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RESUMEN. 

LO!> c.i.nt Í¡;wno:::o de la. membrana celular de ~· histolytic~ 

son impor.'t,1nt.Js en rnuchas funciones celulares así como en su 

µo~jble relación con la acción del sistema inmune. Co:i el o.2, 

jeto de estudiar algunos antígenos de la. membrana celular 

que induc'°ri la fox•mación de anticuerpos, preparamos 15 anti­

cuerpos monocJona.les y determinamos la naturaleza química de 

los epítopes que reconocen. Efectuamos el análisis me~~ante 
trat~miento de los antígenos amibianos con: Subtilopeptidasa 

A y calor en inmunodot, y metaperyodato de sodio en ELISA. y 

Rlot. Para efectuar el análisis de carbohid~atos 9 estable~i­

mos las condiciones de oxidación en las que usamos Concanav!_ 
lina A como detector de carbohidratos sobre ovoalbúmina la 

cual sabemos que contiene carbohidratos y sobre antígenos de 

amjba. La lectina perdi6 su reactividad en ambos casos des-­

pués del t:l'ü.tamiento con peryodato • Para asegurar que el 

pe~yodato modificar& únicamente los carbohidratos de la amiba 
hicimos los siguientes controles: anticuerpos policlonale~ 

anti-albamina y un monoclonal anti-actina de amiba, no perdi!:_ 

ron su reactividad cuando se efectuaron las oxidaciones. 

Los resuitados muestran que los epítopes de ~· histolYtica 
fueron: esta~les al calor durante una hora a 93•c, resisten-­
tes a la enzima Subtilopeptidasa A, y 13 de ellos sensibles 

al metapcryodato de s~dio. El análisis para carbohidratos fue 

consistente en los dos mitades empleados. Por lo tanto pensa­
moa que los carbohidratos son parte importante de los epíto-­

pes estudiados, lo cual es valioso para investigar algunas 

func:ionas biológicas como son el. reconocimiento y la adhesiv.f. 
dad a lan células blanco y del sis-tema inmune. 
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l. l ~TRODUCCJ ON 

El puri'1sito f.~muelia histolv....!::..i...E. (f.A. Li:isch, 1875) L'S un rir~ 

tozonrlo que pct'Lt!•1cce a la fumiliu EntoMoabidae. de la clase ri-

2opotl~n, su¡1orclaaa snrcodina y clase lobosca (30), 

Bl gcjncro .fu!..':J.!.!!.º.~ se encucrilru ampliancntc distribui.do tanto 

e11 invcrtvbradus como en peces, an[ibios 1 rcptil<:>s, pijnros y rua­

mifcros, adem5s d~ especies de vidtt libre. 

g,. tJl h1rn1brc !:J.r. hon aislado '• <:>spccics: Entnmocba s.!.!!..B.i.!.!!...!.ili -
de ln CO\"idnd buen). y (f. c:oli_, ~- hnrtr.iani y _s. histolvtica) del 

intn~tino. De todas estos especies solo !· histolytica es pnt6nc­

na (18). 

Lo infccc16n HP ~onocc como a13ibiasis la cual tiene uno distr~ 

buci6n aundiel y Pstb claramente relacionado con el estado socio­

cco11bnlco y de snnidnd ois que con el clima (49). 

Estlmocio11es hechas en 1984, sugieren que 500 millones de per­

sonas cst611 infectados con este parisito (69). 
!• histolytlca puede comportarse ~omo comensal nin inducir siI 

nos ni sintomas y ~ áste estado se le conoce como (nmibiosis lum~ 

nnl). Como un patógeno causa la amibiasis invasora. Las amibas v~ 

rulenta& pueden invadir la mucosa intestinal y producir discnte-­

rfa o o~cboma, si se extienden a trav~s del torrente sansu1nco dA 

luaar o aboceso hcp6tico. En la mayoría de los casos, la amihin-­

sia intestinal ~e manifiesto como diarrea o disenteria y tiene un 

curso limitado. 

El absceso hepático es potencialmente fatal cuando no se trata 

o diacno3tica de manero adecuada (49). 

Durante el ciclo de vida de A· histolytica prcscntn dos esta-­

dio~ principnle~: El trofozolto y el quiste. 

Trofozotto 

Es de fo~mn clongadn con una uran lobopodca nnterior y una rc­

gj 6n uroidc postcri~r. 



Las varincloncs de pll. os~olnrida~l y potencial redox, pueden -

alterar ]¡1 fo1·n~ y ~atllld3d de las c~lulas. 

Es una c&luln muy din5~ico que 1~irt~ de 10 u 160 micr6metros de 

diAm~tro. Cl tam~no ~st~ rclacioncJo con las dJfercntcs cepas, 

pero tambi~n dcpend~ de las condlcioncs de nliment~ci6n; así por 

cjenplo lus anibas obtenidas directamente d~ absceso hcp6tico o -

de lesiones int.~stina1~9, miden cerca de 20-30 um de diámetro, 

mientras que las de los c11ltivos miden de 7-30 un. 

Contie;1c un núcleo caracteristico de 3 a 5 micr6metros con una 

fina cromatina !Jeriféri_ca y un núcleo central. 

El citop1asrna consta de un ectoplasma claro } un cndoplasrna 

granular con numerosas vOcuolas. Car~cc de rnitocor.drias, aparato 

de colai, rcticulo endoplásmico rucoso, ccntriolos y microtúbulos 

( 24). 

Su vida es muy corta fuero del hospcd~ro y nú sobreviven al 

6cido clorhidr~co y enzimas del tracto 3aatrointestinal (49). 

Es de formo redondeada u oval, mide de 8 o 20 ~icr6metros de -

diá~etro. Presenta una pared de quitina. membrana plasmático, ci­

toplasma y dependiendo de su madurez contiene de u110 a cuatro nú­

c1eos que es lo formo madura (4). 

Su pared quitinosa 1~ confiere resistencia hasta por B dlas en 

el suelo a una tempc!atura de 28 a 34ºC y m5s de un mes a lOºC, -

en cambio mueren n 6SºC, mientras que sobreviven a la cantidad de 

cloro usada normalmente para purificar el a3ua (20). 

lo. CICLO DE VIDA. 

El ciclo de vida de ~· histolytica consta de varios estadios -

consecutivos que son: quiste, raetoquistc, trofozoíto y prequist.c. 



Ln forma infcctiva u~ el quiste. La trab~~iNjhn se prc~cnto 

cuando un i11dívi~uu i11::i~r~ aliauntr•'.~ co11t.1mi11ndon con l1ccus de -

p~r~o11as infcctu1luH. 

Bl qulNtc nl llc~n1 al cstómano. l'icrdc ln q~itina. Este proc~ 

so de cx11ulstuci6n se puede ~fectu¡ir en el intc,tl~o uru~Ko o del 

gado. 

Los n~cle~s del quiste ~e divid~11 ~dra formar 8 n6clcon (ü~tn­

dto de acLaquistc), cuyu divisi6n del t:itoplnsc1~ produce B tro[o­

zoltos monon11cleados (7). 

Los trofozoitos que cencralrncntc viven corno corn~~salcs ~n el -

epitelio ~el intestino urucso del hospedero, pt1cdcn producir inv~ 

si6n a tejido. 

La enquistacibn se produce cua11do el trofozolto sufre dos div~ 

Bioncs nucleares, su motllldud di~mjnuye, el citoplaaMD s~ reduce 

y ~Sto se conoce como (c~tudlo da prcq11istc), entonces tiende u -

redondearse y se forman los tlpicos qui5tcs tctrnn~cl~ndos. 

Las personas infectadas pueden climinur hasta un promedio de -

45 millones de quistes por dia (48). 

lb. CITOPATOGENICIDAD DE~· .!!..L2_to1Yticn. 

La patogenicldad es definida ~omo la habilidad Je un organi~~o 

para producir enfermedad en un hospodero (45). 

La virulencia de los microorganismos incluyendo los protozoa-­

rios ea un fenómeno complejo que depende de dos propiedades gene­

rales: La invasividad y le toxigenicidad (13). 

En el caso de ~· histolytica la viculenciu se ~uracteriza fun­

damentalmente por lo dcRtrucción de tejido~ infectados y égto es 

caracter1stico de cada cepa, ede~5s del estado inmunol6gico del -

paciente (34). 
Se ha demostrado que cepas de!· histolyticu virulentas pu~clcn 

matar en 15 minutos el 50% de los leucocitos rolimorfonuclcnrcs -

en una proporción de 10 células por cada amibo. 
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En ~z1~lJJl1, In~ nrnlbuu menos virulcnt~~ son rápidomcnLc rodeadas ,y 

dc~truidas por 11cutr6fllos humanos. 

Los troíozo!Los virulentos, sobreviven o conc~ntrocioncs de 

nás de 1000 polimorfonucleorcs por amiba (26). 

Mediante an~lisis de bio?Sias hunonns y de tejidos onlMoles i~ 

fcctndos expcriocntalmcnte osi como el uso de modelan in-vjtro se 

han podido identificar dos tipos de mecanismos citopotoa~aicos. 

Uno directo que requiere del contacto entre trofozoítos y cél~ 

las blanco, o ~ate se le conoce coao ''Citólisis por contact~''. 

Se hon descrito varios factores que pue~en estar implicEldns e~ 

la cit6lisis por contacto. Tres de ellos se encucnti·an asociados 

a una fracción membrana! llamada P30 (61). 

TaleR factores son: 

a) tres clases de actividades fosfolipásicas (A 1A2 y lisofosf.2,_ 

lipasas). 

b) ácidos grasos libres acu~ulados durante el lapso de ln act~ 

vaci6n de P30 (68). 

Loa ácidos srasoo libres poseen diversas propiedades biol~stcas -

que podrlan contribuir al mecanisao citopatosénico de la araibia-­

sis: influyen en la depresión de la respuesta inmune y activan 

las fosfolipasas endósenas de las células blanco hasta el punto -

del suicidio (63). 

c) Un factor potenciador anfipático (62). 

Adeoás de los factores asociados a P30, se ha propuesto que la 

prote1na formadora de poros (amebaporo) podria contribuir a lo c~ 

t6lisis por contacto (22). La aaeboporo, es una protc!na amibiana 

que tiene todas las propiedades que se requieren paro inducir - -

muerte celular: Forma canales i6nicos de alta conductancia pcrme~ 

bles a sodio, potasio calcio y protones. 

Los canales permanecen cerrados, hasta que por estimulación de l~ 

amiba, la proteina es liberada e incorporada de manero es~ontúnea 

dentro de las célulns blanco (70). 

El oecanisrno indirecto propone que el efecto citopatocénico se 

produce por la acci6n de las citolieinas de orinen leucocitaria -
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pnra lo cuul dcbv exi~Llr un factor anibinno, que induzco la dc-­

cr.1nuluci~n y lisi~ de los leucocitos polimorfonuclcarcs y macr6-

fagu~. 

Estudio~ rncdinntc interacciones de J. histolyticn HMl con c61~ 

las de ovario de honstcr (CHO), asl como de polinorfonuclcarcs de 

humano ooalizados por microscopio clcctr6nica, han demostrado que 

al contacto de los trofo:oitos con las células blanco, provoco 

una oltcraci6n de la mcobrana de los células blanco. Estos tien-­

det1 a redondearse, se desadhicrcn del sustrato, hasta que son fn­

gocitadns por las amibas (56). Algunos autores dicen que las cél~ 

las muer~n antes rlc ser fagocitados. 

Para que se ~fc~túc la citólisis por contncto y se realicen 

lon mecanismos antc9 mencionados es necesario el rcconociotento -

celular entre amibos y células blanco. Se ho propuesto que éste -

rcconocioiunto sea o través de mol~culas a nivel de ~cmhrona de -

la amiba y que 5~tos mol~culas seun del tipo de las lcctinas (54) 

(12) (36), 
En el caso de las bacterias, se ho encontrado que muchos espe­

ci~~ contienen una lectina en su superficie, la cual puede mediar 

la adherencia a las células epiteliales (51). 

