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tl propó1ito del presente trabajo fu•: definir la 
distribución topogríf ic~ da los anttgenos reconocidos por 
diferentes anticuerpos monoclonales, determinar st eKistía 
r•~ctividad cruzada de los monoclonales con otras especies de 
]..!l!§!l\9ttP·\• induc:ir fagocitosis y analizar el patrón de tinción 
de alqunoG monoclonales tratando de definir si la localización 
de lo& snt¡günos superficiales se alteraba después de dlcho 
proceso. Ze ast&ndari:ó la inducción de redistribución de 
antl~eno1 superficiales < capping 1 utilizando suero lnmun~. 

p&ra po1teriormenta &plicarlo al estudio de moléculas de 
suparficie empleando anticuerpos monoclonales. 

Ze &nalit&ron O anticuerpos monoclonales. los cuales 
mostraron reactividad con la membrana plasmática de ~ 
hi¡tqlytica, definiando 3 patrones diferentes de distribución 
topográfica. Uno de 

1 
los Cl anticuerpos reaccionó con L 

histolvtisa, únicamente cuando los trofozoitos fueron 
per111eabilis&do1. 

Do• anticuerpos mostraron dos patrones de reconocimiento, 
excluyent•s entre si, sobre la población celular. 

Los resultados sugieren que algunas moléculas de la 
membrana ~l&smltica de ¡~ histolvti.s...!, se encuentran 
di•tribuidas naturalmente de ·manera heterogenea, &l9una• 
presentando caracter1sticas topogrificas bien definida• y, 
aunque solo se& respecto al contenido y di•trtbución de 
algunos antigenos, la población de 1L.. hl.!il.2..lvtic& está 
constitulda por diferentes subpoblaciones. 

NinQuno d~ los a anticuerpos mostró 
con otras especies de E..n.i.!.!!lSUt.!u.· lo 
especie-~spe~1ficos. 

raactividad cruzada 
cual indica qua son 

Bólo un anticuerpo sufrió trastornos en 
topografica después de la fagocitosis, 
posiblemente este implica.do en este proceso. 

Fué po&ible inducir redistribución de 
superficie utilizando una capa simple 
polie¡pacíficos en concentraciones elevadas. 
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l.- .L. histolytica 

La ~mibiasis es una enfermeddd parasitaria producida por 
e 1 p r o t o z o a r i o En t s. m o e b-!. .h.i s t tl..Y..U.Sl. . C n a l g un e s u. s o s e ·; t e 
parásito vive como comensal en ei lumen del intestino sin 
c&uaar da~o aparente (amibiasis asintomática), sin embargo, 
por mecanismos no bien establecidos puede llegar a invadir la 
mucosa intestinal produciendo disentería (amibiasis 
intestinal) e incluso diseminarse a otros órganos como el 
h¡gado <amibiasis invasiva>. 

t&te par~&ito fué encontrado por primera vez por Losch en 
lO?S, en un pacimnt.e que sufria disentería crónica asociada 
con la presencia de amibas en las heces. fué hasta 1007 que 
Kartulis dQmostro el papel patógeno de las amibas y describió 
la existencia de lesiones hepáticas amibianas. 

La &mibiasis ei uno de los.problemas de salud más serios 
que &fect& & nuestro pa!s, debido a su elevada frecuencia y &l 
&lto índice de mortalidad que ocasiona; sin emb¿rqo, no 
solam•nte •• un problema nacional sino cosmopolita, ya que 
aproKimad&ment• el 10% d& la pobl~ción .mundial se encuentra 
infect&d& por este paráiito < 1 > y un 15% de estos padece 
amibiasi& invasiva < 2 >. 

La situación en MéKico es muy seria, ya que últimamente 
la población rural ha miqrado hacia las zonas urbanas en donde 
viven bajo condiciones que favorecen el ataque poc .lL.. 

. .tlJ.~lllll..Wi..i.• como son: ha.c.ii"1amiento, malnutrición y hábitos 
h1giénicos i.nadecuados. Esto se demuestr• claramente en un 
e1tudio realizado en qó comunidades meaicanas, en donde se 
encontró que el 5.95% de los pacie~tes presentaba anticuerpos 
contra L..... h..i...i...t.QJ...Y'...t~, lo cual pona de manifiesto el carácter 
and~mico de l& enfermedad. Dicho estudio mostró una 
frecuencia más elevada en ni~os entre 5 y 10 a~os de edad'< 3 
) . 

Ta11onomía 

1 

L & ¡..._ hlili l y t i c 2 p e r t e ne c e a l g é n e r o fulilm.9..tl~ d <.! l a 
clase Rizopoda. Este género ~grupa a un gran número de 
especias pa.rasiitarias, dentro:> de las cui\lt1s .lL.. hi!jtolytic.a es 
la m~s importante desde el punto de vista clínico. 

Ciclo biológico 

El ciclo biológico de la amiba es muy simple. Cl quiste 
formado en el intestino grueso es expulsado con las heces, al 
ser ingerido por un nuevo huésped, se desenquista a nxvel del 
into~tino delgado y libera una amiba metaquistica 
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tetranucleada, que tras sufrir una división nuciear, produce 
ocho amibas uninucleadas <troiozoitos), est<.s pasan al 
1nte¡tino grueso en donde pueden permanecer en estado de 
comensal o penetrar la mucosa intestinal y alcanzar el hígado 
(amíbiasis invasiva> 

Quiste 

Los quistes son cuerpos redondos u ovales, 
cubierta de quitina. Los estaci:os maduros 
infectiva, presentan cuatro núcleos peque~os a 
loE inmaduros que solo presentan un núcleo que 
tercera parte del citoplasma. 

1'rotozoito 

con una rígida 
son ~a form<. 

diferencia de 
abarca casi la 

El tr¿fozoito es la forma vegetativa del parásito y la 
meno& resistente, es una célula sumamente dinámica y 
pleomdrfica, su forma y movilidad son muy susceptibles a los 
cambios en el medto ambiente fisicoquimico; entre sus 
caracteri•tica~ más notables se encuentran: su elevada 
capacidad faqoc!t1ca y pinocítica, su capacidad de adherencia 
y »U movilidad continua por 11 emísion de seudópodos. 

Factores d& Virulencia 

Los me e a ni smo s c i top ato g é ni e os de L .h .. Ltltltlil-ª. son a i;in 

desconcocidos, entre los factores que correlacionan con su 
p&togenicidad se encuentran: la capa~idad eritrofagocitica 
~ ) , la susceptibilidad a ser aglutinada por concanavalina A y 

la carga eléctrica de su superficie e ~ Lstas dos óltimas 
ob*ervaciones sugieren que las cepas patógenas son 
e$tructuralmente diferentes de las no patógenas. 

Se ha investigado la secreción de enzimas líticas como 
medios de diseminación del parásito y ha podido detectarse una 
actividad de colagenasa en trofozoitos de ~~ his.LQ.l..:L..U.~· la 
cual se ha propuesto que Juega un papel importante en el 
proceso de invasión tisular 6 >. 

Han sido realizados algunos estudios en un intento por 
d 11 f i n i r s i e n L h i s t Q.l.tlll.i!. e iri s t en t o K i na s c o m o 1 l s 
encontradas en ciertas ba.ctenas 1.f.LQ.tl.LU:li:J.m á..2.1.Y...U.num, ~-!_ . 
...ttlA.Ill. , e t c é t e r a ) . !3 e h a d e m o s t r a d o q u e l o s s o n i e a d o s d e 
trofozoitos presentan componentes que resultan tóxicos 
para eritrocitos de mamífero. Bos y col. ( 7 > y Lushbaugh y 
col. 1 8 ) aislaron una toKina intracelular de trofozoitos de 
.!L.. .!Ll.tltltlil:!. cu l ti vados .uc é n l ca mente , en con t r ando que la 
actividad citotóx1ca estuvo restringida a proteínas en un 
ra.nqo de peso molecular de 25,000 a 35,000 daltones y a 
concentraciones de prote¡na tan pequeñas como 2-q ug/ml; no 
obst&ntQ •l papel patógeno de la toKina permanece incierto. 
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L 11 v 1 r u l o n e i a d o 1 a. s 1~ e p a e; p a t o <J ~' n a ,, d o J; _ .l.lLJ-1..!1..Ullil 
pu•d• v&riar con algunas cond1c1ones de cultivo, como. 

