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RESUMEN 

Ya que la amibiasis es una enfcnnedad adquirida primordialmente por la vía oral y su 

órgano blanco es la mucosa del colon, se puede pensar que al igual que en otros modelos biológicos, la 

IgA secretora antiamibiana pudiera tener un papel importante en el fenómeno de protección durante las 

étapas tempranas de la relación huésped-parásito. 

Por otro lado, la respuesta inmune a nivel intestinal ha sido una de las áreas menos 

estudiadas en la amibiasis, por esta razón nos propusimos producir anticuerpos monoclonales con 

isotipo lgA anti-E.histolytica con el objeto de caracterizarlos desde el punto de vista inmunológico para 

posterionnente utilizarlos en estudios de protección en modelos experimentales. 

Para tal fin se inmunizaron ratones Balb/c tanto por vía intragástrica como 

intraperitoneal con antígeno de E. histolytica y trofozoitos de la cepa HM 1: IMSS, las dosis fueron 

administradas en presencia de adyuvante (muramil dipéptido y toxina colcrica). Cuatro dias después del 

último reto, se procedió a realizar la fusión utilizando células de mieloma de ratón Sp2/0-Agl4 y células 

linfoides de placas de Peyer, bazo y ganglios mesentéricos. 

La síntesis de anticuerpos fue probada por medio de la técnica de ELISA. Una vez que 

los híbridos parenterales productores de inmunoglobulinas fueron identificados se procedía a probar su 

especificidad con distintas cepas de E. histolytica, Giardia lamblia y Salmonella 1hyphim11ri11111. Los 

híbridos identificados como específicos para E. histolytica fueron clonados por medio de la técnica de 

dilución limitante. Cinco clonas fueron seleccionadas, de las cuales tres fueron productoras de 

inmunoglobulinas de clase lgA y dos de clase IgG. Los anticuerpos monoclonales F 1 P ID4 y F 1P1 D5 

fueron seleccionados para su posterior caracterización. Valiéndose de la técnica de inmunofluoresccncia 

indirecta se demostró que ambas clonas reconocen cpítopcs asociados a la membrana citoplásmica. En la 

inmunoclcctrotransfcrencia encontramos que el anticuerpo monoclonal FlPlD5 parece reconocer un 

cpítopc localizado en dos bandas proteicas de aproximadamente 30 y 60 KDa, así mismo el anticuerpo 

F 1 P ID4 reconoce un doblete de alrededor de 200 KDa. La electroforesis de la IgA producida por la 

clona FlPID5 mostró un peso molecular aparente, mayor a 200 KDa lo cual sugiere que dicho 

anticuerpo se produce en fonna dimérica. 



INTRODUCCION 

Las infecciones ocasionadas por E. histo/ytica representan un problema de salud 

pública en diversas partes del mundo, ya que este parásito tiene una distribución cosmopolita 1. 

Estudios epidemiológicos indican que aproximadamente el 10% de la población 

mundial alberga a E. hislo/ytica en el intestino, se calcula que un 10% de los individuos 

infectados (cerca de 48 millones) sufren de alguna forma de amibiasis. De éstos se estima que 

80 a 98% presentan síntomas de disentería. Entre los individuos infectados un 20% desarrollan 

la forma extraintestinal, siendo la más frecuente el absceso hepático amibiano. El índice de 

mortalidad entre los casos con amibiasis invasora se calcula en 2 a 10%2. 

Se considera que la amibiasis constituye después de la malaria la segunda causa 

de muerte por parasitosisJ. 

A pesar de que existe una gran cantidad de individuos infectados por E. 

histolytica no todos desarrollan la enfermedad, el parásito habita y se reproduce libremente en 

el intestino sin causar daño a los tejidos. La relación entre portadores asintomáticos y pacientes 

con amibiasis invasora varia importantemente de una población a otra. Se considera que en 

México la relación es de un paciente con amibiasis invasora, por cada cuatro o cinco portadores 

asintomáticos4. Este fenómeno tiene su explicación en el hecho de que algunos individuos están 

infectados con organismos no virulentos o que las características del huésped no permiten el 

desarrollo de amibas virulentasJ. 

El principal reservorio de E. hislo/ytica en la naturaleza es el hombre, sin 

embargo se ha logrado aislar el parásito de primates y de animales infectados 

experimentalmente. Se sabe que portadores asintomáticos pueden transmitir cepas patógenas de 

E. histolytica y los pacientes con amibiasis intestinal son la fuente más importante del agente 

infecciosoJ. 

La enfermedad ha sido observada con mayor frecuencia en grupos de población 

con escasos recursos económicos, baja escolaridad y saneamiento deficiente. Los factores de 

riesgo más importantes son el abastecimiento de agua potable inadecuado, la mala eliminación 

de excretas y basura, la pobre higiene de los alimentos y el hacinamiento5. 
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E. histolytica es un protozoario pequeño, dinámico y móvil gracias a una 

disposición citoplasmática sencilla, que adopta diferentes formas por su capacidad para emitir 

µseudópodos. Carece de los siguientes componentes: citoesqueleto estructurado, microtúbulos 

citoplásmicos, complejo de Golgi, retículo endoplásmico, mitocondrias, así como de un sistema 

lisosomal primario y secundario6. De acuerdo a la dirección en que se desplaza, posee una parte 

posterior que se ha denominado uroide y algunas prolongaciones citoplásmicas llamadas 

filopodios. Sobre su superficie suelen encontrarse un número variable de vesículas pinocíticas y 

vacuolas fagocíticas, Jo que refleja la importante actividad endocitica de este 

microorganismo7·s. Los trofozoitos de E. histolytiyca son anaerobios facultativos, capaces de 

consumir oxígeno a pesar de carecer de mitocondrias y del ciclo de Jos ácidos 

tricarboxílicos9•10,transfieren electrones de sustratos reducidos a oxígenos moleculares a través 

de una sucesión de acarreadores que incluyen, tlavinas y hierro. Pueden reproducirse en 

atmósferas que contienen hasta 5% de oxigeno. 

Los carbohidratos son la principal fuente de energía del parásito. La glucosa es 

degradada a piruvato por medio de la vía glicolíticade Embden-Meyerhof; el lactato no es un 

producto terminal y no se han encontrado en las amibas la enzima lactato deshidrogenasa 11 • Los 

principales productos terminales del metabolismo anaerobio de Jos carbohidratos en Ja E. 

histolytica son el etanol y el bióxido de carbono. 

E. histolytica presenta un ciclo de vida que no se parece al de otros 

protozoarios patógenos, carece de un estadio sexual y de un huesped intermediario12. Bajo 

ciertas condiciones no bien comprendidas ocurre el enquistamiento, única forma infectante del 

parásito. Los indiviudos infectados puede eliminar en las heces hasta 45 x 106 quistes de 

E.histolytica por día IJ. Los quistes pueden sobrevivir fuera del huésped por semanas o meses 

siempre y cuando se encuentren en un ambiente húmedoM 

Los síndromes clínicos que resultan de Ja infección por E. histo/ytica son: colitis 

invasora aguda o crónica y absceso hepático amibianois. 

La infección intestinal asintomática o amibiasis Iuminal se presenta en 90 a 99% 

de los individuos infectados16·17. Definiéndose como po11ador asintomático a todo individuo 
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que elimine quistes de E. histolytica en heces y que no presente signos ni síntomas de amibiasis 

en cualquiera de sus formas. La amibiasis luminal es una entidad en la que la amiba vive como 

comensal dentro del colon IR. En la mayoría de los casos el parásito se elimina espontáneamente 

en 12 meses19. 

En la enfermedad con invasión al colon por lo regular se presentan evacuaciones 

con moco y sangre, dolor abdominal y con menos frecuencia fiebre20•21 . Siendo E. histolytica el 

agente etiológico en 2 a 14% de los niños con disenteria22. En la colitis fulminante, una de las 

entidades más graves, se encuentra comprometido todo el colon y con mucha frecuencia se 

presentan perforaciones2°. Otra forma de amibiasis grave es el Ameboma, éste puede 

confundirse con el carcinoma de colon. Estas formas severas tienen un rango de mortalidad 

entre 20 a 54%23 . 

El absceso hepático amibiano se distingue por la presencia de fiebre, dolor en el 

cuadrante superior derecho24 y una o más cavidades homogéneas en el hígado. Estos 

"abscesos" estan compuestos por detritus proteicos más que por material purulento en sí. Los 

trofozoitos suelen encontrarse en la periferia de la lesión cavitaria25 . Esta entidad clínica se 

presenta en aproximadamente 2% de los pacientes adultos infectados con E. histolytica, en 

áreas endémicas. El absceso hepático es más frecuente en adultos que en niños5·26 con un 

predominio mayor en hombres que en mujeres (3:1)27, la edad promedio en el sexo masculino 

se encuentra entre los 20 y 40 años de edad2s. 

La pato génesis puede ser definida como los eventos celulares, reacciones y otros 

mecanismos que ocurren en el desarrollo de una enfermedad. Los trofozoitos de E.histolytica 

aparentemente causan enfermedad invasora por: Adherencia a la mucosa del colon, dando 

como resultado la colonización intestinal; ruptura de la barrera intestinal por la secreción de 

enzimas proteolíticas o toxinas; lesión de células epiteliales e inflamatorias del huésped, 

formación de úlceras en el colon y tejidos profundos y/o invasión a órganos distantes como el 

hígado29,Jo,31. A través de estudios in vitro, se ha sugerído la posible existencia de mecanismos 

de evasión inmune en este protozoario, ya que los anticuerpos antiamibianos de diferentes 

especies unidos a la superficie de los trofozoitos, inducen la redistribución de antígenos de la 
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membrana formando un casquete ("caps" ) los cuales pueden ser internalizados o eliminados 

por el protozoario hacia el medio sin pérdida de su viabilidad, este fenómeno no ha sido 

observado en estudios in vivo32. 

