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RESUMEN,

Los antigenos de la membrana celular de E. histolytica
son importantes en muchas funciones celulares asi como en su
posible ruelacidn con la accibn del sistema inmune. Con el ob
jeto de estudiar alguhos antigenos de la membrana celular
que inducen la formacidn de anticuerpos, preparamos 15 anti-
cuerpos monoclonales y determinamos la naturaleza quimica de
los epitopes que reconocen. Efectuamos el anfilisis mediante
tratamiento de los antfgenos amibianos con: Subtilopeptidasa
A y calor en inmunodot, y metaperyodato de sodio en ELISA y
Blot. Para efectuar el andlisis de carbohidratos, estableci-
mos las condiciones de oxidacidn en las que usamos Concanava
lina A como detector de carbohidratos sobre ovoalbfimina la
cual sabemos que contiene carbohidratos y sobre antigenos de
amiba. La lectina perdid su reactividad en ambos casos des--
pués del tratamientc con peryodato . Para asegurar que el
perysdats modificara Gnicamente los carbohidratos de ia amiba
hicimos los siguientes controles: anticuerpos policlonales
anti-albimina y un monoclonal anti-actina de amiba, no peédig
ron su reactividad cuando se efectuaron las oxidaciones.
Los resultados muestran que los epitopes de E. histolytica
fueron: estables al calor durante una hora a 93°C, resisten--
tes a la enzima Subtilopeptidasa A, y 13 de ellos sensibles
al metaperyodato de sodio. El andlisis para carbohidratos fue
consistente en los dos métodos emplecados. Por lo tanto pensa-
mos que los carbohidratos son parte importante de los epito--
pes estudiades, lo cual es valioso para investigar algunas
funciones hiol8gicas como son el reconocimiento y la adhesivi
dad a las c&lulas blanco y del sistema inmune.




I. INTRODUCCION

1., ENTANOERBA hislLolyticu.

El pardsite Entomoechan histolytica (F.A. Losch, 1875) eos un nro

tozoario jue portwnece a la femilia Entamocbidae, de la clase ri-
zopodea, superclaze sarcodina y clase lobosea (30).

Bl género KEutamoueba se encuentra amplianente distribuido tanto
en invertebrodos como en peces, anfibios, reptiles, pajuros y ma=—
miferos, ademds de¢ especies de vida libre.

En &l hoembre se han aislado 4 cspecies: Lntamoeba ginpivalis -
de 1a cavidad bucal y (E. coli, E. hartmani y E. histolytica) del
intestino. De todas estas cspecics solo E, histolytica es patdge-

na (18).
La infeccidn dn ronoce como amibiasis la cual tiene una distri

bucidn mundial y es:d claramente relacionada con el estado socio-—
econdnica y de snnidad mas que con el clime (49).

Estinacioves hechas en 1984, sugicren que 500 millones de per-—
sonas estan infectadas con este parasitp (69).

E. histolytica puede comportarse como comensal sain inducir sig
nos ni sintomas y » &ste estado se le conoce como (amibiasis Jumi
nal). Como un patdgene causa la amibiasis invasora. Las amibas vi
rulentae pueden invadir la mucosa intestinal y producir disente--
rfa o amebonma, 8i se extienden a través del torrente sanguineco da
lugar o absceso hepfitico. En la mayoria de los casos, la amibia-=-
Bi3 intestinal sc manifiesta como diarres o disenterfa y tiene un

curso limitado,
El absceso hepidtico es potencialmente fatal cuando no sc trata

o diagnostica de mancra adecuada (49).
Durante el ciclo de vida de E. histolytica presenta dos esta—-
df03 principales: El trofozolto y el gquiste.

Trofozolto

Es de formao clonpgada con una gran lobopodea anterior y una re-—

£i8n uroide posterior.




Los variscioncs de plf, osmolaridad y potencial redox, pueden —
slterar la forma y mocilidad de las células.

Es una c2lula muy dindmica que wide de 10 a 160 micrdmetros de
difimetro, EY! tamafie ¢stt relaclonudo con las diferentes cepas, -
pero tambi&n depende de las condiciones de alimentacidn; asi por
ejenplo las amibas ovbtenidas directancnte de absceso hepatico o -
de lcsiones intestinalesa, miden cerca de 20-30 um de didmetro, -
micntras que las de los cultivos miden de 7-30 un.

Contienc un nicleo carscteristico de 3 a 5 micrdmetros con una
fina crometina periférica y un nicleo central.

El citoplasma consta de un ectoplasma claro y un endoplasma =
granular con numecrosas vacuolas., Carcce de mitocondrias, aparato
de polgi, reticule endoplismico rugoso, centriolos y microtibulos
(24).

Su vida es muy corta fuera del hospedpro y‘no sobreviven al -

&cido clorhidrico y enzimas del tracto gastrointestinal (49).

Quiste

Es de forma redondeada u oval, mide de 8 a 20 nicrdmetros de -
diénerro. Presentsa una pared de quitina, membrana plasmética, ci-
toplasma y dependiendo de su madurez contiene de uno a cuatro nf-
cleos que es la forma madura (4).

Su pared quitinesa le confiere resistencis hasta por B dias en
el suelo a una tempcratura de 28 a 34°C y mds dc un mes a 10°C, -
en cambio mueren a 68°C, mientras que sobreviven a la cantidad de
cloro usada normslmente para purificar el agua (20).

la. CICLO DE VIDA.

El ciclo de vida de E. histolytica consta de varios estadios -
consecutivos que son: quiste, metaquiste, trofozoito y prequiste.




La forma infectiva vs el quiste. La trassnision se presenta —
cuando un individuo jinpgiere alinentos contaminados con heces de -
perdonas infectadas,

El qulste al llegar al estdmago, pierde la guitina. Este proce
8o de exqulstucidn se pucde efectuar en el inuvestino grueso o del
gado,

Los nficlecs del quiste se dividen para formar 8 nlcleos (esta-
dfo de metaquiste), cuya divisién del citoplasma produce B trofo-
zoitos mononucleados (7).

Los trofozoitos que generalmente viven como comensales en el -
epitelio del intestino gruesov del hospedero, puedew producir inva
8i8n a tejido.

La enquistocidn se produce cuauwdo el trofozolto sufre dos divi
siones nucleares, su morllldud disminuye, el citoplasma se reduce
y &sto se conoce como {estadio d¢ prequiste). entonces tiende o -
redondearse y se forman los tipicous quistes tetranucleados,

Las personas infectadas pueden climinar hasta un promedio de -
45 millones de qulstes por dia (48).

lb, CITOPATOGENICIDAD DE E. hisgolytica.

La patogenicidad es definida ¢ouwo 1la habilidad Jde un organismo
para producir enfermedad en un hospedero (45).

La virulencla de los microorganismos incluyendo los protozoa--
rios es un fenfmeno complejo que depende de dos propiedades gene-—
rales: La invasividad y la toxigenicidad (13).

En el caso de E. histolytica la viculencia se caracteriza fun-
damentalmente por lo destruccibn do tcjidos infectados y ésto cs
caracteristica de cada cepa, fdenis del estado inmunoldgico del -
paciente (34),

Se ha demostrado que cepas de E. histolytica virulentas pueaden
matar en 15 minutos ¢l 50% de los leucocitos polimorfonucleares -

en una proporcidn de 10 células por coda amiba.
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En rambjo, las anibas menuvs virulentas son rdpidamente rodcadas .y
destrujidas por neutrdfilos humanos.

Los trofozoitos virulentes, sobreviven a concentracienes de -
mAs de 1000 polimorfonucleares por amiba (26},

Mediante andlisis de biopsias humanas y de tejidus animales in
fectados experimentalmente asi como el uso de modelos in-vitro se
han podido identificar dos tipos de mecanismos citopatozénicoes.

Uno directo que requierce del contacto entre trofozoiktos y célu
las blanco, o éste se le conoce como "Citdlisis por contacto".

Se han degerito varios factores que pueden estar implicados en
la citblisis por contacto. Tres de ellos se encuentran asociados
a una fraccidén memdbranal llamada P30 (61).

Tales factores son:

8) tres clases de actividades fosfolipiasicas (AlA2 y lisofosfo
lipasas).

b) Acidos grasos libres scunulados durante el lapso de la acti

vacidn de P30 (68).
Los Adcidos grascs libres poseen diversas propiedades biolAgicas -
que podrfan contribuir al mecanismo citopatogénico de la amibia--
gis: influyen en la depresidn de la respuesta inmune y activan —
las fosfolipasas enddgenas de las células blanco haata el punto -
del suicidio (63).

¢) Un factor potenciador anfipédtico (62).

Adenm8s de los fectores asociados a P30, se ha propuesto que la -
proteina formadora de poros (amebapore) podria contribuir a la ci
tdlisis por contacto (22). La amebanporo, es una proteina amibiana
que tiene todas las propiedades que se requiercen para inducir -~ -
mucrte celular: Forma canales ibnicos de alta conductancia permes
bles a sodio, potasio calcio y protones.

Los canales permanecen cerrados, hasta que por estimulacidn de 1la
amiba, la proteina es liberada e incorporada de manera espontiinea
dentro de las c&lulas blanco (70).

El mecanismo indirecto propone que el efecto citopatogé&nico se
produce por la accidn de las citolieinas de origen leucocitario -
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para lo cuul debe existir un factor anibiano, que induzca la de--
granulacidn y lisis de los leucocitos polimorfonuclearcs y macrd-—
fagos.

Estudio¢ mediante interacciones de E. histolytica HM1 con célu
las de ovaric de namster (CHO), asi como de polimorfonucleares de
humano analizados por microscopia electrdnica, han demostrado que
al contacto de los trofozoitos con las c@élulas blanco, provoca -~
una slteracibn de la membrana de las células blanco. Estas tien—-
den a redondearse, sc¢ desadhieren del sustrato, hasta quec son fa-
gocitadns por las amibas (56). Algunos autores dicen que las cély
las muercn antes de ser fagocitadas.

Para que se efectiic la citdlisis por contacto y se reulicen -
los mecanismos antes mencionados es necesario el reconocinmiento -
celular entre amibas y células blanco. Se ha propuesto quc éste —
reconocimicnto sea a través de moléculas a nivel de membrana de -
la amiba y que @«tos moléculas sean del tipo de las lcetinas (54)
(12) (36).

En el caso de las bacterias, se ha encontrado que muchas espe-
cing contienen una lectina en su superficie, la cual puede mediar
la adherencia a las células epiteliales (51).

Las lectinas soun definidas como glucoproteinas que unen carbo-
hidratos (27).

En 1980, ae reportd la purificacién y propiedades de una lecti
na de E. histolyrica la cual estd presente en varias cepas de ami
bas. Esta lectina media la adherencia de la amiban a otras cé&lulas
(como eritrocitos y células de ovario de hamster) su actividad es
potencialmente inhibida por el ezicar N-acetilglucosanina (52).

Recientemente se encontrd que cada cepa de amiba, tienc un pa-
trén especifico de adhesidn-inhibicién por carbohidratos. Asil por
ejemplo sc demostrd que para la cepa HK9 el inhibidor mds potente
€8 N-acetilgalectosamina, mientras que para la cepa HM3B rcsulta
ser un inhibidor méAs potente el azlicar N-acetilmanosomina (12),
Le anteriur sugiere que estos azficares estdn presentes en la su-——

perficie de las células blanco y que pueden servir como ligaondos




para la lectina de la amiba.