~) a1ociaciOn con bacterias 9 o protuzoar1os, proceso 
que no ha sido del todo comprend1do, pues por un iado las 
bact•ria.s pueden impedir el contacto y la adherencia de los 
trotozo1tos a la superfic1e de las células del epitelio 
inte1tinal, formando una capa continua que recubr• la mucosa 
y por otra parte, pueden proveer directa o indirectamente a 
tr&v's de la ruptura de compon~ntes extraceiulares ciertos 
nutrientes incluyendo el hierro, necesarios para el 
crecimiento de !as amibas en el intestino. 

bl n~mero de subcultivos: en relación a este punto se 
sabe que el cultivo axénico prolongado de E . .!:!.J..st.QJ_.Li;_..Lf.~, ha 
producido una pérdida invariable de la virulencia 10 i. 5e 
ha demostrado que el pasaje seriado de cultivos amibianos, a 
través del higado de hámst&rs, produce una recuperación en la 
virulencia de !os cultivos aKénicos \ 11 ), 

e> adición de colesterol al medio de cultivo, y di pasaje 
&Griado en animales experimentales respecto a estos puntos 
se ha demostrado que la virulencia de amibas que perdieron su 
p&togenicidad por cultivo prolongado, puede ser restaurada por 
l& adición de colesterol al medio, estableciéndose un grado 
aun mayor de virulencia por pas~jes sucesivos a través del 
híg&do de hámsters < 12 >. 

Inmunidad 

La respuesta inmune humo raí an la amibiasis, se 
caracteriza por la pronta aparición de anticuerpos circulantes 
sspec~ficos, principalmente de la clase lg G subclase 2. Los 
niveles de lg A están frecuentemente elevados en el suero de 
pacientes con absceso hepático amibiano, aunque en menor 
proporción que aquellos de lg G. 

Cl sistema del complemento es otro mecanismo que 
participa en la defensa contra ~- h.!..ái21..Y.ll..~- El suero 
humano s1n anticuerpos antiam1ba d~teclables, puede 1nducir 
lisis da aproximadamente el 49% de la ~oblación celular cuando 
se usa en dilución l :3. baJo estas condiciones, se ha 
demostrado que el proceso de lisis es dependiente del 
complemento, activado por vía alterna 13, ¡q ) . Otro 
ejemplo de la participación del complem~mto se muestra en un 
estudio realizado en hámsters, que fueron depletados de 
complemento con factor de veneno de cobra < proteina análoga a 

C3 b que activa el complemento por vía alterna), se enco~tró 
que cuando a estos animales se les inoculaban amibas 
virulentas, las lesiones hepáticas producidas eran más severas 
( 15 ) . 

!:le ha 
resistentes 

observado que 
a la lisis 

algunos trofozoitos 
por complemento si 
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conwt~nt•m~nta con dosis crecientes de 
5in embargo esta resistencia no es 
.lilU•pende al tr .. tamiento, las amibas 
normal < i 6 > . 

suero humano normal. 
permanente, ya qua s1 se 

retornan a. su estado 

Poco ~• sabe sobre la inmunidad celular en la infección 
amibiana. Ort•z-Ortíz y col. 17 l encontra~on que los 
paciente~ con absceso hepático amibiano muestran reacciones de 
hiper&en»Ibilidad retardada y producen el factor inhibidor de 
l& mtgrición de macrófagos <MIF> solo cuando la enfermedad ha 
remitido. Ap~rentemente, !a amiba ejerce una act1vldad 
supresora sobre la respuesta inmune celular del huésped. 

2.- Anticuerpos :m.Q.JlQ.clonal.§..§. 

El estudio de los componentes antigénicos de los 
pi.r~mito& &• ha facilitado gracias a la introducción de la 
t-cnolog¡& de hibridomas productores de anticuerpos 
monoclonalas, descubierta por Kohler y Milstein < 10 1. Los 
anticuarpos monoclonales se obtienen por la fusión de lineas 
c•lular•• da mi e loma con la capacidad de crecer 
permanentemente en cultivo, con un linfocito B de un animal 
inmunizido. que presenta una vida media limitada pero es capaz 
de producir anticuerpos bien definidos. De tal fusión se 
obtienen lineas híbridas permanentes que pueden crecer 
indeflnidamant• en cultivo de te;idos y como tumores 
tr&n•plantables, con la capacidad de producir el anticuerpo 
específico eKpresado por la célula progenitora normal. 

El mayor interés de esta técnica deriva de dos aspectos 
fundamentales: 11 L~s anticuerpos monoclonales producidos por 
un& clona, son reactivos biológicos homogeneos, 
monoespecificos y no una mezcla heterogenea de anticuerpos que 
cambia con cada animal inmunizado y aún con cada sangrado del 
mismo animal. 21 La técnica es idealmente adecuada para la 
prep&ración de anticuerpos puros usando antígenos no 
purificados. 

La aplicación de los anticuerpos monoclonales en las 
diferentes áreas de la b1olog!a s~ ha e~tundido, 

particularmente en el campo de la Inmunoparasitologia resultan 
de gran utilidad, ya que permiten el estudio más detallado de 
los determinantes antigénicos de importancia médica. Además, 
f&cilltan los estudios seroep1demiológicos y la elucidación de 
los macani&mos de resistencia en 1nf~cciones eKperim~ntaI y 
cl!nica. 

Un ej.emplo de la aplicación de los monoclonales en este 
campo es l& inhibición "in vitro" de los parásitos y la. 
identificación de antlgenos protectores para el huésped. 
Yoahida y col. 19 > produJeron un anticuerpo monoclonal 
contra un a.ntiQeno dominante de la superficie de los 
e&porozoitos de .flasmodlum .12.llru:uu .. que fué ca.paz de proteger 
a ratones, disminuyendo la infectividad de los parásitos. 
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Cpstein y col. ( 20 obtuvieron doce anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra merozoitos de f~ kncw&es1, dos 
de ellos aglutina.ron marcadamente a. los parásitos "tn vitre", 
bloqueando iimultánearnente la reinvasión de los eritrocitos 
por lo• merozoitos. 
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Uno de los principales objetivos en el estudio de ,!;___ 

hLi.1..2.lytica es la caracterización de componentes antigénicos, 
ya que su definición faci!itar¡a la comprensión de los 
proceso& biológicos de la amiba y la participación de la 
respuesta inmune del huésped infectado. 

Los primeros intentos por caracterizar los antigenos de 
Ia amiba dieron resultados poco satisfactorios pues las 
muestras se obtenían de cultivos mixtos <trofozoitos en 
asociación con bacterias del tracto intestinai del hombre o 
con otros protozoarios) lo que dificultaba la interpretación 
de los resultados. No fué sino hasta que se hizo posibie el 
cultivo axénico de .L.. hist.Qj_.vJ...LS;.~ < 21 ), que lograron 
hAierse hallazgos importantes en cuanto al estudio de su 
mosaico antigénico, ya que se eliminan antígenos eKtra~os de 
organismos asociados 

Inicialmente se consideró que 11 proteina amibian~ más 
inmunogénica se originaba esencialmente de una fracción 
microsomal, después del rompimiento de los trofozoitos < 22 ) . 
Po•teriormente se suqirió que los antlgenos significativos 
estaban localizados en el citoplasma de la amiba, asociados 
con veslcuias que probablemente eran de naturaleza lisosomal 
23 ) . Actualmente se sabe que el intercambio entre las 
membranas interna y superficial de los trofozoitos es muy 
rtpido, por lo tanto los determinantes antigénicos pueden 
loc&lizarse en las membranas plasmática y citoplásmica 
recicladas. Esto podria eKplicar la inmunogenicidad efectiva 
de la~ fracciones lisosomal y ribosomal < zq ) y la 
localización de componentes antigénicos sobre la superficie 
del parasito < Z5 ) . 

r.a membrana plasmática de L hl.tltltlil~ es muy compleja 
en cuanto a su composición, se han identificado al menos doce 
glucoproteínas en fracciones aisladas de la mism~ < 26 ) . Los 
trofozoltos en cultivo, presentan en la cara externa de su 
membrana una cubierta. superficial apenas detectable, que puede 
demostrarse con el uso de reactivos citoquimicos < 27 >. Esta 
cubierta posiblemente contenga algunos antígenos amibianos que 
son reconocido• como extra~os por el huésped durante el 
e1tablecimianto de la amibiasis invasiva. Por otra p~rte, 

como ya se mencionó, la acción patógena de b~ h.Lal..2.l.~.1 ... L~.i. 
depende del contacto directo de los trofozoitos con las 
ctlulas del huésped, de esta forma la virulencia de la amiba, 
puede relacionarse con la composición y propiedades de dicha 
cubierta. 