Las lectinas ~011 def~nidas como glucoproteinas que unen cnrbo­

hidratos (27). 
En 1980, se reportó 1a purificoci6n y propiedades de uno lect~ 

na de !· histolytica la cual está presente en varias cepas de a~~ 

has. Esta lactina media la adherencia de la amibo a otras células 

(como eritrocitos y c~lulos de ovario de hamster) su actividad es 

potencialDente inhibida por el azúcar N-acetilglucosaoinn (52). 

Recientemente se encontró que cada cepa de amiba, tiene un pa­

tr6n especifico de adl1csi6n-iohibici6n por carbohidratos. Asl por 

ejemplo se demostró que para la cepa HK9 el inhibidor m~s potente 

es N-acetilsalactosamina 1 mientras que para la cepa HM38 resulta 

ser un inhibidor más potente el azúcar N-acetilmnnosaminn (12), 

Lo anterior sugiere que estos azúcares están presentes en la 5u-­

perficie de las células blanco y qub pueden servir como li3nndos 
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para la lcctina de la. amiba. 

Se han hecho estudios pa.rc:i. det~:-mindr la r1:~lar:ión cntr·c la ac­

tividad de la lec tina c .. ,n la adherencia , el gi..,aclo d~ eri trofago­

citosis y la virulencia de las cepas. (5~ ) . Al respecto se deter­

minó que que hay una relación directa entré la prr.::•encia de la a.s._ 

tividad de la lcctina en la cuperficie de los trofozoitos y la e­

ficiencia para adherir eritrocitos ( f. 1•). 

Existe también una correlación directa enti.,~ la velocidad eri­
trofagocít:ica y la vi:--ulencia, fln cambio cepas .:le .. .iferente viru­

lencia mostraren propiedades de adherencia !:emcj.3.ntes. Esta falta 
de correla~ión en"tre adherencia y virulencia se ex¡:.lica porque 

la fa.goci tos is implica va1~ios eventos, la adher-encia es uno de -­

esos factores que son previos a la fagocitosis. 
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2. ANTICUE~POS MONOCLONALES 

2~. ANTECEDENTES 

Desde 1847 Jlrnrry Ucncc Jones, encontr6 que los pacientes qu~ 

cursoltan con miclomd aGltipJc. excretaban grandes contidadc~ de -

protc{11es por viu urinario. Un siglo mAs tarde, se identificaron 

como cudcnos li3cras de in~unoglobulinas {Proteínas de Bcnce -

Janes). Estos prot~inas tienen la ceracter!stico de ser liooog~- -

noa~ ya que provienen de una sola clona de c6lulas plasnfiticas 

que ha proli!c:ado anornalmentc (16) (17). 
En 1957 Burnet, desarroll6 la ''Teoría de la Selección Clonal 1

' 

la cual explica como un animal puede producir anticuerpos capaces 

de rcuccionar específicamente con cada uno de los al parecer, il~ 

mttado nGmero de ~r1tiaenos (10). Esta teoría propone lo siguiente: 

Fl g. (1). 

LoR linfociLos inrnunocompetentes, portan a11ticucrpos rcccpto-­

re3 sobre su mechrana celular con especificidad idéntica a los o~ 

tlcuerpos que ser6n sintetizados por su prosenie cuando son acti­

vado~ y diferenciados. 

Cada linfocito inmunocompetcnte porta anticuerpos receptores -

de especificidad r~stringida. 

Los linfocitos encargados do la síntesis de anticuerpos de co­

da eopecificidad, se llevan acabo durante la diferenciación, an-­

tea del contacto con el antígeno. 

Los antlgenos estimulan clonas específicas para proliferar y -

diferenciarse eu cElulas plasmfiticas y en c~lulos de memoria, rne­

diant~ la interacción con sus receptores. 

Eata tcor!a ha sido verificada expcriocntalrncnte y se considero -

el doCMA central de la Inmunología. 

Pe acuerdo a c~ta tcor1a, cada uno de los anticuerpos es mono­

clonal, y los anticuerpos presentes en el suero, representan la 
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Ant!eeno con dos determinantes que estimulan distintos 

linfocitos para. 

1). ~ 2). o 

2)43).4 Los linfocitos proliferan y 

se diferencían. 

3)=9= 

FIGURA l. LA FIGURA DESCRIBE LA TEORIA DE LA SELECCION CLONAL. 

Diferentes detc;minantes sobre un antígeno, estimula lü respues­

ta de diferentes clonas de linfocitos. Cada anticuerpo porta recep­

~ores específicos para cada uno de los determinantes. 



-')-

Numo 'I'' loli 11nti~u~r11os nonoclonalcs dirigidos contra cada detc1·­

mlnnntc a11tiu~nico. 

2o. PRODUCCION DC ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los prin~ipuJ.e~ problemas para el anAlisis químico de anticuer 

pos, fuct·r>n por un lodo, la heterogeneidad estructural del parás:f:. 

to y por el otro lu dificultad para obtener material ~uficicnte y 

homon611co, Re5ultndos valiosos de inmu1103lobulinas se obtuvieron 

de pacientes r.on rnicloma por ser homogéneas. 

Este problema fue superado por Kohlcr y rtilstein en 1975 cuan­

do demost1bron que fusionando células de mieloma de ratón con li~ 

focitos 8 esplénicos de animales inmunizados con un antígeno par­

ticular se obtuvieron miclomas-híbridos o ''hibridomas 11 que produ­

cen anticu~rpos e~~ecíficos para un solo determinante ant1génico. 

Loa hibridos prtsentan las siguientes propiedades: el car6cter 

inmortal de las celulas de mieloma y la capacidad de producir an­

ticuerpos especif icos. 

Para la producción de anticuerpos, las células híbridas 8e cr~ 

cen en cultivos en forma indefinida o se inyectan a animales en -

la cavidad peritoneal para su producción o gran escale. Cuando 

son cultivados, se recolecta el sobrenadante y las células pueden 

congelarse para su recuperación cuando se rquicro de más anticue.!. 

pos (37) (38) (39). 

2c, APLICACION DE LOS ~NTICUERPOS MONOCLONALES. 

La tecnología de los hibridomas productores de anticuerpos mo­

noclonales ha revolucionado la investigación de las ciencias bio­

lógicas. En la actualidad, son oúltiplcs las aplicaciones. Algu-­

nas de ~stas son: Obtención de anticuerpos puros a partir de un -

antlseno impuro lales como hormonas, enzimas, interferón, cte. 

(40). 
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En i1lmunocnsayon para cunntifj.coci6n de cnzlrnos, horconnH e inmu­

no~lobullnas con fin~s di~gn6stlcnft como gn~udoLropino cori6nica 

humn110 en pruebas de c~bnrazo. Pnrn .!ofinir lns anLiGcnos del si~ 

temo de hi~toconpatihil1JJd, idPntliicaci6n de ontíccnos para el~ 

sificaci6n de lin(un1a~ y lcl1cemius !43). T~nl>i~n paro determinar 

aubpoblncioncs cclulnrc~ funcionales linfoides (59). Con fines 

toxon6micos c11 vjrus, ~acteria~ y pnrisitos. En el estudio de íun 

clones biol6cicas pnr cjcu,lo anticuerpos contra ciertos antige-­

nos de superficie celular involucrados en actividades de citotox~ 

cidad, de actiV1\ci6~ celular y de rcconocimtcqto !~munc. 

2d. ACS MO~OCLO~ALES EN LA CARACTERlZACION DZ HOL~CULAS QUIMICAS 

La relativa facilidad con que se obtienen anticuerpoD monoclo­

nale~ para cualquier antizeno, ha pcroitido emplec~los co~o ins-~ 

trumento ~ara caracterizar hormonas. p~ptjdos y p~oiuctos celula­

res con actividades ~iológicas como son proteinao. po1isncóridos 

y lipidos. 
Ejemplo: 

Se ha dc~ostrado que los ant!ncnos de Chla~Ydia trachomatis 

tiene determinantes que son vitales en la inf ectividad e inMunop~ 

tos6nesis de la enfermedad (31). 
Empleando anticuerpos monoclonales se realizó la caracterización 

fisicoqu!mica do los antlscnos especificas de e~nero,, especie y -

aubespecie, cncontr~ndo que aquellos ant1gcnos especificas de gé­

nero, parecen ser carbohidratos mientras que aquellos que son es­

pecificas de especie y subespecie son de naturaleza proteica, es­

eo ha per~itido precisar la clasificación serológica y detectar -

diferentes especies de f.h.· trachomatis (66). 

Estudios de reactividad cruzada, indican que los anticuerpos -

obtenidos de suero~ de pacientes con lepra, reconocen una varie-­

dad de ~icobac~erias (1) y (41). Por medio de anticuerpos cono-­

clonales 2 de estos están presentes en ouchas especies de micoba~ 
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terios mientra~ q11c los otros dos son de distrib11ci6n limitada. 

Lo carnct~rlzación química indicó que aqucJlo~ antiscnos de 

distribucj6n limitada son de naturulczo prot6lcu, aquellos anti&~ 

nos que ~e encuentran en muchas especies son carbohidratos. Sin -

embargo, los cuatro nntigenos estfin involucrados e11 lo res~uesta 

de las células B humanas hacia n. lcprae, ya que el suero de pa-­

cientes leprosos inhibi6 la uni6n de onticuer¡,ns monoclo:1al.e~ con 

cada uno de los 4 antlseno~ (9). 

Los anticuerpos reconocen en los antin~nos perfiles de config~ 

ración química. De esta manera, establecen unión específica ron -

determinadas ~olhculas 1 lo que permite identificur compoi1cntcs 

definidos. 

Uno de los obje~ivos de este trabajo, es definir y cnr~ctcri-­

zar ant1conos glucoprotéicos y glucolipídicos de la ce~brann pns­

m6tica de !• histolytica que sea reconocido por 3nticucrpos mo110-

clonales, ya que se ha sugerido, que los glucoconjugados, son 

levantes en el reconocimiento celular (5) (12) (36) (53) (54) 

(57). 
La caracterización de la naturaleza quimica de antlccnos indi­

viduales arnibianos, será de gran utilidad para disefiar modelos 

que permitan estudiar el papel de algunas moléculas de !· .h..!!>tolv­

ll.E.!. en el reconocimiento específico c~lula efectora-célula blun­

co, mediante ensayos ~e interferencia funcional. 
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II. O B J ET I V O 

Determinar la naturaleza química de los cpítopes de 
Entamoeba histolytica Feconocidos por anticuerpos mono-­
clonales. 
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REACTIVOS. 

Suero fetal de bovir.o de M.J\. Biopro<lucts, suero de ternera 

de Microlab y TYI-5_33 (reportado por Diamond) de BBL Biosate. 
Todos los dem!s reactivos fueron de grado analítico: 
Concanavalinn A rlc Miles-Yeda LTD 79001, NaIC 4 de J.T. Baker, 
Yodogen de: Pierce, r 125 de New EnglanC Nucledr. Peroxidasa de 

rábano ·tipo VI (Rz:3), 3-3 1 -Diaminobe;nzidiria D-5637, alfa-::-,etil 

D-man6sido, 0-fenilendiamina P-~aae, fenilraetanosulfonil fluor!!_ 

ro P-7626 y Subtilopeptidasa h tipo VIIl cta sigma Company. 