El estudio de la biología de este parásito, así como su relación con el huésped 

natural, el hombre, y los estudios en los modelos experimentales disponibles han dado lugar a 

importantes avances en el conocimiento de este protozoario. En gran parte esto se ha logrado 

gracias a la posibilidad de cultivar trofozoitos de diferentes especies y cepas de amibas en forma 

axénicaJJ. Por otro lado, uno de los aspectos interesantes en la relación huésped-parásito en la 

amibiasis son los mecanismos de patogenicidad de E. histolytica, algunos de los cuales se han 

podido mimetizar en sistemas experimentales tanto in vivo como in vi/ro tales como la 

producción de absceso hepático amibiano en el modelo del hámster3•, la aglutinación en 

presencia de concanavalina A (Con A)3~ y el efecto citopático sobre células epiteliales in 

vitrol6, siendo este último efecto dependiente de adherencia, es decir, el contacto trofozoito

célula blanco es requisito indispensable para producir lisis y fagocitosis. Estos son algunos de 

los parámetros experimentales que se han relacionado con la virulencia del parásito. 

Los factores de adhesividad en los microorganismos patógenos son de gran 

importancia para el proceso de colonización e invasión de los tejidos37. Esto ha sido 

demostrado en el caso de E. histolytcia en experimentos donde, el bloqueo de la adherencia a 

las células blanco, es capaz de inhibir el efecto citopáticoJ8.39. Así mismo, se han encontrado 

algunas actividades de lectina en trofozoitos y en extractos de éstos, una de las lectinas mejor 

estudiadas es la que puede ser inhibida por N-acetil galactosamina40 y otras que pueden ser 

inhibidas por olígomeros de N-acetil glucosamina41 . Estas moléculas participan en el 

mecanismo de adhesión de los trofozoitos a células blanco. 

Otro interesante marcador asociado a la patogenicidad amibiana son los 

zimodemos, éstos son los patrones electroforéticos de ciertas isoenzimas presentes en lisados 

acuosos de amibas, los cuales se utilizaron primero para distinguir a E.histolytica de otras 

especies amibianas42, la tipificación de tales zimodemos es actualmente el método más conocido 

y utilizado para distinguir entre cepas patógenas y no patógenas del parásito. 
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Así tenemos que mediante el examen electroforético de cuatro isoenzimas 

(glucosafosfato isomerasa, fosfoglucomutasa, L-malato: NADP+ óxido reductasa y 

hexoquinasa), involucradas en el catabolismo de carbohidratos de una población amibiana, se 

han podido identificar un total de 24 zimodemos diferentes. Las cepas obtenidas de pacientes 

con amibiasis invasora se agruparon en diez patrones isoenzimáticos diferentes (II, IIa, VI, VII, 

XI-XIV, XIX, XX) el resto de los zimodemos agrupan a las amibas aisladas de portadores 

asintomáticos4J,44,45.46. 

Existen otras técnicas mas recientes que permiten distinguir entre cepas 

patógenas y no patógenas, una de ellas es la presencia de una proteinasa extracelular de cisteina 

de 56 KDa, Ja cual produce invasión tisular al degradar Ja colágena y la laminina47.48,49• así como 

la activación del complemento por ruptura de C3. Por otro lado se han descrito sondas de ADN 

específicas de zimodemos patógenos y no patógenos50 . 

Las personas infectadas con E.histolytica pueden albergar al parásito durante un 

tiempo indefinido sin presentar ningún tipo de sintomatología, aunque en cualquier momento 

durante la infección el parásito puede invadir los tejidos del huésped. En el intestino las 

lesiones pueden ir desde una inflamación difusa y daño visible unicamente por microscopía, a 

formas severas en las que se presentan diferentes grados de ulceración, siendo la forma 

superficial o en "botón de camisa" Ja clásica lesión de la amibiasis intestinaJS 1, la erosión puede 

ir de la mucosa a la submucosa y finalmente producir perforación de la pared intestinal, durante 

la invasión a la submucosa los trofozoitos pueden migrar a sitios fuera del intestino, siendo el 

órgano más comunmente afectado el hígado2s,s2. 

Durante mucho tiempo se pensó que las amibas secretaban enzimas hidrolíticas 

las cuales eran las directamente responsables de la destrucción tisular, sin embargo, Tsutsumi 

V. y Martínez-Palomo A. (1984, 1988) estudiaron la secuencia de eventos morfológicos que se 

presentan en el absceso hepático amibiano producido en hamsters en forma experimental, 

encontrando que los trofozoitos no son los responsables directos del daño producido a los 

hepatocitos, la destrucción del tejido parece ser el resultado de la acumulación y subsecuente 

lisis de leucocitos polimorfonucleares (LPMN) y macrófagos alrededor de las amibas, con la 
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consecuente liberación de enzimas lisosomaleslJ,l4. 

Posteriormente Becker y colaboradores ( 1988) inyectaron 1 x 1 Q6 trofozoitos de 

E.histolytica cultivados axénicamente en el tejido subcutáneo de ratas Wistar normales o 

leucopénicas, encontrando que en ambas se presenta un proceso de necrosis y hemorragia del 

tejido en fases tempranas y más tarde existe una extensa destrucción del tejido hepático, 

llegando a la conclusión que en este modelo experimental los LPMN no son requeridos para la 

producción de la necrosis de los tejidos55 • Pérez-Tamayo y colaboradores ( 1991) produjeron un 

grupo de hamsters hipocomplementémicos los cuales fueron inoculados por vía portal con 1 x 

106 trofozoitos de E.histolytica cultivados axénicamente, posteriormente se sacrificaron a las 

3, 6, 10 y 24 hrs, encontrando que durante las primeras 1 O hrs las amibas se encuentran libres en 

los sinusoides y en contacto con los hepatocitos, no existen LPMN y no se presenta necrosis 

hepática. Es hasta después de las 1 O hrs cuando las células mononucleares inician su aparición 

en la vecindad de las amibas, estas células sucumben y es entonces cuando se detecta la 

necrosis en el parénquima hepático, localizándose únicamente en la vecindad de las células 

mononucleares destruidas. 

Dichos resultados sugieren que la presencia de LPMN en la fase inicial del 

absceso hepático amibiano está mediada por el complemento, condición que al parecer no es 

necesaria en el caso de las células mononucleares, y que la necrosis de los hepatocitos es 

originada por la destrucción de las células inflamatorias y no por las amibas56• 

Hablar de un cuadro característico de lesiones producidas por E.histolytica, es 

hablar de una zona extensa de necrosis tisular por coagulación y/o licuefacción de amibas 

viables pero con pocas áreas de infiltrado celular inflamatorio. El material necrótico aparece 

como un reemplazo de la estructura tisular con un granulado fino eosinófilo o un material 

extracelular basófilo con escasos restos nucleares y frecuentemente trofozoitos amibianos 

facilmente detectabless7,ls,s?. 

Dos han sido los mecanismos considerados responsables de la producción de 

necrosis tisular por parte de E.histolytica, siendo uno de ellos la capacidad para atraer y 

destruir LPMN y la liberación de sus productos tóxicos sobre componentes tisulares60. 
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Así tenemos que después de que las amibas han reconocído algunos tejídos éstas 

activan un poderoso efecto quimiotáctico sobre LPMN, inmediatamente después, los leucocitos 

endógenos mueren al establecer contacto con trofozoitos virulentos, debido posiblemente a la 

acción del ameboporo, fosoflipasa A y quiza algún otro mecanismo citopático de las amibas; de 

esta forma los leucocitos muertos se desintegran y liberan todas sus potentes enzimas 

hidroliticas, las cuales llegan a ser el mecanismo responsable de la muerte celular 

parenquimatosa y de la demolición de sustancias intercelulares6 '·62 .G3. 

Varios grupos han estudiado la respuesta inflamatoria en la amibiasis en su fase 

inicial, algunos de estos estudios se han realizado directamente con material obtenido de 

autopsias, llegando a la conclusión que la inflamación es un proceso que se presenta en forma 

moderada o no se encuentra en las lesiones amibianas que están libres de bacterias patógenas, y 

el grado de inflamación no se correlaciona con el proceso necrótico2s.57•64,G5• Este deterioro de 

la reacción inflamatoria se ha hecho evidente a través de algunos experimentos, los cuales 

demuestran la inhibición de la quimiotáxis de monocitos por E.histolytica y una actividad 

fagocítica disminuida de los LPMN periféricos en pacientes con amibiasis66.67 . 

La inhibición de la quimiotaxis de monocitos por E.histolytica parece ser 

responsabilidad de un factor encontrado en el medio de cultivo axénico tanto de amibas 

patógenas (virulentas y no virulentas) como de no patógenas68 . El sobrenadante de estos 

cultivos es capaz de inhibir fenómenos tan importantes en la respuesta inflamatoria como la 

quimiotaxis y quimiocinesis de monocitos humanos, pero no para LPMN. 

Dada la importancia de los antígenos amibianos tanto en la respuesta inmune por 

parte del huésped infectado como para tratar de establecer un método diagnóstico y 

seroepidemiológico, ha sido de gran utilidad el contar con trofozoitos de E.histolytica 

cultivados en medio axénico69, lo que ha permitido la obtención de antígeno amibiano a partir 

de células completas, de homogenados, de productos secretados, de material partículado o en 

solución, de ahí que se hayan producido antígenos de superficie, citoplasmáticos y 

exoantígenos. 