Uno de los métodos más ampliamente usados para el estudio 
de la membrana plasmática de la amiba es el de criofractura, 
da esta forma se han podido visualizar componentes localizados 
en l& región hidrofóbica de la membrana, encontrándose que la 
cara intarna de la misma, o ia.se F, que está en contacto con 
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el ectoplasma, se encuentra cubierta por una pob¡ación 
abundante y heterogenea de partículas de membrana, muchas de 
la& cuales parecen ser prote¡nas integrales. En comparación, 
l& fase E complementaria, tiene una población menos abundante 
de partículas membrana les ( 28 >. 

En relación a la membrana, también se ha observado que 
ocurre una rapida redistribucion de ciertos componentes de 
superficie en la amiba, seguida de la interacción con una gran 
varied&d de ligandos tales como concanaval1na A. anticuerpos 
poliespeclficos y ferritina catión1ca. Normalmente, la 
distribución de receptores y antigenos sobre la superiicie de 
la célula es uniforme, pero a ciertas temperaturas y 
concentración de ligandos, los determinantes superficiales se 
muev~n sobra la membrana plasmática y se acumulan en la parte 
po~tertor de la célula o uro1de 29 Este fenómeno, 
conocido como "c.t.pp1nQ", posiblemente le perm1t.1 a la amiba. 
evadir la raspuest& inmune del huesped. 

Se ha reporta.do que para. que ccurra el entrecruza.miento 
de receptores es necesario agregar una segunda capa de 
&nticuerpos y que este proceso es dependiente de la. 
temperatura y actividad metabólica ( 30 ) Por otra parle 
C & 1 d t r ó n y c o l . ( 3 1 > pu d i e r o n i n d u c i r " cap p ·i n g " de 
antígenos de supert1cie con una sola capa de anticuerpos 
e o n t r & L. h.liltltlili. , u t t l i z a. n d o c o n c e n t r a c i o ne s e 1 e v a. d a. s d e 
1nmunoglobulina. 

La c omp o li i c i ó n de l os "c & p !i" ha. s i do i den t i f i e a.da. e 3 2 > , 
encontríndo1e que existe una similitud notable entre los pesos 
moleculares de las principales proteínas identifica.das en los 
"caps" puros y las proteínas inmunoprecipitadas a partir de la 
superr:icie celular. Los resultados sugieren que el "cappinQ" 
ocurre entre los antlgenos de la superficie que están más 
accesibles a la interacción con el anticuerpo, por lo que los 
antígeno• superficiales principales, son liberados de l¿ 
c~lula ac&rreando a los anticuerpos que resultan nocivos para 
su viabilidad. 

En un intento por identificar los a.ntigenos am1b1anos que 
astimulan la producción de anticuerpos en la amib1as1s 
inv&1iva, Krupp 33 ) realizó un estudio 
inmunoelectroforético con trofozoitos de J;. .... histol..!L.li.~ 

crecidos axénicamente y el suero de pacientes procedentes de 
diterente!i áreai geográficas. Encontró que los sueros 
reconocían principalmente ¡q ant¡genos; al hacer un estudio 
e omp ar & tl v o con la. s di fer entes •:epas de .JL.. h i s to l y t i ca , 
observó que el patrón de reconoct~iento esencialmente era el 
mi&mo, lo que SUQer~a que eKiste una ana.tomia básica para las 
diferentes cap&s, constituida por estos antlgenos. 

El cultivo prolongado de la amiba, puede ser otra fuente 
da diferencia antigénica, ya que quiza resulte en aparición o 
des&parición de ciertos antígenos 3q >. 
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Chang y col. ( 35 ) , explotaron la inmunoelectroforesis 
dobl~, debido a su mayor resolución, encontrando arriba de 32 
pico& de precipitinas para las cepas ax&nicas de ..L._ 
.!U..l!.'2.1-l.ils..l.· Todos estos estudios demuestran que la 
diferentes cepas del parásito presentan un gran numero de 
antígenos en común, en especial aquellos que inducen una 
respuesta inmune humoral por parte de los pac¡entes 
infectados. 

Hasta la fecha, la resolucian de los métcdos utilizados 
en el análisis antigénico de~ histoDL.U.~· no ha sido muy 
s&tisfactoria, ya que se emplean anticuerpos pol1espec¡ficos 
como reactivos detectores, con los cuales se obtienen 
re~ultados muy complejos y dif¡ciles de interpretar. 

Afortunadamente la tecnología de anticuerpos 
monoclonales, surge como una alternativa para abordar el 
••tudio de los antígenos de la membrana plasmática de .!L.. 
.b.LJJQl,11iSA, pues permite obtener reactivos monoespecificos 
homogeneos, bien ~efinidos v de abastecimiento permanente. 
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1 ) 

2) . -

3) -

IV. OBJETIVOS 

Los objetivos del presente trabajo fueron: 

Estandarizar 
estudiar la 

la técnica de inmunofluorescenc1a para 
interacción de diferentes anticuerpos 

monoclonales anti-amiba con~~ h..i..§..l.2..l..::L.t!.~· 

Determinar la 
de membrana 
rnonoclc-nales 
fijados. 

localización topográfica de los ant,genos 
reconocidos por algunos anticuerpos 

anti-~_,_ hisl.Q.l.Y.iJ..S-ª- en trofozoitos 

Definir la frecuencia de distribución de las 
especifid&des mostradas por 
sobre la población celu!ar. 

1 os anticuerpos monoclonales 

Ueterminar si existe reactividad cruzada 
monoclonales con otras especies de En~!!!.Q.!Úl~· 

de los 

5> .- inducir fagocitosis y analizar el patrón de t1nc1ón 
revelado por alaunos monoclonales, tratando de definir 
si se modifica el patrón de distribución de los 
antioenos de membrana reconocidos por estos anticuerpos. 

6>.- l:;sta.ndari.za.r la inducción de "capping" en _g_,_ 
.b.itl2..llliu , u t i l i z .~ n do su e ro i nm un e , p a r a a p l i ca. r l o en 
el futuro al análisis de moléculas de superficie con 
anticuerpos monoclonales. 
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Acetona., Dextrosa, Etanol absoluto, Citrato férrico 

a.mon1•c.al, Formaldehido al 37%, Glicerol, Cloruro de 

magnesio, Paraformaldehido, fosfato monobásic.o de 

potasio, Fosfato dibásico de potasio, Citrato de --­

sodio, Hidróaido de sodio de J. T. DAl\En. 

Albomin& &•rtc~ bovina, Ac.ido bórico, Bórax, Cloruro 

de calcio, Ac.ido cítrico, L-cisteína, p-fenilendi­

&mina, Poli-1-lisina, Azida de sodio de SIGMA. 

Glicina, Cloruro da sodio de MERCK. 

Bio&ate peptona BBL 

Glutaraldehido al 25% ALDRICH 

Acido barbitórico BIO RAD 

Isotiocianato de fluorasceína MILES DIOCllEMICALS 

$uero de caballo OUIMICA FOSFATOS 

Suero de ternera BIOPRODUCT5 

Mezcla Vitamínica de Diamond ( Diamond vitamin tween 00 

mixture > WORTH AMERICAN DIOLOGICAL 

PeI1cuia para fotograf¡a TRI X PAN de KODAK 

M&ltriel biológico 

Trotozoitos de: L l.l..i..íl.Lll.illiU cepas l!Ml:IM55 '! HK?, L 

lnvadgn», .L. moshkoyz.kjj_ y Laredo 

Suero de chivo anti-inmunoglobulina de ratón y conejo 
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Suero de chivo anti-inmunoglabulina de ratón y coneja 

Conejo albino de Nueva Zelanda 

Ratones Dalb/c 

Sobrenadante de hibridamas productores de anticu~rpas 

monoclonales 

~gyipg 

Agitador magnético THOMAG 

Balanza analítica SARTORIUS 

Balanza granataria SARTORIUS 

Ba~o maria RIOSSA 

Harvard Tr1p balance OHAUS 

Campana de flujo laminar DELCO GLAns 

Celda de Amicon 

~ru-5000 Centrifuga IEC 

Colector de fracciones Ultrorac C LKD ) 

Incubador de 37°c PRECreroN 

Mtcroscopio de epif luoreicencia ZEi5S 

Microscopio invertido OLYMPUS TOKYO 

Pipetas automáticas PIPETMAN 

Potenciómetro BECKMAN 

Uvicord Ir ultraviolet absorptiometer control C LKE ) 
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Ci y 1 t & v o li E n il~tlA .hl.l¿.i.Q.l..Ylill , B n t amo e b a l.!Ll!.il e n s , 
.ilú.Am2.l~ moshKovsJLlj_ y Laredo 

Loa trofozo1tos de:::. histolytic.~ áe las r:epas 
y HK9 fueron cultivados ~xén1camente por incubación a 
el medio TYI-rl-33, suplementado con ¡5. !% de suero de 
y 1.::;•1. de la· mezcla vitaminic.a di0 D1amond ( 2i ). 

lfril : rnsc 
J7 9 C en 
ternera 

Los trofozoitos de~~ 1.Jl.YodSJlá· ~~ l!l2JLhk.Q.Y..a..1.U.. y Laredo 
•• cult1varon a 22°c en el medio axénico TYI-S-33, 
suplementado con 15.1% de suero de caballo y l .5% de la mezcla 
v1taminica de Ciamond. 