MATERIAL 
Papel de ni·trocelulosa de Schr:ü:-hcr & ShuF.:11 Ba:;s, película 

pnra rayos X CX-OMAT-X-RP-5) d~ Kodak México, placas para ELISA 
(nung) de Thomas Scientific y cámn~as de acrílico de 30 carri--

1.es. 
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IV. NETODOS 

l. CULTIVO DE]· l~istolyticu 

Se utilizaron trofo?.olitos de.§.. histolyticn cepa HHI:L~l$S ln 

cual fue aislado de un paciente con nmibiasis intestinRl por ttnr-

8Rrita de la Torre (Centro M~dico Nacional). 

El cultivo axénico se mantuvo a 36.5ºC en medio TYI-S-33 (14) su­

plementado con suero de ternera 15% y mezcla vitamñica de Diomond 

1. 5%. 

Los trofozoitos se cosecharon en la fase logarítmica de crccimic~ 

to. P~ra despegar las células de los tubos de cultivo, se mnntu-­

vicron a 4°C durante 10 oinutos y posteriormente se centrifugaron 

e 250 B por 3 minutos. Las a~ibas se lavaron dos veces con amort~ 

guador de fosfato de potasio 15 rn~I pH 7 y cloruro de sodio 175 mH 

(PBS-A). En ceda lavado las amibas se empaquetaron por ccntri(ug~ 

ción y el sobrenadante se eliminó. 

2. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES 

Ratones de la cepa Balb/c de aproximadamente 8 semanas de edad 

ae inmunizaron con lxl0 5 trofozoítos de ~· histolytica cepa H~tl -

en 100 µl de PBS-A. Cada inmuminización se realizó por via intra­

peritoneal a intervalos de dos semanas. Los ratones se desangra-­

ron 10 d1as después de lo última inmunización. 

Los conejos y ratones normales también se sangraron para la 

obtención del suero. La sancre de los animales normales asi como 

la de los inmunizados se centrifugó a 500 E durante 5 minutos. 

Las c6lulas se separaron por sedimentación. El titulo de los DU~­

ros y antisueros se determinó por ensayo inmunocnzimótico en fa~c 

s6lida (EL ISA). 
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rina.1!:".f.!nte lo~ !JUCrO$ SI~ gu.:ird.:iron en .. 1.l!CUOtc;"'\S congela.do~ ü 

-~O C h,1s~a ~u uao. 

3. ANTICUl.:R•'<lS MOllOCLONALES ANTI- f· ~~· 

I.os aaticuerpc.s m0noclonalcs fueron previdmen"t:e obtenidos c>n 
~l laboratorio (ll). 

Se fusioneron c~lulas de la línea mi~loide P3-X63-A68-6.5.3. 
con linfocitos fi esplénicos de ratones Balb/c inmunes contra la 

rnembrana plaz:ná.Ljca de f.· histoly"t:ica. La fusión se efeci:uó con 
poli~tilcn¡licol CPEG-400) al 50%. 

Los productoa de la fusión se distribuyeron en placas para 
cultivo de 96 pozos con fondo plano. Se adicionaron células ali 
menta.doras en una proporción de 10 6 timocitos por mililitro d~ 
susper:.s:i.ón celular bazo/mieloma. 

El medio de cultivo usado fue Eagle modificado por Oulbecco 
(Dt1f.M) suplementado con 20% de suero fetal de bovino (FBS) 2mM 

de L-glutamina,· l mM de piruvato de sodio, O.lmM de aminoácidoa 

no esenciales, 50 u/ml de penicilina y so¡.ig/ml de estreptomic.:f. 
na. 
Las células híbridds se seleccionaron agregando al medio de cul 
tivo hipoxantina aminopterina timidina(HAT) en OMEM suplemen'ta­

dg con 20\ de FBS. Después de 10 días se recolectaron los sobre 
nadantes de lds colonias que tenías 10 5 céluldS y se detcrminó­

por ELISA la prescncja de anticuerpos contra antígenos 'totales 

de ~· histolytica . 
Los cultivos secr·etores de anticuerpos anti-amiba, fueron 

clonados 3 veces consecutivas por dilución limitante a l célula 

por pozo. 

Poste:'?"".iormente se caracterizó el i.sotipo de los an"t:icuer:"OS 

monoclonales, el patrón de tinción en amibas fijadas y el peso 
molecular de los an-rígcnos reconocidos por dichos anticuerpos. 
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En este trobnjo, se cmplt.•arcn 15 clonas productoras dü anti- -

cuerpos que fiOn:· A~7. Al4!i..12, A35. Ad, C6, F9, D4, 1010, 21·'11, 

6G9, 586, lHB, 6113, Dl2 y DlO. 

4, ENSAYO INMU!;QENZHIATlCO r:N FASE SOLIDA (ELlSA). 

4a, PREPARAC10N DF. ANTIGENO. 

Se cosecharon y lnvarun lxl0 6 trofozoltos de L· histolyttcn 

e.epa HMl, se rcsuspcnd~cron en 1 ml de amorti~uador d~ fosfato de 

potasio 15 m~l pH 7 y cloruro de sodio 154 mH (PUS) que conten~n -

p-hidroximercuriberlzoato (p-H~IB) 2.5 mM CO'·l·l inhibidor de tiolprg 

teasas (6). Las c6lulas se lisaron 1ncdiantc 3 e.lelos de congeln-­

ci6n-descongclación en u~a mezclo de hielo seco-acetona. 

Se tom6 una allcuota para determinaci6n de proteínas por el m! 

todo de Lowry (44) y el hon1ogencjzado rc~tnntc se elmoccn6 a -

-20ºC hasta su uso. 

4b, DETECCION DE ESPECIFICIDADES. 

Se uti1izaron placas microtit11ladoras 11 NUNG 11 de policstireno -

con 96 pozos, En cada pozo de la placa se odsorvieron 50 uml de -

antlgeno de amiba a 25 µ&/ml en PBS, incubando pee dos·horas a 

37ºC. El ontigeno no u~ido a la placa se removió con PBS.conte- -

niendo Tween 20 al O.OS% (soluci6n de lavado). 

Los sitios libres del poliestireno se saturaron con 50 Ul/pozo 

de selatina al 0,5 % en PBS durunte 1 hora de incubación a 37gC. 
Las plecas as{ tratadas se expusi~ron a los siguientes ligan-­

dos. 

Primer Lisondo. 

Como primer ligando se usaron antisucros de conejo y de ratón, 

anticuerpos monoclonales y Concanavalina A. 

La concanavalina A (Con A) se utilizó como ligando detector de 
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nlucoconjugudo~ dellidn a HU ~npacidad de unirsn cspecIGic1tmc11tc -

a los curbohidrutoH como mJnosa y glucosa. I~~ Co~ A es 11nn lccti­

na que puede Lencr 2 6 4 ~itios de u11i6n pnr3 el azGcor de acuer­

do o ~u estado de ngrcgaci6n. De 5Hta mr1nnra la Con A s~ une a 

glucoconjugndo~ prcvinmuntc nrlsorvidus U la plOCR de ~oli~stirCfln 

y le quedun a~n sitios activos que 11ucden unir ntrO$ corbohldra-­

tos ( 8). 
La peroxidaso es unu glucoproteln~ que es reconocido pur lo 

Con A por lo que la eoplcamos coMo se~undo ligando pnrn ddtectar 

la Con A. Fig. 2A. 

El segundo ligando que se utilizó para detectar los anticuer-­

pos monoclonales y para el ontlseno fue les de caprino-anti-Igs -

de ratón conjudos a peroxidasa. Fig. 2b. 

La unión de la Con A se detectó con peroxidnsa de rábano, como 

ae explicó anteriormente. 

La exposición de éstos ligandos se efectuó durante dos horas o 

37°C secuido de una' aspiración para quitar el exceso y removerlo 

con solución de lavado. 

Finalmente se reveló la actividad enzimática de la peroxidnsa 

usando cooo sustrato 50 ~1/pozo de o-fcnilendiomina 2.7xl0- 3 M, -

H2o2 0.01 % en amortiguador de citratos 3.7xl0-J M pH 6.2. La 

reacción se efectuó en la obscuridad a 37ºC hasta la aparición de 

color naranja en el control positivo. 

Para suspender la reacción enzimática se agregó 50 ul/pozo de 

H2so4 4N. 
Los resultados se analizaron de manera visual. 

5. CONTROL DE OXIDACION DE LOS CARBOHIDRATOS DE f. histolvtica 

MEDIANTE ELISA. 

Pozos con antigenos glucoprotéicos (untigeno de amiba y - - - -
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nou111. 2, l>E'nCCIO!I DS: GUlCOCOHJUGAl>Ofl y ANTICUSRPOS COli'fR:, Al>lillA 

POB li:L •un.'OJ>O Dl: ELISA. 

l, an:tfeono de o.tnibn.4 2u., Conco.na.vn.line. A¡ 2b 1 prime1· lieando {nuero 

dei ra1:4n i.nm.lJlo cor:rtr& §.·h.~!!_tolytie-n. o nobrenadaute de hit-ridomas 

prod.u.ctores de an-ticucrpoa snonoolonn.loo)J :}o.1 poroxidaoa; .}b 1 Ie;o do 

o•~a.--.on~i-Ice de ratón conjugndaa ~ perox1danns 4 1 O...~e~ilendiamina.. 
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ovoulliúnJna) unido:-.; a la pluca fucrun trn~.Hlos c:on NaI0 4 25 mtl, -

50 mtl y 100 mtl rn amorLicantl1lr de t1·is-llCl 20 m~t pll 7.5 y clouro 

de sodio 500 ~ti (TílS). 

La oxidación se e(cctaú durnntr· 24 horas a .iºC (58). Cor.lo pri­

r.icr ligando se añodicrcn 50 ul/pozo de Con A 10 u/rnl disueltn en 

0.3% de gelatina y Buffet A que consiste de CaC1 2 l m~I. MsC1 2 
0.25 mM, NaCl 154 ~~¡ y T~cen 20 O.OS~. 

Pozos no tratados cun ~aI04 y cxpucsLos a Con A, se utilizaron 

como controles positivos, el control neaotivo consisti6 de pozos 

no tratados con el oxitlance v expuestos o Con A p~~viamcntc blo-­

quceda con alfa-mctil-D-manosido (alfa-~IM) 250 ort. 

La Con A unida o carbohidratos de la ar.iiba. s.e: expuso a 50 u l 

por pozo de peroxidasn d~ rábano 0.01 us/~l diluida en Buffer A y 

selatina 0.3%. La octividod enzinitico de la pcroxi<lasa se rev(•ló 

con o-fcnilcndinmina como se describió anterio~~ent~. 

6. RECONOCIMIF:NTO DE CARf\OHIDRATOS DE .f. ~lytica POR 

ANTICUERPOS MONOCLONALES. 

Una vez que el antígeno se adsorvi6 a la place 1 se saturaron 

.los sitios libres de ésta con s~latinn, la 
0

placa se dividió en 

dos partes A y B. 

Los antinenos de la parte A, se trataron con NoI04 50 m~I por 24 -

horas a 4°C, mientras que los pozos de la parte B na fueron tra­

tados. 

Posteriormente se expusieron a los sobrenadantcs de cultivo de 

los hibridos productores de anticuerpos monoclonnles en dilucio-­

nes cuartas seriadas l1asta 1/256. 

Como control negativo, se colocó en las dos partes tlc la placa 

sobrenodante de un hlbrido (8010) con especificidad para el sist~ 

ma nervioso del ncocil (langostino de río), donado por Zlizabeth 

Becerra del CINVESTAV. 

Los anticuerpos monoclonales se incubaron tonto con los antia~ 
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nos oxidados como con los no oxidados. 
Las in~unoglQbulinas unidns cspecificanc11tc se detectaron mc-­

diante el conj11cado pcroxidasn-anti-Ics de rat&n, diluido 1:2000 

en PBS-gclotinn 0.5%-Tuccn 20 0.05%. 

El conjugado unido se dctect6 con o-fcnilendiamina que es sus­

trato de ld pcroxJdasa. 