El interés por los antígenos de la membrana celular de E.histolytica se basa en el 
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hecho de que éstos son el primer contacto directo del parásito con el sistema inmune del 

huésped durante la infección amibiana?o_ 

El estudio de los antígenos proteicos de superficie se ha realizado a partir de 

extractos acuosos totales obtenidos por sonicación71 ·72•73 o por productos de la 

homogenización de las amibas14.7s dando como resultado un complejo de antígenos de 

E.histolytica muy heterogéneo dependiendo de las diferentes cepas amibianas utilizadas en su 

preparación, así como la utilización o no de inhibidores de proteasas. Las diferencias en la 

preparación de antígenos amibianos para su utilización en pruebas diagnósticas y en estudios 

seroepidemiológicos es una fuente de variabilidad en los resultados de la evaluación de tales 

pruebas. 

Así tenemos que Krupp (1977) afirma que el esqueleto antigénico de las cepas 

HK9 y NIH-200 de Ehistolytica contiene 14 proteínas76, mientras que Chang y colaboradores 

(1979) identificaron 32 y 20 antígenos en las cepas HT-31 y HK-9 respectivamente77. 

Por otro lado, en repetidas ocasiones extractos acuosos de amibas han sido 

sometidos a fraccionamiento cromatográfico por filtración en geJ72.73,74,7l,78, encontrando que el 

perfil de elución por lo regular resulta en 3 y 5 fracciones constituidas en su mayoría por 

glicoproteínas. La fracción I, una glicoproteína de 650,000 daltones resultó ser la más 

antigénica, seguida por las fracciones II y III, no siendo así en el caso de las fracciones IV y 

vn. 
También han sido reconocidas las proteínas de superficie responsables de la 

adhesión in vitro de trofozoitos de E.histolytica a eritrocitos humanos, células epiteliales 

(MDCK) y células de ovario de hamster (CHQ)Bo,81,s2,83,84,8l. 

Para la detección de dichas proteínas se han utilizado diferentes métodos, 

identificándose una proteína de 112 KDa80.82, de 170 KDa 8t y una de 220 KDa84,s6. 

En cuanto a la presencia o no de carbohidratos en los antígenos de superficie, 

Isibasi y colaboradores (1982) valiéndose del método de fenal-agua, obtuvieron un complejo 

antigénico polisacárido proveniente de trofozoitos de E.histo/ytica HK-9 el cual está 

constituido por 85% de azúcares, 8% de aminoácidos y sólo el 2.5% por lípidos. A dicho 
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compuesto se le asignó el nombre de lipopeptidofosfoglicana (LPPG) el cual es reconocido por 

sueros de pacientes con absceso hepático amibiano así como por sueros de animales 

inmunizados con este antígeno87·88. Así mismo mediante la inoculación intracecal de LPPG se 

ha logrado inducir la síntesis de IgA secretora89. 

En cuanto a los lípidos, éstos son en general inmunógenos pobres y tan solo 

Gitler y colaboradores (1984) han identificado un lípido altamente inmunogénico en 

E.histolytica90. 

Los antígenos citoplasmáticos se originan de las fracciones lisosomales y 

ribosomales de E.histolytica91 ·92 y probablemente sean más abundantes e inmunogénicos que 

los antígenos superficiales93 tal y como ocurre en E.i11vade11s, tricomonas, leishmanias y 

bacterias94,95. 

De esta forma, el principal estímulo para la producción de anticuerpos sería el de 

los antígenos citoplasmáticos expuestos por amibas destruidas, mas que por trofozoitos 

intactos9J. 

Por otro lado, se han identificado antígenos en el medio de cultivo de 

E.histolytica, así se habla de una citotoxina la cual puede ser inhibida por suero inmune, ó por 

algunos factores presente en suero normal96, una quinasa de adenosina97 y una 13-N-acetil

glucosaminidasan 

E. histolytica es un parásito con la capacidad para inducir tanto una respuesta de 

tipo celular como humoral99 . No existe duda de la participación de la respuesta inmune celular 

en la amibiasis a nivel sistémicoioo. 

Una de las pruebas más evidentes de la respuesta inmune celular en la amibiasis 

invasora, es sin duda la prueba cutánea para determinar hipersensibilidad de tipo tardío. Se 

puede decir que todos los pacientes que se recuperan de un cuadro de absceso hepático 

amibiano, presentan un estado de hipersensibilidad retardada cutánea a antígenos amibianos al 

contrario de lo que sucede en pacientes que se encuentran en estadios tempranos de la 

enfermedad, aparentemente debido a un estado de anergia transitoríaJOI. 

Este período en el que se presenta un estado de inmunosupresión específica en 
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las etapas iniciales del absceso hepático amibiano no tratado, ha sido demostrado en pruebas de 

citotoxidad de linfocitos provenientes de pacientes así como por la disminución de la 

producción del factor inhibidor de la migración de macrófagos i11 vitro102. 

Por otro lado, se ha informado que los linfocitos aislados de sangre periférica de 

pacientes con absceso hepático amibiano responden a la estimulación antígeno-específica en 

pruebas de transformación blastoide de dichas células103, fenómeno que no se presenta en 

individuos sanos ni en pacientes con amibiasis intestinal, siendo una posible explicación el grado 

de invasión tisular y/o de la inmunosupresión de la rama aferente de la respuesta inmune15 . Por 

otro lado, algunos productos de E.histolytica parecen tener actividad mitogénica, los cuales son 

responsables de la expansión policlonal observada en individuos con absceso hepático 

amibiano 104; otras investigaciones señalan la inversión de la relación de células T 

ayudadoras/células T supresoras en estos mismos pacientes105 . 

El papel que desempeñan los macrófagos en la amibiasis como mecanismo de 

defensa, constituye en términos generales una forma de resistencia natural del huésped106 . 

En estudios realizados en hamsters se ha comprobado que el mecanismo de 

defensa contra la infección amibiana puede verse favorecido al tratar a los macrófagos con 

bacilo de Calmette -Guérin (BCG) o deprimido sin son tratados con siliceto7,10•, lo cual además 

de disminuir la función del macrófago propicia un aumento en la multiplicación de E.histolytica 

a nivel intestinal 106. 

La interacción de los macrófagos con trofozoitos de E.histolytica da lugar a la 

destrucción de los macrófagos sin que se altere la viabilidad de las amibas. Un fenómeno 

contrario se presenta al interaccionar los trofozoítos con macrófagos activados a través de 

linfocinas, en donde la destrucción está a cargo de dichos macrófagos, encontrándose hasta un 

55% de muerte de trofozoitos, sin embargo un porcentaje considerable de macrófagos mueren, 

atribuyendo dicho fenómeno a un efecto indirecto de las amibas más que a un mecanismo 

dependiente de contacto109, este fenómeno no se altera al añadir suero inmune's. 

De esta forma podemos decir que el efecto citotóxico ejercido sobre amibas 

virulentas por macrófagos activados es un mecanismo dependiente de contacto, independiente 
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de anticuerpos y que involucra un proceso tanto oxidativo como no oxidativo w9 . 

En cuanto a la respuesta inmune humoral, tradicionalmente se ha considerado 

que la aparición de anticuerpos antiamibianos circulantes, son el resultado de un proceso de 

invasión tisular por parte de E.histo/ytica en el intestino 110, condición que no es exclusiva de la 

amibiasis en su forma sintomática, ya que también se han encontrado dichos anticuerpos en 

portadores asintomáticos, en donde un proceso invasor anterior o una invasión parasitaria 

subclínica pudieran ser la explicación99· 1 w. Se ha reportado en portadores asintomáticos una 

frecuencia mayor al 78% de sueros con anticuerpos anti-amibianos 111 . 

En realidad no es claro el papel que desempeñan los anticuerpos que se generan 

en el huésped en contra de E.histolytica; se ignora si tienen un efecto protector o si sólo son el 

resultado de la invasión tisular! 12 ya que títulos altos de anticuerpos coexisten durante la fase 

aguda de la enfermedad y persisten durante largo tiempo. A pesar de ello la reinfección por este 

protozoario es frecuente! 1J,l l4. 

Alrededor de una semana posterior a la aparición de los primeros síntomas en 

humanos y en animales de experimentación se detectan inmunoglobulinas circulantes especificas 

de clase IgG115·116 al parecer subclase IgG21 17 , los anticuerpos IgM, IgA e IgE también se han 

encontrado elevados aunque en menor cantidad! 1s.119,IW 

Se ha reportado que la lámina propia del aparato gastrointestinal contiene de 20 

a 30 células productoras de IgA por cada célula productora de IgG, la relación se invierte en 

ganglios linfáticos y bazo, siendo ésta de 1 :s121 _ 

Diferentes estudios han demostrado la presencia de coproanticuerpos en 

amibiasis intestina1122.12J,124 siendo positivos en un 80% de los pacientest24, en donde la 

inmunoglobulina predominante es la IgA secretora y en menor cantidad IgM e IgG12s. 

La IgA secretora anti-E.histolytica ha sido reportada en la bilis de ratas 

inmunizadas intracecalmente126, en la leche humana121 y en calostro12s, los anticuerpos IgA e 

IgM se han encontrado en secreciones de íleon y colon asi como en las heces de pacientes con 

absceso hepático amibiano 129. 

La presencia de anticuerpos de clase lgM sugiere que esta inmunoglobulina 
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puede ser importante en los mecanismos de defensa contra E.histolytica, en virtud de su 

capacidad para activar el sistema de cornplernento129. 

Xirnénez y colaboradores (1990) reportaron la presencia de coproanticuerpos 

anti-E.histo/ytica tanto en pacientes con arnibiasis intestinal corno en el grupo control 

estudiado. En ambos grupos los títulos mas altos correspondieron a los anticuerpos de la clase 

IgA, seguidos por los de la clase IgM e IgG. Los resultados demostraron que los títulos de 

coproanticuerpos de los diferentes isotipos no permiten distinguir entre individuos adultos con 

arnibiasis intestinal aguda y la población normal en zonas donde la amibiasis se comporta como 

una enfermedad endérnicatJo. 