Se han hecho estudios para detesminar la relacidn entre la ac-
tividad de la lectina cun la adherencia , el grado de eritrofago-
citosis y la virulencia de las cepas.(53 ). Al respecto se deter-
miné que que hay una relacidn directa entre la presencia de la ac
tividad de la lectina en la cuperficie de los trofozoitus y la e=
ficiencia para adherir eritrocitas ( 54),

Existe tambi&n una correlacidn directa entre la velocidad eri-
trofagocitica y la virulencia, en cambio cepas de uwiferente viru-
lencia mostrarcn propiedades de adherencia semejantes. Esta falta
de correlacidn entre adherencia y virulencia se explica porque --—
la fagocitosis implica varios eventos, la adherencia es uno de --
esos factores que son previos a la fagocitosis.



2. ANTICUERPOS MONOCLONALES

2a. ANTECEDENTES

Desde 1847 Henrry Bence Jones, encontrd que los pacientes que
cursaban con micluma nilrtiple, excretaban grandes cantidades de =
proteinas por via urinaria. Un siglo m8s tarde, se identificaron
como cudenas ligeras de inmunoglobulinas {(Proteinas de Bence - -
Joncs), Estas proteinas tienen la caracteristica de ser honogé-~ -
neas ya que provicnen de una sola clona de células plasmiiticas -
que he proliferado anormalmente (16) (17).

En 1957 Burnet, desarrolld la "Teoria de la Seleccidn GClonal”
la cual explice como un animal puede producir anticuerpos capaces
de reaccionar especificamente con cada uno de los al parecer, 1li
mitado nlimero de antIgenos (10), Esta teorfia propone lo siguiente:
Fig. (1).

Los linfocitos innunocompetentes, portan anticuerpos rccepto--—
res sobre su membrana celular con especificidad idé&ntica a los an
ticuerpos que serfn sintecizados por su progenie cuando son acti-
vados y diferenciados.

Cada linfocito inmunocompetente porta anticuerpos reccptores -~
de especificidad restringida.

Los linfocitos encargados de la sintesis de anticuerpos de ca-
da especificidad, se llevan acabo durante la diferenciscidn, an--
tes del contacto con el antigeno.

Los antigenos estimulan clonas especificas para proliferar y -
diferenci.rae en células plasméticas y en células de memoria, nme-
diante la interaccidn con sus receptores.

Esta teorfa ha sido verificada experimentalmente y se considera -
cl dogna central de la Inmunologia.

De ascuerdo a esta tecoria, cada uno de les anticuerpos es mono-—

clonal, y los anticuerpos presentes en el suero, representan la
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Antigeno con dos determinantes que estimulan distintos
linfocitos para.

1), A 2). D
>¢< 2) :¢: 3), :¢: Los linfocitos proliferan y
. se diferencian.

Jos o o
o % P
R xS

FIGURA 1. LA FIGUR{E DESCRIBE LA TEORIA DE LA SELECCION CLONAL.

Diferentes determinantes sobre un antigeno, estimula la respues-—
ta de difereates clonas de linfocitos. Cada anticuerpo porta recep-
tores especificos para cada uno de los determinantes.




suma d¢ los anticucerpos monoclonales dirigidos contra cada deter-—

miaante antipgdnico.

20, PRODUCCION DI ANTTICUERPOS MONOCLONALES

los principales problemas para el andlisis quimice de anticuer
pos, fueron por un ladu, la heterogeneidad estructural del pardasi
to y por el otro lan dificultad para obtener material suficiente y
homogoneo, Resultados valiosos de inmunoglobulinas se obtuvieron
de pacientes non mieloma por ser homogéneas.

Este problema fue superado por Kohler y Milstein en 197353 cuan-
do demostjaron que fusionando c&lulas de mieloma de ratdn con lin
focitos B osplénicos de animales inmunizados con un antigeno par-
ticular se obtuvieron mielomas—hibridos o "hibridomas" que produ—
cen anticuerpos esnecificos para un solo determinante antigénice,

Los hibridos presentan las siguientes propiedades: el carécter
inmortal de las células de mieloma y la capacidad de producir an-
ticuerpos especificos.

Para la produccidén de enticuerpos, las células hibridas se cre
cen en cultivos en forma indefinida o se inyectan a animalcs en -
la cavidad peritoneal para su produccidn s gran cscala. Cuando -
son cultivados, se rccolecta el sobrenadante y las c&lulas pueden
congelarse para su recuperaclidn cuvandoe se rquicra de mAs anticuer
pos (37) (38) (39).

2c. APLICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES.

La tecnologfa de los hibridomas productores de anticuerpos mo-
nnglonales ba revolucionado la investigacién de las clencias bio-
14gicas. En la actuwalidad, son miiltiples las aplicaciones. Algu--
nas de é&stas son: Obtcncidn de anticuerpos puros a partir de un -~
antigeno impuro tales como hormonas, enzimas, interfer&n, etc. =
(40).
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En inmunoensayos para cuantificacidn de enzimus, hormonas ¢ inamu-~-
noglobulinas con fines diagndésticns como grnadotropina coridnica
humana vn pruebas de embarazo. Parn Jdefinir los antigenos del sis
tema de histocompatibilidad, identiticacidn de antigenos para cla
sificacidp de linfomay y leucemins {43). Tanbién para determinar
subpoblaciones celulares f{unclonales linfoides (59). Con fines -
taxondmicos en virus, bacterias y pardsitos. En el estudio de fun
ciones bioldgicas por ¢jcuplo anticucrpos countra ciertos antige--
nos de superficie celular involucrados en actividodes de citotoxi
cidad, de activacidén celular y de reconocimicnto inmune.

2d. ACS MONOCLONALES EN LA CARACTER1ZACION DE HOLECﬁLAS QUIMICAS

La relativa facilidad con que se ubtienen anticuerpos menoclo-
nales para cualquier antigeno, hs permitidoe emplearlos tomo ins--
trumento para caracterizar hormonas, péptidos y productos celula-
res con actividades bieldgicas como son proteinas, polisacdridos
Yy lipidos.

Ejemplo:
Se ha demostrado que los antfgenos de Chlamydia trachomatis -~

tiene determinantes que son vitales en la infectividad e innmunopa
topgbénesis de la enfermedad (31).
Empleando anticuerpos monoclonales se realizd la caracterizacidn
fisicoquinica de los antigenos especificos de género, especie y -
subespecie, encontrande gque aqucllos antigenos especificos de gé-
nero, parecen ser carbohidratos mientras que aguellos que szon es-
pecificos de eapecle y subespecie son de naturaleza proteica, es-
to ha permitido precisar la clasificacidn seroldgica y detectar -
diferentes especies de Ch. trachomatis (66).

Estudios de reactividad cruzada, indican que los anticuerpos -
obtenidos de¢ sueros de pacientes con lepra, reconocen una varie--
dad de  micobacterias (1) y (41). Por medio de anticuerpes mono--—

clonales 2 de estos estdn presentes en nuchas especies de micobag
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terias micntras que lus otros dos son de distribucidn limicada,

La caracterizacidn quimica indicd que aquellos antigenos de -
distribucidon limitada son de naturaleza protéica, aquellos antige
nos que se encuentran en muchas especies son carbohidratos. Sin -
embargo, los cuatro antigenos estan involucradoes en la respuesta
de las cé&lulas B humanas hacia M. leprae, ya que el suero de pa-=-
cientes leprosos inhibid la unidn de anticuerpos monoclonales con
cada uno de los 4 antigenos (9).

Los anticuerpos reconocen en los antigenos perfiles de configu

racidn quimica. De esta manera, establecen unidn especifica con
determinadas moléculas, lo que permite identificur compoaentes =
definidos.

Uno de los objetivos de este trabajo, es definir y caracteri-—-—
zar antigenos glucoproté&icos y glucolipidices de la membrana pas-
mética de E. histolytica que sea reconocido por anticuerpos mono-
clonales, ya qua se ha sugerido, que los gluceconjugados, son rec-—
levantes en ¢l reconocimiento celular {(5) (12) (36) (53) (54) -
(57).

La caracterizacién de la naturaleza quimica de antigenos indi-
viduales amibianos, serd de gran utilidad para disefiar modelos -
que permitan estudiar el papel de algunas moléculas de E. histoly=—
tica en el reconocimiento especifico célula efectora-célula blan-
co, mediante ensayos ¢e interferencia funcional,



II. OBJETI VDO

Determinar la naturaleza quimica de los epitopes de
Entamoeba histolytica reconocides por anticuerpos moho--—
clonales.
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ITT.EUACTIVOS Y MATLRIALES:.

REACTIVOS.

Suero feotal de bovineo de M.A. Bioproducts, suerc de ternera
de Microlab y TYI-S_33 (reportado por Diamond) de EEL Biosate.
Todos los demis rcactivos fueron de grado analitico:
Concanavalina A de Miles-Yeda LTD 79001, NalC, de J.T. Baker,
Yodogen de Pierce, pi?s
rébano tipo VI (Rz:3), 3-3'-Diaminobenzidina D-5637, alfa-metl
D-mandsido, O-fenilendiamina P-3888, fenilmetanosulfonil fluory
ro P-7626 y Subtilopeptidasa A tipo VII1 d2 sigma Company.

de MNew England Nuclear. Peroxidasa de

MATERTAL

Papel de nitrocelulesa de Scheizher & Shuell Bags, pelfcula
para rayos X (X-OMAT-X-RP-S) de Kodak México, placas para ELISA
(nung) de Thomas Scientific y cdmaras de acrilico de 30 carri--
les.
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1V, METODOS

1. CULTIVO DE E. Mistolytica

Se utilizaron trofozolitos de E. histolyriea cepa HMI:T!ISS 1la
cual fue aislada de un paciente con amibiasis intestinal por Mar-
garita de la Torre (Centro Mé&dico Nacional),

El cultivo axénlco sec mantuvo a 36.5°C en medio TYI-S-33 {(14) su-
plementado con suere de ternera 152 y mezcla vitamiica de Diamond
1.5%.

Los trofozoitos se cosecharon en la fase logaritmica de crecimien
to, Pare despegar las cé&lulas de los tudbos de cultivo, se mantu--—
vieron a 4°C durante 10 minutos y posteriormente se centrifugaron
e 250 g por 3 minutos. Las amibas se lavaron dos veces con amorti
guador de fosfato de potasio 15 mM pH 7 y cloruro de sodio 175 mi
(PBS5-A). En cada lavado las amibas se empaquctaron por centrifuga
cidn y el sobrenadante se elimind.

2. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Ratones de la cepa Balb/c de aproximadamente 8 semanas de edad
se inmunizaron con lxlO5 trofozoitos de E. histolytica cepa HMLI -
en 100 uyl de PBS~A. Cada immuminizacidén se realizd por via intra=-
peritoneal a intervalos de dos semanas. Los ratones se desangra--—
ron 10 dlas después de la dltima inmunizacidn.

Los ¢onejos y ratones normales también se sangraron para la -
obtencidén del suero. La sangre de los animales normales asi como
la de los inmunizados se centrifugd a 500 g durante 5 minutas.
Las células se separaron por sedimentacidn. El titulo de los sgue-
roes y antisueros se determind por ensayo inmunoenzimdtico en fasc
s&lida (ELISA).




S

Pinalmente los sueros se guardaron en-allcuotas congelados a

-30 € hasta su uso.
3. ANTICULR‘GS MONOCLONALES AMNTI- FE. histolytica.

Los anticuerpos monoclonales fueron previamente obtenidos eon
el laboratorio (11).

Se fusionaron c&lulas de la linea mieloide P3-X63-A68-6.5.3.
con linfocitos ¥ esplénicos de ratones Balb/c inmunes centra la
membrana plasmitica de E. histolytica. La fusién se efectud con
poliatilenglicol. (PEG-400) al 50%.