!.as lecturas se rca]~za~on de manera visual. 

7, OBTENCION DE ANTIGENOS PARA ELECTROFORESIS, 

El paquete celular previamente lavado, se rcsuspcndi6 a una 

densidad celular de 12-15xl06 amibas por mililitro en tris 100 mPI 
con (p-UMB) 100 r.1M cor.to inhibidor de tiol protcasas (6), se agitó 

en vortex por 5 minutos para tornar una alicuota de 50 µl y deter­

minar proteína ocdiante el m~todo de Lowry (44). 

El eFtracto se oiluyó 1:1 con amortiguador de muestro 2x para 

electroforesis qua contenía tris-HCl O. 625 M pll 6. 8 1 duodecil su..!. 

fato rle sodio (SDS) 2.5% &licerol 10% y azul de bromofenol. 0.01%. 

Inc1ediatomente 8e soncti6 a ebullición durante 5 minutos en bafio 

marJa. Se guardó a -20ªC hasta la corrida elcctrofor~tica. 

Antes de usarlo se le añadió 2-mercaptoetanol para tener una -

concentrac16n final de 5%, se hirvió durante un oinuto y centrif~ 

36 a 800 g por un minu~o. 

B. ELECTROFORESIS DE ANTIGENOS DE ~· histolytica EN GELES 

DE POLIACRILAMIDA-SDS. 

Preparación de Geles 

La electroforesis se efectuó en geles de poliacrilnmida con 

SDS (42) de 9 x 15 cm y 1.5 mm de espesor. 

Las concentraciones finales de los geles fueron las siguientes: 

para el gel separador acrilamidn 7.5~. N,N'bis-rnctilenacrilamida 
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0.2~, trts-HCl 0.37(1 il ;>11 8,8, SOS 0.1 7.. pcrsulfuto de mnonio 

0.3: y N,N,N 1 ,:i'-r-:tt·.ir.1ctilondiM:•~an (Tt:~1l":D) O.OS:':. 

Para el ucl conccntradar se utili~6 acrilanida3 ~. N,N'bis-mcti-­

lcnocrilooida 0.08 ~. ttlb-!lCl 0.125 M pH 6.8, SUS 0.1 %, pcrsul­

fato de amonio 0,03 ~ y TE~IED O.OS :. 

Corrida E1.ectrofor6tica 

Se prccorrió el uel scpar~dor durante 30 minutos a corriente -

constante do 25 mA en druorttnuador de tri~ 0,025 rt, c1icino - - -

0.192 M pH 8.3 y SDS 0.1 %. 

En~ccuida se prepar6 el ccl concentrador quedardo en la parte 

superior de el gel scpar~dor. Una vez gelificado se depositaron -

las muestras separados por un carril que contenía los marcadores 

de peso ~olccular. 

Se aplicó una corriente constar1te de 15 mA, la c·inl fue intc-­

rrumpida cuando el c~lorantc indicador ~e corrldn (azul de brono­

fcnol) ~isró a O.S cm del borde inf~rior del ael. 

Se desmont6 el gel de lo c~mara y De prepar5 pora la electro-­

transferencia. 

9. ELECTROTRAUSFERENCIA DE ANTIGE~OS UE J. hislolytica A PAPEL 

or NITROCELULOSA (PNC). 

El sel de poliacrilacida SDS que contenía los antiscnos de - -

~· histolvtica separados clectruior6ticnmcnte, se transfiri5 a 

PNC como lo describió Towbin y col., 1979 1 (67). 

El PNC se puso en conto~to con el gel previamente equilibrado 

durante una hora con nnorttguador de transf orencia que contenta -

t.ris base 25 mM, glicina 192 mM y octano! 20:Z v/v. A cada lado de 

la unidad PNC-ncl se ados5 un filtro watman No. 3, una fibra do-­

m~tica 1'scotchbritc 11 y un soporte de pl~stico formado por un -

''Sandwicl•'' aostenido por dos ligas. 
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La unidad se form6 con lon componcnt~s hfincdos c~itando la pr~ 

sencia de burbujas entre. PNC y el gel. 

Ln clcctrotransfercncin so realizó con omortiguudor de trnnsf~ 

rencla en una chmare donde el r·~C qucdb orier1tado hacia el St1odo. 

So oplic6 un voltajé con9tn11Lc de 75 voltios en una iucr1te Rio-RnJ 

a 4°C durante 16 horas. 

10. TINCION DE PROTEINAS EN PNC. 

Se cortó una tira de PNC con 1 cm correspondiente a los rnurco­

dorea de peso moleculnr y se tiñ6 con n~gro de amidn al 0.1 % en 

6cido acético % durante 5 minutos, posteriormente se lavó con -

icido acético 2 % calentado o 90°C y se secó a temperatura ambie~ 

te (15). 

Otra tirn de 0.6 cm que correspondía a el patr6n de antiz~no -

total de !· histolytica se tiñ6 con tinta India de acuerdo a -

Jlenkcock y Tsans, 1983 (28). La tira de PNC se lavó 3 veces me- -

diente incubaciones de 10 ~inutos con PBS-TWEEN 0.3 %, Al térnino 

de los lavados se agregó tinta India en una concentración de -

l ul/~l de PBS/TWEEN 0.3 % incubando de 2 a 18 gotas hasta la ap~ 

rición de las bandas. 

Finalmente la tira se lavó con agua desionizada y se secó a 

temperatura ambiente. 

11. OIIDACION DE CARBOUIDRATOS DE!· histolytica El PNC. 

Ant!genos de ]. histolrtico previamente separados por electro­

foresis y transferidos a papel de nitrocelulosa se trataron de la 

rnanera si3uiente: 

Se cortaron 3 tiras de PNC de 0.4 cm dú uncho y se colocaron en -

uno c4maro de acrílico en carriles separados. 

Los sitios libres del papel que no contenían proteinas de la -

amiba, fueron saturados por la adición de una solución que cante-
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niu alb~ninu de b~vino (BSA) 3 ~ p/v y n~lntinn 0,3 :. Se agitó -

co~sta11tr~o11tc por cspncio de dos horas a tcnpcrotura ambiente. 

Ln ttro N. 3 fu~ tratada con Nuro 4 0.03 ~t en (TB~) por 18 horas 

o teopciaturo urnbientc y con constonte a3itnci6n. 

Los titas 1 y 2 se trataron en las rnismn~ condiciones pero con 

NnI0 4 • 
El metopcryodato de sodio se scpnró de las tiras mediante osp~ 

raciones y lavados con Buffer A. 

Como ligando detector de cnrbohidratos de la aoiba fue utiliz~ 

do Con A 50 U g/r.t' diluida en Buffer A con gelatina 0.3 ::. 

La Con A se hizo ~uteraccionar con la tira 3 y con la 1 que se 

usó como contrQl positivo. 

Para el control negativo, la tira N. 2 se incubó con Con A a -

ln que se le bloquearon previamente sus sitios de unión para car­

b(>hidratos con alf~-MH 250 mM. 

La uc16n de ~sto3 ligandos fuE efectuada 2 horas a temperatura 

ambiente, asitando constantemente. El exceso de los reactivos fue 

remov~do lavan1o con Buffer A. 

Para decectar lo Concanavnlinn A unida o carbohidratos de ln oni­

ba se adicionó peroxidasa de rlibano 50 \.1 g/ml de Buffer A y ge lo-­

tino 0.3 ~. La uni5n se permitió por dos horas a temperatura am-­

biente al final de é·ste tiel'lpo, la peroxidoso no unida se elimin.§. 

lavando las tiras con Buffer A. 

La peroxidasa unida específicamente a la Concanavalina A se d~ 

toct6 con Diaminobanzidina una concentración de 0.03 % de tris 

HCl 60 mM y H2o2 0.06 ~. 

Lo reacción transcurrió en lo obscuridad, durante 15 ninutos a 

temperatura ambiente, 

Finalmente las tiras fueron lavadas con Buf fcr A y analizados con 

respecto a los controles (positivo tira 1 y nesativo tir3 2) 

Fia. 3. 

12. RECONOCIMIENTO DE CARHOUIDRATOS DE!· hi"tolvtica POR 
ANTICUERPOS MONOCLONALES EN PNC, 

Se cortaron 36 tiras de PNC de 0.4 co con ontiscnos previanen­

te trnnsfe~idos. Se colocnron en una cámoro de acrilico con carr~ 



1.- Control panitiva. 

•+ o + ~+O ~ a oaloi• 
naranja 
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2.- Cohtral nouativo. 

Sin oolor 

3·- 0%.idaoion. 
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FIGURA 3. DI,\GRAML DE LA OXIDAClOll m: C.IRllOHIDRATOS D>l 

!i·!!!..!!i~lE!!_ en PHC. 

a, ant!gono; b, Con AJ e, Peroxida:laJ d, diaminobonzidin;:i. 

2b, Con L bloquead.o. con al!'a-)tMJ )a., :intígano 't:ra-tado oou 

11n10
4 

o.oJ;.:. 
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'l'ndu:~ lufl Litn!~ ~·~ :>01Lurn111n con \tna :;olución quo cont.enin l~SA _!t1· 

3 '.t p/v HL•lntiua O.:\ r. t•n l'US. Lri :oaturacií1n sr cfcct.uó durante -

2 l1orns 11 tcmp~r11tu1·n ;11"l1irttlu y Ll1f1 ¡igitnci611 constante. 

18 Lil"llS i:u· :1omc.•Lll'IOO n 1., O>i.111.11 .. ión cr.n Nal04 ':>O mN t,11 1'BS -

pt'lr 113 horus H tcmp1•rntura amhit•nt.C'. J.¡is ti.rlis rt!Rl;:u1les ~e mi:tnt]l 

vl1•ron ol 111isnto tiempo con TBS. 

Al final de lo oxidnci6n se rcnlizaron l.nvodos con Buffc~ A p~ 

rn extraer el peryodoto libre. 

Posteriormente todas lns tiros se expusieron a los siguientes li­

gandos: 

Primor Ligando 

Se emplearon 15 anti.cuerpos monoclonales: AS, C6, F9, 1)4. lDlO, 

2Fll, 6G9, 5B6; lHS, 6113, Dl2 y 010. 

Antes de su uso, se detectó rcactividad poAitiva por ELISA co~ 

tra ant!gcnos totales de~· histolvticn. El control positivo fu~ 

un anticuerpo policlonal de ~atón inmune contra A· histolvtica y 

el control de ~ste, un ~uerr, normal de rac6n. Como control ncgac~ 

vo se utilizó el anticucrp~ monoclonol BDlO irrelevante en Aste -

sistema. 

Los 15 anticuerpos monoclonales y los 3 controles, se expusieron 

tanto a las 18 tiras oxidadas como a las no oxidadas. 

La incubaci6n de los lisandos se permitió durante dos horas a tce 

pcratura ambiente y con agitación constante. Enseguida se lnvó por 

3 veces con (PBS/TWEEN O.OS %) mediante incubaciones de 10 minu--

e.os. 

Segundo Lisondo 

Se utiliz6 Igs de conejo nnci-Igs de rotán marcada con I 125 

por el método de yodoB~n (46). 

Cada tiro de PNC se incubó con 1 125-Igs de concjo-anti-Igs de ra­

t6n a razón de 2xl0 5 cuentas por minuto por mililitro (cpm/ml) <l~ 
luido en solución de lavado por dos horas a temperatura ambiente. 

Las tiros de PNC se secaron y se expusieron a peliculas de ra­

yos X-Kodnk X-omat {•-kl). 
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13. RECONOCHllF.~!TU DE PROTE!~AS o~; f.. histolytica POR 

ANTICUIRPU5 HONOCLONALES HEDIANTE INHUNODOTT. 