Este mismo grupo, en un estudio reciente encontró que al inmunizar ratones 

BALB/c con trofozoitos de E.histolytica HMI :IMSS por vía oral, sistémica o combinando 

ambas vias de inmunización, es posible inducir anticuerpos específicos tanto en el suero como a 

nivel local; existiendo una correlación entre las inrnunoglobulinas presentes en intestino y la vía 

de inmunización utilizada. De esta forma la IgA a nivel local es favorecida por la administración 

de trofozoitos por vía oral, mientras que la inmunización sistémica favorece la producción de 

IgG. Aunque ambas vías son efectivas en la inducción de IgA en el intestino, los niveles mas 

altos de estas inrnunoglobulinas aparecen en los ratones inmunizados oralrnentel3 1. 

En las mucosas se desarrollan mecanismos inmunes y no inmunes capaces de 

prevenir la invasión o daño tisular por agentes patógenos y toxinas132, uno de los más 

importantes es la presencia de IgA la cual funciona corno una barrera contra la penetración y 

colonización de la mucosa intestinal por microorganismos patógenos y como inhibitoria de la 

absorción de antígenos a nivel intestinaJIJJ. 

Así tenernos que la presencia de anticuerpos IgA secretores en diferentes 

modelos de infección por virus, bacterias y parásitos se correlaciona mejor con el fenómeno de 

resistencia dado por los anticuerpos locales, que con la presencia de anticuerpos 

circulantes134.1 35 . 

La IgA secretora es capaz de inhibir la adherencia a células epiteliales a través 

del reconocimiento de antígenos presentes en la superficie microbianatJs. 
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El hecho de que exista una producción de anticuerpos circulantes en la amibiasis 

invasora en forma regular, podría contribuir a la generación de complejos solubles, los cuales 

parecen estar involucrados en la patogénesis de la enfermedad 15. Sin embargo, no han sido 

reportadas alteraciones propias de enfermedad por complejos inmunes en procesos 

amibianostJG.m. Existen datos que apoyan la presencia de complejos inmunes circulantes en 

pacientes con absceso hepático amibiano y portadores asintomáticos138 . 

El fenómeno de citotoxidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) no ha sido 

probado del todo en la amibiasis1J9. Se han detectado receptores específicos para la región Fe 

de IgA en macrófagos, linfocitos y neutrófilos140, es posible que este receptor promueba la 

CCDA con anticuerpos de la clase IgA; así este mecanismo podría jugar un papel importante en 

la protección contra la amibiasis. 

Por otro lado en la infección experimental por Taenia taenijormis, la 

transferencia pasiva de IgA específica parece tener un efecto protector contra la infección14t.t42. 

Teniendo en cuenta que la amibiasis es una enfermedad adquirida 

primordialmente por la vía oral y su órgano blanco es la mucosa intestinal del colon, es 

rasonable pensar que así como en los ejemplos anteriormente mencionados, la IgA secretora 

anti-amibiana pudiera tener un papel importante en el fenómeno de protección durante las 

etapas tempranas de la relación huésped-parásito; es posible que esta inmunoglobulina pudiera 

ser la responsable del balance que existe entre el gran número de inviduos infectados ( amibiasis 

luminal) y el número de individuos con amibiasis sintomática (amibiasis invasora) que se 

observa en algunas zonas endémicast4J. 

Ya que la respuesta inmune a nivel intestinal ha sido una de las áreas menos 

estudiadas en la amibiasis, nos hemos propuesto producir anticuerpos monoclonales de isotipo 

IgA anti-E.histolytica con el objeto de caracterizarlos desde el punto de vista inmunológico 

para posteriormente utilizarlos en estudios de protección en modelos experimentales. 

En el presente trabajo se describen las técnicas utilizadas para la producción de 

anticuerpos monoclonales IgA anti-E.histo!ytica y su caracterización inmunológica. 

14 



MATERIAL Y METODOS 

ANlMALES 

Se utilizaron ratones singénicos de la cepa Balb/c, hembras de seis a ocho semanas de 

edad, alimentados con tabletas de Purina (Purina de México S.A. ) y agua estéril. 

TROFOZOITOS 

Se usaron trofozoitos cultivados en condiciones axénicas, medio Ty l-S-33 en fase de 

crecimiento logarítmicoJJ_ Las cepas de E.histolytica utilizadas fueron: HM 1 :IMSS, HK9, y 

Laredo, la cual se encuentra clasificada dentro de las denominadas entamoebas semejantes a 

E.histolytica, las especies E.i11vade11.1', trofozoitos de Giardia famblia y Saf111011ella 

thyphi11111ri11111. 

LINEA CELULAR DE MIELOMA MURINO 

Se utilizaron células Sp2/0-Agl4 de mieloma de ratón sensibles a hipoxantina, 

aminopterina y timidina. Dichas células se mantuvieron en medio mínimo esencial modificado 

por Dulbeco (D-MEM) (Gibco laboratories, Inc. Grand Island, N.Y. USA) adicionado con: 

10% de suero fetal bovino (Hyclone laboratories Inc. Logan, Utha USA) inactivado a 56ºC 

durante 30 min; L-glutamina 2 mM (Gibco Laboratories Inc. Grand Island N.Y. USA) piruvato 

de sodio 1 mM (Gibco Laboratories Inc. Grand Island N.Y. USA) 1% de aminoácidos no 

esenciales (sol. 100 x Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA) 0.5% de aminoácidos 

esenciales (Sol. 100 x Gibco Laboratories, Inc. Grand Island, N.Y. USA), 1% de la solución de 

antibióticos-antimicóticos (Sol. 100 x Gibco Laboratories, Inc. Grand Island NY. USA). 

INMUNIZACION 

Las inmunizaciones se realizaron en dos grupos de ratones. En el primer grupo los 

animales fueron inoculados intragástricamente (IG) con 500 µg de antígeno de extracto de 

membrana de E.histofytica resuspendido en una solución de bicarbonato de sodio balanceada 

O.OIM pH 7.4 y 100 µI de Muramil dipéptido (MDP), (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. 

USA) los ratones recibieron 3 dosis en dias consecutivos, repitiendo el procedimiento a los 15 

días. Posteriormente los ratones se inocularon intraperitonealmente (IP) con 100 µg del 

antígeno en los días 30 y 45. 
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Un segundo grupo de animales fueron inmunizados IP con 2.5 x 106 trofozoitos de 

E.histolytica en fase de crecimiento exponencial, suspendidos en solución de fosfato de potasio 

19 mM más NaCI 0.27 M, pH 7.2 (PO). El antígeno fué administrado en 2 ocasiones con 15 

días de intervalo entre cada una; 45 días después los ratones se retaron IG con 5 x 106 

trofozoitos y 20 µg de toxina colérica (TC). (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO. USA) 

OBTENCION DEL ANTIGENO 

El antígeno se obtuvo a partir de trofozoitos de E. histolytica cepa HMl-JMSS 

cultivados en medio axénico TYl-S-33 descrito por Diamond (1978). Se cosecharon 8 x 106 

trofozoitos en fase logarítmica de crecimiento en baño de hielo y se lavaron tres veces con PD a 

200 g, JO min y a 4ºC (Beckman modelo TS-6). Se decantaron los sobrenadantes y los 

botones se colectaron en un tubo único, a este paquete se le agregaron los siguientes 

inhibidores de proteasas: 50 µl de Fenil-metilsulfonil-fluoruro (PMSF) 50 mM y 40 µl de para

hidroximercuribenzoato (PHMB) 10 mM (Sigma, Chemical Co., St. Louis, Mo. USA). 

A continuación 108 trofozoitos se resuspendieron en 5 mi de Tris-HCI IOmM, 

pH 7.5 y por medio de un homogenizador manual sumergido en baño de hielo se homogenizó 

la suspensión. El homogenizado se centrifugó a 8000 g durante 30 minutos a 4ºC en una 

centrífuga refrigerada (Sorval, modelo RC-58, Du Pont Instruments Boston MA., USA, rotor 

modelo SS-34), el sobrenadante se almacenó en alícuotas de 0.5 mi a -20ºC previa 

determinación de proteínas por el método de Lowry144, a esta fracción se le denominó antígeno 

soluble. Así mismo la fracción restante denominada antígeno insoluble se suspendió en una 

solución de Tris-HCL IOmM, pH 7.5, se Je determinó la concentración proteica y se le 

agregaron los inhibidores de proteasas almacenándose en alícuotas de 0.5ml a -20ºC 

OBTENCION DE FLUIDO INTESTINAL 

Se obtuvo el fluido intestinal de los ratones inmunizados y los controles por 

medio de la técnica descrita por Elson, O. y colaboradoresI45, con el fin de determinar la 

presencia de anticuerpos antiambianos. 

Cada ratón fué colocado sobre una malla de alambre dentro de un vaso de 

precipitado, el cual contenía 3 mi de una solución compuesta por inhibidor de tripsina de soya 
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0.1 mg/ml en EDTA SOmM.(Sigma, Chemical Co., St. Louis MO. USA) 

Posteriormente se les administró a cada uno de los ratones cuatro dosis de 0.S 

mi de una solución de lavado, a intervalos de 1 S minutos, vía intragástrica. Dicha solución 

estaba compuesta por NaCI 2S mM, Na2S04 40 mM, KCI IOmM, Nal-!C03 20 mM (Merck de 

México, S.A.) y polietilenglicol 33SO (Gibco Laboratories, Inc. Grand Island,N.Y. USA) 48.S 

mM. Treinta minutos después de la última dosis de la solución de lavado se les administró 0.1 

mg de pilocarpina vía intraperitoneal (IP), la descarga del contenido intestinal ocurrió dentro de 

los 30 min posteriores a la administración de pilocarpina, todo el material obtenido se transfirió 

a un tubo de IS mi (Costar, Cambridge MA. USA) llevándolo hasta 6 mi con PBS. 

A continuación, los viales con las muestras se agitaron vigorosamente en un 

vortex y se centrifugaron 10 min a 6SO g. Por cada 3 mi del sobrenadante obtenido se agregaron 

30 µI de PMSF (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) 100 mM en etanol al 95% y se 

centrifugó a 27000 g durante 20 min a 4ºC. Nuevamente, por cada 2 mi de sobrenadante de la 

muestra recién centrifugada se agregaron 20 µI de PMSF 100 mM en etanol al 95% y 20 µg de 

azida de Sodio (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) al 1%. 

Las muestras fueron almacenadas a -20°C, después de añadirles suero fetal 

bovino (Cell Culture Laboratories, Cleveland, Ohio USA). 

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-E. hislo/ylica POR EL METODO 

INMUNOENZIMA TICO (ELISA) 

La detección de anticuerpos anti-E. hislo/ytica se realizó en las muestras del 

suero, fluido intestinal, en el sobrenadante de cultivo de los híbridos obtenidos así como en el 

líquido de ascitis producido por los ratones inoculados con cada una de las clonas resultantes. 

La detección de dichos anticuerpos se realizó utilizando el método de ELISA de acuerdo a 

como lo describe Ortiz-Ortiz y colaboradoresI46. 

Para la realización de esta técnica se emplearon tiras con 12 pozos removibles 

para microtitulación (Inmunolon II, Dynatech Laboratories !ne. Alexandria V A. USA) las 

cuales se fijaron con 103 trofozoitos por pozo suspendidos en solución amortiguadora de 

carbonatos O.OIM pH 9.6, colocando SO ul por pozo de esta suspensión. Se secaron al vacio 
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por espacio de aproximadamente 12 hrs a temperatura ambiente. En el momento de su 

utilización los pozos se hidrataron con una solución de fosfatos (PBS) 0.02M pH 7.2 a la que 

se le añadió 0.5% de tween 20 y 0.5% de albúmina sérica bovina (PBS-BSA-TWEEN), así 

mismo se lavaron en dos ocasiones durante 3 min cada una con PBS-TWEEN, 147 este 

procedimiento de lavado se utilizó durante todo el ensayo. 

Posteriormente los pozos se bloquearon con albúmina sérica bovina al 3% 

(Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) incubando toda la noche a 4ºC. A continuación y 

previo lavado de los pozos, se adicionaron 50 µI de la muestra y se incubaron durante una hora 

en agitación suave y a temperatura ambiente, los pozos se lavaron y se añadieron a cada pozo 

50 µg del anticuerpo anti-ratón (anti IgG, IgM ó IgA) peroxidado (Cappel, Pa., USA) a una 

dilución de 1: 1000 en PBS para incubar nuevamente durante 60 minutos. Por último se 

añadieron 50 µl de sustrato (10 mi de solución amortiguadoras de citratos 0.JM, pH 4.5, 

adicionada de 10 mg de 0-Fenilendiamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA) y 4 µI de 

H202 al 30% (Merck de México, S.A.). La reacción se dejó transcurrir hasta observar la 

aparición de color (aproximadamente 15 min.), se bloqueó la reacción añadiendo 200 µI de 

H2S04 1 M (Merk de México, S.A.) por pozo y las tiras se leyeron en un analizador de ELISA 

a una longitud de onda de 490 nm (Biokinetics Reader-Biotek instruments). 

OBTENCION DE CELULAS DE BAZO 

Se obtuvieron células de bazo de ratones Balb/c inmunes seleccionados para la 

fusión, para ello los ratones se anestesiaron con éter y se sacrificaron por dislocación cervical, 

posteriormente se sumergió a cada uno en alcohol y se procedió a disecar la piel del abdomen, a 

continuación se realizó una incisión vertical a lo largo del peritoneo, se localizó el bazo, se 

extrajo y se colocó en una caja de Petri con aproximadamente 10 mi de RPMl-1640 (Gibco 

Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA) adicionado con 1% de solución de antibióticos

antimicóticos (Sol 100 X Gibco), con esta misma solución se infiltró el bazo y finalmente se 

disgregó con pinzas de disección. Esta suspensión celular se transfirió a un tubo cónico de 50 

mi (Costar, Cambridge MA. USA) y se incubó en baño de hielo por 10 min., el sobrenadante se 

transfirió a otro tubo cónico y se centrifugó a 200 g por 1 O min a 4ºC. El botón celular se 
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resuspendió en RPMI-1640, se determinó el porcentaje de viabilidad por medio del método de 

exclusión con azul tripano y se procedió a contarlos y ajustarlos a una concentración de 107 

células/mi para proceder a la hibridización. 

OBTENCION DE CELULAS LINFOIDES DE LAS PLACAS DE PEYER 

Las placas de Peyer se obtuvieron de ratones Balb/c inmunes. Para su obtención 

se procedió a disecar el intestino delgado de cada uno de los ratones seleccionados, iniciando 

por la porción pilórico-duodenal, se identificaron las placas de Peyer y se fijaron con pinzas de 

Allis en forma tal que pudieran ser resecadas con tijeras curvas, tratando de no llegar a la luz 

intestinal, evitando así una posible contaminación con materia fecal. 

A continuación las placas de Peyer se depositaron en una caja de Petri con 

aproximadamente 5 mi de RPMI-1640 (Gibco Laboratories, lnc. Island, N.Y. USA) adicionado 

con 1 % de la solución de antibióticos antimicóticos (Sol. 1 OOx Gibco ), las placas se lavaron en 

cinco ocasiones aproximadamente, cambiando en cada ocasión la caja de Petri la cual contenia 

medio fresco. 

Las células linfoides se obtuvieron disgregando las placas de Peyer con dos 

agujas hipodérmicas estériles. La suspensión celular se transfirió a un tubo de plástico cónico 

de 50 mi (Costar, Cambridge. MA. USA) y se incubó en baño de hielo por 10 min, el 

sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo cónico para centrifugarlo a 200 g por 1 O min a 4ºC 

(Beckman modelo TJ-6). El botón celular se resuspendió en RPMI-1640 para la hibridización, 

después de determinar su viabilidad como se describió anteriormente las células se ajustaron a 

una concentración de 2 x 106 células/mi. 

OBTENCION DE CELULAS DE EXUDADO PERITONEAL 

Se utilizaron ratones Balb/c entre 6 a 8 semanas de edad, los ratones se 

sacrificaron por dislocación cervical, se sumergieron en alcohol para proceder a disecar piel, en 

seguida se Je administraron 5 mi de sacarosa estéril 0.34 M a 4 ºC via intraperitoneal. Después 

de darles masaje abdominal, se procedió a colectar el exudado peritoneal en tubos cónicos de 

plástico (Costar Cambridge. MA. USA) las cuales se centrifugarán a 200 g durante JO min a 

4ºC. El paquete celular se resuspendió en D-MEM completo (Gibco laboratories, Inc. Grand 
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Island N.Y. USA), se centrifugó una vez más como en el paso anterior y se procedió a ajustar 

la suspensión a 5 x 1 o4 células/mi. Finalmente las células se distribuyeron en placas para 

microtitulación con 96 pozos a razón de 100 µI de la suspensión celular/pozo. Se incubaron 

toda la noche en estufa para cultivo de células a 3 7ºC en una atmósfera de C02 al 5%. 

PRODUCCION DE HIBRIDOMAS 

Las células de mieloma Sp2/0-Ag14 en fase de crecimiento exponencial se 

cosecharon y centrifugaron a 200 g durante JO min a temperatura ambiente, se resuspendieron 

en RPMI-1640 sin suero y se procedió a contarlas y determinar su viabilidad en una cámara de 

Neubawer por medio de la técnica de exclusión con azul tripano. Las células de bazo de ratón 

Balb/c inmune, los ganglios mesentéricos y las placas de Peyer fueron centrifugadas y 

suspendidas en RPMI-1640. Posteriormente se mezclaron las células de mieloma con las células 

linfoides manteniendo una relación 1 :5 respectivamente, todo se llevó a cabo en 6 tubos de 

fondo cónico de 15 mi (Costar, Cambridage MA. USA)148). A continuación se centrifugaron 

los tubos a 200 g durante 5 min a temperatura ambiente, una vez retirado el sobrenadante de 

cada tubo se procedió a realizar la fusión añadiendo a cada uno de los tubos 0.5 mi de 

polietilenglicol 4000 al 50% en RPMI-1640(Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA) 

a 37ºC, se agitaron durante 90 seg para posteriormente añadir cada 90 seg 0.5ml, !mi, 2ml y 

4ml de RPMI-1640 agitando después de cada volumen añadido. A continuación las células se 

centrifugaron (200g, 5 min. a temperatua ambiente), el botón se resuspendió en medio de 

cultivo, se incubaron durante 2 hrs a 37ºC en una atmósfera al 5% de COz agitándolas cada 15 

min. Posteriormente las células se centrifugaron (200g, JO min. a temperatura ambiente) y se 

suspendieron en medio selectivo, D-MEM-completo adicionado de: hipoxantina J0-2 M, 

aminopterina 4 x 10-5 M y timidina 1.6 x 10-3 M(D-MEM-HAT) y 1% de la solución de 

antibióticos-antimicótico (sol. 100 x Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA). 

La suspensión celular obtenida se diluyó 1 :5 y se distribuyó en placas para 

microcultivo de 96 pozos (Costar, Cambridge MA. USA) a una densidad de 2 x 106 células/mi, 

dichas placas habian sido previamente incubadas, durante 24 hrs con células de cavidad 

peritoneal de ratones Balb/c. 
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CRECIMIENTO DE HIBRIDOS. 