Los cultivos en fase logarítmica de crecimiento fueron 
cos•chados, desprendiendo la¡ células adheridas a las paredes 
del tubo por incubación en agua-hielo; durante 5 minutos para 
L.. h i s t o l y t i e a y L .i r e d o , y l O m i n u t o s p a r a .lL. !!1.2.á.hllilti.!. y 
¡_ ¡nvadtns. La pastilla se obtuvo por centrifugación en 
frío durante J minutos a 500 x g para~~ mosh,t.2vskii y a 250 

.x g par& las especies restantes. 

Los eritrocitos fueron obtenidos por pune.ion de la vena 
margin,11 de la oreja, recogidos._,, una solución 1:1 de Alsever 
eateril ( Dextrosa. llOmM; citrato de sodio dihidratado, 32 
mM; leido c¡trico monohidratado, 2.6 mM¡ cloruro de sodio, 
?ZmM, pH de 6.1 ) y almacenados a 4°C al menos una semana 
ante& ele su u&o. 

Ante& de utilizar los eritrocitos, el Alsever se eliminó 
por centrifugación a 250 M g por 5 minutos y tueron lavados 
con AFS. 
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Al suero de chivo anti-inmunoglobulina de ratón, diluido 
1:5 en amortiguador boratos 50 mN pi! 0.5, se le adicionó 
lentamente por goteo un volumen equivalente de sulfato de 
amonio saturado pH 7.2 < SAS 1, manteniendo en agitación a 
4°C. La tnQzcl& se dejó en reposo 80 minutos, enseguida fué 
cent¡ifuqada a qoc por iS minu~os a 10,000 K g. El 
precipitado fué resuspendido en un volumen equivalente al 
inicial en &rnortiquador boratos, se precipitó nuevamente con 
~A~ a una concentración final de 33%, deJando reposar 30 
minutos en fr¡o, posteriormente se centrifugó otros 15 minutos 
a 10,000 K o. La pastilla fue resuspendida en ~ ml de 
amortiguador boratos y dializada contra 100 volúmenes de 
amortiguador boratos por 72 horas. realizando dos cambios 
dirio• de 1olución 

La fracción d• inmunoglobulinas obtenida se aplicó a una 
columna da DE-52 de 0.5 K O cm previamente equilibrada con 
amortiguador fosfato;, 17.5 rnM pH 6.3 La elución se llevó a 
cabo con la misma solución a una razón de flujo lenta. Los 
1luatos con una D.0. 200 mayor de o. l, fueron reunidos y 
conc,ntrado1 por ultraf iltración en una celda de Amicon para 
obtener una concentración de proteína de 10 mg/ml. 

La conctntrac1ón de proteína se determinó por la lectura 
de 1& 0.0. 288 de una alícuota de la solución 'concentrada, 
diluída con Na H O. l N, mediante la siguiente ecuación < 36 ) : 

Conc. dt prote~na mg/ml :·.f>..:...2..:_ 200 e ra.ctor de dilución> 
l. &q <! 
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La con;ugación se realizó siguiendo el método de Johnson 
( 37 ) A 20 ml de solución protelnica concentrada a 10 mg/ml 
se le adicionaron 3 ml de amortiguador de carbonatos, 500 mM 
pH 9.5. In~•diatamente fueron disueltos q mg de FITC en i mi 

de amortiguador de carbonatos. La solución de proteína 
alcalina t 23 ml se mezcló con Ia solución del fluorocromo, 
incubando en la obscuridad 20 horas a ~ºc. Ll material 
proteínico deanaturalizado fué sedimentado por centrifugación 
& 40C a 10,000 K g por 30 minutos. Cl sobrenadante fué 
aplicado a una columna de D~-52 preequ1librada con 
amortiguador fosfatos, 17 mM pH 7.0 La eiu~ión se in1c1ó 
con 20 ml de amortiguador fosfatos ( pico O i, posteriormente 
con 20 ml de NaCl 12~ mM en amortiguador fosfatos < pico a l y 
finalmente con 20 ml de NaCl 250 mM en amortiguador fosfatos < 

pico b ) . 

Los picos a y b fueron concentrados individualmente por 
ultrafiltración en una celda de Am1con para obtener una 
conc~ntración &proKimada de proteína de 10 mg/ml,aiustando la 
o•mol&rid&d a 200 mM con cloruro de sodio. 

Las relaciones molares f luoresceina/protefna < f/P ) 
. concentración d• pro te in& se determinaron por la lectura 

D.0'.288 y D.0.495 de una muestra del conjugado diluida 
con Na H 0.1 N, empleando la siguiente ecuación ( 38 >: 

mg proteína/mi ~ ~280 _ e o 35 x J:LJ.1~q 95_L_ 
1 . q 

r I P " 
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G s t •J d 1 o de .ll llilll.Ll..!i.:!.Q. sJ._g_ .:!ILlilil..Lll..2..§. IT!.fL!l.Q..f.l.2.llLl..u Q.QL 

J.Jll!U!.!l lll.J.lilllil.ru;_u i n d ± . .u c t .!!.. lt.11 a m i b a. s l.l.i a d g ll EJdllllil é n 

Se colectaron entre 1-2 millones de trofozo1tos en AFS-A 
y se mezclaron en una relación 1:1 con la solución ti ¡adora 

· ~~ormaideh1do 3. 7"/o - glutaraldeh1do O. 0075% en Al'S) \ J? ;.a 
11Íezc1a se incubó 15 minutes a tempera.tura. ambiente, mezcl.1noo 
constantemente para obtener un~ fiJacion un1lorme. 
Posteriormente se lavacon J veces c.on Af, centrifugando a 250 

M g por 3 minutos. 

Con el propósito de disminuir la autofluorescencia debida 
a. l~. i1jac1ón, los trofozoitos se incubaron con una soluc1on 

durante 30 
c.oiorante se 

d .:: a z 1.1 l d e e v a n ' s q O ) a 1 O . O 2 5 % vlv en A[' , 

rninuto6 a temperatura ambiente 
eliminó lavando 2 veces con Af 

El exceso de 

A tubos conicos conteniendo 5-10 H 10 4 trofozo1tos, se 
&gregaron 100 pi de cada anticuerpo monoclonal lsobrenadante 
de h1bridoma sin diluir o liquido asci t1co diluido .:qo en Ar> 
y fu~ron incubados 1 hora a tem~eralura ambiente, lavando 
posteriormente 3 veces con Af 

La pastilla de cada tubo se resuspendió 
GAMG-fiTC, diluída 1/20 en Af. La mezcla 
ob1curidad 60 minutos a temperatura ambiente, 
libre se eliminó lavando 3 ocasiones con Ar. 

en 50 ;.il de 
se incuó•j en la 
ei anlic•Jer¡:;o 

Para evitar la ext1nc1ón de la fluorescencia durante la 
observ3cidn, la pastilla fué resuspendida en la soluc1dn 
remanente en el tubo y se le agrego una got¡ de p-FDA 41 
al O 1% en g11cerol-AFD 19: 1>, se coloco una gota de esta 
suspension sobre un portaobjetos y fué observada al 
microscopio de fluorescencia. Las fotografias de las 
preparaciones se tomaron con pel icula TRI X PAN 
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Alter1~ sU.. 1..2. distribución 
.:. ;¡, ¡ 2 s. ililll 

tooográfica 

Una suspensión conteniendo 6 K 105 trofozcitos de E. 
lü.1.l2.l.l.ilu líMl: IMZS más 1. 2 K 107 eritrocitos de conejo ( 200 
eritrocito& por amiba), en 2 ml de AVS-A fué incubada durante 
10 minutos a 37ºC; simultáneamente se incubó un control de 
trofosoitos &in eritrocitos (control sin fagocitosis). 

A la suspensión celular diluida a 5 ml con AVS-A se le 
agreqó un volumen equivalente de formaldehido-gluta:aldeh1do 
(3.7% - 0.0075% en AFZ), la mezcla se incubó lJ minutos a 
temperatura ambiente, posteriormente fué centrifugada por J 
minutos a ZSO x g y lavada por 3 ocasiones con Ar. 

