por establecer
los mecaniemos mediante los cuales ocurre la segregacidn
superficial de moléculas. Se ha observado que utilizande
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tragmentos monovalentes de antiecuerpo no es posible inducir
readistribucidén de moléculas de superficie, va que estos
fragmentos solamente tienenm un sitio de unidn para el antigenc
y por lo tanto no puede ocurrir el entrecruzamiento contiguo
de las proteinas de la membrana ( 52 ).

En el caso de E. histolytica ei estudio de este proceso

resulta de gran interés, ya ‘que <como se ha sugerido
anteriormente ¢ 29, 30, 31 ) posiblemente le permita evadir [a
respuesta inmune del huésped. Por esta razon deseabamos
dstandarisar e] método de induccidn de ‘"capping“, para

posteriormente aplicarlo al andlisis de la dindmica de las
moléculas de superficie, mediante anticuerpos wmonoclonales.

Sentimos que el contar com acs. mos. contra antigenos
da la membrana plasmitica de E. histolytica ofrece ventajas
para la purificacién y el andlisis de moléculas de superficie,

para correlacionarlas posteriormente con actividades
biolégicas como adhesidén, fagocitosis, citotoxicidad,
etcétera, Por .otra parte contar con acs. mos.

especie-especificos, permite el desarrollo de reactivos para
inmynodiagnéstico y tipificacidn. Ademds facilitan el estudio
de la participacion de la respuesta inmune en Ia infeccién
amibiana Y el andlisis de la dindmica de distribucidn
molecular en [a membrana plasmatica de Ia amiba



)

14. CONCLUSIOMES

4

|

Las conciusiones de este trabaio fueron:

La mezcla fijadora que mejor funciond para nuastro
estudio fué formaldehido 3.7%-glutaraldenido 0.0075%.

De & anticuerpos monocclonales contra antigenos de E.
higtolytica asnalizados, sdlo uno de los anticuerpos no
mostrd reactividad con antigenos de la superficie
ektornd de {a membrana plasmidtica.

Tres monoclonales revelaron antigenos distribuidos
heterogeneamente sobre la superficie de los trofozoitos,

indicando 1la eRistencia da dominios antigénicos
discretos en condiciones nativas. :

Dos de los anticuerpos reaceionaron con un baio
porcentaje calular en la poblacién de E. histolvtiga
HMIl : IMSS, sugiriendo que el antigeno reconocide peor
estos anticuerpos quizas se expresa diferencialmente,
dependiendo de la etapa del ciclo celular en que se
encuentren Jos trofozoitos.

Todos !os anticuerpos monoclonales mostraron reactividad
exclusivamente parai antigenos de E. fistolytica.

Unicamente el antigeno revelado por el anticuerpo AS7
sufrié trastornmos en su patrdén de distribucidn después
de la fagocitosis, posiblemente porgue se encuentre
involucrado en este proceso.

Es posible inducir redistribucidén de antigenos de
suparficie ( eapping  utilizando wuna sola capa de
anticuerpos especificos en concentraciones elevadas.
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