Los productos de la fusidn se distribuyeron ecn placas para
cultivo de 96 pozos con fondo planc. Se adicionaron células ali
mentadoras en una proporcidn de 106 timocitos por mililitro de
suspensidn cclular bazo/mieloma.

E1l medio de cultivo usado fue Eagle modificado por Dulbeceo
(DMEM) suplementado con 20% de suero fetal de bovino (FBS) zmM
de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 0.lmM de aminodcidos
no esenciales, 50 u/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomici
na.

Las células hibridas se seleccionaron agregando al medio de cul
tivo hipoxantina aminopterina timidina(HAT) en DMEM suplementa-
do con 20% de FBS. Después de 10 dias se recolectaron los sobrg
nadantes de las colonias que tenias 10% cdlulias y se determind
por ELISA la presencia de anticuerpos contra antigenos totales
de E. histolytica .

Los cultivos secretores de anticuerpos anti-amiba, fueron
clonados 3 veces consecutivas por dilueidn limitante a 1 célula
por pozo.

Posteriormente se caracterizd el £sotipo de los anticuersos
monoclonales, el patrdn de tincién en amibas fijadas y el peso
molecular de los antigenos reconocidos por dichos anticuerpos.
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En este trabajo, se emplearen 15 clonas productoras de anti- -
cuerpos que sonf‘A57. Al4al2, A35, A8, CO6, F9, D4, 1D10O, 2PF11, -
669, 5B6, 1H8, 6H3, D12 y DIO.

4., ENSAYO INMUNGENZIMATICO £N FASE SOLIDA (ELISA).

4a. PREPARACION DE ANTIGENO.

Se cosecharon y lavarun 1:106 trofozoitos de E. histolytica -

cepa HM1l, se resuspendieron en 1 ml de amortiguador de fosfato de
potasio 15 mM pil 7 y cloruro de sodio 154 mM (PBS) que contenia -
p—hidroximercuribenzoato {p-HMB) 2,5 mM coms inhibidor de tiolpro
teasas (6). Las células se lisaron mediante 3 ciclos de congela—-
cibén-descongelacidn en una mezcla de hielo seco-acetona.

Se tomd una alicuota para determinacibn de proteinas por el mg
todo de Lowry (44) y el hopogeneizado restante se elmacend s - -

-20°C hasta su uso.
4b, DETECCION DE ESPECIFICIDADES.

Se utilizaron placas microtituladeras "HUNG" de poliestirenc =~
con 96 pozos. En cada pozo de la placa se adsorvieronm 50 pyml de -
antigeno de amiba a 295 ug/ml en PBS, incubando poc dos-horas a -
37°C., E1 antigeno no uxido a la placa se removid con PRS.conte- -
niendo Tween 20 al 0.05 % (solucidn de lavado).

Los sitios libres del poliestireno se saturaron con 50 U1l/pozo
de gelatina al 0,5 £ en PBS duronte 1 hora de incubacidn a 37°C,

Las placas asl tratadas se expusieron a los siguientes ligan--
dos.

Primer lLigando.

Como primer ligando se usaron antisueros de conejo y de ratén,
anticuerpos monoclonales y Concanavalina A.
La concanavalina A (Con A) se utilizé coumo ligando detector de
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nlucoconjugadon debido a su capacidad de unirse especifilcamente -
a8 los curbohidratos como manosa y gj3lucosa. La Coa A es una lecti-
. nu que pucde tencr 2 & 4 sitios de unidn para el azbcar de scuer-
do o su estado de agrcgacidon. De @sta manera la Con A se une a  —
glucoconjugados previamente adsorvidus a la placa de poliestireno
y le quedun aln sitios activos que pucden unir otros cacrbohidra=--
tos (8B).
La peroxidasa es una glucoproteina gue es recconocida pur la -

Con A por lo que la empleamos como segundo ligando para detectar
la Con A. Fig. 2a.

Segundo Ligando.

El segundo ligande que se utilizd para detectar los anticuer--
pos monoclonales y para el antigeno fuc Igs de caprino-anti-Igs -
de ratdn conjudos a peroxidasa. Fig. 2b.

La unién de la Con A se detectd con peroxidasa de rébanc, coumo
ae explicd anteriormente.

La exposicidn de éstos ligandos se efectud durante dos horas a
37°C sepuida de una’ aspiracidn para quitar el exceso y removerlo

con solucidn de lavado.

Finalmente se reveld la actividad enzimatica de la peroxidasa
usando conoe sustrate 50 vl/pozc de o—fenilendiomine 2.‘/;:10_3 M, -
H202 0.01 % en amortiguador de citratos 3.7’1:10_3 M pH 6.2. La -
reaccidén se efectud en la obscuridad a 37°C hasta la aparicidn de
color naranja en el control pesitive.

Para suspender la reaccidn enzimdtica se agregd 50 nl/pozo de -
H,80,4N.
Los resultados se analizaron de manera visual.

' 5. CONTROL DE OXIDACION DE LOS CARBOHIDRATOS DE E. histolvedica
MEDIANTE ELISA.

Pozos con antfgenos glucoprotéicos (antigeno de amiba y -« - - -~
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FIOURA 2, DETICCION DL GLUCOCOHIUGADON Y ANTICUZREOS CONTRA AMITA

POR TL MBTODO D ELISA.

1, satigono de amidbn; 2o, Concanavalinae As 2b, primer ligln.ndo {suero
ds retdn inmino oconira E.histolyticn o nobrenadante de hibtridomas
productores de anticuarpos monaclonnlus)y 3m, paroxidasa; 3b, Igs do
otb.x'n'--'mti-zza de ratén conjugadas n paroxidanasy 4, O-fenilendiamina. )

“
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ovoalblimina) unidos a la placa fuccon tratados con NaIOa 25 mil, -
50 mM y 100 mM en amortipuador de tris-HC1 20 mM pH 7.5 y ¢louro
de sodio 500 mil (TRS).

La oxidacldn se efectud durante 24 horas a 4°C (58). Como pri-
mer ligando se afiadieren 50 ul/pozo de Cen A 10 u/ml disuelta en
0.3% de geclatina y Buifer A que consiste de CaCl, 1 mM, MHgCl, -
0.25 mM, NaGl 154 nM y Tween 20 0.05 3.

Pozos no tratados cun HaIOA y expuestos a Con A, se utilizaron
ctomo controles positiveos, el control negativo consistid de pozos
no tratados con el oxidante v expuestos a Con A previamente blo--
queada con alfa-metil-D-manosido (alfa-MN) 250 oil.

La Con A unida a carbohidratos de la amiba, se expuso a 50u L
por pozo de pervxidasa de¢ rabano 0.01 ug/ml diluida en Buffer A y
gelatina 0.3%. La actividad enzimidtica de la pcroxidasa se reveld

con o-fenilendinmina como se describid anteriormentce.

6 . RECONOCIMIENTO DE CARBOHIDRATOS DE E. histolyrica POR
ANTTCUERPOS MONOCLONALES.

Una vez que el antigeno se adsorvid a la placa y se¢ saturaron
_.los sitios libres de ésta con gelatina, la'placa se dividid en -
dos partes A y B, .
Los antigenos de la parte A, se trataran con NaIOh 50 mM por 24 -
horas a 4°C, mientras que los pozos de la parte 8 no fueron tra-
tados.
Posteriormente se expusieron a los sobrenadantes de cultivo de ~
los hibridos productores de anticucrpos monoclonnles en dilucio--
nes cuartas seriadas hasta 1/256.
Como contrel negativo, se colocd en las dos partes de la placa -
sobrenadante de un hibrido {(8D10) con especificidad para el sistg
ma nervioso del acocil (langostino de rfo), donado por Zlizabeth
Becerra del CINVESTAY.

Los anticuerpos monoclonales sc incubaron tanto con los antige
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nos oxidados como ¢on las no oxidados.

Las insunoglobulinas unidas especificamente se detectaron me--
diante el conjugado peroxidasa-anti-Igs dc ratdn, diluido 1:2000
en PBS-gelatina 0.5%-Tween 20 0.05%.

El conjugado unido se detectd con o-fenilendiamina que es sus-
trato de la peroxidasa.

l.as lecturas sc¢ rcalizagon de manera visual,

7. OBTENCION DE ANTIGENOS PARA ELECTROFORESIS.

El paquete celular previamente lavado, se resuspendié a2 una -
densidad celular de 12—15:106 amibas por mililitro en tris 100 mM
con {p=UMB) 100 mM como inhibidor de tiol proteasas (6), se agitd
en vortex por 5 minutos para tomar una alicuota de 50 pyl y deter-
minar proteina moediante el método de Lowry (44).

El ertracto sc oiluyd 1:1 con amortiguador de muestra 2x para
electroforesis qua contenia tris—-HCL 0.625 M pH 6.8, duodecil sul
fato de sodio ($SDS) 2.5% glicerol 102 y azul de bromofenocl. 0.01%.
Intniediatamente se sonetid a ebullicidn durante 5 minutos en bado
maria. Se guvarddé a -20°C hasta la corrida electroforética.

Antes de usarlo se le anadid 2-mercaptoetanol para tener una -
concentracidn final de 52, se hirvid durante um minuto y centrifu

g6 a BOO g por un minuvo,

8. ELECTROFORESIS DE ANTIGENOS DE E. histelytieca EN GELES
DE POLIACRILAMIDA-SDS.

Preparacién de Geles

La electroforesis se efectud en geles de poliacrilamida con -
SDS (42) de 9 x 15 em'y 1.5 mm de espesor.

Las concentraciones finales de los geles fucron las siguientes:
para el gel scparador acrilamide 7.5%, N,N'bis-metilenacrilamida




-21-

0.2%2, tris-HC1 0.376 i1 pH 8.8, SDS 0.1 7, persulfuto de amonio -
0.3 3 y NN, K", N'=tctramectilendiomina (TEMED) 0.0S53.

Para el ge) concentrador se utilizd aerilamida3 %2, K,N'bis-meti--
lenacrilanida 0.98 2 tris~HCL 0.125 M pH 6.8, SDS 0.1 %, persul-

fato de amonio 0,03 % y TEMNED 0,05 3.

Corrida Electrofurética

Se precorrid el gel separador durante 30 minutos a ecorriente =
constante de 25 mA en amortiguador de tris 0.025 ¢!, glicina - - -
0.192 M pli 8.3 y SDS 0.1 3.

Enseguida se prepard el gel concentrador quedapdo en la parte
superior de el gel separador. Una vez gelificado se depositaron -
las muestras separadas por un carril que contenie los marcadorces
de peso molecular.

Se aplicd una corriente constante de 15 mA, la c+1al fue inte--
rrumpida cuando el cglornntc indicador de corrida (azul de bromo-
fenol) migrd 2 0.5 em del borde inferior del gel.

Se desmontd el gel de la camera ¥y se prepard poara la electro—-—

transferencia.

9. ELECTROTRANSFERENCIA DE ANTIGENOS DE E. histolytica A PAPEL
DT NITROCELULOSA (PNC).

El gel de poliacrilamida SDS que contenia los antigenos de - -
E. higtolytica separados electrurforéticamente, se transfirid a -
PNC como lo describié Towbin y col,, 1979, (67).

E1l PNC se puso eon contaéto con el gel previamente equilibrado
durante una hora con amortiguador de transferencia que contenia -
tris base 25 mM, glicina 192 mM y metanol 202 v/v. A cada lado de
la unidad PNC-gel se adosd un filtro wetman No. 3, una fibra do--
mética “scotchbrite” y un soporte de plastico formado por un - -

"Sandwich" sostenido por dos ligas.