Para disminuir la autof luorescencta provocada por el 
·ttjador, la pastilla fué resrJspendida en azul de Cvan's al 
0.025% en AF, incubando 30 minutos a temperatura ambiente, 
posteriormente se lavó 2 veces con AF por centrifugación 
durante 3 minutos a 250 K g. 

La pastilla de cada tubo se resuspendió en 600 pl de AF, 
di&tr1buyéndo&e en ó tubos pequeños a los cuales se agregaron 
100 ul de cada anticuerpo monoclonal. La incubación se 
realizó a temperatura ambiente durante 60 minutos, eliminando 
el ••ce•o de anticuerpo mediante 3 lavados con Ar. 

Se a~adieron SO pl de GAMG-flTC diluida l/20 

tubo. La mezcla se incubó en la obscuridad 
teraperatura ambiente, posteriormente iue lavada 3 
AF. 

en AF por 
l hora a 
veces con 

La pa¡tilla iué resuspendida en el amortiguador remanente 
en ~l tubo, se agregó una gota de p-fDA en glicerol y se 
mezcló. rinalmente, se colocó una gota de esta suspensión 
sobre un portaobjetos y fué observada al microscopio de 
fluorescencia. 
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l..n!J.ll.tl.2.n .sis. ~iltl.rui.:.'.. c o n .!Ll!!ll.Q. i n mu ne ft ~tl.Q. ::L. a n á I i s i s 
~ tnmunofluorescencia indirecta 

Se colectaron l K io6 trofozoitos de 1L_ hist.QJ.tlil~ 
HM1: lMSS en 10 mi de suero inmune de conejo diiuldo 1/5 en 
AV~-A. La mezcla se incubó en agua-hielo por ¡Q minutos, 
eliminando el eKCeso de anticuerpo por centrifugac1on a 250 H 

Q~ durante 3 minutos a 4°C, enseguida se lavaron 2 veces con 
AVS-A fria. La pastilla fué resuspendida en i~ m! de AVD-A 
conteniendo 2.2% de ESA, incubando posteriormente a 37ºC por 
diferente& tiempos. 

A tubos conteniendo ~ ml de for~aldehido-glutaraldehido 

(3.?%-0.025~), se agregaron 500 pl de la suspensión celular 
incubada a 37oc a los tiempos: O, 0.5, l .o. 2 ~. 5.0. 10.0, 
lS.O, 30.0, q5.0 y 60.0 minutos de 1ncubac1on, mezclando 
r•pidamente para evitar la agregación celular. Los tubos 
fueron incubados 15 minutos a temperatura ambiente. El 
fijador •e eliminó por centrifugación a 250 x g por 3 minutos, 
realizando después 3 lavados con AF. 

A fin de bloquear los grupos aldehido libres ·después de 
la fijación los trofozoitos fueron incubados con una 
•olución de glicina ClOO mM pH 7.2) durante 30 minutos a 
temper&tura ambiente, lavando posteriormente 2 ocasiones con 
AF. 

P&ra disminuir la autofluorescencia provo~ada por la 
fi;ación, los trofozoitos fueron incubados con azul de Evan's 
al 0.02S% en Ar, por 30 minutos a temperatura ambiente. Cl 
eKceao de colorante se elimino por centrifugación a 250 K g 
por 3 minutos, realizando Z lavados con AF. 

La paatilla fu' resuspendida en 50 pi de GARG-FITC 
diluida 1/2S en Ar. ta incubación se llevó a cabo en la 
obacuridad, una hora a temperatura ambiente, posteriormente se 
~•ntriiugó por 3 minutos a 250 x g y se lavó 3 veces con AF. 

El paquete celular se resuspendió en la solución 
remanente en eI tubo, se agregó una gota de p-r'DA al O. l% en 
9licerol-AFS <9: 1> y se mezcló. Por último, una gota de la 
suspensión se colocó sobre un portaobjetos y fué observada al 
microscopio de fluorescencia. 
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a > il ta nsh.,U.H. ci ó n lil <rn S,il.Q. .!i.ft i nmfill.Ll:. l u o r r: se en e 1 a 
i,n.dJ.S .u.U u..u. tl & na l i s i s ~ L hJ.tltlLlli-ª. 

P&r& llevar a cabo el ensayo 
probiron diferentes condiciones: 

de inrnunofluorescenc1a se 

r_¡j1.ción el propósito de realizar la fijac.rón era 
pre~•rvar intacta la morfología celular, de tal forma que la 
dtttcción de antígenos superficiales en L.. ll.i2tolvt1c~, fuese 
lo más próKima a la que presentan las célu1as nat1va5. Para 
ello se emplearon siete soluciones fijadoras 1 Tabla l ) , con 
los cuales se encontraron claras d1ferencías, desde las que 
provocaron mircada lisis celular hasta las que mantuvieron 
intacta la morfolog!a ( Figura 1 l. 

-------------------------------------------------------------
FIJADOR MORFCJLOGiA AVTOFLUURESCENCIA 

-------------------------------------------------------------
l ) Acetona pésima 
2 > rorm&ldehido 3. 7% mala 
3) I'FA 4'11.-CA 0.03'1t regular +ª 
4) Clut&r&ldehido l°/1 muy buena ++++ 
!) ) f' A 3.7-.-CA o . l'/1 buena +++ 
6) FA 3.7°'1-GA o . u 2 5% buena ++b 

7) FA 3 7~'a-CA 0.0075'/t buena +c. 

---------------------------------------------------------------------------------
- no presentó autofluorescencia 
+ grado relativo de autofluorescencia 
a. utilizando azul de Evan's desapareció 
b. con concentraciones eleva.das de azul de Evan's 

se abatió 
c. con azul de Evan's fue eliminada 

- 19 -



I:'1c,Jur.i 1.- ra.trón morfolog1co present,ido por tos trofozoitos de L 
.tÜ-i..i.2.~llU H11; después de I a f i. ja e i ó n con d i. f eren tes 
soluc~ones fijadoras. 

l'&nei A. 

L'a.neL B. 

i?a.nel C. 

i?a.nel O. 

Trofozoitos fijados con acetona. En la imágen se puede 
observar que las células tratadas con este disolvente 
fueron totalmente da~adas, presentando marcada lisis 
celular. 

Ctlu!as fijadas con formaldehido. Es evidente que los 
una forma 

estructuras 
troiosoitos 
redonde.ida., 
internas. 

as.l 
no 

tratados, 
pudiéndose 

adquirieron 
apreciar las 

Fijación con PFA-GA. Mediante este tratamiento la 
morfolog¡a celular tampoco iué conservada adecuadamente, 
observándose una apariencia muy granulosa del 
citopli.sma. 

Fiiación con FA-GA. Los trofozoitos tratados con este 
fijador mantuvieron su forma amebo¡áe característica, 
además fué posible distinguir estructuras 1nternas corno 
el núcleo. 
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Esquema morfológico observado en i•)S troiozoitos de L 
llll.i.2.ilU.s..2. HMi:r11r;s después de la fijación con 
glutaraldehido Claramente se observa que las células 
tiatadas con este método conservaron su forma, 
pud1,ndose apreciar el contenido intraceltllar La 
iotografia corresponde a una imágen amplificada 1600X . 
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Ull:í..!!U..ll.Y.S.i.Q.n li a 1J t o f 1 u o r e ::H: t! n c 1 ·l en i n mu n •J tl u e r e s c en r.: 1 a , 
uno d0 los tactores que más dificultan la detección de 

antigenos, es la autofluorescencia, ocasionada princip~l~enete 
por la fijación. Como se observa en la tabla 1, los fi¡adores 
que mejor presevaron a las células, fueron también los que 
provocaron mayor o menor grado de autofluorescencia. Se 
eligió aquella mezcla <solución 7) que nos mantuvo lo me)or 
posible la morfologla celular y al mtsmo tie~po dió el menor 
orado de ~utofluorescencia, de tai forma que esta última 
pudiera G&r eliminada mediante el uso del colorante azul de 
Evan's, ampliamente utilizado para este tipo de problemas ( qo 
) . Este reactivo colorea a las células de rojo, lo cual 
intensifica la fluorescencia especifica en color verde dando 
mayor contraste. 

~ t G r ro i n a s. i 6 n g il ~il n t r a c i d n e o t i IT!1\. d e a n t i SJ!ll.12..9.. 
este tipo de ensayos, estaba estandarizado para realizarse con 
anticuerpos po!iespecificos, en donde la concentración de 
inmunoglobulinas es muy elevada, por esta razón se hizo 
necesario establecer !a cantidad de sobrenadante de hibridoma 
y liquido ascítico para que reaccionara con ios antígenos 
portados por la célula, ya que en estos reactivos la 
concentración de 1nmunoglobulina es menor, por lo tanto no 
debe desperdiciarse. En el caso de los sobrenadantes de 
hibridoma, se probaron diferentes volumenes, encontrándose que 
un volumen de 100 ~l es suficiente para poder detectar los 
antígenos reconocidos por los monoclonales. Para el ¡¡quido 
ascitico se ensayaron diferentes diluciones elegidas 
& r b 1 t r ar i a mente , se observó que con 1 a di 1 u c i ó n I / IJ O p o d ¡a n 
obtenerse buenos resultados. 

En lo que se refiere al anticuerpo fluorescente, 
considerando que posee un grade de conjugación adecuado <FIP 
2-3), debe utilizarse en la concentración mínima con la cual 
sea posible revelar al primer anticuerpo unido a la célula y 
al mismo tiempo no se favorezca la unión inespecífica del 
mizmo < qz ) . Se probaron diferentes diluciones del mismo 
observándose que la dilución 1/20 para la GAMG-FITC y 1/25 
para la GARG-FITC son adecuadas para lograr estos fines. 

I..umpo Q.€!.. incubación .f_!?_.tr· l.l.g.;nd-9.J!. en los ensayos de 
1nmunofluorescencia, el tiempo de incubación está en función 
de la temperatura. Pudo observarse que ambos anticuerpos 
<monoclonal y fluorescente) se unieron óptimamente al 
incubarloa con los trofozoitos fijados, durante hora a 
temperatura ambiente. 

l? e r i o <1.Q. ~ ~!u.e r va c i .Q..n il il.!!. .2..lllll!.llllQ..!lll en un in t en to 
por establecer como se va perdiendo la fluorescencia 
especifica en !as p~eparaciones conforme pasa el tiempo, se 
o~servaron las laminillas a diferentes tiempos, encontrándose 
que a medida que avanza el tiempo se va extinguiendo la 
fluorescencia de las células, aun cuando se utilizó pFDA para 
evitar este problema, además empiezan a mostrarse 
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autofluo~escentes, lo que d1f iculta 
razones lo más conveniente es 
después de realizadas. 

la observación. Por estas 
observarlas i nrr..e d ! ata mente 

b ) L o ca l i z a c i ó n ~illlll.2.. ..9..&.. 2-.!l.li.fl.rn d e m e m b r ar. a fil! 
.!L. llil t o l y t i c a ..L y t i i i z a n d o .2..fills.Y.Ja...Lll. o s rntl.QJ1 & 1 u 

Para localizar los antígenos respecto a su orientación en 
la membrana plasmática de la amiba, se realizó un análisis por 
inmunofluorescencia d• la reactiv1dad de los anticuerpos 
monoclonales con trofozoitos íntegros. 

Los anticuerpos monoclonales 
siguientes: A1<lA12, A57, AS, Cé., 

utilizados 
D<l, O i O, 

fueron 
012 v r9; 

los 
¡os 

cuales fueron obtenidos empleando como 
purificadas de membrana plasmática de .L.. 

a n t i g e no , f ·r a c e I o n e s 
histol.Y.J.ica. 

La localización topográfica se realizó con dos cepas de 
L histolytiq. HMl:IMS5 y HK9, virulenta la primera y de baja 
virulencia la segunda. 

~n la cepa HMl :IMSS se revelaron 3 diferentes patrones de 
tinción: 

1> Una distribución homogénea en la superficie de la 
membrana, observándose como una linea continua bien delimitada 
e rigura 3E l revelada con los anticuerpos Ai4Al2, AO. C6, U<l, 

DIO y F9. 

2) De 2 a 3 zonas fluorescentes a manera 
distribuidos sobre la superf 1cie de la amiba 
revelada consistentemente con el monoclonal A57. 

de pare.hes, 
Figura 3C ) 

3) Como un microagregado sobre 
membrana < figura 30 mostrada 

la superficie de la 
por !os ~nticuerpos 

monoclonales AS. C6, 04, D10 y F9. 

El anticuerpo monoclonal 012 
estas condiciones. 

no mostró reactivida.d en 

Respecto a la topografia observada para los antigenos de 
membrana de la ceea HK?, se encontraron :os mismos patrones de 
tinción, sustituyéndo la distribucrón a manera de un 
mic.roagregado <monoclonales D4, Dlü y F9l por un patrón 
disperso y heterogéneo (moteado! sobre la superficie de la 
membrana < Figura 4 ) . 

e :· fil s t tiQ_y,tió n h e llll.9...ftfil ,g,_ E..!l ..!Ü ~.2.n..lln .. Ul...2. d e lllillil..2..2.. 
.sl!t ilR.lU..1..1..f.lit. .fLD. ~ Q..Q.!úll.LQ.ne_a Q!l.. JL .h.Lll.121-:l.liil 

Debido a que algunos anticuerpos mostraron heterogeneidad 
en cuanto al patrón de tinción revel~do, se determinó la 
frecuencia de cada patrón de reconocimiento en las poblaciones 
de L l:Liiltl.tlll:l. l!Ml: IML~ y HK'J. 
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figura. 3.-

t'a.nel A. 

l'•n11l D. 

Il.:.nel C. 

Panel D. 

Distribución topográiica de los ant¡genos de membrana, 
reconocidos por aes. mos anti-&_'" b.J.tltltlíca t:n 
trofozoitos de la cepa HMl· lMSS. La topografia fué 
difinida por [fl en amibas fijadas con rA-GA. 

Control negativo: exp0s1c1on con un ac. mo. 
intígeno de! sistema nervioso del 1coc1l 

·1·1nc.idn homogénea de la memórana, mostrada por 
mos. lütlAí:L D<i, Q¡Q y F9. Cn el caso 
anticuerpos AD y C6 sólo un 25% de la población 
presentó esta distribución. 

contra un 

1 os 
de 

aes. 
los 

celular 

Topografla revelada por el ac. mo. A57, a manara de 
ó 3 zonas fluorescentP-s bien deiinidas. 

Microagregado fluorescente tinico de aproKimadamente 2 µm 
, de f in i do p o r los aes . mo s . A O , C 6 , D 4 , D 1 O y F 9 . 
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F1.c¡ura 'l.-

l"a.nel D. 

1'¡.no 1 e' 

totalización topográfica de antigenos 
reconocidos por aes. mos anti-amiba, 
de .11..:. h15tolyti~ Hl\9 lijados c.1Jn l'A-GA. 
re&lizado por lFi. 

de superficie, 
en trofozoitos 

Ll ensa.yo fué 

Imágen revelada por 
especificidad por un 
acocil. Representa la 

exposición a un ac. mo. con 
del antígeno del sistema nervioso 

basal de los ensayos. 

Distribución homogénea de l antígeno. que se observa 
como una línea continua bien delimitada definida por los 
&Ci. Al4Al2., Dll, 010 y f9. 

Patrón de reconocimiento del anticuerpo A5?, en forfua de 
2 ó 3 zonas fluorescentes a manera de parches. 

Patrón disperso y heterogéneo sobre la superficie de los 
trofozoitos y tinc.ión continua de la membrana, mostrado 
por 1 os aes . mo s . D q , D 1 O y F 9 . 
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Figura 5.- frecuencia 
diferentes 
Hi1i: IM55.

1 

promediando 

de los patrones de tinción mostrados por los 
anticuerpos monoclonales ·:•H• L histolytica. 
La. frecuencia de tinc1ón se calculó 
los resulta.des de 3 eKper1mentos. 

• 
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Figura 6.- Frecuenci• de las especificid¿des mostradas por los aes. 
mes. en trofo:i:oitos de la e.epa Hl\9 de L histolytica. 
La frecuencia se determinó promediando los resultados de 
3 experimentos. 

- 31 -



w 

"' 

100 

80 

~ 60 
o z 
t­
L:J o 40 
~ 

20 

o 

·=~=~=~=~=~=}~: 
.:::::::::::::~ 

1 
mrnr 
MM 

il 
~ 

FRECUENCIA DE TINCION CON HK9 

Al4Al2 A57 F9 04 DIO 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

- TINCION EN PARCHES ~ MOTEADO 
t=!t:J CONTtNUO DE MEMBRANA - SIN TINCION 



J::n la ci!pa 1[111: IMSS, los monoclonales Aü y C6 revelaron 
un ~grogado único en la superficie en el 25% de ias células, 
una tincidn continua de la membrana plasmática en otro 25% y 
un& au1encia de reactividad en la mitad de la población ( 
Figura 5 > 

Los cinco monoclonales restantes 
react1vid&d uniforme en la poblacion celular, 
patronos da tincidn característicos para 
monoclonal < Figura 5 >. 

mostea.ron una 
manifestando los 
cada anticuerpo 

Los monoclonales que se utilizaron para el ensayo con la 
cepa HK9, fueron los que con la cepa HMl mostraron una 
re~ctividad superior al 70% en la pob 1 ación celular. Estos 
~nticuerpos revelaron una reactividad igualmente elevada, 
aunque con frecuencias en los patrones de reconocimiento 
dif•renta&, como puede observarse en la Figura 6. 

d l E i t u d i 9 il .U. J:.titlil.Ll!.il il .ll!. t i c u ll.ILQ.1ª. :mQ.31 o c l o Mll1ª. 
~ll .. Ll:--~ bistolytica, s.2.n ~esies .!!..Q. histolyticas ~ Lare.9...Q. 
rn l.nmu no.o y o re e en e i a l.nsU..r..u .. t~ 

Al ensayar los 
j¡.... m2sbkoyskii y 
compararon con un 
HM 1 : LMS S < F i gura ? 

anticuerpos monoclonales con 1.... .Ln~SA.Il.á.• 
Laredo, no mostraron reactividad cuando se 
control positivo para ~~ hi¡tolvtis.a 

) . 

e) Alter1ción .Q.!. ~ .9..11ª.iL!.!LY.s.i.ón topográfica tnduc¡Qa A9..!. 

..(i ¡¡SIC ll ui.i. 

fara determinar si ocurria algón trastorno en la 
distribución de los antlgenos superficiales reconocidos por 
·l l 11 un os mono c l o na I es , l os t ro i o z o i t o s de L h i s t o l tlif.A 
HMl:iMSB se sometieron a fagocitosis de eritrocitos de conejo, 
d&spués de eliminar a los eritocitos libres, se fijaron con la 
solución de formaldehido-glutaraldehido. Posteriormente los 
trofozo1tos se hicieron reaccionar con los anticuerpos 
monoclonale&, comparando en cada caso con un control sin 
fagocitoais. Los monoclonales que se eligieron fueron los que 
con l& cepa HM1 mostraron una reactividad super1or al 70% en 
la población celular ( Fig 5 ) . 

La distribución de los antígenos sobre la superf1cie de 
los trofozoitos, reconocidos por Jos anticuerpos monoclonales 
A14A12 y F9, aparentemente no sufrió ninguna alteración, como 
pu•d• ob~erv&rse en las figuras OA-88 y er-or respectivamente, 
correspondiendo las figuras SA y SE a los controles sin 
fagocito•is. Se observan algunas invaginaciones en la 
membrana de los trofozoitos, que podrían corresponder a 
canales endoc!ticos. 
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figura?.- Ausencia de reactividad cruzada de los aes mos. 

i:.a.nel A. 

Fa ne 1 D, 

a n t 1 -L hil.L2.l.Ylill con o t ras es pe e i es de E nl.:!.ID.Q.tl-ª.. 
La re&ct1v1dad de los O aes. mos. con~~ lnvadg_n~, .L.. 
.m.su.h.ls.~.2.k.Ll. y Laredo, fué analizada en trofozoitos 
fijado&. Todos los anticuerpos sólo reaccionaron con 
trofozoitos de .JL.. histolvtica. En las im.igenes se 
ilustran los resultados obtenidos para uno de los mos. 
estudiados. 

Tinción del ac. monoclonal A14A•2 en trofozoitos de !L. 
j¡1stolytiu Hl11: Il15Z. 