A. Antigcno p1cp.1rndo para electroforesis en una concentraci6n de 

7'50 us/ml RP le rñadió 250 Ug de la enzima subtilopeptidnsn A u 

37~C durante dos horas. Posteriormente se le agregó fenil~ctano-­

s11lfonil fluocuro (P~ISF) 2 ~~I durante 30 minutos a temperatura 

ambiente para inhibir ln enzima. 

Se cortaron 19 tiras de PNC de 2x 0.8 cm. En la parte superior 

de éstas se colocó 5 1J l del antígeno trato do con la enzima. En la 

parte inferior se colocó 5 Ul de antigc110 no tratado. 

J.as tiras se secaron a temperatura ambiente y se colocaron en 

una cámara de acrjlico. 

PHra eliminar el nnt.igeno no unido al papel, se realizaron lava-­

dos mediante a~piraciones con solución de lavado. 

Se ensayaron iot.1 ant.icuer[>os monoclonales (A57. A14Al2, AJS. -

AS, C6, F9, D4, !DIO, 2FI1, 6G9. SB6, !HS, 6113, Dl2 y DIO) con 

los siguientes controles: Suero normal de ratón, suero de ratón -

inwunc contra!· histolvtica, anticuerpos monoclonales nnti-octi­

na y 8E4 anti- el sistema nervioso del ucocil. 

B. Por otro lodo, en 19 tiras de PNC de 2x0.8cm, se colocaron 5 ul 

de antígeno prcpnrado ~ora electroforesis u uno concentración de 

250 µg/ml. En cada tira se colocaron 2 gotas de ancigcno sin tra­

tar y en la inferior, antigcno calentado o lOOºC durante una hora. 

Se dejaron secar las cotas a tcmpcrnturn ambiente y enseguida 

se lavaron los tiras con ~olución de lavado paro eliminar el nnt~ 

geno no unido al papel. Los anticuerpos monoclonales que se prob2 

ron .fueron (AS, A57, A35, Al4AI2, C6, 1010, DIO, DI2. F9, 04, - -

2Fll, 5B6, lHB y 6H3) con los controlt:!s (suero normal de ratón, -

suero de ratón inmune contra f. histolytica y el anticuerpo ~ono­

clonal 8E4. 

Lo actividad de los anticuerpos monoclonales, tanto con los a~ 

tigenos tratados cnn la cnzimn como con los tratados mediante ca­

lor, fue revelada con t1n segundo a11ticucrpo (Igs de conejo anti­

Igs-dc ratón marcntla con 1 125 . 
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Ln uni6n de Esto~ li&ündos s~ rcali~6 ~uno se dcscribi6 en el 

ensayo pnro el rcconocloiHnto de corbnhirlr~tos de~· histolyticn 

en PNC. 
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V. R E S U L T A O O S . 

1. OXIDACIOtl DE 'ARBOtllDRATOS DE f.hístolytica. 

Con el objeto de demostrar la oxidaci6n de los carbQhidratos 

de f.. histolvtlca por ensayo inmunoenzimático en fa!'C sól id.:i_ 

ELISA, se utll Izó como primer ligando una lectind (Con A) que 

es capaz de unirse, por un lado a los carbohldratos de la amiba 

y por el otro a la glucoproteína peroxidasa (8). 

La actividad enzimática de la pcroxida$a se detectó con o-f~ 

nllendiamfno que da lugar a un producto colorido como st µuedc 

observar en la ffg 4. Los carbohidratos d&l extracto de f.hlsto 

.Lx..!.!..E.a unen a la Con A y por lo tanto .:i la peroxidasa, obscrvá!!_ 

dose un color naranja como producto de la reacción enzimática, 

pozos 8 y C (7-9) control positivo. CU<lndo los ~ftfos de la le~ 

tina bloquoaron con el azúcür alfa-HH, ésta no se unió <l los 

carbohldratos de la amfba y por lo tando no se obscrv6 desarro­

llo del color, pozos F y G (1-12) control negativo. 

La peroxldasa en una concentración de 0.01 u9/ml pozos O y E 

(1-12) no desarrolló color por sr sola, durante el tiempo en 

que aparecfó éste en el control positivo, lo cual indica que el 

desarrollo del color en el control representa la unión especí­

fica de la peroxldasa a la Con A y ésta a los carbohldratos de 

la amiba. 

Se ensayaron diferentes concentraciones de Nato 4 ( 25mH, SOmM 

y 100 mM ) • 

A una concentración de 25 mH pozos B y C (1-3), existe una 1..!_ 

gera coloración naranja comparada con el control negativo, lo 

cual índica que con ésta concentraic6n de NalO~ aún existen car­

bohldratos sin oxidar y son detectados por ta Con A (como en e! 

control positivo). La coloración desapareció cuando se usó Na10 4 
50 mH pozos By C ('4-6). Por lo tanto, 50 mH de Na10 4 fue la co~ 

centración mfnima necesaria para que los carbohfdratos dejen de 

reaccionar con la Con A. 
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Los carbohidratos de ~ histolytica se detectaron con Concanavalina A 
en un ensayo tipo ELISA. Las oxidacione5 del antígeno se efectuar·on en 

placas microtituladoras de 96 pozos, con diferentes r::o11centracioncD ., 

de NaI04 • 

B a G 
B a G 
B a G 
B a G 

Pozos 

e l-3 > 
e 4-6 > 
(10-12) 
e 7-9 > 

Pcryodato. 

25 mM 
50 mM 

100 mM 
O mM 

El primer ligando consistió de: 

Concanavalina A 
Con A (bloqueada con alfa-MM) 
Pozos con solo el ser;u11do ligando 
Pozos con PBS y ningún ligando. 
Peroxidas Segundo ligando. 

D y C 
f' y G 
D y E 
A y H 
B a G 

(l - 12) 
Cl - J.2) 
(l - l.2) 
(1 - 12) 
(l - 12) 
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2. EFECTO DE No10 4 SOBRE UNA PROTEINA (BSA). 

Se ha reporta~o que durante las oxldaciones con peryodato, 

dependiendo de las condfciones de temperatura, tiempo y la co~ 

centracf6n del p~~ryodato, las protctnas pueden sufrir modffic~ 

clones no atri~uibles a la oxidación de carbohidratos (23). 

Para detcrmin"lr si en las condfc(ones en que efectuumos la 

oxldacl6n de los c.:irbohidratos de la amiba, las proteínas se m2 

diffcan real izamos un experimento tratando BSA con peryodato 

50 mH durant~ 2~ horas a ~ C. 

El primer 1 f9~1ndo fue suero de conejo anti-BSA y el control 

n~Datlvo suero normal de conejo. 

En la flg S, se observa que los pozos E y F (2-11) desarro--

1 l•ron un color n~ranja que disminuye su intensfdad cuando la 

df 1uc(6n es n1~yor. Esta ~isma intensld~d de color se observa 

cuand~ 1a BSA e" tratada con peryodato, pozos 8 y G (2-t 1). En 

ambos casos et suero de conejo antl-BSA dió un título de 1 :32000 

•n•I (zado de manera visual con respecto al control negativo po­

zos O y E ( 2 - 1 1 ) • 

3. RECONOCIMIENTO DE CARBOHIDRATOS OE g_.histolytfca POR 
ANTICUERPOS MONOCLONALES MEDIANTE ELISA. 

Después de establecer las condlcJones de oxidación con pery~ 

dato en el sistema ELISA, se probaron 15 anticuerpcis monoclona­

les para determinar si reconocen carbohidratos de Ja amiba; cada 

ant(cuerpo se lncub6 con antfgeno de~- histolytica no tratado 

y tratado con peryodato. Los anticu~rpos monoclonales (F9 1 A8 1 C6, 

A57,A14Al2, D4, SB6, IHB, 6H3, DIO, A35, 699, 1010, Dl2, y 2FI 1) 
dieron un título de 1 :256 cuando fueron Incubados con antígenos 

no tratados Flq. 6, Fig 7 y Fig 8. Las lecturas se realizaron de 

maner• visual y con respecto al anticuerpo monoclonal 8010 que­

es el control negdtfvo. Cuando el antígeno estaba tratado con 

con peryodato, se observa que los Aes monoclonales F9, AS y C6 

perdieron su actl~ldad por completo, en cambio A57 y Al~A12 solo 

disminuyeron su tftulo de 1:256 a 1:16 con respecto al control­

negatfvo. 
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FIGURA 5. EFEC1:0 DE NaI04 SOBFE UNA PPOTEINA QUE liO CONT!Ern: C/\R­

BOHIDRATOS. 

Todos los pozos se forraron con BSA 20 pn/ml. 
Los pozos By G (2-11) fueron traiados con Na!0 4 , mien~ras que los 
pozos E y F (2-11) se mantuvieron como controle~. El primer ligan­
do fue sue1•0 de conejo anti-BSA f.m difcren-res diluciones (los n.úms:_ 

ros en las .ah3ci~.:i.s representan los inverso;: de las diluciones em­

plea?as). Los pozos D y G {2-11) son controles ~n los cuales el s~ 
gundo ligando es suero normal de conejo. t.as líneas A, H, 1 y 12 -

son controles cuyos ligandos fueron sustitu::.ó.os por PBS. 



PBS­
A57-

A14Al2-

F9-

A8-

C6-
8010-

PBS-, 

Metoperyodoto de Sodio (mM) 

50 

( .r .~ - r· 

( .• '._:. ¡, 

( 

·~ «?) 

·~ 

1 1 
q ~ 

1 1 

~ 16 

1 o 

1 1 

~ ~ 
1 

~ 

1''IGURA 6. RXCOM.H.;I~Ii:'!NTO Dé! CAROOUID~A'l'OS DE ª-• !1.~"l.~~.,!_o_c.~ 1-'0R LOS 

llONOCLOl/AL;:S 1 A57, Al4Al2, »'], AS y C6. 

El. antS.ceno tt>ta.l do !.• hiotolytica trc:1iaC..0 oon ?faIO 
4 

pozoo B-0(?.-6) y el 

no tratado pozos B-0(7-11) oo expusieron o. loo o.nticucrpou monoolonalos 

(A57, Alllil:? 1 1'9 1 AB y C6). So utiliznron dilucionus cuartas comom~amlo con 

el eobrenada.nto ooncontr:ido (l) hnnta 1/256. (en lu :ticuro. catá indica-Jo 'º2. 

&io 10°1!1 inverooo do ltLS d.ilucionoo). 

Los controloo naga;tivoa ooni el o.nticu•)rpo monoclonal BDlO qu.o rt.conooo ol 

ul11te:na norvioao dol. aoooil y PDS q.io indico. lo. oxidaoi6n expontánea de ln 

o-tonilendiamlna, eroplc.".'\da como eustrato de: la peroxidno:.. 
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PIGURA 7. R.i::CO!iOCUtJS~lTO Di: CAn?OHif1P~'l'OS D.-:: ~· !tk:.:~_.;_lzt_i_~. POR UJ3 

MONOCLONAL:>S 1 A35 1 609, lDlo, Dl2 y 2Fll. 

En •ata enisayo, e• prob6 la roactividn.d d-3 loo antic':.lcr¡¡oo monoolon.cl~s 

(A351 609, lDlO, Dl2 y 2Fll) fron-to n ant!5onoo de .1!• hiotol;rti.<;J!. -tro.t;:_ 

doa 7 no '\.ratadoa oon Na:ro
4

• 

se util1znron la.a iniemo.a oondioionef\, o.co:a.od.o de muootrao y controloa 

que eo indico.n en la :fiStlro. 6. 
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J'IOURA s. !IBCONOCIV:l,.J!~'l'O n~ CARBOiJID:t:.o:us D:!: ~.~o_!;d;ic~ POR LO~ 

NONOCLOllAL~Sl ll4, 5Il6, l.i!B, 6H3 y DlO. 