La unidad se formé con los componentes hinedos evitando la pre
sencia de burbujas entre PNC y ¢l gel.
La electrotransferencia se realizd con amortiguador de transfe

rencla en una camara donde cl PRC quedd oricntado hacdia ¢l duodoe.

Se aplicd un voltaje constante de 75 voltios en una rueate Bio=Ra

a 4°C durante 16 horas.
10, TINCION DE PROTEINAS EN PNC.

Se cortd una tire de PNC con | cm correspondiente a los marca-
dores de peso molecular y se tifio con ncgro de amido al 0.1 ¥ en
&cido acético 2 % durante 5 minutos, posteriormente se lavd can -
Gcldo scético 2 T calentade s 90°C y se secd a temperatura ambien
te {15).

Otra tirn de 0.6 cm que correspondfa a el patrén de antigeno -

total de E. histolytica se tifi6 conr tinta India de acuerdo a -

Henkeock y Tsang, 1983 (28). La tira de PNC se lavd 3 veces me-—
diante incubaciones de 10 minutos con PBS~TWEEN 0.3 %. Al términs
de los lavados se agregd tinta India cn una concentracién de -
1 ul/ul de PBS/TWEEN 0.3 % incubando de 2 a 18 gotas hasta la apa

ricién de las bandas.
Finalmente la tira se lavd con agua desionizada y se secd a

temperatura ambiente.
I1. OXIDACION DE CARBOHIDRATOS DE E. histolytica EN PNC.

Antigenos de E, histolytica previamente separuados por electro-
foresis y transferidos a papel de nitrocelulosa se trataron de la

manera siguiente:
Se cortaron 3 tiras de PNC de 0.4 cm de ancho y se colocaron en -
una c8mara de acrilico en carriles separados.

Los sitios libres del papel que no contenian proteinas de la

fueron saturados por la adicidn de una soluecidn que conte-—

amiba,



nia albinina de buvino (BSAY 3 X p/v y gelatina 0.3 %. Se agitd -
coastantenente por cspacio de dos horas a temperatura ambiente.

Lo tira N. 3 fue traotada con Naf0, 0.03 M en (TB%) por 18 horas
o tempeoratura ambiente y con constante agitacidn.

Las titas 1 y 2 se trataron en las mismas condicliones pero con
NnIOL. .

El metoperyodato de sodlio se scpard de las tiras mediasnte aspi
raciones y lavados con Buffer A.

Como ligando detcctor de carbohidratos de 1a amiba fue utiliza
da Con A 50 ug/m? diluida en Buffer A con gelatina 0.3 %,

La Con A se hizo Jnterasccionar con la tira 3 y con la 1 que se -
usd como control positiveo.

Para el control negotivo, la tira N. 2 se incubd con Con A a -
la que se le bloquearaon previamente sus sitios de unidén para car-
bohidratos con alfa-MM 250 mi.

La uridn de é&stos ligandos fué efecctuada 2 horas a temperatura

ambiente, agitando constantemente. El exceso de los reactivos fue
removido lavando con Buffer A.
Para detectar la Concanavalina A unida a carbohidratos de la ani-
ba se adiciond peroxidasa de r&banc 50 H g/ml de Buffer A y gela-—-—
tina 0.3 %. La unidn se permitid por dos heras 2 temperatura am--
biente al final de &ste tiempo, la peroxidasa no unida se eliming
lavando las tiras con Buffer A,

La peroxidasa unida cspecificamente a la Concanavalina A se de
tectd con Diaminobenzidina en una concentracidn de 0.03 % de rris
HC1 60 mM y HZOZ 0.06 %.

Le reacciédén transcurrié en la obscuridad, durante 15 minutos g =~
temperaturas ambiente,

Finalmente las tiras fueron lavadas con Buffer A y analizadas con
Tespecto a los controles (positivo tira 1 y negative tira 2)

Fig. 3.

12. RECONOCIMIENTO DE CARBOHIDRATOS DE E. histolytica POR
ANTICUERPOS MONOCLONALES EN PXNC.

Se cortaron 36 tiras de PNC de 0.4 co con antigenos previamen-
te transferidos. Se colocaron em una cimara de acrilico con carrj,
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Todas las tiras se saturaran con-una solucidn que contenia BSA -

3% p/v noelatiua 0.3 % en PBS. Lo soturacion se efectud durante -
2 horas n temperatura swbiente y con agitnecidn constante.

18 tirans se sometivcion o la oxtdacidn can NnLOA 50 mb o TBS -
por 18 horus & remperatura ambiente. Las tirdus restantes ~eo manty
virron el wismo tiempo con TBS.

Al final de la oxidncidn sc realizaron lavados con Buffcr A pa
ra extraer el peryodato libre.

Posteriormente todas las tiras se expusieron a los siguientes li-
gandos:

Primer Lligando

Se emplearon 15 anticuerpos monoclonales: A8, C6, F9, D4, 1D1O,
2F11, 6G9, 5B6, 1H8, 6H3, D12 y D1O.

Antes de su uso, se detcctd reactividad positiva por ELISA con
tra antfgenos totales de E. histolvtica. El control positivo fud
un anticuerpo policlonal de vatdn inmune contra E. histolytica vy
el control de &ste, un suers normal de ratén. Como control negati
vo se utllizd el anticuerp: monoclonal 8D10 irrelevante en é&ste -
sistema.

Los 15 anticuerpos monoclonales y los 3 controles, se expusieron
tanto a las 18 tiras oxidadas como a las no oxidadas.

La incubacidn de los ligandos se permitid durante dos horas a tem
peratura ombiente y con sgitaclidn constante. Enseguida se lavd por
3 veces con (PBS/TWEEN 0.05 %) mediante incubaciones de 10 minu--
tos.

Segundo Ligando

Se utilizd Igs de conejo anti-Igs de ratén marcada con 1125 -
por el método de yodopen (&G).

Cada tira de PNC se incubd con 1122

~Igs de conejo—anti-Igs de va-
tén a8 razbén de 2x105 cuentas por minuto por mililitro (cpm/ml) di
luida en solucidn de lavado por dos horas a temperatura ambiente.

Las tiras de PNC sc secaron y se expusieron a peliculas de ra-—
yos X-Kodak X-omat (x~kl).

4

KT
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13. RECONOCIMLIENTO DE PROTEINAS DE E. histolytica POR
ANTICUERPOUS MONOCLONALES MEDIANTE INMUNODOTT.

A. Antigena preparado pars electroforesls en una concentracidn de
250 ug/m)l se le siAadid 250 ug de la enzima subtilopeptidnsa A a
37°C durante dos horas. Posteriormente se le agregd fenilmetano--
sulfonil tluoruro (PMSF) 2 nM durante 30 minutos a temperatura -
ambiente para ifinhibir la enzima.

Se cortaron 19 tiras de PNC de 2x 0.8 cm. En la parte superior
de éstas se colocd S pl del antigeno tratado con la enzima. En la
parte inferior se colocd 5 ul de antigeno no tratado.

l.as tiras se secaron a temperatura ambiente y se colocaron cn
una cédmara de acrilico.

Para eliminar el antigeno no unido al papel, se realizaron lava--
dos mediante aspiraciones con solucidn de lavado.

Se ensayaron iouz antlicuerpos monoclanalces (AS7, Al4Al2, A35, -
A8, C6, F9, D4, 1D10O, 2F1), 6G9, 5B6, 1H8, O6H3, D12 y DLO) con ~—
los slguientes contrales: Suero normal de ratdn, suerao de ratdn -
inmune contra I, histolytica, anticuerpos monoclonales anti-acti-

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

B. Por otro lodo, en 19 tiras de PNC de 2x0.8cm, se colocaron 5 pl
de antigeno preparado nara electroforesis a una concentracidn de
250 ug/ml. En cads tira se colocaron 2 gotas de antigena sin tra-
tar y en la inferior, antigeno c¢alentado a 100°C durante una hora.

Se dejaron seccar las gotas a temperatura ambiente y enseguida
8¢ lavaron las tiras con solucidn de lavado para eliminar el anti
geno no unido al papel. Los anticuerpos monoclonales que se proba
ron fueron (A8, AS7, A35, Al4Al2, Cé6, 1DlO, D10, D12, F9, D&, - -
2F11, 5B6, 1H8 y 6H3) con los controles (suero normal de ratdn, -
suero de ratdn inmune contra E. histolytica y ¢l anticuerpo mono-—
clonal 8F%4.

La actividad de los anticuerpos monoclonales, tanto con los an
tigenos tratades con la enzimn como con los tratados mediante ca-
lor, fue revelada con un segundo anticuerpo (Igs de conejo anti-—

Igs~-de ratdén marcada con 1125.
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La unidn de éstos ligandos se realizd cumo sec describid en el
ensayo para cl reconocimiunto de carbohidratos de E. hisrolytica
en PNC.
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V. RESULTADOS .

1. OXIDACION DE LARBGHIDRATOS DE E.histolytica.

Con el obJeto dc demostrar la oxidacidn de los carbehidratos
de E. histolytica por ensaye inmunoenzimitico en fase sélida
ELISA, se utilizd como primer ligando una lectina { Con A) que
es capaz de unirse, por un lado a los carbohidratos de la amiba
y por el otro a la glucoproteina peroxidasa (8).

La actividad enzimitica de la peroxidasa sc detectd con o-fg
nilendiamina que da lugar a un producto colorido como se puede
observar en la fig 4. Los carbohidratos del extracto de E.histo
lytica unen a la Con A y por lo tanto a la peroxidasa, observin
dose un color naranja como producto de la reaccidn enzimética,
pozos B y € (7-9) control positivo. Cuando los sitlos de la lec
tina bloquaaron con el azdcar alfa-MM, &sta no se unié a los
carbohldratos de la amiba y por lo tando no se observd desarro-
lto del color, pozos F y G (1-12) control negativo.

La peroxidasa en una concentracién de 0.01 wva/ml pozos D y E
(1=12) no desarrollé color por si{ sola, durante el tiempo en
que aparecld é€ste en el control positivo, lo cual indica que el
desarroilo del color en el control representa la unidn espect-
fica de la peroxidasa a la Con A y ésta a los carbohidratos de
la amiba.

Se ensayaron difercntes concentraciones de Nato, ( 25mM, 50mM
y 100 mK ).

A una concentracidn de 25 mH pozos B y € (1-3), existe una 11
gera coloracién naranja comparada con el control negativo, lo
cual indica que con ésta concentraicén de Naloh adn existen car-
bohldratos sin oxidar y son detectados por la Con A {como en el
control positivo). La coloracidn desaparecid cuando se usd Naloh
50 mM pozos B y € {(4-6). Por lo tanto, 50 mM de Nal0, fue la cop
centracién mfnima necesaria para que 1os carbohidratos dejen de

reacclionar con la Con A.
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FIGURA 4. OXIDACION DE CARBOHIDRATOS DI P histolytica

Los carbohidratos de E histolytica se detectaron con Concanavalina A
en un ensayo tipo ELISA.Las oxidaciones del antigeno se¢ efectuaron en
placas microtituladoras de 96 pozos, con diferentes councentraciones =

de NaIOq.
Pozos Pevyodato.
Batg ( 1-3 ) 25 mM
B a6 ( 4=~6 ) 50 mM
B agG (10-12) 100 mM
BatG ( 7-9 ) 0 mM
El primer ligando consistid de:
Concanavalina A By C (1-12)
Con A (bloqueada con alfa-MM) Fy6 (1 -~ 12) 4
Pozos con solo el segundo ligando Dy E (1 - 12)
Pozos con PBS y ningln ligando. Ay H (1 -12) }
Peroxidas Segundo ligando. BaG (1 - 12) :
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2. EFECTD OE Nalnk SOBRE UMA PROTEIHA (BSA).