La observación de las placas de cultivo se efectuó diariamente realizando el 

primer cambio de medio de cultivo a los 5 días después de la fusión, para ello se tomaron 100 

µI del sobrenadante reemplazándolos con medio fresco de D-MEM-HAT durante 3 días 

consecutivos, esto con la finalidad de eliminar los anticuerpos que pudieran haberse producido 

por los plasmocitos no fusionados. Posteriormente se realizó la detección de anticuerpos anti

amiba en el sobrenadante de cada uno de los pozos donde el crecimiento de colonias fuera 

evidente, para ello se utilizó el método de ELISA. Los pozos donde los resultados fueron 

positivos se transfirieron a placas de cultivo con 24 pozos (Costar, Cambridge MA. USA) 

previamente recubiertas con macrófagos peritoneales. 

CLONACION DE HIBRIDOS POR DILUCION LIMIT ANTE 

La clonación de los híbridos se realizó en cajas con 96 pozos (Costar, 

Cambridge MA. USA) las cuales fueron incubadas con células peritoneales de ratón, 24 hrs 

previas a la clonación, a 37ºC y 5% de C02. 

Los híbridos seleccionados y extraídos de cajas con 24 pozos fueron 

suspendidos en la cantidad necesaria de D-MEM completo que permitiera tener una 

concentración de JO y 5 células/mi; se utilizaron 10 mi de D-MEM completo por placa con 96 

pozos. A continuación cada suspensión de células se distribuyó a razón de 100 µl por pozo. Se 

sembró una caja con 96 pozos, por cada dilución. 

Aproximadamente 15 días después de Ja clonación se realizó Ja determinación de 

anticuerpos por el método de ELISA en el sobrenadante de las clonas en las que el crecimiento 

fuera evidente, siempre y cuando ésta procediera de una sola célula. Con el fin de expander 

todas aquellas clonas de las cuales se obtuvieran resultados positivos, éstas se pasaron a cajas 

con 24 pozos y posteriormente a botellas para cultivo T-25 (Costar, Cambridge MA. USA). 

CONGELACION DE CELULAS 

Para la congelación de células de mieloma, híbridos y clonas se utilizó un medio 

para congelación de células el cual se preparó en el momento de congelar y se mantuvo a 4ºC. 

Dicho medio estaba compuesto por suero fetal bovino al 50%, Dimetilsulfóxido (DMSO) al 
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10%(Sigma, Chemical Co., St. Louis Mo. USA) y D-MEM completo al 40%. 

Las células en fase de crecimiento exponencial (Io6_ ¡O 7) se cosecharon y se 

centrifugaron a 200 g durante 5 min, el paquete celular se resuspendió en 1.5 mi de medio para 

congelar, esta suspensión se transfirió a un tubo para congelación de células (Costar, 

Cambridge MA. USA). 

Los criotubos se depositaron en un recipiente de poliestireno y se almacenaron a 

-70ºC durante 8 días al cabo de los cuales, los tubos se transfirieron a un tanque de nitrógeno 

líquido para su conservación prolongada. 

PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-E. histolytica 

Ratones Balb/c de 6 a 8 semanas de edad, fueron utilizados con el fin de obtener 

una mayor cantidad de anticuerpos monoclonales. A dichos animales se les administraron 200 

µI de Pristan (2,6, 10, 14 tetrametilpentadecano Sigma, Chemical Co., St. Louis Mo USA) vía 

intraperitoneal 7 días previos a la inoculación de las células híbridas productoras de 

anticuerpos, las cuales se admínistraton a razón de 2 x 106 células suspendidas en 200 µI de D

MEM. Los animales permanecieron en observación durante 7 a 14 días hasta que el líquido de 

ascitis se hizo evidente en la cavidad abdominal de cada uno de los ratones. Posteriormente se 

puncionó la cavidad abdominal obteniendo aproximadamente 5 mi de líquido de ascitis por 

ratón. 

Con el objeto de eliminar células y eritrocitos, el líquido de ascitis así obtenido 

se centrifugó a 200 g durante 30 mina 4ºC. El sobrenadante se almacenó a -20°C. 

Una vez obtenido el total de líquido de ascitis de cada clona, se procedió a 

precipitarlo con una solución saturada de sulfato de amonio (Merck de México, S.A.) al 50% 

V/V, agregándolo gota a gota, agitando la muestra y en baño de hielo durante 30 min. A 

continuación el precipitado se centrifugó a 5000 g durante 15 min a 4° C, el botón se suspendió 

en solución salina isotónica, repitiendo el mismo procedimiento en tres ocasiones, el último 

botón se solubilizó en una solución de boratos 0.016 M pH 8. Posteriormente se dializó contra 

la misma solución, realizando de 3 a 5 cambios. 
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

El análisis electroforético del antígeno de E. histolytica se realizó en geles de 

poliacrilamida al 7.5% en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) en condiciones no 

reductoras, de acuerdo con el método descrito por LaemmliI49 . Las proteínas separadas por su 

peso molecular en el gel de poliacrilamida se transfirieron a papel de nitrocelulosa (Schleicher 

& Schuell, 0.45 micras) siguiendo la técnica descrita por Towbin1so. 

La transferencia se realizó en una cámara de electrotransferencia (Hoefer 

Scientific Instruments, San Francisco CA. USA) la cual contenía una solución amortiguadora 

de tris-glicina 0.2M pH 8.3 y metano! al 20%. Aplicando una corriente de 100 volts durante 90 

min aproximadamente. 

El papel se cortó en tiras de 4 mm de ancho colocándolas en placas de 8 carriles 

(Transtar 96 Costar, Cambridge MA. USA) las cuales se bloquearon con tris-HCI 10 mM, NaCI 

0.15 M pH 7.4 (Merck de México, SA) (TBS), leche descremada al 5% (Sveltes, Nestlé, 

Coatepec, Ver., México) y azida de sodio al 0.02% durante 12 hrs, en agitación suave y a 4ºC. 

A continuación las tiras se lavaron con TBS y se incubaron con los anticuerpos monoclonales 

IgA específicos y con anticuerpos monoclonales no específicos como controles (IgA de 

mieloma de ratón TPC15, Sigma, Chemical Co., St. louis Mo. USA). La reacción antígeno

anticuerpo fué detectada con un anticuerpo anti-IgA de ratón acoplado con la enzima 

peroxidasa (Zymed Laboratories, San Francisco,CA. USA), el cual se incubó durante toda la 

noche a temperatura ambiente y en agitación suave. Se procedió a lavar las tiras con TBS en 

tres ocasiones y posteriormente con Tris-HCI 10 mM pH 6.8 (TB). La reacción se reveló con un 

volumen de 4-cloro-1-naftol al 0.3% (Sigma, Chemical Co.,St. Luois Mo. USA) en metano! 

mas cuatro volúmenes de TB adicionado con 33 µ1 de H202 (Merck de México,SA) por mi de 

mezcla, se dejó reaccionar por espacio de 5 a 30 min, bloqueando la reacción con abundante 

agua destilada. 

INMUNOFLUORESCENCIA 

Para la inmunofluorescencia se utilizaron trofozoitos de E.histolytica 

HMl:IMSS cultivados en medio axénico y en fase de crecimiento exponencial, se centrifugaron 
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a 200 g por 5 min y a 4ºC, el botón se resuspendió en PD adicionada de glutaraldehido al 

0.25% (Merck de México, S.A.) y se incubó durante 30 min en hielo. A continuación los 

trofozoitos se lavaron en tres ocasiones con PD ajustándolos a una concentración de 2 x 1 os 

células/tubo; se centrifugó nuevamente y el botón se resuspendió en 250 µ1 del líquido de 

ascitis, realizando una dilución tal, que la concentración proteica se encontrara entre 5-1 O 

mg/ml. Los trofozoitos fueron incubados en hielo por 30 min y lavados con solución 

amortiguadora de fosfatos 0.02 M (PBS) pH 7.4. A continuación se agregó la anti-lgA 

fluoresceinada ( 1: 100), se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente, se lavaron dos 

veces con PBS y el botón se resuspendió en una solución de formaldehido al 4%, la 

fluorescencia fué observada en un microscopio de epifluorescencia (Univa R.C. Reichert, 

Austria). 

RESULTADOS 

INMUNIZACION 

Los animales inmunizados con el extracto de membranas en ambos esquemas de 

inmunización en presencia de MDP (grupo 1) ó TC (grupo 2), respondieron con la síntesis de 

anticuerpos anti-amibianos tanto a nivel local como sistémico (Tablas I y II ) sin embargo, en el 

caso del grupo 2 parece haber preferentemente una respuesta de anticuerpos de la clase IgA a 

nivel intestinal, a diferencia de lo que ocurre en el grupo 1 donde la respuesta de anticuerpos 

IgG parece predominar en ambos compartimentos (Tablas I y II). 

HIBRIDIZACION 

Los resultados de la fusión de células de animales inmunes y células de mieloma 

murino Sp2/0-Agl4 se muestran en la tabla III como se puede observar la eficiencia de fusión 

en general fue baja, sin embargo, de los animales inmunizados en presencia de MDP se lograron 

obtener siete híbridos diferentes provenientes todos de placas de Peyer, cinco de los cuales 

produjeron anticuerpos anti-Entamoeba histolytica de isotipo IgA y dos de isotipo IgG. La 

utilización en este mismo grupo de células de bazo dieron como resultado la producción de 

once híbridos, productores de anticuerpos antiamibianos con isotipo IgG. 

En el caso de los animales del grupo 2 (inmunizados en presencia de TC) los 
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seis híbridos provenientes de placas de Peyer produjeron anticuerpos anti E. histolytica con 

isotipo IgA. De la misma forma se obtuvieron dieciocho híbridos productores de anticuerpos 

antiamibianos con istotipo IgG (células de bazo y ganglios mesentéricos) y tres híbridos 

productores de anticuerpos de la clase IgA, estos últimos provenienes de células de bazo. 

Tabla l. Vía de Inmunización y títulos de anticuerpos anti-E. histofytica en íluido intestinal 

Grupo 

1 

2 

Vía de inmunización 

2IG-MDP+2IP 

21P+3IG-TC 

Anticuerpos 

IgA 

0.370 

0.809 

IgG 

0.435 

0.310 

ELISA del fluido intestinal de los animales utilizados 1iara la fusión. Los valores corres11onden al 
11romedio de la densidad ó11tica (490 nm) menos el valor del promedio obtenido en el gru110 control. 

Tabla II. Vía de Inmunización y títulos de anticuerpos anti-E. histolytica en suero 

Grupo 

1 
2 

Vía de Inmunización 

2IG-MDP+21P 
2IP+31G-TC 

Anticuerpos 
lgA IgG 

0.708 1.160 
0.576 1.855 

ELISA del suero de los animales utilizados 1iara la fusión. Los valores corres11onden al 1iromedio de la 
densidad óptica (490 nm) menos el valor del 11romedio obtenido en el grupo control. 

ESPECIFICIDAD 

Posterior a la detección de los pozos positivos de los híbridos antiamiba obtenidos, se procedió 

al estudio de la especificidad de éstos, se encontró que cinco de dichos híbridos resultaron ser 

específicos para E11tamoeba histolytica. De estos, tres correspondieron a los productores de 

anticuerpos antiamiba con isotipo IgA y dos a los de isotipo IgG (Tabla IV) de ellos se 

seleccionaron las clonas FJPJD4 y F!P1D5 para su posterior caracterización. El resto de los 

híbridos probados no fueron específicos ya que presentaron reacción cruzada con otras cepas 

de Entamoeba y con otros parásitos intestinales (datos no mostrados). Cabe mencionar que 
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dicha prueba se realizo tanto con los híbridos como con las clonas obtenidas. 

Tabla ID.Híbridos productores de anticuerpos anti-amiba 

Vía de 
Inmunización 

21G-MDP+2IP 

21P+3IG-TC 

Procedencia de las 
células 

pp 
Bazo 
pp 

Bazo 
GL 

No se ohtm·icron híbridos 11roductores de lgM 

Pozos 
Probados 

24 
18 
9 

23 
17 

Clase de anticuerpos 
anti E. ltisto/ytica 

IgG IgA 

2 
11 
o 
17 
l 

5 
o 
6 
3 
o 

Tabla IV. Especificidad de anticnerpos monoclonales anti-E. ltistolytica 

Entamoeba 
Clonas Isotipo E. histolytica E. i11vade11.• semejante n 

HMl:IMSS HK9:NIH E. histolytica 
(Laredo) 

FIPlD4 lgA 0.860 0.930 0.090 o.oso 
FlPlD5 IgA 0.410 0.470 o.oso 0.060 
FlP2D5 IgA 0.391 0.504 0.100 0.090 

FlPlGlO IgG 0.384 0.442 0.090 0.090 
F2GlF2 IgG 0.354 0.358 0.040 0.060 

ELlSA de los sobrcnadantes de las células en cultivo. Los rnlores corresponden al promedio obtenido 
de la densidad óptica (490 nm) menos el \'alor del promedio obtenido en el gru1rn control. 

INMUNOFLUORESCENCfA 

Con el objeto de determinar la localización de los epítopes reconocidos por los 

anticuerpos IgA anti-E.histolytica previamente seleccionados se hizo inmunofluorescencia 

indirecta, los resultados se muestran en la figura 1. Como puede observarse, ambos anticuerpos 

reconocen epítopes asociados a la membrana citoplásmica. Una forma inequívoca de probar 

esta asociación es la de realizar la inmunofluorescencia en condiciones que permitan la 

redistribución de los antígenos de la membrana176. En esta misma figura se puede observar la 

formación de casquetes sobre la superficie de los trofozoitos. 
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

Con el objeto de determinar en que fracción antigénica del extracto de 

membranas de E.histolytica se encuentra localizado el epítope reconocido por los anticuerpos 

monoclonales seleccionados, se hizo electroforesis de dicho extracto en geles de poliacrilamida 

SDS al 7 .5%, dicha electroforesis se realizó en condiciones no reductoras; a continuación se 

procedió a transferir las diferentes proteinas separadas en los geles a papel de nitrocelulosa, el 

resultado de la reacción de ambos anticuerpos monoclonales con las tiras de nitrocelulosa se 

muestra en la figura 2, como puede observarse, el anticuerpo monoclonal F 1P1 DS parece 

reconocer un epítope localizado en dos bandas proteicas de aproximadamente 60 y 30 KDa ( 

Carril C ). Así mismo el anticuerpo FIPID4 reconoce un doblete de alrededor de 200 KDa 

(Carril D). 

En la figura 3 se muestra el resultado de la electroforesis de la IgA en condiciones 

reductoras y no reductoras, producida por la clona FIPlDS una vez purificada en columna de 

afinidad (sepharosa-anti IgA de ratón; Zymed Laboratories, San Francisco, CA. USA), el peso 

molecular aparente de dicha IgA (>200 kDa) podría sugerir el que se trate de una IgA dimérica. 

DISCUSION 

Tanto en la mucosa del tracto respiratorio como en el digestivo se sabe que 

existe una continua exposición a antígenos virales, bacterianos y/o parasitarios. Por otro lado 

sabemos que la IgA es la principal inmunoglobulina que se produce a este nivel, y aunque se 

conoce poco acerca del significado biológico de la respuesta inmune secretora en particular en 

la amibiasis, es posible especular que así como en otros sistemas, la IgA pueda jugar un papel 

activo en la inmunidad local contra E. histolytica1s1. Con el objeto de estudiar el papel de esta 

inmunoglobulina en los mecanismos de defensa locales contra este parásito nos dimos a la tarea 

de producir un anticuerpo monoclonal de clase IgA, en este caso en particular específico para 

E. histolytica. 

Una de las limitantes en la producción de tales anticuerpos es que su inducción a 

través de la inmunización por vía oral depende importantemente de las características del 

inmunógeno, la dosis del inmunógeno , la combinación de éste o no con algún adyuvante de la 
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síntesis de lgA, la vía de inmunización y la cepa de ratón utilizada. Por otro lado se sabe que la 

vía oral como alternativa para la inducción de la respuesta inmune parece no ser del todo 

confiable, ya que existen evidencias de que su utilización es capaz de inducir estados de 

tolerancia específicamente a nivel de la respuesta inmune sistémica y por otro lado existen 

modelos en donde este procedimiento induce una respuesta secretora altamente eficiente152. 

Swarbrick y colaboradores ( 1979) demostraron que la administración previa del antígeno por 

via oral puede inducir al parecer, no solo una supresión en la inducción de anticuerpos séricos 

sino también una disminución en la absorción subsecuente de antígenosts3 . 

Existen evidencias que sugieren una posible correlación entre la vía de 

inmunización utilizada y la clase de inmunoglobulinas producidas, así encontramos que al 

inmunizar en forma repetida por vía oral a ratones Balb/c con trofozoitos de E.histolytica es 

posible inducir una producción de anticuerpos antiamibianos de clase IgA en el fluido intestinal 

de los animales tratados, cabe mencionar que dichos anticuerpos se encontraron ligeramente 

elevados131 . Cabreé y colaboradores ( 1969) reportaron que la inmunización local con ferritina 

favorece la estimulación de células B precursoras de lgA antiferritina en folículos linfoides 

submucosos. Se ha demostrado que es posible inducir anticuerpos de clase IgA posterior a la 

inmunización sistémicats4 o combinando las vías local y sistémicatss. Por el contrario, existen 

algunos reportes en los que se afirma que la vía sistémica no es eficiente156 o más aún que dicha 

vía tiene un efecto supresor sobre la respuesta de IgA a nivel de las mucosasts7. 

Basados en los resultaóos anteriores, en este trabajo decidimos utilizar 

adyuvantes de la respuesta inmune secretora con el objeto de incrementar la respuesta humoral 

y por consiguiente inducir la producción de anticuerpos de clase IgA anti-E.histolytica. Se ha 

descrito que el MDP es un adyuvante capaz de estimular tanto la respuesta de anticuerpos 

locales como sistémicos y la forma de administración del antígeno y el MDP es condición 

importante para determinar la clase de anticuerpos que se inducen158. De esta forma al inocular 

un antígeno con MDP en aceite mineral se induce un aumento en la producción de 

inmunoglobulinas de clase IgG21s9 , La administración intragástrica de MDP mas Streptococcus 

11111/ans a ratas, induce un aumento en la respuesta de IgA tanto en suero como en saliva, lo 
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cual se correlaciona en forma directa con la disminución en cuanto a la frecuencia de 

presentación de caries dentales por dicho microorganismo160. El MDP también es capaz de 

actuar como adyuvante en la inducción de anticuerpos específicos para una gran variedad de 

antígenos, tales como bacterias, virus y protozoarios entre los que se encuentran Brucella, 

toxoide diftérico y tetánico, influenza, Herpes simplex tipo 1 y 7i·ipanosoma hrucei158. 

La forma como actua el MDP es múltiple, se ha observado que es capaz de 

aumentar la actividad de células T cooperadorasl61, posee actividad mitogénica para linfocitos 

8162 y timocitos16\ estimula la fagocitosisl 64, aumenta la adherencia y propagación de 

macrófagos y aumenta la producción de prostaglandinas y colagenasa 158' esto contribuye a la 

amplificación de la respuesta inmune. 