SBta cno~yo 9 indicu la ra~Ctividad do loo anticuorpoa QODOOlon&lcs 

(n.Í, 5B6, 6R3, y DlO) cont.r3o anticcnos do ~.his_t~1-~c-~ trato.do:; y no 

'tratados con moto.p'"'1·yo·~.a:t.o de sodio. 

Se u~ili~aron lnu miomas condicionos de orgnnizaoi6n que oo indica.n on 

i.. ti¡¡ura. 6. 
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Todos los d~mjs anticuerpos ensay.idos (04 1 SB6, 1H8, 6H3, 3010 

A3S, 6G9, IDIO, 012 y 2Flt) dejaron de rcaccio11ar por el efcc·· 

to del pcryod.:ito, f"igs 7 y 8. 

~. PATRON AUTIGENICO DE EXTRACTO TOTAL DE f· !!...Ll.....t.~...!.f~· 

Se prcpar6 extracto total de~· histolytíca par<:1 etcct~ofo­

resls y se dcfínió el patrón de este prcpara~o mediante elec-­

tr"ofores{s en geles de poliilcrilamida-SOS 7.5% y se transfirió 

a papel de nitrocelulosa. 

Como se líluestra.cn lil fig. 9, se dcfínicron var{as bandas 

polfpcptídfcas del extracto, tanto en gel (carril 3) como en 

el papel de nltrocclulosa (carril li). Est.as bandas se encuen-­

tran en el Intervalo de peso molecular de 17 a 116 kd como se 

puede observar en los carriles 1 y 2. Los marci<!dores de peso 

molecular en el papel de nítrocelulosa fueron teñidos con ne-­

gro de omido (IS). y 1.:is bandus polipeptídicus con tlntil lnC:ía 

que es más sensible. 

Tanto el patrón poi ipeptídico como los marcadot"es de peso mol~ 

cular fueron revelados con azul de Coomazfe. 

S. OXIOACION DE CARBOHIORATOS OE s.histolytlca EN PNC. 

Proteínas de f· hlstolytfca y ovoillbúmina se eleetrotransfL 

rieron a papel de nitrocelulosa y se real izó una oxfdación con 

pcryodato 0.03M durante 18 horas a temperatura ambiente. 

En el carri 1 l y l f' de la fig 10, se observan las bandas 

que son detectadas por la presencia de Con A unidn a los carb~ 

hidratos de la ovoalLúmína y de lil amiba respectivamente. (co!!_ 

trol positivo). Estas bandas desaparecen cuando el antígeno y 

la ovoalbQmina son previamente oxidados con peryodato (carril 

3 y 3' ) . 

De Ja mlsmil manera desaparecen las bandas del antígeno de ami· 

ba y de ovoalbQmina, cuando se bloquearon los sitios de unfón 

de la Con A con alfa-MM. Cilrril 2 y 2 1 (control negativo~. 



116Kd 
92Kd-

67Kd- • 

43Kd- • 

17Kd-

2 4 

_FIGURA 9, PATRON ANTIGENICO DE EXTRACTO TOTAL DE !)_ histolytic,.;_ 

Proteínas totales de ~.histolxtica se electrotranafirieron de gelcc 
·de poliacrilamida-SDS a Papel de Nitrocelulosc:i CPNC). 

Los carriles l y 3 contienen las protejnas corridas en gel y los 

carriles 2 y 4 transferidas en PNC. 
Las tiras 3 y 4 corresponden al extracto total de ~ histolytica -­
las tiras l. y 2 a los marcadores de peso molecula.r que son las pr'o­
teínas: Mioglobi'!a 17 Kd, Ovoalbúmina 43 Kd, SSA 67 Kd, Fosforilas.a 

92 Kd y Beta-galactosidasa 116 Kd. 



a 

67Kd 

FIGURA J.O. :JXIDACION DE CAR60HIDRATOS DE E.histolytica EN P!IC. 

Los carriles 1,2,3 y l'Z'3' son tiras de PllC que contienen ovoalbÚ 

mina y antígeno total de ~.histolytic~ rcspec~ivamcr1tc. L~s ~iras-

3 y 3' se t~ataron con NaI0 4 30 mM durant~ 16 horas a temperatura­

ambiente. 
Tiras l y l'.- Se trataron sucesivamente con Con A y pcroxidasa.E~ 

tos son con~roles positivos que indican que lo5 carbohidratos pue­
den detectarse en éste sistema. 

TiI"as 2 y 2' • - Se trataron con Con A bloqucoda con .:i.l:a-MM y per2 
xidaGa. La ausencic:! de reactiv.idad indica la no unión de Con A. 
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6. EFECTO OEL llETAPERVOOATO DE SODIO SOBRE LA ACT ll<A DE i· !!.J.2. 
tolytica 

Para determinar sf existe modificación de las proteín~~ rlc 

la amibo cuando se efe~tGan oxidaciones con peryodato en pa~cl 

de nftrocelutosa, se ensayaron dos proteínas: actir.a de c~rebro 

de rata y proteínas de~· hlstolytica prevramñnte el~ccrotrans­

ferldas a PNC y se trataron con pcryodato en las mism~5 ccndi-­

c.lones de tcmper.ltura, tiempo y conccntrnclón en que 'it: real izó 

la o>efdecr6n para curbohldratos de la amiba ( fig 11). 

L• ~ctln~ e1 una proteína de peso molecular de 43 Kd. En la 

autorradfograffa de la fig 11, se demuestra la especificidad 

del anticuerpo monoclonal anti-actina de cerebro de rata ya que 

reconoce una banda de ~3 Kd correspondiente al peso mo1ccu1ar 

de ta actlna (carri 1 1). 

Este mfsmo anticuerpo monoc1ona1 reconoce también la actfna 

de amiba ( carrl 1 3). 

El carril 2 contiene el control negativo que cons istc de a~ 

tina de cerebro de rata y el anticuerpo monoclonal 012 anti-f_. 

hfstoiytica. Como se puede observar, no aparece ninguna banda. 

Después de que las actinas tanto de amiba como de cerebro ~e 

rata son tratadas c<.:.n peryodato, (carriles 1 1 2 1 y 3 1
}, el anti­

cuerpo monoclonal antl-actlna las sigue reconociendo con la mi.!_ 

me lntensldas que cuando no son tratadas. (carrf les 1,2 y 3). 

7. RECONOCIHI ENTO DE CARBOHIORATOS DE f.· histolyt lea POR ACS 

MONOCLONALES. 

Los antlcuerpos monoclonales (AS, C6, F9, 1010, 6G9, 012, 04 

2F1 t, 586, IHB, 6H3 y 010), cuando son expuestos a extractos t?_ 

tales de g_. hlstolytlca como el patrón que se muestra en la 

ftg .• 9 reconocen una banda pol lpeptfdica de peso molecular menor 

de20 1 000daltones (11). 



Peryodoto de Sodio (mM} 

FIGURA ll. ó'FSCTO DSL H~TA?~RYODATO ru; SODIO somü: LA ACTI!U. D!'~ 

~.hiotolrt..J.c~ • 

So eleotrotrarud'irioron aotino. de cerebro de ro.to. ~ ex:trao'to de 

!•bintol.ztica y :tueron expu~n-to.o a loe uicuioui.oa licandoe1 

Carrilca Protein.aa Tro.nuferidn.s Primer Ligand.o 

l :r l' Actina. de cerebro do ra:t.a. ""· monoclonal an'ti-o.ctin.n. 
2 :r 2· Aotina do cerebro do ro.ta Ao. monoclonal Dl2 anti.-nmibo.. 
3 '11 3• Protoino.s d• .!ó.· !;!.."-1.<>1.lúJ..!2. Ao. monoclonal. anti-aotinn. 

La.e tiro.e (l., 2 "3' 3) ee tra'to.ron con NalO 
4 

30 oM por 18 horn.o o. tompo­

ro.~ura ambiente. L:l3 tirn.o (1; 2; y 31 no tuoron trat~da.e. 



Estos antlcucrpos monoc1onales fueron probados oara determinar 

su reaccividad frente a carbohidr.'Jtos de la amiba (fig 12). 

Se obscrv~ que cuando fueron incul1~dos con antígeno no tra­

tado. rrconocieron ba"lo.Js Je peso molecu1ar menor de 20 Kd 

\carriles 1-14) 1 excepto los carriles 7 y 8 que corresponden 

al anticerµo ml)noclonal BE!i con especificidad para el sistema 

ner"víoso del acocll y fue util lzc1do com0 contra~ negativo. E~ 

tos mtsmos anticuerpos monoclonales pcrdierpn pcr completo su 

reactlvfdad cuando se Incubaron con antígenos que fueron trat2_ 

dos con peryodato 30 mM por 18 horas a temperatura ambfente 

(carriles 1 1 -IZ. 1
). 

Estos resultddos confirman los obs~rvacios en la técnica de 

ELISA. 

a. RECONOCIMIENTO OE PROTEINAS DE L-~.Lv.rJ~ roR ACS MON~ 

CLONALES. 

Con el objeto de tener idea de la estructur.:=J molecular de 

los antfgenos reconocidos por aes m<.1noclonales, se ensayó la 

susceptlbll ldad de éstos anticuerpos a una proteasa y al calor. 

Era de nuestro interés probar aquellos monoclonales que no pe~ 

dfron por completo su activid~d después de tratarlos .con pery~ 

dato mediante la técnica de ELISA ffg, 6. 

A) Se trató extracto tota1 de~· histolytica preparado para 

electroforesis, con la proteasa (SubtllopeptfdasaA). El atfge­

no asr tratado. se colocó directamente en PNC en 'forma de gota. 

Los anticuerpos monoclonales ensayados fu,!ron :(AS7, A8,C6, F9 

O~, 1010, 2F11, 6G9, 566, tH8, 6~J, 012 y DIO). En lo figuro 

13, se muestra la reactividad de éstos anticuerpos cuando los 

antfgenos no fueron tratados con la en~ima. Como se puede obseL 

var, los anticuerpos monoclonales reaccionaron con la misma in­

tensidad cuando se expusieron a antígeno5 no tratados (pozos de 

la par"te superior), en cambfo, en los controles se detectó que 

la reactivldad disminuyó cuando los l lgandos : suoro de ratón 

lnmune y el ac. monoclonal anti-actina fueron enfrentados a a~ 

tfgenos tratados con la enzima (tiras 1,3 y 5). 



A B 

FIGURA 12. RECONOCIMIENTO DE CAP.BOHIDRATOS DE ~· hiswlytica 

POR ANTICUERPOS MONOCLONALES-EN PNC. 

La parte B de la figura, se trató con me taper-yodato de sodic 3 O mM 

y la parte A se empleó como control. Lo~ ca.rl"i les indicados con -­

los nOmeros del l al 14 y l' al 14' se incubdron con los siguientes 

anticuerpos monoclonales: 

l y l'-AB 6 y 6'-Dl2 
2 y 2'-C6 7 y 7'-BE4 
3 y 3'-F9 8 y 8'-8E4 
4 y 4 1 -1010 9 y 9'-01~ 
5 y 5'-6G9 10 y 10'-2f~l 

11 y 11'-SBG 
12 y 12'-lHB 
13 y 1J'-6H3 
14 y 14'-DlO 

Los anticuerpos monoclonales del 1 al 7 y 1 1 al 7' provenían~ de -

sobrcnadantcs d~ cultivo de híbrido~~~ y del al 14 y 8 1 al 14 1 se­

usaron ascitis. El ac. monoclonal BE4 reconcce el air.tema nervioso -
del acocil y fué usado como control negativo. 



FIGURA 13. RECOHOCIMIEIHO m: PROTEINAS DF. g_ histolyticd POR P.'l­

TICUERPOS MONOCLONALES MEOIA!lTE INMUNOOOTT. 