Se ha repoftado que durante las oxidaciones con peryodato,
dependiendo de las condiciones de temperatura, tiempo y la con
centracidén del peryadato, las proteinas pueden sufrir modifica
clones no atribuibles a la oxidacién de carbohidratos (23).

Para determinar si en las condiciones en que efectuamos la
oxldacién de los carbohidratos de la amiba, las proteinas se mg
difican realizamos un experimento tratando 8SA con peryodato
50 mM durante 24 horas a 4 C.

El primer ligando fue suero de conejo anti{-BSA y el control
negativo suerc rormal de conejo.

En la fig 5§, se observa que los pozos E y F (2-11) desarro~-
llaron un color naranja gue disminuye su intensidad cuando la
dlluclién es mayor. Esta misma Intensidad de color se observa
cuandoa la BSA es tratada con peryodato, pozos 8 y G (2-11). En
ambos casos el suero de conejo anti-BSA did un titule de 1:32000
anal(z2ado de manera visual con respecto al control negativeo po-
zos Dy E (2-11).

3. RECONOCIMIENTO DE CARBOHIDRATOS DE E.histolytica POR
ANT!CUERPOS MONOCLONALES MEDIAMNTE ELISA.

Después de establecer las condiciones de oxidacién con peryo
dato en el sistema ELISA, se probaron 15 anticuerpos monoclona-
les para determinar si reconocen carbohidratos de 'a amiba; cada
antlcuerpo se Incubd con antTgeno de E. histolytica no tratado
y tratado con peryodato. Los anticuerpos monoclonales (F9,A8,C6,
A57,A14A2, D4, 5B6, 1HB, 6H3, DIO, A35, 6g9, 1010, D12, y 2F11}
dieron un titula de 1:256 cuando fueron incubados con antfigenos
no tratados Fig. 6, Fig 7 y Fig B. Las lecturas se realizaron de
maners visual y con respecto al! anticuerpo monoclonal 8b10 que-
es el control negativo. Cuando el antfgeno estaba tratade can
can peryodato, se observa gue los Acs monoclonales F9, A8 y C6
perdieron su actividad por completo, en cambio A57 y Al4Al12 solo
dismlinuyeron su tTtulo de 1:256 a 1:16 con respecto al control-

negativo.
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TIGURA S.EFECTC DE NaIO, SOBRE UMA FPPOTEINA QUE NO CONTIENE CAR-
BOGHIDRATOS.

Todos los pozos se forraron con BSA 20 pg/ml.

Los pozos B y G (2-11) fueron tratados con NaI0,, mientras que los
pozos E y F (2-11) se mantuvieron come controles. El primer ligan-
do fue suerc de conejo anti-BSA en diferentes diluciones (los nima
ros en las .abscitas representan los ianversos de las diluciones em-—
pleadas). Los pozos D y G (2-11) son controles en los cuales el se
gundo ligando es sueroc normal de conejo. Las tineas A, H, 1 y 12 -
son controles cuyos ligandos fueron sustituldos por PBS.
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FIGURA 6. RZCOACCIMIENTO DB CAREGUIDRATOS DE Z. histolztoca POR LOS
MONOCLONALZS 1 AS7, Al4al2, ¥9, 4B y G6.

El antf{geno totel do E. histolytica trotado con NalO, pozon B=G(2=-6) y el

ne tratado pozos 3-6(7-11) se expusieron a loo mtic:crpos monoclonales
(A57, A14212, P9, AB ¥y C6). So utilizaron dilucionss cuartas comcnzande con
el sobrenadanto concentrade (1) hasta 1/256. (en la figura cstd indicado ‘cg
to los inversos do las diluclonos).

Los contirolos negativos mon: el pnticusrpo monoclonal 8D10 que reconcce el
slptena nerviocso del aoocll y PBS que indico la o;idaci.én expontinea de la

o-fonilendiamina, emplcada como sustrato de la peroxidasa
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PIGURA 7. RZCONOCISISNTO D3 CARPOHINRATOS D7 2. histolrticu POR A3

MONOCLONALSS s A35, 6G9, 1Dlo, P12 y 2Fll.

En ésto ensayo, se probd la roactividad &2 loo anticuerpog monoclopslus
{A35, 649, 1D10, D12 y 2Fll) frontc a antigenos de B. higtolyiica trata
dos y no 4ratados ocon H:.\IO4.

Se utilizaron los mismaz oondicioren, acomode de muostras y conirolos

qus se indicon en la figura 6,



Metaperyodoto de Sodio {mM)

50 1 o
oa Bl Sl A asadeiainindn s
e DO 2 X X X )
386 S R .F-«‘.@ ,.‘Q\."‘.\'
e - (W 47T .00
6H3- (_“T 1:‘ ' c’rl:r'.'.i_.‘:’}-@g—
oio-} (Ml O
goio (e om ',;‘» 22 -
PESI. (DL O DI HD,
f 1 [} |'_] .l - | f 1 : =
A S T i
o (o]

FICURA 8. RSCONOCI#ISHTO D3 CARBGHIDIATOS DS B.histolytica POR LOS
NONOGLONALSS: D4, S5D6, 118, 6H3 y DlO.

Este eénsoyo, indica la roactividad de lops anticuerpon monoclonales
(p4, 586, 6H3, y DIO) conira antfigenos do Baehistolytican tratedos ¥y no
tratados con motaperyclato de sodio.

Se utilicoron las minmas condicionos de organizooidn que pe indican en
la figura 6.
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Todos los demis anticuerpos ensayados (D4, 5B6, 1H8, 6H3, 3DID

A35, 6C9, ID10, D12 y 2Fl1) dejaron de reaccionar por el efee-
to del peryodate, Figs 7 y 8.

4, PATRON ANTIGENICO BE EXTRACTO TOTAL DE E. histolytica.

Sc precpard extracto total de E. histolytica para elecctrofo~

resis y se definidé el patrdn de cste preparado mediante elec--

troforesis cn geles de poliacrilamida-505 7.5% y se transfirié
a papel de nitrocelulosa.

Como se muestra.cn la fig. 9, se definicron varias bandas
polipeptfdicas del extracto, tanto en gel {carril 3) como en
el papel de nitrocelulosa (carril 4). Estas 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 marcadores de peso
molecular en ;l papel de nitrocelultosa fuereon tefildos con ne--
gro de smido (15), y las bandas polipeptidicas con tinta India
que es mas sensible.

Tanto el patrén polipeptidico como los marcadores de peso molg

cular fueron revelados con azul! de Coomazie.
5. OXIDACION DE CARBOHIDRATOS DE E.histolytica EN PNC.

Proteinas de E. histolytica y ovoalbimina se electrotransfi
rieron a papel de nitrocelulosa y se reali{zé una oxidacidn con
peryodato 0.03M durante 18 horas a temperatura ambiente.

En el carril 1 yv 17 de la fig 10, se aobservan las bandas
que son detectadas por la presencia de Con A unida a los carbp
hidratos de la ovoalbimina y de la amiba respectivamente. {con
trol positive), Estas bandas desaparecen cuando el antigeno y
la ovoalbimina son previamente oxidados con peryodato (carrii
3y 3 ).

De la misma manera desaparccen las bandas del! antfgeno de ami-
ba y de ovoalbidmina, cuando se bloquearon los sitios de unién
de la Con A con alfa-HM. Carri! 2 y 2' ( control negativol),
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FIGURA 9. PATRON ANTIGENICO DE EXTRACTO TOTAL DE B histolytica

Proteinas totales de E.histolytica se electrotransfirieron de geles
de poliacrilamida~SDS a Papel de Nitrocelulosa (PNC).

Los carriles 1 y 3 contienen las proteinas corridas en gel y los
carriles 2 y 4 transferidas en PNC.
Las tiras 3 y 4 corresponden al extracto total de E. histolytica --
las tiras 1 y 2 a los marcadores de¢ peso molecular que son las pro-
teinas: Mioglebina 17 Kd, Ovoalbidmina %3 Kd, BSA 67 Kd, Fosforilasa
92 Kd y Beta-galactosidasa 116 Kd.
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FIGURA 10. OXIDACION DE CARBOHIDRATOS DE E.histolytica EN PHNC.

Log carriles 1,2,3 y 1'2'3' son tiras de PIC que contienen ovealbd
mina 'y antigeno total de E.histolytica respectivamente. las tiras-
3 y 3' se trataron con NaI0,; 30 mM Qurante 18 horas a temperatura-
ambiente.

Tiras 1 y 1'.- Se trataron sucesivamente con Con A y peroxidasa.Fs
tos son con<Troles positives que indican que los carbohidrates pue-
den detectarse en éste sistecma.

Tiras 2 y 2' .- Se trataron con Con A blogucada con alfa-MM y perg
xidasa. La ausencia de reactividad indica la no unidén de Con A.



-38-

6. EFECTO DEL METAPERYODATO DE SODIO SOBRE LA ACTINA DE E. his
tolytica

Para determinar si{ existe modificacidn de¢ las proteinas de
la amiba cuando se efectian oxidaciones con peryodato en gpanel
de nitrocelulosa, se ensayaron dos protefnas: actira de ccrebro
de rata y proteinas de E. histolyrica previomeénte elecirotrans-
feridas a PNC y se trataron con peryodato en las mismas condi-—
clones de temperatura, tiempo y concentracién en que su¢ realizéd
la oxldacidn para corbohidratos de la amiba ( fig 11).

La actlna es una protefna de pesc molecular de 43 Kd. En la
sautorradlograffa de la fig 11, se demuecstra la especificidad
del! anticuerpo monoclonal anti=-actina de cerebro de rata ya que
reconoce una banda de 43 Kd correspondiente al peso molecular
de 1a actina (carril 1).

Este mismo anticucrpo monoclonal reconcce también la actina
de amiba ( carrll 3).

Et carril 2 contiene el contrel negativo que consiste de ag
tina de cerebro de rata y e! anticuerpo monoclonal 012 anti-E.
hls:o]xtlca. Como se puede observar, no aparece ninguna banda.

Después de que las actinas tanto de amiba como de cerebro de
rata son tratadas con peryodate, (carriles 1'2' vy 3'), el anti-
cuerpo monoclional anti-actina las sfigue reconociendo con la mis
ma Intensidas que cuando no son tratadas. (carriies 1,2 y 3).

7. RECONOCIMIENTO DE CARBOHIDRATOS DE E. histolytica POR ACS
MONOCLONALES.

- Los anticuerpos monoclonales (A8, c6, F9, 1010, 6G9, D12, Dk

2F11, 586, 1HB, 6H3 y DI0), cuando son expuestos a extractos to

tales de E. histolytica como el patrén que sc muestra en la

flq. 9 reconocen una banda polipeptidica de peso molecular menor
de 20,000 daltones (11),



Peryodato de Sodio (mM})

43 Kd

FIGURA 11. ZFECTO DZL MOTAPSRYODATO D3 SODIO SOPBIS LA ACTIHA DS
EJ.niotolytica .

So elactrotransfirioron actina de cerelro de rote y extraoto de

E,bintolytica y fueron expuastns a los siguionies ligandoss

Garrilen Proteinos Traansferidas Primer Ligande

Iy Actinz de cerebro do rata Ac. monoclonal anti-actina
2y2° Aotina de corebro do ratae Ao, monoclonal D12 anti-amiba
3y 3° Proteinas d¢e I.nistolytica Ao. nonoclenal anti-sctina

Los 4iras {1, 2 y 3) me trataron con Kal0, 30 =¥ por 18 roras o tompu—
ratura ambilente, Loas tiras (17 27 ¥ 3} no fueron tratadas.
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Estos anticuerpos monoclonales fueron probados para determinar
su reactividad frente a carbohidratos de la amiba (fig 12).