e· y D. Muestran trofozoitos de .!L. invaden&., 
~~~.a..k.Ll. y Laredo respectivamente. 
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1·1qura 8.-. Alteración de la distribución topográfica de antígenos 

A, C y t:. 

Panel D. 

l'&nel D. 

superficiales 
f&goci tos is. 
trofozoitos 

de L hiiltltlll.-ª. Hf'ii: IMSS inducida por 
El ensayo se rea•tzó por IFI en 

fijados con FA-GA después de la fagocitosis. 

Controles sin fagocitosis para los aes. 
A57 y F9 respectivamente. 

mos. A1<JA12, 

Se observa que el patrón de distribución del ac. mo. 
Ai4Ai2 no sufrió ningún transtorno, apreciándose 
invaginaciones en la membrana que podrían corresponder a 
canale~ endocíticos. 

Como se observa en la imagen, la distribución del 
antígeno reconocido por el ac. mo. A57 presentó 
alteraciones después de la fagocitosis, pasando de 2 ó 3 
zonas bien localizadas a una distribución totalmente 
heterogénea sobre la membrana plasmática. 

La distribución del antígeno def inída por el ac. mo. 
F? no sufrió modificaciones, ya que la distribución 
presentada en condiciones sin fagocitosis se mantiene 
&in embargo el ac. se uo1có en lo que podrían ser 
canales endocíticos, lo que se aprecia en la fotografía 
como pequeños cráteres. 
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En el caso del antígeno reconocido por el anticuerpo A57, 
es claro que después de la fagocitosis su distribuc¡ón 
•uperficial se ve alterada, ya que en condiciones norma!es 
(&in f&goctto•i&) s• localiza en 2 o 3 zonas fluorescentes 
bien delimitada• < Fig BC y cuando los trofozoitos han 
fagocitado, el antígeno se dispersa heterogeneamente sobre la 
superficie celular < Fig 80 >. 

fl Inducsion ~ .::.S.lUl.IÚ..ll..9..: QQ..L suero 
.h.U.1..2..1.Y..U.U 

inmune .§.ll. 

Los·anticuerpos del suero de conejo anti-lL. h.i..§..1..QJ.Y.ll..s.~ 

HMl:IMGS. se unieron a la membrana de los trofozoitos. 
induciendo una redistribución polar de los com~onentes de 
superficie. Conforme el fenómeno de "capping" progresó, la 
acumulación polar de ·Ios anticuerpos estuvo concentrada en la 
re g i'd n de l .uro id e de 1 as c é I u 1 as . La mor fo lo g í a de 1 os "cap s" 
fué heterogenea, variando de medias lunas superficiales a 
vesículas bien definidas. Estas formas variadas de 
redistribución superficial representaron una progresión del 
fenómeno de "c&pping", que finalizó con la. desaparición del 
anticuerpo de la superficie de los trofozoitos y la 
reaparición de algunos anti geno• < Figura 9 >. 
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r&gura 9.- Inducción de redistribución de antigenos de superficie 
ca.pping ) en ..!L,_ his.i.Ql..Yllu HM1:1M55, utilizando suero 
inmune. Los trofozoitos fueron expuestos a los aes. en 
frie, posteriormente se lavaron e incubaron a J7ºC por 
diferentes tiempos. 

~a.ntl A. Fluorescencia confluente en la membrana que indica la. 
distribución fortuita de ant¡genos en f..:.. .!u...i.tolyti~ 
definid& por la unión de aes. poliespeciiicos. 

13, C, O, E y!:". tn estos esquemas se aprecia que los aes. unidos 

·l?a.nei C. 

H e l . 

inicialmente a la membrana empiezan a ser redistribuidos 
hacia la región dal uroide, a los tiempos 0.5, 1.0, 2.S, 
5.0 y LO.O minutos de incubación a 37ºC. ~e observa que 
la morfolog4& de los antígenos redistribuidos es muy 
va.ria.da. 

En esta figura se 
incubación a J'lºc, 

observa 
el "cap" 

que a los l~ minutos 
se ha formado totalmente. 

de 

ra&&dOli los 30 minutos de incubación, el "cap" empieza a 
ser liberado. 

Esta fenómeno de "ca.pping" fin:llizó con la desaparición 
del "cap" de la superficie de los trofozoitos. Tomada a 
los 60 minutos de incubación a 37ºC. 
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Coniider&ndo la propiedad biológica de .i;;__ hi~l..Q.l.Y..L!...fl!. de 
r•distr1buir moléculas superficiales cuan~o interacciona con 
ligando• como anticuerpos poliespecificos < 29, 30, 31 >, el 
&náliiis de la distribución topográfica de antlgenos 
reconocidos por algunos anticuerpos monoclonales anti-amiba, 
fué real izado en troiozoitos fijados. 

Para llevar a cabo la fijación celular. se emplearon 
diferentes fijadores que han mostrado su éiect1vidad en otros 
tipos celulares < 43, 44. 45 1, sin embargo en este caso, 
&lqunos destrulan a los trofoioitos y no era conveniente para 
nue$tro& fines, ya q~e pretendiamos detectar antigenos en las 
células intactas. Otro aspecto importante fué el problema de 
autofluorescencia, ocasionada por fijadores como el 
glu~&r&ldehido, pues a pesar de ser el que mejor preservó la 
morfoloqta ( Fiqura 2 >, provocó marcada autofluorescencia. 
E•lt fijador posee un gran potancial entrecruzador, razón por 
l& cual consarva muy bien la morfología, sin embargo, modifica 
l& estructura ·química y conformacional de algunos antígenos 
dificultando su detección por inmunofluorescencia < 40 >. 

Tambi•n se probaron mezclas de fijadores en las que se 
combinaban fijadores suaves como el formaldehido y otros 
fuert•s como el glutaraldehido, en un intento por mejorar la 
propiedades que cada uno de ellos presenta por separado. Ze 
eligió una de estas mezclas < Tabla 1, solución 7 > porque 
mantuvo en buenas condiciones la morfología de los trofozoitos 
y ocasionó el menor qrado de autofluorescencla. Los 
reGu1tados obtenidos, indican que los ep,topes reconocidos por 
los anticuerpos monoclonales, conservaron su antigenicidad aón 
de&pués de la fijación. 

Al estudiar la localización 
mo•., se .observó que 6 
homogeneamente distribu,dos sobre 
los aes. AS y C6 sólo en el 25% 
los aes AS y C6 en un ZS% 
localizados en areas discretas de 

topográfica con los a aes. 
aes. definieron antígenos 

ia superficie de la célula ( 
de la población ), en cambio 
y A'5 7 revelaron antígenos 
la membrana. 

Respecto al segundo patrón de distribución, consideramos 
que estas observaciones son novedosas en el campo de la 
~iología celular de A..: hl..á.1..QJ.IJ.ica, ya que indican que 
algunos antígenos de la membrana plasmática se distribuyen 
hetero~eneamente, organizandose además en dominios antigénicos 
que pudieran estar implicados en la realización de ciertas 
actlvidades bilógicas importantes para el parásito. 

En torno a esta¡ observaciones, es sabido que los 
antigenos de la membrana plasm~tica son proteínas o 
glucjprotaina~ embebidas en difer&ntes gr&dos en la bicapa 
lipidica ( 46 >. Da jo condicionas normal e& &e espara que la 
distribución de dicha• moléculas tanga un car&cter fortuito ( 
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4? sin embargo, es posible encontrar de manera natural, 
utilizando modelos matemáticos, diferentes grados de 
agrup~m1ento para algunos determinantes de la membrana, 
1uglrlendo que •&t& organización puede ser relevante desde el 
punto de vi1ta funcional < 48 l. También se ha reportado en 
llntocito1 de mamifero que el ant!geno de espectrina se 
enc.uentra organizado en forma de un "cap" discreto, cuando se 
revela con un antisuero contra alfa-espectrina de eritrocitos 
de pollo< 49 ). 

Al determinar la frecuencia de tinción sobre la población 
d • .L.. h.1.iliililu HM 1 r i g u r a <l > , s e en c. o n t r ó que 2 d e l o s 
&C&. mo&. presentaron patrones de reconocimiento diferentes, 
e~cluyente& entre si, y ausencia de reac.tividad en la mitad de 
l& pobl&c1ón. Esto parece indicar que la población de amibas 
de una e.epa dada, posiblemente esté compuesta por 
1ubpobl&ciones diferentes, al menos en lo que se refiere a la 
pra1encia y distribución de algunos antígenos, lo cual podría 
est&r relacionado con los diferentes estadios del ciclo 
celular, y& que no se traba;ó con cultivos sincronizados. 

Del análisis de reactividad cruzada de los monoclonales 
anti-¡__ bi1tolvtis¡ con otras especies de Entam~JÚl.a• se 
observó que ninguno de los anticuerpos mostró reactividad con 
e1pecie1 no hi1tolyticas, lo que indica que estos reactivos 
s~n especie-e1pectficos. 

Al tratar da definir si los antígenos revelados por 
&lgunos monoclon&l•• estaban involucrados en la fagocitosis, 
ertcontramos qua el patrón de tinc.ión mostrado por el ac. A~?, 

sufrió marcados trastornos en su distribución a diferencia de 
los; otros aes. ensayados, lo que podría sugerir que el 
antl;eno reconocido por dicho anticuerpo se ubica en zonas 
donde se localizan canales endocític.os, sin embargo, esto no 
puede afirmarse ya que para ello se deben realizar otro tipo 
da estudios como inhibición de la fagocitosis, que apoyen su 
p&rticip&ción en el proceso. 

rut po1ible inducir "capping" de componentes de 
superficie en .&..... .histoJ .. :t_LL~-~ utilizando 1Jna capa simple de 
&cs. poliespecíficos. Este fenómeno no fué el resultado de 
una 1e9re9ación espontanea, ya que como se observa el inicio, 
los anticuerpos reaccionaron homogeneamente sobre la 
~uparficie de los trofozoitos 1 Figura 9A >, posteriormente en 
l&s diferentes etapas, los antrgenos fueron redistribu¡dos 
hacia la zona del uroide, hast~ que a los 15 minutos ocurrió 
la. formación del "cap". El proc.eso culminó con la liberación 
del "cilp" de la célula. 

tl proceso de "ca.pping" ha sido estudiado principalmente 
en linfocito& empleando anticuerpos específicos para 
receptores definidos < 50, Sl ) , en un intento por establecer 
los mecanismos mediante los cuales ocurre la segregación 
superfici~l de molécula5. Se ha observado que uti?izando 
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f~agmentos monovalentes de anticuerpo no es posible inducir 
r•distribución de moléculas de superficie, ya que estos 
fraqmentoa solamente tienen un sitio de unión para el antígeno 
y por lo t•nto no puede ocurrir el entrecruzamiento contiguo 
de las proteínas de la membrana < 52 l. 

En el caso de ~ .hl..a.i.QJ.L.t..Ls.~ el estudio de este proceso 
r•sulta de gran interés, ya que como se ha sugerido 
antQriormente < 29, 30, 31 ) posiblemente le perraita evadir la 
respuesta inmune del huésped. Por esta razon deseabamos 
estandarizar el método de inducción de "capping", para 
posteriormente aplicarlo al análisis de la dinámica de las 
moléculas de superficie, mediante anticuerpos monoclonales. 

Sentimos que el contar con aes. mes. contra antigenos 
de la membrana plasmática de g,_._ hist.9..l~~ ofrece ventajas 
para la purificación y el análisis· de moléculas de superficie, 
para correlacionarlas posteriormente con actividades 
biológicas como adhesión, fagocitosis, citotoKicidad, 
etc,tera. Por .otra parte contar con aes. mes. 
eapecie-••pecíficos, permite el desarrollo de reactivos par& 
inmunodi•gnóstico y tipificación. Además facilitan el estudio 
de la p•rticipación de la re&puesta inmune en la infección 
amibi•n& y •1 análisis de la dinámica de distribución 
molecular en la membrana plasmática de Ia amiba 
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Las conclusiones de este trabajo fueron: 

l.- ta mezcla fijadora que mejor funcionó para nuestro 
estudio fué formaldehído ~.7%-giutaraldehido 0.0075%. 

2.-· De !l anticuerpos monoclonales contra antígenos de L 
.tü.Ji.1.12..il..Ll.U analizados, sólo uno de los anticuerpos no 
mostró reactividad con ant¡genos de la superficie 
~ut~rn~ d~ ia membrana piasmát1ca. 

3. - Tres monoclonales revelaron antigenos 
heterogeneamente sobre la superficie de los 
indicando la existencia de dominios 
discretos en condiciones nativas. 

distribuidos 
trofozoitos, 
antigénicos 

4.- 001 de los anticuerpos reaccionaron con un bajo 
por~entaje celular en la población de .L.. hJ..a.J,olyti~a 

HM!:IMS:3, sugiriendo que el anUgeno reconocido por 
estos anticuerpos quizas se expresa diferencialmente, 
dependiendo de la etapa del ciclo celular en que se 
encuentren los trofozoitos. 

5.- Todos los anticuerpos monoclonales mostraron reactividad 
e J( e 1 u s i va me n te p a r a a n t í. gen os de L h i s t o 1 y t i ca . 

6.- Vnic•mente el antígeno revelado por 
sufrió trastornos en su patrón de 
de la faQocitosis, posiblemente 
involucrado en este proceso. 

el anticuerpo A57 
distribución después 

porque se encuentre 

?.- Es posible inducir redistribución de antígenos de 
superficie C capping ) utilizando una sola capa de 
&nticuerpos espec¡f icos en concentraciones elevadas. 
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