Chda ~ira contiene dos botas de antíeeno de amiba; La superior e$ -­

tratado con subtilopcp~idasa A y la inferior no tratado. Como contr2 
les se utilizaron en las tiras (1 y 5) suero de ratón iumune contra­
~· histolytica , (2) suero de ra~ón normal, (3) ac. monoclondl anti­

actina y (4) ac. monoclonal con~ra el sistema nervioso del acocil 
8E4. Los anticuerpos monbclonales (anti-amiba) corresponden a las ti 
ras: 
6-A57 
7-Al•Al2 
8-A3S 
9-AB 
10-CG 

ll-F9 
12-011 
13-1010 
14-2Fl.l 
15-6G9 

16-586 
17-lHB 
1B-6H3 
19-012 
20-010 



. f 

O) En uo cxpcrl~cnto símflar al anterior. s~ prob6 Ja r~ac­

tlvld...,d de los anticuerpos monoclonales ( AB, A57, A35, A14Al2 

C6, 1010, 012, F9, 2r11, 566, IHB y 6H3}. despué~ de tr.ltar 

los 011tf9~no~ con c~lor durante tina l1ora a 93 e r¡g 14 (en Este 

caso, los ,,ntí13c1~0~ liºJfJÚl")S con c.alor 1 se c.c .. 1oc..>ron en la pilr­

te lnfcrfor de cada tfr"• y los nv lrat.:idos en la parte superior) 

Todos lo~ antlcucr~o~ 1nonoclot1Jles ens~yadns, re~ccionaron con 

la misma tntcnsidad eu~ndo se expusteron a ~ntfgenos tratados 

con calor que con lo~ antígenos no tratados. 



2 3 

nounl• 14. Rl'l.AC'l'IVIDAD D~ AC:l MOtlOCLONALf:s AHTl @_.IJ.!._~ly_t_~;:. vgsl'Ul>S 
llil TRATAR LOS ANTIGO:~OS CON Cf,UJR. 

C~da tira do PNC oonticno entieono du 3.hiotol;rticn on eotaa. 
La.s aupcrioroe son sin tra:tar y las inforior"o calcntuclo n 93-C dura.nto 
un.u. boro.. Loe aoa:troloa ootdn indicad.oo con loa n..tmeron. 

l.- su:lro normal de ratón. 
2.- euaro do rat6n in."Uuna contra S.hiatol• ... t.icn 
3•- 4o. monocl.ona1 8Z4 a.nt.i eist1J1~0. n,;,rvioso dol o.cooil. 
Lo~ onrril~e dol 4 al 17 corroepoudon a loa aes monoclonaloo que ao 
oncQ.ynron. 

4-AB 
5-A57 
6-.&35 
7-.U.4.\12 

8-a6 
9-lDlO 
10-DlO 
ll-Dl2 

l2-F9 
l.3-ll4 
l4-2Fll 
1S-5Jl6 

l6-lH8 
17-61!3 



-45-

V1. D I ~ C U S I O N 

lknHlo un p:.in~o "''" vhd.a inm\lnol.ó~ico, loe ~ntíconon do la. mo:nbrnn::i c<!­

lulh.l' do !·h!.:'!l.º1Y~'-.;:_::1. , aon l;o.::J principal~n f."IOlJcul.t.n qu() p:.ioden ton"3?' 

rolc.ción -:on la Ctc1 .. >6n efoctora dol oiutoino. inr.l.Wtc. 

En un 'traC:ijo :p1..:vio, Calder6n. 1 l:10G, (ll) co domoGtr6 por inmuno.fl11p. 

rosonoia. quo 1.os 15 a.nticu ·:rpos monoclonaloo cotudi.ndoo en el ?:c"O!Jent~ 

'traba.jo J"(:OODooi:-n. •.t:Jtl"'l!.Cturao que .oe cncuen'trnn e:n. la oup ... ,r!"icic do l.'.1 

e.mili., p'.?ro no ta;1 r.:.:Lliz6 la. curnotari~a.oi6n qu!1:iico. d., 1lich.-io ctolócul."-n• 

l:i"JOot'roa. ini~il'\(1,()S lt\ on1·act.orizaci6n qu!niic~ de l.o.s a1ol~oulna rccon2_ 

cid.ca.a por 4stos nntio~erpon monoclonnlcc, h~cioudo ol andlicio p~ra oa.r­

bohidratoo corno ?l'.lm•lra ponibil.idad dllUido a. que ue: ha plantc~do (lUO lno 

1\:lnnio11;')s d.6 rac:or.oc,tr:.ic:ni.o y a.dl.esivid.a.d o. lno e~~lulns blanco oo a. tra­

v&a da moltioulf.13 del 1.1po do clu.cooonjucadoc prcucntoa en l~ runil.Ja.. (5) 

(12) (;6) (5~). 

C~"bc mencibnRr que lo3 nntiouerpoa monoolonnleo ootudi~doo• Toconocnn 

bti.ndao de baj.:i ~,ooo molooula.r ( 20 k 1 ) inad.inuto clcctrotrn.nt.1fa1•encia. 

Exot\pto el monoclonal A57 que rccQnocQ don bcrndns poli.peptíd.J.ca.a de 

( 60 Y 20 kd) t y lo::i anticu~rpoo monoclona.lco (A)5 y Al4Al2) cu;ro Jl&co 

molecullU' no c:o ha Ce't~:...'"mino.d.o. 

Con el objoto da oooQcer lft oonoi~tcnci& do nuoot~oe rcaultados 1 el 

an4lir,io parn o~~.'bohidrntoa con lon o.nticuorpoo monoc:.lonnlos lo ei"ec­

'ttU~moe por dos calft.-=ido!::. SLIS.A i: I!·i.~Uim..<:I...:::CTRO':'ltA:lSF'..!!tt;~?lCIA • 

.. Dol nnllioia pn.rn c~r~ohic!.r~to::i m.edin.nte SLISA. con loo 15 ruitic:..:.er­

poo monoolounl<JBt dofinimon quo 13 do el.loa rtJoonoccn ca.rbohidrn:tos 

dobido n '!.~\e ~ordi"'ron ou. r!lactividad d.copu~o do trat.arloo con perycdato 

no obnorván:dosa on niucuna do lan dilueione~ ~m~le~d.o.~ (l n l/25G) on 

C""1bio, lor. 1.tntic\1~rpon monoclon~lcn Al4Al2 y A57 eolo dicminu:reron ou 

~f tulo do 1/256 a l/16 , ézto oolo r.e observó on ELISA ya ~ue en t~anar~ 

rcncia n1 Al4Al2 y t:l A35 no rlloonoc<:n an:t!~noo deena.tu.rn-lízu.don y ol 

A57 no oe prob6 por ~oto m.dtodo. 
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Por oloctrotrn.nofcri.lnciu, a., onn:lynrcn 12 Pr.ticut:rpo:.- monoclonc.lco cuy~ 

cuya. eepocit"iei:J:id ca par ant!gonos do ª•h..!.E_i.c?J ... "'~}-c..::_ ña 'tajo ¡ic~o mol•Jcu-­

lar • 

Lo.e ban1lne do roconocimientei que prcf1Cn1.P.n, tloanparacicron cunud.a loo 

a.nt:S:sanon i\loron tra-tados con poryoc!..ato, lo cuo.l sicnif"ica. 11;,ic loo u.ni.·i-­

cuorroo monoelonnlon reconocen oa.rbohic\rntoo. Eutc o.n.1.J.i .. :ic oonf'imn loe 

rcoultadon cncontro.<los por 3Ll~A. 

Utili.::o.nd.o difor.:!nt.eo concontrncionoo do peryoda.to, dctcl":r.inomoo que 

con una oonccn-troioi6n de 50 ctl-t do llt:.IO 
4 

a 4 C durnn~o 24 horF.o lofi cnrt.o­

hidratoe ee oxidaron. Esto lo domo,1trn.moo oxidando con pcryodo.tn ovoalbú­

inina o.oí oomo a.nt!eeno do aniba, obaorva.ndo cu pérdidn de reo.ctiv!.dad. con 

Conoe.nnvalinn. A. 

Es'too reBUltndoo ougicren ln toto.l. oxidnci6n de loo cE\rbohidrni.os de 

!1.•h.S._stolrlic~ en ELIF>A, yo. quo co ha encontrado que toé.a.e le.o mol4chlr-o do 

la muperf'ioie 4e la cmiba, non r'1conocida.o por Con A (12). Adc.1n.:!a ce ºª"~º 

quo el 89~ do loe onrbohidrntoo obtenidos do una moldculn encontrada en 

amibo.• eon1 eluo"ºª' i;alaotoan y xilooa prinoipnltnento. (33) y lG Con A ~ 

ead.a pnra do-tectar ce.rbohidrn1.oo ~iono cspocii"ioidAd po1• loo riC"..iionton 1 

D-g1Uoopira.noo3, D-mo.nopirano9a, D-fruotot\lranoan, oue gluc6cidoo 7 ontru_g_ 

turna ectdricRmcnte rolncionndr.o. (6) (27) y (50). 

La• condicionas del tratamionto con pcryodo.to po.rn. carbohidrnt.oo en 

papel do nitrocclulo~n f\loron d.i~erontoo a l~n que eotnblcoimoo on ~LlSha 

30 m14 da Nato 
4 

durante 18 horno a tomporntura. wnbien-te. 

Po.ro. o.se~rnr q,uo du.rmtto la oxidación, lo.u proto!uP.e de ln wni'ba. no 

frieran 1nodifioaoionoo quo al tornro.n su nnticcnicidad, utili~o.mos en nm-­

boe mdtodoc oontroloa1 En ELISh ompleo.moc e la albúmina 6~rica do E.ovino 

( BSA) 'Y' en inmunooloctrotranaforoncio. a lt'\ protoína {ACTIHA) una de l:i.o pr~ 

~e!nno muy coneorvadar en to~no lao c6lulo.a cuonridticas y que no encuentra 

en li·!!.~.c.t'!lv.t-.io.!!. (60), 
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El anticu~rpa r.:onoc1ona\ rinti-aotino. do cerobro ds ratai t:J.mbi6n rcconoci6 

la o.ctina do .un.iba, c\c tal for.r.n c;,uo no ot.~orv6 \\::J.;l banda da roconocimien-to 

correapondic;nt"i o.l pooo n1olc""'~.h1:- de ln :..ctina. 

Tanto lo. t'.i:tino. do la. t'.."T'i'.Jc., o:J;i,o lb B~:~, no f1.ltcru:t<on su r•ui.ctiviUnd óca­

pu:Sa d.o trnt.l.rlaa con ¡icr:roer.to cr~ lao ciemae condicion•1f# cu que ne ofect.\ló 

el análisis oon lo.!'1 ~tioue:•pus rJonoclona1~o. 

Loe reuult.adoa ñe éstoo cont.rolon noo indicwi q,ue lg, !"drdida do la roa.cti­

Vidr.:d de loa o.u:t.iouerpoa moflo..:.lonnloo ne debe a la mod:tfiCf\rli6n do loo oo.:r:-­

bobi~ato~ 7 no a la" protoin~.c de la ami u. 

El an4liaie inrnunoq,u!t11ioo pnra la. dotor1nio.c.ci6n dll lR. n.:..i.turnle-zn. poptíñica 

de loe epS.1.opee con le. bator!o. de los 15 tluticuorpoe monoclono.lco .f\1e evo.lua­

da oon la en~ima ~btilopeptidaza A, protoaeu que e jorce flU e fo e to Gobre loe 

mi'tioa llC'tivoe de loo residuos de eorina, (55), y por c".t t·~·r.tamionto con ca­

lor., .Amboe onnayoo u• e:teotuaron por o l an4todo d.e Inmunod.o-t.. 

El AD'tiouerpo monoolona.l o.nti -a.a-tina do c~robro de ra:ta( quo tc.tnbittn ra.o~ 

noca la aotina. do lo. nmiba ) dieminuy6 eu roo.otividad. deopude de que se t.rat6 

0011 subUlopeptidaoa. 

lo miemo e\lcolli6 0011 el anticuerpo poliolo~al contra wnibe "' ~i:;too rowlt~ 

d.oe ind.ioan 111 actividad. de la protenoa 1:1obr" lae protoínne do la Gal.i 00 1 por­

ml'tiendo de leta manera evaluar la aueoeptibilids.d. do lou op!topoe do 

!·h!.!!2~ioa que reaooiono.n con loe nnt:ieucrpoa monoclonnloe • Uincuno de 

loe 15 antiouerpon monoclonnlee anal.il'.&d.os modificó ou :ictivido.d d.eepuéo dol 

tratamiento con le. enzima. 

Por otro lado 1 do::iostrmos que o.nt!ccnoo de e_. lli_i~lnio~ trato.dos du­

rante' uno. hora a una tempero.tura. do 93 e, f\l,.oron reconooidoa por los nnti­

ouerpoa monoolono.leo con la mielU& inton~idnd quo loa n.nt!.e;onoo no tratado~. 

E•toe eneayoa s1.1ciero11 quo loa op!-topeo que roeonocon no son de naturaleza. -

pro te !nioa. 

'&l conoluei6n, en date trabo.jo dotorminnmoe q,uo lo:s op!topou de 

!,ehie-tol:ctic:i detectadoa con loll 15 o.nticao~'poe monoclonalcu :tuorona cota-­

ble• al calor durnnte uno boro. o. 93 e, rooiotontea a la. 11ns.im.a eubtilopopti-



rlnr:n y 13 do ollos co:i::it>lt?:; ::?.l mctt.pc-ry::dato da nm!io, por lo qua pcn!ln­

mor1 que ne trata. de curbohirl..rf'.toc, como po.-1:rto intoeio.l dol cp!tope. 

:;o ha. ro:iorto.rlo que loe ontici.:.orpo.~ rliricidos on contra e!~ dlt~ T;:ü:1ar.ttJo 

11.nti&d'nicoo carbchid.raLov, puotlon r•JUCCion:ir cru::;n.dnrocnto oou cor.1:iu•:1:ito~ f!Ut! 

llovan el miomo roeiduo tormin::il de nzúcllr no reduotor :proscin:U.or~dc do ~t1·ao 

di!'oronci::io cntruotuJ-aloo (35)• 

TD.l oe el ClUJO d& loo o.ntiouerpo!! hc;i.cia el poliea.c:\rido del ncl:mccocc. ti·10 

XIV quo roaooiona con loo rcoiduo:J ( ca,lnctoei1 ) d.e otrc.e !>Oli~acárldof'I., el~ 

oopro\e!nao o clucoltpidoo. (29) (3) {64). 

En contrante oon 1o (}U·?I se euperaría dol análiaio .de roactividnd cruza~o. 

de .fl•hint ... o..1I:f:icn:. oon otro.::. eepdcioe do l.~'t~?~_b2.t solo ol a.nticue:rpo monoclo­

nal (A35) pr1Jacnt6 renotividnd cruzo.dél por nn"tíc.onoo do ~-!_~, !d.·~J?..:::ib!!=,p;::.:-J•il 

r ~-!!!Y..a~..:'!..• Tt>doo loG domde n.nticucl'pOS monocl.onalea oon ooptfoie-nop:.C!i'iGOU • 

No so ronli~ó el nndliuin de loa api~opoo para la doterminnción do los l!pidoo. 

sobre la nnturo.ler:a lipoidua do antí~noo, hay poca in1"ormaci6:i, 1'cto oo d~­

be a que DU.!J propied.o.dua tll.loa como la inao1ubilidad en D.f;Ufl y el c~nmnocara.-­

micnto de detormina.ntoo c..ntic6nicoe por la f'ormaci6n do agrogadoa, dif"iculto 

el emp1eo do t4cnicae oot~~dnros para r.u estudio. Por óota rnzdn, loe oututlioo 

Dobro la nctu.ralo2a qu.:!mica de dotormina.ntoo antigóniooo, DO hn cn~noado h~cia 

lae prot:etntto y loa oorbohldrntoa. Sin cm.b:!.ree>, no oabe que loo l!pidos JUO-

gan UD papel importante no solo co¡¡¡o co1:aponontoe ootruoturz:i.loe en lno mambranao 

celuluoa1 eino también on le. dotorm:i~oión 'do nuc propiodadon 1nmunol6&"ieoo 

(65). 

Loa oarLohidrnton como c3tructurao nntiednicac, puodon :formar parto de c~m­

plejoe t3.lt>e cocio glucoprotoínna o gl.uco1í?idoo. 

La. nnturalct::a. comploto. do lti.:r moléculao reconooidna por loo ontioucr;ion 

monoolo11alco no puado O.flOCU.rarno con Jetos dutoe. Con nuo~tros rosultndoo pod!?. 

moa deeoa.rtar la. pooibilit!a.d de quo ao trato do una cluooprota!nn oor;,o pnrto -

intecral del op!'topo parn 13 do elloo c¡uo Gon do bajo peso molecult.t:· y no :eoo 

nocen proteínas, por 1o que es m<!o probable que oonn elucol!pidoo. Los otro o -
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doo (A57 y Al/,.412, ptsr"!.c.,n ~i~conooor un cp!top(~ 1·0!.'"l11ac.lo en pnrte ;>or un 

c;:i.rbohid.roto :¡ otra oct.r ... cturn qu'! aui:::" uea <lo natura.la~::i. protoícu., :/a 

qu~ por ojc.nplo el A5''( T'C(;·t•r.occ doo b:ind..;A.a do pooo molcculc.r mayor~o que 

lao rooon~cldno por lo~ 13 ~ostantao y el Al4Al2 no rooonoce tl!l~!c~noo 

ddanaturalizndoa. 

Con respecto a ou naturo.lo::a oetr-.ictu.ral, .oe ha detcrulinado quo cuan­

do loo op!"t.opua tion oa::"b-;)hiüratoo, r::;n ;irlnoipal1aonto oü:::uunciah:s más 

quo oonfor.nuoionnlc3 (25). 

" •º loo 15 c..ntiouo1~poo :nonoclonnlo3, 13 rocc."lot"on L!nh:ia.":1onto c.:irbohi_ 

dratoa, por l~ qua podemos inforir que la naturulo~a cet~~ctural do ootoz 

ep!t:opoo oe oecuencial. 

for dií'eroa:te" md'todoe so ha ten~ tlo ovido!noia do l~ ~~:.stonoin do 

onrbohidrotoo en .la ouport"ioio do 103 trot"c:z.oi too c.!o !:!.• .h:-:..a..:~.o.!:d_~_o.::,, por 

ejemplo 1 con Con A, ne ha obccrvndo :iglutinaoi6:i da loo troí'o::oitoo de 

~ , !!.!.'!!.o.l.,'!.t~ (47)• 

otro traba.jo domuootra. quo todao ll.l.O proto!nna du sup'3rfioio do la 

amiba, son gluoopro~o!nao yn quo reconocen Con A y oon cluídao oopec!t"ic~ 

mente con - e<- Motil-mo..nd:;ido a trnvd'o de u.n~ oolwnna. {2). 

Con oolorantea como el n~ul do nlciano que ca combina con glucoprot~!nno 

polisaodridoo y algunoD · .. ipoo de colulonn {71), .t'..te i)o::Jible obnorvar la. 

preeoncia de clucoprotc!nao en la ce.pe. exterior del glicocalix do loo 1;ro_ 

f"ozoitos da ~· bistolytica (19). 

otroo invoctigo.dor~o tratando da doí'inir la. naturaleza de 103 compono::itoo 

l~unoed'niooa de !.• h!..r¿_t2.!Y.ti.c!!_, hn.n :::.bordad.o el entud.io, median.to tf!lcnioa.o 

do oeparnoión y ¡>uri:f'ioao16'n de loe co~ponont-es de la amiba. Tal oo el oaoo 

do la lipop&ptidofoefoglioana, mol~oula oncontrncW. en la oupor~icio do la 

amiboi, quo roaooiona f'uortemento con !JUero de po.ciontos con abccoo hop4tioo 

"'11ibiano (32) • 
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nllciontomcnt!J nl trutnr c!o purificar la porción poliri<.~.cá.rid::i. élo cst3 

mol~culu, a.:: dl!mo~tr6 quo tonto lo:; lípidon cC1mo loe ct:.rbohidr:itos 

'Pnrtici ... nn on ln a::iti..roniciCa.d u~ la L<mil·a (33). 

Por dif'ol'cnt .. "'o c:.Stotlos de c:::trocción, otroo r.utorce ro:ic;r~a¡•on le. 

proscncia de un l!phi.o al tamenta in.-nunociinico { ~ iinoe;lucofco~olipido) 

qua proo.:snto. rc:iotivit!ad oru:ndn con l¡i lipopé¡:tido!'o::·~oclic.-.no (?.l.). 

Conr.idoran100 qua lon nnticucrpoo cionoclonnlco c::on una horrn."li&ocnt& muy 

vuliocn p::ire. oo.rnoteriir.n.r quírnicrur,<Jntc molóculnn. 

1!n el CPlnpo el.o lo. parnoitolocíi:L 1 la. cnractc:rizncidn q,uímicn ..:o molác~ 

la.o ha hooho pooiblo la olaoificaci6n setol6¿:ica do vo.rioo microoreanic­

moo (66) (41). 

La. importe.nc:5.n do éote traba.jo ro.dico. en hal:cr do"termina.clo que loo 

anticucrpoo monoolonnleo rooooocon cnrbohidr:i.tofl do la cupor!'ioiu de la 

ami'tn. So'to f:ord de crnn utilidad, :;n que n.bru lo.o poaibilidndcs po.rn. 

OAtudiar nlgunaa :f'unoionos biol6cicne como non el reconocimicntc y la 

adheoivid.ad a lRn cdlulas blanoo. 

Por otro ledo, la motodoloc!n aquí de~arrollade aerá vuliooa no oolo 

pare. caraoteri?:s.r la naturaleza qu!mioo. de unn mol6ouln, Dino tambi6n 

puad.o cor aplico.da en ln producci6n de onticucrpoa monoolonaloa en l~ 

e-tapa do celocoi6n de bibridoo, do tal manera quo De puedun producir 

&ni.icuorpo11 monoolont>.loo ettpeo!ficoo do moldculao con lo. nnt..:ro.loza. qu!:r.i~!L 

de intord'o. 
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VII. COtlCLUS 1 OllES. 

1.- Se establc~leron las condiciones para oxidar carbohidra-­

tos con met~ocryodato de sodio 1 en las cuales a) glucoprotcí­

nas de la amfba y ovoalbúmina pierden su rcactividad con Con­

canaval rna A: l.i) albúmina sérica bovina y act[na de amiba, a~ 

bas carente~ d~ carbohidratos, no pierden antigenicidad con -

sus respect ivcs ant icucrpos. 

2.- De los 15 anticuerpos probados, 13 reconocen como epítope 

carbohfdratos d~ la superflcfc de la amiba ya que, tanto por 

ELISA como por transfcrencla, pferden su reacttvidad con ant! 

genos tr~tadn~ ron metaper·yodato de sodio. 

3,- Los tratamientos con calor y subtf I isina A, a los cuales 

los antígenos reconocidos por los 15 ant !cuerpos monoclonales 

fucr-on resistentes, sugirien 

nas. 

que los cpítopes no son protcl 

4.- Dos de los anticuerpos monoclonales (A57 y Al~A12) solo 

pierden parcialmente su rcactividad con antígenos oxidados 

con metaperyodato de sodio, sugiriendo que el epítope está 

formado por carbohidratos y alguna otra est~uctura proteínica 

!' 1 fpfdfca .. 
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