Se observa que cuando fueron incubados con antigeno no tra-
tado, reconocieron banaas de peso melecular menor de 20 Kd
{ carriles 1~ik4), excepto los carriles 7 y 8 que corresponden
al anticerpe munocloral BEY con especificidad para el sistema
nervioso del acocil y fue utilizado como contro’ negativo. Es
tos mlismos anticuerpos monoclonales perdierpn por completo su
reactividad cuandn se Incubaron con antigenos que fueron trata
dos con paryodato 30 mM por 18 horas a temperatura ambiente
{(carriies 1'-14%).
Estos resultados conflrman los obscrvades en la técnica de
ELISA.

8. RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS GE E.histaolyrica POR ACS MONQ
CLONALES.

Con el objeto de tener idea de la estructura moltecular de
los antlgenos reconocidos por ac¢s monoclonales, se ensayd la
susceptlibilidad de &€stos anticuerpos a una proteasa y al calor.
Era de nuestro interés probar squellos monoclcnales que no per
diron por compieto su actividad después de trotarlos .con peryo
dato mediante la técnica de ELISA fig. 6.

A) Se tratd extracto total de E. histolytica preparado para
electroforesis, con la proteasa (SubtilopeptidasaA). El atfTge~
no asi tratado, se colocé directamente en PHC en forma de gota.
Los anticuerpos monoclonales ensayados fueron :{A57, A8,C6, F9
D4, tblo, 2F11, 669, 586, I1HE, 643, D12 y DIO). En la figura
13, se muestra la reactividad de €stos anticuerpos cuando los
antfgenos no fueron tratados con la enzima., Como se pucde obser
var, los anticuerpos monoclonales reaccionaron con la misma in-
tensidad cuando se expusieron a antfgenos no tratados (pozos de
la parte superlor), en camblo, en los controles se detectd que
la reactividad disminuyd cuanda laos ligandos : sucro de ratdn
famune y el ac. monoclonal anti-actina fueron enfrentados a an

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




FIGURA 12. RECONQCIMIENTQ DE CARBOHIDRATOS DFE E.histolytica
POR ANTICUERPOS MONOCLONALES-EN PNC.

La parte B de la figura, se traté con metaperyodatc de sodic 30 mM
y la parte A se empled como control. Los carriles indicados con --
los nlmercs del 1 al 14 y 1' al 14' se incubaron con los siguientes

anticuerpos monoclonales:

1y 1'-AB 6 y 6'-D12 11 y 11'-SB6
2y 2'-Cé 7 y 7'-8Eb4 12 y 12'-1H8
3y 3'-F9 8 y 8'-8Eu 13 ¥y 13'-6H3
4y u'-1D)L0 9y 9'-Du lu y 14'-plo
5y 5'-6G9 10y 10'-2F11

sobrenadantes de cultivo de hibridomas y del 8 al 14 y 8' al 14' se-
usaron ascitis. El1 ac. monoclonal 8EU reconcce el sistema nervioso -
del acocil y fué usado como control negativo.



FIGURA 13. RECOHOCIMIENTO DE PROTEINAS DE B histolytica POR AN-
TICUERPOS MONOCLONALES MEDIANTE INMUNODOTT.
Cnda tira contiene dos potas de antipgeno de amiba; La superior es -—
tratado con subtilopeptidasa A y la inferior no tratado. Como contrg
les se utilizaron en las tiras (1l y 5) sueroc de ratén inmune contra-
E. histolytica s (2) suero de ratdn normal, (3) ac. monoclonal anti-
actina y (4) ac. monoclonal contra el sistema nervioso del acocil --
8E4. Los anticuerpos monbclonales (anti-amiba) corresponden a las ti

ras:

6-A57 11-F9 16-5B6
7-A1nAlL2 12-Dh 17-1H8
8-A35 13-1D10 18-6H3
3-A8 14-2F11 19-D12

10-C6 15-6G9 20-D10
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8) €En un experiwento similar al anterior, se probd la reac~
tividad de los anticuerpos monoclonales { AB, AS57, A3S5, AlLAL2
¢6, 1Dto, ot2, F9, 2F11, 586, 1uB y 6H3), después de tratar
las antfgenos con calor durante una hora & 93 € [ig 14 {ecn Este
casa, los antfgesrios teatadns con calor, se colocoron en ta par-
te InVerior de cada tira y los no Lratades en la parte superior)
Todus los antlcucrsos monoclonales ensayadns, reaccionaron con
la misma intensidad cuiando se expusieroan a antigenos tratados
con calor que con los antigenos no tratados.



FIGURA 14. REACTIVIDAD D ACS NONOGLONALES ANTI £.hiatolytics LESPUES
DA TBATAR 1OS ARTIGENOS CON CALOR.
Ceda %tirn <o PNC contienc antigono du E.histolyticn en gotea,

lag supcriores son sin tratar y las inforiores calentudo a 33% duranto
uns hora. Los coantrolen csidn indicados con les nimeros,

le= susro normal de ratdn.
2.~ puoro de ratda inmunc contra S.histolviica
3.~ Ao. monoclonal 824 anti sistinma naorviocso dol acooil.

Lor carriles del 4 al 17 corresponden o laa acs monoolonalen que so
onsayaron.

4-a8 8-a6 12-59 16-1H8
5-251 9-1Dio 13-D4 17-6H3
6435 10-~D10 14-2F11

T~&l4A12

11-pi2 15-586




VI.DISCcCUS IORN

Dando
lulny de

un punio 4o vista inmanoldgice, lon antipenos da lo mombrana ca-

S.hiniolyticn , son lra principales moliculan quo puuden fonar
rolecidn

Eg un

zan 1a ageyfn efactora dol sigtoma inmuns.

tratsjo previo, Galderdn., 1986, (11) co demost®s por inmunoflip
rosoncina gque los 15 anticu'rpos monoclonzales c¢studiades en el presente
4rodbaje reconoren wsiructuras que se encuentran en 1la superficie de la
axitey pero no ge roaliss la caracterizacidén qufnica d2 dichas moldculas.

Kosotros inicinwes 1a caracterizacién ouimica de los moléoulas recong
cidus por &stos antiouerpos monoclonales, haciondo el anflicis para oar-
behidretes come primera pozibilidad devido & que se ha plantendo que luo
funnionss ds roconocimienico y adlesividad & las ¢$lulas blanco €8 & tro~
vés da moléculas dsl tipo do gluceconjugados presentes en la mmidba. (5)
€12) {36) (s52).
€ape mencivnar que 1oa onticuerpos monoclonnles estudicdea, recanocon
vondas de bajo peno molecular { 20 ki ) medianto elecirotransfarenciae
Bxonpto el manoclonal A57 que reconoce don bandas polipeptidicas de
{60 ¥ 20 ¥d) , y los anticusrpos wonoclonales (A35 ¥y AL4ALR) cuyo peco
molecular no re ha detewminndo.

Con el objoto da conocer la canaistencis de nuootres rozulindoa, el
anilinis pura onzbohidratos ocon loa anticusrpos monoclonales lo sfege—
teanop por dos mdtodos, SLISA 2 INAUNHOSLICTROTRANSFSRINCGIA.

) ,Ial andlisis parn carvohidratos mediante BLISA con las 15 enticuer=
pos monoclonalos, dolfinimon quo 13 do ellos rcconccen carbohidratos
dobido o nue pordisron sa raactividad despufs da 4ratarles con peryocdato
no observAndoss on nincuns de las dilucionen emnlesdas (1 a 1/256) om
cambio, loz esnticuarpos monoclonales Al4A12 y AS7 solo disminuyaron bu
tftulo Qs 1/256 a 1/16 , €zt0 colo me observé on ELISA ya que en tranafo

rencia ol A4ALZ2 y €1 A35 no rooonocun antiscnos desnaturalizades vy ol
A57 no se prowd por date método.



—46=

Por olsctrotranafersncis, sa onroynren 12 enticuerpor monoclonales cuja
cuya espocificiind es par ontigemos do E.histolwvtica ds tajo pesme molucu~—
lar .

Los btandas de roconocimiento gue presentzn, desaparccicron cuando loo
antfgonos fueron tratados con peryodato, lo cual significa que loa anti——-

¢uoerpoo lonales reconocen carbohidraton, Eute andlicip confirma lon

rcoultados encontrados por BLISA.

Utilizando diferantes coacentracionos do peryodato, determinomesn que
con unA conceniracidén de 50 !l do Na104 a 4 C duranioc 24 horao losu cario-
hidratoe se oxidaron, Esto lo demontramos oxidando con peryocdatn ovoalbd-
wina asi oomo zntfgeno de amiba, observando su pérdide de reactividad con
Concenavalina A,

Eaton resultados sugieren la total oxidacién de los carbohidrotics de
Eoshistolyticn en ELISA, yn quo so ha encontraodo que todms len moldoulra do
la superfiole de la emiba, son ruconocidas por Con A (12). Adewm#s e pake
que el 897 de los cartohidrotoe obtonidos do una moldeula encontrada eon
amiba, soni gluccoa, galactosa y xilosa principnlmente. (23) y 1o Con A u
sada para dotactar carbohidraion tiene espocificidad por los ciguientony
D-glﬁoopiranona, Demanopirancsa, D-fructofuranoss, sus glucbcidon y estrug
turap entéricamente rolacionndes. (B8) (27) v (50).

Las condicionocs del tratamionio con peryodato para cerbohidratos en
papel do nitrocelulosa fueron diferentes a lnsg gue estableoimos on ELISA:
30 mi de Nalo4 durante 18 horos & tomporatura embiente.

Pars osepgurdar que durante la oxidacién, las prolefnas de la amita no su-——w
frieran modificaciones que alteraran su antigenicidad, utilicamos en am-—
bos métedos oontroless En BLISA emplesmoc o la albumina sérica de Bovino
(BSA) ¥ en fnminooloctrotransforencis a la protoina {ACTINA) una de lagc pro
‘tefnos oy eonssrvadars en todan las cédlulas encaridticas y que se sncuenira

en E.histolytice (60).
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El anticucrpe monecclonal anti-actina de cerobro des rata, también reconocid
1o actina de omiba, de tal forwan cue 88 olaurvé wuan benda de reconocimiento
corresnrondionts al poso molecular de lo uctina.

Tonto la tctina do la amidbz, oozo la B34, no altcrovon su roactividad dee-
puis do tratarlas con peryodrto er 1ns nismas condicionas cu gque se efectud
ol anilisis oon los anticuerpus monoclonaleo.

Los repultados de &ntos controles noo indican que ls pérdida de la reacti-
vidzd de loe cntiouerpos moroclonnlos e debe m la modificascién do los gar——
bvohidrato= y no a las protofnzc de la amita.