En nuestros resultados, encontramos que la utilización de MDP como adyuvante 

parece favorecer la producción de anticuerpos tanto de IgA como de IgG en ambos 

compartimentos (Tabla I y II ), fenómeno que es diferente cuando se utiliza TC ya que ésta 

favorece claramente la producción local de IgA ( Tabla I) y de IgG sistémica lo cual se 

relaciona con los resultados obtenidos por otros grupos 16l.1 6G. Cabe mencionar, que la 

utilización de TC como adyuvante en esquemas de inmunización por vía oral evita el estado de 

tolerancia 161, no es menos importante el hecho de que al parecer la TC es capaz de 

"regionalizar" la respuesta, así encontramos que las células plasmáticas productoras de 

anticuerpos anti-TC son más abundantes en áreas de la mucosa que están directamente 

expuestas a la TCl68,l69_ 

Se considera que el principal mecanismo para que la TC participe en la respuesta 

inmune como adyuvante, radica en su capacidad para inhibir las células supresoras en el tejido 

linfoide asociado al intestino, situación que podría estar dada por las propiedades del receptor 

para la toxina colérica en este tipo de células o a cambios en la concentración de AMPc 

intracelular17o siendo al parecer las células T supresoras mas suceptibles a la inhibición de la 

proliferación por el AMPc que las células T cooperadoras171 • 

Un avance importante en el área de la inmunología es sin lugar a dudas el contar 

con una técnica que permita la producción de anticuerpos monoclonales y mas aun si dichos 
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anticuerpos pertenecen al isotipo JgA. El contar con un anticuerpo con estas características 

facilita el estudio de los mecanismos efectores de dichos anticuérpos a nivel del sistema inmune 

secretor151 . 

La eficiencia de la fusión de células de animales inmunes con células de mieloma 

Sp2/0-Agl4 fué baja, sin embargo, pudimos obtener un número razonable de híbridos 

productores de IgA anti-E.hi.~tofytica de los cuales cinco resultaron específicos (Tabla IV). En 

general la eficiencia de fusión encontrada por otros gmpos, cuando se utiliza para inmunización 

la via oral, para tratar de obtener monoclonales de isotipo IgA es también baja151·1n En 

estudios previos la frecuencia mas alta de hibridomas productores de lgA fueron obtenidos 

utilizando células inmunes provenientes del sistema linforeticular asociado al intestino, 

específicamente de placas de Peyerl7J. Los híbridos producidos de esta forma pueden secretar 

IgA polimérica o monomérical74. 

La homogeneidad propia de los anticuerpos monoclonales los convierte en una 

herramienta útil no solo para la selección y purificación de antígenos, sino también en el estudio 

de la protección contra procesos infecciosos como podría ser el caso de las parasitosis. Desde 

el punto de vista inmunológico, se piensa que los antígenos de la membrana celular son las 

principales moléculas que se ponen en contacto con el sistema inmune del huésped lo cual 

podría favorecer la eliminación del parásito a través de mecanismos citolíticosl75,l76. Sin 

embargo, un buen número de trofozoitos son capaces de evadir la lisis mediada por anticuerpos 

y complemento debido a que E. histolytica posee una gran capacidad de recambio de proteínas 

de la membrana plasmática, lo que le permite eliminar los anticuerpos que se unen a su 

superficie32. 

Utilizando la técnica de inmunofluorescencia indirecta, encontramos que los 

anticuerpos producidos por las clonas FIPID4 Y FIPID5 parecen estar dirigidos a 

determinantes antigénicos presentes en la superficie celular, lo cual se demuestra por la 

redistribución de estos epítopes y la formación de casquetes (Fig 1 ). 

Por último, los resultados obtenidos mediante la técnica de 

inmunoelectrotransferencia (Fig 2) demuestran que los anticuerpos monoclonales lgA 
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obtenidos de las clonas en estudio, reconocen epítopes relacionados con diferentes fracciones 

antigénicas, así tenemos que la clona FIPID4 reconoce un doblete de aproximadamente 200 

kDa de peso molecular y la clona FIPID5 reconoce dos fracciones antigénica, una fracción de 

60 kDa y otra de 30 kDa. 

En la literatura se han descrito distintas fracciones antigénicas las cuales han 

sido identificadas en su gran mayoría como moléculas de superficie, su localización hace 

suponer que dichas fracciones juegan un papel importante en el proceso de adherencia de los 

trofozoitos a las células blanco8º·81,s2.s4.s6. Estos estudios han sido enfocados a entender los 

principales mecanismos de la relación entre el huésped y el parásito, sin embargo la utilización 

de antígenos preparados mediante metodologías diferentes ofrece la desventaja de ser muy 

heterogeneos lo que hace particularmente dificil la evaluación comparativa de resultados 

obtenidos por diferentes grupos. 

De esta forma se han descrito un número importante de fracciones antigénicas 

con un peso molecular igual o aproximado a las bandas reconocidas por los anticuerpos 

monoclonales aquí obtenidos. 

En 1987 el grupo de Rosales Encina y Meza y colaboradores describieron una 

lectina de 220 kDa aislada a partir de trofozoitos de E.hislolytica HMl-IMSS, dicha proteina 

es capaz de aglutinar eritrocitos humanos y al ser bloqueada por medio de un anticuerpo 

monoclonal se inhibe la unión entre trofozoitos y monocapas de células MDCK in vitros4.86• 

Por otro lado, en estudios encaminados a la identificación de antígenos del 

parásito reconocidos por anticuerpos séricos de pacientes con amibiasis intestinal se encontró 

que, fracciones antigénicas de peso molecular de 62 kDa y 3 O kDa fueron reconocidas por el 

suero de dichos pacientes a una frecuencia mayor al 50%, no siendo reconocidas por los sueros 

controles de individuos extranjerosl77 . Dichas fracciones podrían corresponder a las 

reconocidas por el anticuerpo monoclonal FIPID5. 

Blakely y colaboradores (1990) reportaron una proteína de 30KDa como 

característica de cepas patógenas, dicha proteína no es reconocida por anticuerpos 

antiamibianos de individuos infectados en lisados amibianos provenientes de cepas no 
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patógenas. Además por inmunofluorescencia fué posible demostrar que dicho antígeno se 

encuentra presente sobre la superficie del trofozoitot7s. 

En el caso de los anticuerpos producidos por la clona F 1P1 D5 éstos se 

sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida después de haber sido purificados en 

columnas de afinidad de sepharosa 48-acopladas a anti-IgA de ratón producida en conejo 

(Zymed Laboratories, San Francisco, CA. USA). 

La IgA purificada y separada en geles reductores y no reductores parece ser una 

inmunoglobulina dimérica ya que el peso molecular observado en los geles en condiciones no 

reductoras se encuentra por arriba de 200 KDa. Cabe mencionar que en el caso de la cepa de 

ratones utilizados ( Balb/c) la IgA producida tiene cadenas ligeras que se encuentran asociadas 

a las cadenas pesadas por enlaces no covalentes, los cuales son eliminados mediante el 

tratamiento con la solución amortiguadora de la muestra la cual contiene SDS, por ello se 

observa una masa molecular de aparente menor peso molecular al esperado para una molécula 

de IgA murina completa172• Lo que queda claro en la figura 3 es que la IgA producida por la 

clona FIPID5 no es un monómero y que su peso molecular sugiere fuertemente que se trate de 

un dímero. 

Por otro lado, una vez caracterizados los anticuerpos monoclonales de clase IgA 

se han hecho estudios sobre las características biológicas de los anticuerpos estudiados, 

especialmente orientados hacia el estudio de su participación en el proceso de adhesión de los 

trofozoitos a células blanco así como a la mucosa intestinal en animales de experimentaciónt79. 

Sabemos que este proceso de adhesión es el primero de tres pasos consecutivos involucrados 

en el daño tisular (adherencia, citolisis, y fagocitosis)tso. Los resultados mostraron que ambos 

monoclonales probados son capaces de inhibir la adherencia tanto in vitro como in situ. El 

poder contar con un reactivo como el que hemos producido permitirá ampliar nuestro 

conocimiento en cuanto a la participación de la respuesta inmune secretora en la compleja 

dinámica de la relación huésped-parásito en la amibiasis. 
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FIGURA l.. Inmunofluorescencia indirecta de trofozoitos de E.histolytica HMl:IMSS utilizando 
anticuerpos monoclonales IqA especlficos producidos por las clonas F1Pl.D4 (A) , FlPl.05 (B) • La 

.. form:aci6n de casquetes corresponde a los anticuerpos monoclonales FlPlD4 (C) y FlPlD5 (O). 
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FIGURA 2. Inmunoelectrotransferencia del antigeno de membrana de 
E.histolytica HM1:IMSS revelado con anticuerpos monoclonales IgA 
especificas: carril A, Pesos moleculares (Kd); Carril B: Antigeno de 
E.histolytica; Carril c: Anticuerpo monoclonal F1P1D5; carril D: 
Anticuerpo monoclonal F1P1D4, Carril E: Suero hiperinmune; Carril F: 
Control con líquido de ascitis de células de mieloma sp2/0-Ag14; 
Carril G: Anticuerpo anti-ígA de ratón peroxidado. 
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FIGURA 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 10%, de un 
anticuerpo monoclonal. IgA purificado (F1P1D5) anti E.histolytica. 
Carril A: Registro de pesos moleculares; Carril B: Anticuerpo 
monoclonal F1P1D5 (IgA) en condiciones no reductoras; Carril c: 
Anticuerpo monoclonal. TEPC-15 en condiciones no reductoras; carril. D: 
Anticuerpo monoclonal. FlP1D5 en condiciones reductoras; Carril E: 
Anticuerpo monoclonal. TEPC-15 en condiciones reductoras. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía
	Bibliografía Generada durante el Desarrollo de Ésta Tesis
	Figuras