El anélisis inmunoqufmioo para la dsterminecidn de la unulursleza pepifdice
de low epftopes con la baterfa de los 15 unticuerpos monoclcnales fue evolua-
da oon la enrzima Subtilopeptidawa A, proteasa nue e jorce su afocto sobre los
citics motivos de loo residuos de sorina, (55), y por cu turtamiento con caw
lor,. Ambos cnpayos ge e!eptua.ron por ol método de Inmunodot. :

Bl apticuerpo monoolonal nnti ~zotina de corobro de rota( quo tawbidn raco
nocs la actina de 1o amiba ) disminuyé su roactividad deppuds de que se tratd
ocon Subtilopeptidaca,

Lo mismo sucodid oon el anticuerpo poliolonal contra wmibe . Ectos resulta
dos indiosn la aotividad de la proteasa podwre las protefnas de la smibu, perw
mitiendo do éste manera evaluar la susmceptibilidad de los opftopos ds
Ej‘._i_mmgg_n_ que reacoionan con los anticuecrpos monoclonales . Ninguno de
lom 15 antiouerpos monoclonales analigados modificé ou actividad despuds del
tratamionto con le enrima. ’

Por otro lado, demostramos que antfgenos de 3. histolytica tratados duw=
rante uns hora a una temperatura do 93 €, fuoron reconocidos por 1os8 Gntiw=
cuerpos monoclonales con la misma intenzidad quo los antigonos no tratados.
Estos ensayos sugieron que los epftopes que roconocen no son de naturaloza -
proteinica.

En conclusién, en Sste tradajo determinamos que los opfitopos de
E.histolytica detectades con lom 15 anticucrpos monoclonsles fuoTons Cota——

bles &l calor durante uns bora & 93 C, reoipteatos & 1o enzima subtilopoptie



dasa y 13 do ollog cencivles 2l metoperyodato de nodio, por lo guo penyfe—
mon que ne trata de carbohidrntoc, como parte integial del epftope.

50 ha reportado que loz antictorpos Airigidos on coatra do dzt:vaiasantag
antigénicos carbehidratou, puvden reouceionar crusadanente cou Comnuanton que
llovan el miono reeiduo torminal de azcar no reductor prescindicendc de otraa
diforoncias estructurales (35).

Tal es el cagso de loo anticuerpos hacia el polisacfirido del ncumccoco tivo
XIV que roacoiona ocon lec residuos { galactoeil ) de otrous polisacdridos, glu
coprotefnas o glucolfpidos. {29) (3) (64).

En contraste con lo qus se esperaria deld Bnéliai:z‘dc raactividad ecruszada

de E.hintolyticn con otras espbcios do Entamosba, solo el anticuerro monoclo-

nal (A35) prescnté renctividad cruzada
¥ B.invadons. Todop los demds anticuerpos monoclonales son espdeie~anmpicificou.

por antfgonos do E.lzredo, E.moshkovakii

No se ronlizé el andlivis de los epitopee para la doterminacidn de los lfpidos.
Sobre la naturaleea lipoidea do antigonos, hay poca informaoidn, Scuto oo do,
be 2 que sus propiedades talos como la insolubilidad en sgua y ¢l cnmagcarive—-
mionto ds determinantos antigénices por la formacién do agrogados, dificulto
el empleo do tdenicas osténdaros para rcu catudio. Por dsta razén, loc cntudios

pobre la noturaleza quinica de doterminanten antigénicos, se ha enfocado hicia

las proteinus y loo carbohidratos. Sin eambargo, so pabe que los lfpidos juo—

gan un pepel importanto no solo como componentes cstructurales en las membranas
celulares, sino también on le determinacidn do sus propiedades inmunolégicas
(65).
Loa carbohidritos como catructuras antigénicas, pucdon formar parte de come
plejoe tales como glucoprotainas o glucolipidos.

La naturaleza completa de las molé&culas reconocidas por los anticuerpon
moncclonales no pucde asegurarse con dstos dutes. Con nuestros resultados rodo
mop descartar la posibilidad de que oo irate de una glucoprotefna como parte -
integral dol opftopo para 13 de ellos que son do bajo peso molecular y no reco
nocen proteinas, por lo que es nZs probarle que sean glucolfpidos. los otroe -
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dog (A57 y Al4212) parecen :cconocor un apftope formado en parte por un
carbohidrato 7 oire ectractura que aui=zp vea de naturalesa protefen, ya
qus por ojemplo el AST reconcee dop bandas do peso moleculenr mayoros gue
las roconacidao por lus 13 rostantan y el Al4412 no rooocnocce antfgzenos
ddanaturalizados.

Son respecto & su naturalesu estractural, se ha deteruwinado que ouan-—

do los opftopus son varbohidratos, nsn principalwente pucuonciales més
po ’ P 2t

que conformacioni:les (25).
"
o los 15 untiouerpoo monoclonalez, 13 reccnocen dnicumente carbohi

dratos; por lo quo podemos inforir que la naturaleza csiractural de cotos

epftopes os pecuencial,

Sar diferontes mfiodos so ha tenido ovidencin do 12a existonoian do
oarbohidraton en la guparficio de loz ircfezoitos de K. hugiolytica, por
ne ha obgervado aglutinacidn de loo trofozoitos de

ejomplo ¢+ con Con A,
E . histolytica (47).

Otro trabajo domuestra que todas lus protofnas ds suporficio da la
amiba, eon glucoprotofnas y2 que reconocon Con A y son elufdas eopecffica
ments con - (- Motil-monésido a travdpo de una columna (2).

Con colorantes como el azul da alciano que s0 combina con glucoprotofnan
polissodridon y algunoo wipos de celulosa (71), fue posible obpervar la
presoncia de glucoprotefnas en la caps extorior del glicocalix de los tro_
fozoitos do B, histolytica (19).

Otros invegtigadoros tratando de definir la naturaleza do los componoatoo
inmunogfniocon da E. histolytica, han zbordado el estudie, modianto tdcnican
ds geparacidn y purificacién de loe componentos de la amidba. Tal es el caso
do la lipopdptidofosfoglicana, moldoula oncontryada en la superficio do la

amiba, quo roacoiena fusrtemsnts con suero de pacientos con abecoo hepftico

amibiano (32) .
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Rociontoments Al tratar de purificur la porcidn polisacdrida o esto
melécul, o¢ demostrd quo tonto los lipidon como los curbohidratoes
Partici~nn on la antlronicidad de la amita (33). .

Por diferentes méftodos do extracecidn, otron rutores repcriaron le
prosencia de un 1fpido altsmente inmunogénico {winoglucofcafoiipido)
quo presenta reactividad oruzads con la lipopéptidofonfoglicinag (21).

Conrideramnos qua los anticuerpos monoclonnles con una horrami«nts muy
valiosa pare corscteriwar quimicamentie moldculan,

Fn el campo do la parasitologfa, la caracterizacidn quimica de moldcu
las ha hecho ponible la olanificacién sepoldpica de varies microorganic—
moo (66) (41).

La importancin de épte trabajo radica en hater determinado que log
anticuerpos monoclonales reconccen carbohidratos de la ruperficiv de la
amita, Bste sord de gron utilidad, ya que abre les posibilidades porn
entudiar algunas funciones biolégicas como son el reconocimicnic y la
@dheoividad & 1A cdlulas blanoco.

Por otro lado, la metodologfn aquf desarrcllada serd vuliose no nolo
pare earacterizar la naturalesa quimioca de una moldoula, nimo tambidn
puodo ser apliceda en la produceidn de anticuerpos monoclonales en la
etape de gcelocoidn de hibridos, de tal manora que se puadon producir
anticuerpos monoolonclon empecificos do moléculac con la naturaleza quimica

de interss.



Vilt., € o N CLUSI GHNES.

1.~ Se establecleron las condicianes para oxidar carbohidra--
tos con metaperyondato de sodio, en las cuales a) glucoprotei-
nas de la amlba y ovoalblimina pierden su reactividad con Con-
canavallina A; L)} albimina sérica bovina y actina de amiba, am
bas carentes de carbohidratos, no pierden antigenicidad con -

sus respectives anticuerpos.

2.- De los 15 anticuerpos probados, 13 reconocen como epitope
carbohidratos de 'a superficie de la amiba ya que, tanto por
ELISA como por transferencla, pierden su reactividad con anti

genos tratadns con metaperyodato de sodio.

3.- Los tratamientos con calor y subtilisina A, a los cuales
los antfgenos reconocidos por los 15 anticuerpos monoclonales
fueron resistentes, sugirien que los epitopes no son protel
nas.

4,~ Dos de los anticuerpos menoclonales (A57 y AlLAI2) solo
pierden parcialmente su recactividad con antigenos oxidados
con metaperyodato de sodio, sugiriendo que el epitope estad
formado por carbohidratos y alguna otra estructura protefnica

° lipfdica..



1.

2.

3.
4e

5

6.

Te

8,

10.

11.

12.

VIII, RIFSR3ZNCIAS.

Abo,11.P., linafawa,¥,, Yorhimoto,?., Ozawa,¥,, Saikaw:z y Saito,T.
{1980). Fluor2ss.at liasrsey antibody cbrorp'ion (FLA-ABS) test for
detseting rubclinical infiuiion with pycobactsrium luprae .

Int, J. Lepr. 48, 100 .

Aley,P,Z,, Coott,'l.A,, Coln A. (1980). Flasma nembrane of
Untamoohu hiniolytica . J. Bxp. ded. 152, 391

Allen,P.%. 7 Kabat,Z,4. (1959). J. Immunol. 8Z, 358 .

Arroyo-Fosovich,A., Caratoz=Trajoyds y Ruis,H.Je (1972). Gonpocicidn
do 1a parcd gelular de quistas do Z. invadens « Arche Inveot. Héd.

3, suppl 2, 265 .

Arroyo,R., Orozco,™. (1986). localizooién e idogtificaoidn ds adhumiba
I. Una protofna guo participa on la adheoidn de Intamcedba histolytica
a orftrooitos humanosn y cédlulas wpiteliulos. Archs Invest. dds 1T,
suppl 1, 13% .

Avila, B,E,, Sanchoz-Carza,M y Caldexéa, J. (1985).

proteolytic activiily « J. Protozool. 232, 163 ,

Barker,D.C., Swalor,L,S. (1972). Chirnoteristics of ribosomcs during
diferentiation from irophozoitor to cyut in Axenie Intamooba sp.
Coll, Differ. 1, 297 .

Boraliord, We y Avrmmoas , S. (1970). Ultrastructural visunlization
of cellular carbohid.ate componentis by means of Concanavalin A,
Fxp. Coll Rea., 64 , 232 .

Britton, We. Js, Halloviot, L., Basten, A., Raivon, R. L, (1975).
Mycobrotarium laprae antigens involved im huncn imaune responcces
The Journal of Immunology . The American Association of Immuneclogist.
135, 4171 .

Burnet, Fe M. (1957). A modification ‘of Jerno s Theory of

antibody production using the concept of clonzl seleciion,

Austral J. Sei. 20, 67 .

Caldarén, E. 8. {1986), fTosin de Measirfa. Departacoato de
Biologfa Celular. Centro do Invcetigacidn y Estudios Avanzadoo del
Instituto Politdcnico WHacional .

Cano-Mancora,R. (2985). Tesis <d¢ Doctorado, Iepartaronte de Biologfa
Colular. Centro do Invootigacién y Estudics Avannades dol TInstituto
Politdcnico Naocional .




13.

1lu.

1s5.

16.

17.

18.

1l9.

20.

21.

23.

24.

25.

Davis,D.B., Dulbecco,R., Hisen,l.N. ¥ col. Hluroblologj
2nd. edition. Harper € Row. lew York, USA. 632

Duamond,L.3., Harlew,D.R. ¥ Cunnick,
medium for the axenic cultivaz
and other Emtamgeba. Trans.PR.3o0c.Trop.t

(1978) A now
=ha h'stolvtica
YFLER

Dubois,D.B. y Mossen,P.l. (1233) Use of human antibocdies

to identify antigens in culiu:ed huwan tumer cell:

detection of disereve antigen inslecules using electroblotting
and enzime-liked antibody probes. J. Immuncel. Meth. 63, 7

Edelman,G. M. v Paulik,M.D. (1961) Studics on structural
unites of the globulin. J. Exp. Med. 113, &81

Edelman,G.M. (1973) antibody structure ard malecular
immunology . Seience. 180, B830.

Elmer R.N. y Glenn,A.N. (1978) Parasitology (the bioclogy of
animal parasite). 4nd. edition , Lea 7 Febiger, Philadelphia
Copyright.

Feria«Velasco,A., Trevifo-Garcia,M. N., Ruiz,s. (1972)
Mucopollsaoapldos en el gllcoc‘l x de E. hisvslytica. Estudic
citoquimico de alta resolucidn. Areh. Invest. Méd. 3, suppl 2
304

Freachem,R.6., Braddeley,D.J. Garelick,H. y Mara,D. (1963)
Sanitation and disease. Health aspects of excreta and
wastewater management. Chichester: niley/world Bank. 327

Gitler,C., Calef,E. y Rosenberg, I. (1984} Cytopathogenicity
of Entamoeba h1sto]vt1ca and the host tissues. Trans. R. Scc
Lond. 3079

Gittler, C. mogyros,M., Calef,E. y Rosecvberg, I. (1985)
Lethal recognition between Eatam histolvtica and the host
tissues. Trans. R. Soc.Trecp. 12 581

Goebel,W.F., Ph.D., y Perlmann, G.E. (1943) The efect of
lithium periodate on cristalliine bovine serum albumin. J.
Exp. Med. 49, u79.

Gonzalez-Angulo, A., Trevifc,N., Zavala,B.P. y Yabor,E.
(1865) Morfologia de los trofozoitos de E. histolytica .
Estudios con Microscopia Electrdnica. Bol. Estud. Med. Biol.
23, 169

Goodman,J.W. Antigenic determinants and antibody combining
sites En the antigens TIT: 127 (197f) (Sela,M.,ed). Academic

Press, New York.




Z6.

23,

30.

31.

32.

33.

3,

35.

36.

37.

38.

o ST,

Guerrant,R.L., Brush,J., Ravdin,J.I., ZullivanJ.A. vy Mandw=li
G.L, (1931) Interaction between Entoawoebi histolvtica and
hunan polymorphonuclearn neutrophils. J. inf. Dis., 33,33

Halina,lL. y Mathan, S. (1872) The bluchcnl:try of plant
Jectan (phyitchemagglutining) fnnu. Rev. Siochem. u2, 5S4l

Hankeooek, & # Tsang,V.C.W. (1983) India Ink stating of
proteinyt on nitrocellulose paper. Analitilcal Biochomistry.
133, 157

Heidelberger (1956) Lectures in immunochemistry. Academic
Press. New York.

Honipherg, “., Balamuth,W., Bovee,E.C., Corliss,J.0., Gojdiecs
M., Hall,R.P., Levine,N.D., Loeblich,A.R., Weoser,J. Xudc,R.P.
Vv Wenrich,D.H. (1964) A revised clasification of the phylum
protozea. J. Protozocl. 11, 7

floward, L.V. (1975) Neitralization of Chlamydia trachomatis
in cell culture. Infected Immun. 11, 698

Ieipasi,A., Santa-eruz,M., Soto,X., Ramirez,A. Kumate J.,
(1982) Localizacidén en los tro‘ozo1tcs de rntamoeha
histolytica de una lipopéptidofosfoglicana extraida por el
meétodo de fennl-agua de la cepa HK-9. Arch. Inves. Méd. 13
suppl 3, 7

Isibasi, A., Santa—cruz,n., Cottlieb, M. kumate, J.(1986)
Purificaciédn de la porcidn pol;svar;da de la

lipopéptidofosficglicana extraida de los trofozoitos de —
Entamoebe histolvtica. Arch. Invest. Méd. 17, suppl I, 73

Jarumilinta, R., Kradofer,F. (196u4) The toxic effect of
Entamoeba histolytica on leucocytos. Ann. Trop. Med. Parasitol.
€8,3765-

Kabat, E.A., y Meyer,M. (1961) En Experimental Immunochemistry
Holt, New York. 1

Kobiler,D. y Mirelman,D. (1980) Lectin activity in Entsmonsba
hlstolztlca tvopho_oltﬁu. Infect. Immun. 29,

¥ohler,3. y Milstein,C. (197%) Continuos cultures of fused
cells secreting antlbody of predefined specificity. Mature -
256, 495

Kohler,M. Howe, S.C. y Milstein,C. (1976a) Fusion between
immunoglobulin-secreting and non-secreting myelona cell lines
Eur. J. Immunol. 6, 292.



39.

40.

1.

uz.,

u3.

4y,

45,

ug,

u7.

48,

49,

50.

-55-

Xohler,G. yMilstein,C. (1976b) Derivation of specifie
antibody producing tissue culture and tumor lines by cell
fusion. Eur. J. Immun. 6, 511

Kohler,G. (1984) Derivation and Diversification of
?ongclonal antibodies. Novel Lecture. Bioscience Faports
» 533

Kronvall,G.,3tandard,J.L. vy Walsh,G.P. (1976) Studies of 3
mycobacterial antigens with special reference to Myeobacterium
leprae. IMNtect. Immun. 13,1132

Laemmli,U.X. (1979) Cleavage of structural proteins during
the assembly of the head of bacteriophage. T, A. Nature.
227,680

Levy,R., Dilley,J., Fox,R.J., Harnke,R.A. (19738} Human
thymus leukemia. Antxgen defined by hibridoma monoclonal
antibodies. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 78, 6552

Lowry,0.H., Rosenbroug, N.J., Lewis,F.A., Randall,R. J. (L9s1)
Protein measurement with the folin phenql reagent. J Biol.
Chem. 193, 26§ -

Macgraith,B.G. (1963) Pathogenesis and pathogenic mechanisns
in protozoos diseases with reference to amoebiasis and
malaria. En meunxty to protozoos. Garnkamy,P.C., Pierce,A.G.
Roitt,J. Edds). Philadelphia,F.A., Davis,Co. 48

Markwell,M.A.K., Fox,F. (1978) Surface specific iodination
of membrane proteins of viruses and eucaryotic cell using

1,3,4,6-tetracloro,3,6-diphenil glucoril. Biochemistry 7,

MBO7

Martinez-Palomo,A., Gonzilez-Robles,A., D2 la Torre, M.

(1973) Selective aglutination of pathogenic strains of

Bntamoeba histolytica indiced by Concanavalin A. Nature.New
4 136

Martinez-Palomo, A.{(1982) The biclogy of Entamoeba histolvtica
Reserch,Studies. Press. Ed. John wiley y Sons L.1.D.,
Letchworth, Inglaterra.

Martinez-Paleomo,A. (1986) Clinics in Tropical Medicine and
comunicable Diseases. 1,

Miercio,E.A. Pereira y Elvin,A. (1979) Immunechemical studies

on lectins on their applications to the fractxonatlon of bloots
group substances and cells. CRC. Clinical Reviews in Immunology.
33



Sl.

52.

53,

54,

55.

56.

57.

S8,

59.
60.

61.

Ofek, I., Mira nd,D., Sharon,id., (1977) Adhurence of
Escherichia co to human mucosal cell mediated by manncse
receptors. liatuve 265, 823

Orozce,E., Martinen-Palemo,A., Guarneros,G. {1SB0) Virulencia
y propiuvdades deo la superficic de varias cepas axénicas

de Entamocha histsalysrica Arch. Invest. M&d. 11, suppl 1

153

Orozco, E. Marzinez-Fal oMo, A., Sonzdlez R.A. , Guarneros,G.
y Mara,J. (1982) Interacciones lectina-receptor median la-
adherencia de E. histelytica a céiulas epiteliales. Relacidn
de la achesidn cenh la virulenzia de las cepas. Arch. Invest,
M&d, 13, 159

Orozco,E., Sulrez.M.E., Martinzz-Palorc,A., Cuarneres,G.,
Kobilapr,D., Mirelman,d. (1982) Receptores participantes en
la adherencia de E. histolytica a eritrocitos humanos. Arch.
Invest. M&d. 13, suppl 3-177

O0ttesen,M.S.., Perlman,G.E., vy Lorand,L. (1970} The
subtilisins Em Enzymology. Proteslytie Enzymeq. Academic
Press. New York and London 14, 198

Ravdin,J.T. y Guerrand,R.L. (1981) Role of adherence in «
cytophatogeric mechanisms of Entamoeba histolytica. Study

with mamalfan tissue culture c¢<lls and human eritrocites.

J. Clin. Invest. 68, 1308

Ravdin,J.I. y Guerrant,R.L. (1980). Studies on the el
c;topathoyen1c1ty of entamovba histolytica . Arch. Invest.
Méd. 11, suppl 1 123

Richard,S$., Stephens,M.R., Tam,Cho-chouK.W., ¥ RobertC.H.
(1982). Mcnoclonal antlbcdles to €hlamydia trachomatis
Antibody specificities and antigen characterization. J. of
Inmunology 128. 3, 1083

Reivherz E.L., Kung A.C., Goldstein G. Schigssman S.F.
{1979) Separation of functional subsets of human T cells by
monoclonal antibody. Proc. Natl. Acad. SCi. USA. 76, 4061

Sabanero, M y Meza, I. ( 1582} Localizacién de actina en trofc
z20itos de Entamoeba histolytica (HMI). Arch. Invest., ME4.13
suppl 3, 37

Said-Ferndndez,S., Vargas-Villareal, J. y Castro-Garza, J.
(1986) Mecanlsmo multifactorial de la acthLdad citolytica
de Entamoeba histolytica . Arch. Invest, Mé&d. 17, 173




63,

64 .

65,

66.

67.

68.

69.

70.

7.

-5

éaid»?crniﬁde:, S. y lépez-Revilla,R. (1988) Free fatty
acids raslased from phospholipids are the major heat-stable
hamelitic factor of Entamoeba histolytica trophozoites.

Infectiwn and Irmunity. 674

Shier, YW.F. (1879) Activation of hight leveles of crdogcnous
phospolipase Ay in cultured cells. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA. 76, 23%.

Siddqui y Hakomori (1973). ZErochem Biophys. Acta. 330, 1u7

(1980) A simple rad101mmunoasay to detarmin=

Smolarsky, M.
of Immunological

binding of andibodies to lipid antigens. J.
Methods, 38, 85

Stephens,R.5., Tam,M.R., Kwo-C-C y Nowinski,R.C. (1982).
Monoclonal antibodies to Chlamydia. Antibody specificities

and antigen characterization. The American Asscciatvion of
Immunologistrs.128. 3, 1083

Towbin,H., Staehelin, T. y Gordon, I. (1979). Electrophoretic
transfer of protein from pol;acrzlam;de gels to nitrocellulose
shell: procedure and some appllcatlons. Proc. Natl. Acad.

Sei. 76, u3su

Vargas~Villarsal,J., Said-Fernindez, S. (1984) Caracterizacibn
de la actividad fosfollpas;ca de E. histolvtica . XV Congreso
Nacional de la Sociedad Mexicana de Bioguimica (resimenes) 231

Walsh, I. (1986b) Amebiasis in the world. Arch. Invest. Mé&d.

P

(in press)

Ycung,I b.E., Young,T.M., L.V.? L.P. ¥y col. (1982). Charac-
terization of a membrane pore-forming preotein from

E, histolytica . J. Exp. Med. 56, 1677.

Zugibe ,F.T. (1970) Diagnostic Histochemistry,S.T. Lovie. The
C.V. Vosby Company.



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivo
	III. Reactivos y Materiales
	IV. Métodos
	V. Resultados
	VI. Discusión
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía



