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RESUMEN

Ya que la amibiasis es una enfermedad adquirida primordialmente por la via oral y su
organo blanco cs la mucosa del colon, sc puede pensar que al igual que en otros modelos bioldgicos, 1a
IgA sccretora antiamibiana pudicra tener un papel importante en ¢l fendmeno de proteccion durante las
étapas tempranas de la rclacion huésped-parasito.

Por otro lado, la respuesta inmunc a nivel intestinal ha sido una de las arcas menos
cstudiadas cn la amibiasis, por csta razon nos propusimos producir anticucrpos monoclonales con
isotipo IgA anti-E. histolytica con cl objcto de caracterizarlos desde ¢l punto de vista inmunologico para
posteriormente utilizarlos en estudios de proteccion en modelos cxperimentales.

Para tal fin sc inmunizaron ratones Balb/c tanto por via intragastrica como
intraperitoneal con antigeno de L. histolytica y trofozoitos de la cepa HMI1: IMSS, las dosis fucron
administradas en presencia de adyuvante (imuramil dipéptido y toxina colérica). Cuatro dias después del
altimo reto, se procedio a realizar la fusion utilizando células de micloma de ratén Sp2/0-Agl4 y células
linfoides de placas de Peyer, bazo y ganglios mesentéricos.

La sintesis de anticucrpos fuc probada por medio de la téenica de ELISA. Una vez que
los hibridos parenterales productorcs de inmunoglobulinas fueron identificados se procedio a probar su
especificidad con distintas cepas de £. histolytica, Giardia lamblia y Salmonella thyphimurium, Los
hibridos identificados como cspecificos para E. histolytica fucron clonados por medio de la técnica de
dilucion limitante. Cinco clonas fueron scleccionadas, de las cuales tres fucron productoras de
inmunoglobulinas de clase IgA y dos de clase IgG. Los anticucrpos monoclonales FIPID4 y FIP1D5
fucron scleccionades para su posterior caracterizacion. Valiéndose de la técnica de inmunofluorescencia
indirecta se demostré que ambas clonas reconocen cpitopes asociados a la membrana citoplismica. En la
inmunoclectrotransferencia encontramos que el anticuerpo monoclonal FIP1D5 parcce reconocer un
epitope localizado en dos bandas proteicas de aproximadamente 30 y 60 KDa, asi mismo cl anticucrpo
F1P1D4 reconoce un doblete de alrededor de 200 KDa. La electroforesis de la IgA producida por la
clona FIPID5 mostré un peso molecular aparente, mayor a 200 KDa lo cual sugierc que dicho

anticuerpo se produce en forma dimérica.



INTRODUCCION

Las infecciones ocasionadas por /=. fiistolytica representan un problema de salud
publica en diversas partes del mundo, ya que este parasito tiene una distribucion cosmopolita!.

Estudios epidemiologicos indican que aproximadamente el 10% de la poblacion
mundial alberga a Z. Aistolytica 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 sintomas de disenteria. Entre los individuos infectados un 20% desarrollan
la forma extraintestinal, siendo la mas frecuente el absceso hepatico amibiano. El indice de
mortalidad entre los casos con amibiasis invasora se calcula en 2 a 10%62.

Se considera que la amibiasis constituye después de la malaria la segunda causa
de muerte por parasitosis3.

A pesar de que existe una gran cantidad de individuos infectados por £
histolytica no todos desarrollan la enfermedad, el parasito habita y se reproduce libremente en
el intestino sin causar dafio a los tejidos. La relacion entre portadores asintomaticos y pacientes
con amibiasis invasora varia importantemente de una poblacion a otra. Se considera que en
Meéxico la relacién es de un paciente con amibiasis invasora, por cada cuatro o cinco portadores
asintomaticos®. Este fenémeno tiene su explicacion en el hecho de que algunos individuos estin
infectados con organismos no virulentos o que las caracteristicas del huésped no permiten el
desarrollo de amibas virulentas3.

El principal reservorio de L. histolytica en la naturaleza es el hombre, sin
embargo se ha logrado aislar el parasito de primates y de animales infectados
experimentalmente. Se sabe que portadores asintomaticos pueden transmitir cepas patdgenas de
L. histolytica y los pacientes con amibiasis intestinal son la fuente mas importante del agente
infeccioso?.

La enfermedad ha sido observada con mayor frecuencia en grupos de poblacion
con escasos recursos economicos, baja escolaridad y saneamiento deficiente. Los factores de
riesgo mas importantes son el abastecimiento de agua potable inadecuado, ia mala eliminacion

de excretas y basura, la pobre higiene de los alimentos y el hacinamientoS.



E. histolytica es un protozoario pequefio, dinamico y movil gracias a una
disposicion citoplasmatica sencilla, que adopta diferentes formas por su capacidad para emitir
bseudépodos. Carece de los siguientes componentes: citoesqueleto estructurado, microtibulos
citoplasmicos, complejo de Golgi, reticulo endoplasmico, mitocondrias, asi como de un sistema
lisosomal primario y secundario®. De acuerdo a la direccion en que se desplaza, posee una parte
posterior que se ha denominado uroide y algunas prolongaciones citoplasmicas llamadas
filopodios. Sobre su superficie suelen encontrarse un nitmero variable de vesiculas pinociticas y
vacuolas fagociticas, lo que refleja la importante actividad endocitica de este
microorganismo’®. Los trofozoitos de /. histolytiyca son anaerobios facultativos, capaces de
consumir oxigeno a pesar de carecer de mitocondrias y del ciclo de los acidos
tricarboxilicos®1 transfieren electrones de sustratos reducidos a oxigenos moleculares a través
de una sucesion de acarreadores que incluyen, flavinas y hierro. Pueden reproducirse en
atmosferas que contienen hasta 5% de oxigeno.

Los carbohidratos son la principal fuente de energia del paréasito. La glucosa es
degradada a piruvato por medio de la via glicoliticade Embden-Meyerhof; el lactato no es un
producto terminal y no se han encontrado en las amibas la enzima lactato deshidrogenasa!!. Los
principales productos terminales del metabolismo anaerobio de los carbohidratos en la £.
histolytica son el etanol y el bioxido de carbono.

L. histolytica presenta un ciclo de vida que no se parece al de otros
protozoarios patdgenos, carece de un estadio sexual y de un huesped intermediario!?. Bajo
ciertas condiciones no bien comprendidas ocurre el enquistamiento, tinica forma infectante del
parasito. Los indiviudos infectados puede eliminar en las heces hasta 45 x 106 quistes de
E.histolytica por dia3. Los quistes pueden sobrevivir fuera del huésped por semanas o meses
siempre y cuando se encuentren en un ambiente himedo!4,

Los sindromes clinicos que resultan de la infeccidn por E. histolytica son: colitis
invasora aguda o cronica y absceso hepatico amibiano!s,

La infeccion intestinal asintomatica o amibiasis luminal se presenta en 90 a 99%

de los individuos infectados!®.!7, Definiéndose como portador asintomatico a todo individuo



que elimine quistes de L. histolytica en heces y que no presente signos ni sintomas de amibiasis
en cualquiefa de sus formas. La amibiasis luminal es una entidad en la que la amiba vive como
comensal dentro del colon'®. En la mayoria de los casos el parasito se elimina espontianeamente
en 12 meses!?.

En la enfermedad con invasion al colon por lo regular se presentan evacuaciones
con moco y sangre, dolor abdominal y con menos frecuencia fiebre?0:2!. Siendo %. Aistolytica €l
agente etioldgico en 2 a 14% de los nifios con disenteria??. En la colitis fulminante, una de las
entidades mas graves, se encuentra comprometido todo el colon y con mucha frecuencia se
presentan perforaciones??. 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%2%,

El absceso hepatico amibiano se distingue por la presencia de fiebre, dolor en el
cuadrante superior derecho?* y una o mas cavidades homogéneas en el higado. Estos
"abscesos” estan compuestos por detritus proteicos mas que por material purulento en si. Los
trofozoitos suelen encontrarse en la periferia de la lesidn cavitaria?s. Esta entidad clinica se
presenta en aproximadamente 2% de los pacientes adultos infectados con L. Aistolytica, en
areas endémicas. El absceso hepatico es mas frecuente en adultos que en nifios>2¢ con un
predominio mayor en hombres que en mujeres (3:1)?7, la edad promedio en el sexo masculino
se encueritra entre los 20 y 40 afios de edad?.

La patogénesis puede ser definida como los eventos celulares, reacciones y otros
mecanismos que ocurren en el desarrollo de una enfermedad. Los trofozoitos de £.Ahistolytica
aparentemente causan enfermedad invasora por: Adherencia a la mucosa del colon, dando
como resultado la colonizacion intestinal;, ruptura de la barrera intestinal por la secrecion de
enzimas proteoliticas o toxinas; lesion de células epiteliales e inflamatorias del huésped,
formacion de dlceras en el colon y tejidos profundos y/o invasion a érganos distantes como el
higado29303! A través de estudios in vitro, se ha sugerido la posible existencia de mecanismos
de evasion inmune en este protozoario, ya que los anticuerpos antiamibianos de diferentes

especies unidos a la superficie de los trofozoitos, inducen la redistribucidén de antigenos de la



membrana formando un’ casquete ("caps"-) IbéVéQéleS»‘pueden sér internalizados o eliminados
por ‘el proiozoario hacia ej medio sin péfdida de su viabilidad, este fenomeno no ha sido
- observado en estudios i vivo2,

El estudio de la biologia de este parasito, asi como su relacion 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
axénica3?. Por otro lado, uno de los aspectos interesantes en la relacion huésped-parasito en la
amibiasis son los mecanismos de patogenicidad de Z. histolytica, algunos de los cuales se han
podido mimetizar en sistemas experimentales tanto in vivo como in vitro tales como la
produccién de absceso hepatico amibiano en el modelo del hamster®, la aglutinacion en
presencia de concanavalina A (Con A)*® y e efecto citopatico sobre células epiteliales in
vitro3s, siendo este tltimo efecto dependiente de adherencia, es decir, el contacto trofozoito-
célula blanco es requisito indispensable para producir lisis y fagocitosis. Estos son algunos de
los parametros experimentales que se han relacionado con la virulencia del parasito.

Los factores de adhesividad en los microorganismos patogenos son de gran
importancia para el proceso de colonizacidon e invasion de los tejidos’”. 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 €] efecto citopatico®®3%. Asi 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 galactosamina® y otras que pueden ser
inhibidas por oligomeros de N-acetil glucosaminad!. Estas moléculas participan en el
mecanismo de adhesion 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 amibianas*?, la tipificacion de tales zimodemos es actualmente el método mas conocido

y utilizado para distinguir entre cepas patogenas y no patogenas del parasito.



Asi tenemos que mediante el examen electroforético de cuatro isoenzimas
(glucosafosfato isomerasa, fosfoglucomutasa, L-malato: NADP* ¢xido reductasa y
hexoquinasa), involucradas en el catabolismo de carbohidratos de una poblacién amibiana, se
han podido identificar un total de 24 zimodemos diferentes. Las cepas obtenidas de pacientes
con amibiasis invasora se agruparon en diez patrones isoenzimaticos diferentes (11, llo, VI, VII,
XI-XIV, XIX, XX) el resto de los zimodemos agrupan a las amibas aisladas de portadores
asintomaticos?3 444546,

Existen otras técnicas mas recientes que permiten distinguir entre cepas
patogenas y no patogenas, una de ellas es la presencia de una proteinasa extracelular de cisteina
de 56 KDa, la cual produce invasion tisular al degradar la colagena y la lamininas74849 asi como
la activacion del complemento por ruptura de C3. Por otro lado se han descrito sondas de ADN
especificas de zimodemos patogenos y no patdgenos®,

Las personas infectadas con £ histolytica pueden albergar al parasito durante un
tiempo indefinido sin presentar ningiin tipo de sintomatologia, aunque en cualquier momento
durante Ia infeccion el parasito puede invadir los tejidos del huésped. En el intestino las
lesiones pueden ir desde una inflamacion difusa y dafio visible unicamente por microscopia, a
formas severas en las que se presentan diferentes grados de ulceracion, siendo la forma
superficial o en "botdn de camisa" la clasica lesion de la amibiasis intestinal’!, la erosion puede
ir de la mucosa a la submucosa y finalmente producir perforacion de la pared intestinal, durante
la invasion a la submucosa los trofozoitos pueden migrar a sitios fuera del intestino, siendo el
organo mas comunmente afectado el higado?532,

Durante mucho tiempo se pensé que las amibas secretaban enzimas hidroliticas
las cuales eran las directamente responsables de la destruccion tisular, sin embargo, Tsutsumi
V. y Martinez-Palomo A. (1984, 1988) estudiaron la secuencia de eventos morfoldgicos que se
presentan en el absceso hepatico amibiano producido en hamsters en forma experimental,
encontrando que los trofozoitos no son los responsables directos del dafio producido a los
hepatocitos, la destruccion del tejido parece ser el resultado de la acumulacion y subsecuente

lisis de leucocitos polimorfonucleares (LPMN) y macréfagos alrededor de las amibas, con la



consecuente liberacion de enzimas lisosomaies*34,

v Posteriormente Becker y colaboradores (1988) inyectaron | x 106 trofozoitos de
E.histolytica cultivados axénicamente en el tejido subcutdneo de ratas Wistar normales o
leucopénicas, encontrando que en ambas se presenta un proceso de necrosis y hemorragia del
tejido en fases tempranas y mas tarde existe una extensa destruccion del tejido hepatico,
llegando a la conclusién que en este modelo experimental los LPMN no son requeridos para la
produccion de la necrosis de los tejidosS. Pérez-Tamayo y colaboradores (1991) produjeron un
grupo de hamsters hipocomplementémicos los cuales fueron inoculados por via portal con 1 x
106 trofozoitos de L histolytica cultivados axénicamente, posteriormente se sacrificaron a las
3, 6, 10 y 24 hrs, encontrando que durante las primeras 10 hrs las amibas se encuentran libres en
los sinusoides y en contacto con los hepatocitos, no existen LPMN y no se presenta necrosis
hepatica. Es hasta después de las 10 hrs cuando las células mononucleares inician su aparicion
en la vecindad de las amibas, estas células sucumben y es entonces cuando se detecta la
necrosis en el parénquima hepatico, localizandose Gnicamente en la vecindad de las células
mononucleares destruidas.

Dichos resultados sugieren que la presencia de LPMN en la fase inicial del
absceso hepatico amibiano esta mediada por el complemento, condicion que al parecer no es
necesaria en el caso de las células mononucleares, y que la necrosis de los hepatocitos es
originada por la destruccidn de las células inflamatorias y no por las amibas?6,

Hablar de un cuadro caracteristico de lesiones producidas por . hisfolytica, es
hablar de una zona extensa de necrosis tisular por coagulacién y/o licuefaccion de amibas
viables pero con pocas édreas de infiltrado celular inflamatorio. El material necrético aparece
como un reemplazo de la estructura tisular con un granulado fino eosindfilo o un material
extracelular basofilo con escasos restos nucleares y frecuentemente trofozoitos amibianos
facilmente detectables’?-58:52,

Dos han sido los mecanismos considerados responsables de la produccion de
necrosis tisular por parte de E.histolytica, siendo uno de ellos la capacidad para atraer y

destruir LPMN y la liberacion de sus productos téxicos sobre componentes tisularesso. -



Asi tenemos que después de que las amibas han reconocido algunos tejidos éstas
activan un poderoso efecto quimiotactico sobre LPMN, inmediatamente después, los leucocitos
endogenos mueren al establecer contacto con trofozoitos virulentos, debido posiblemente a la
accion del ameboporo, fosoflipasa A y quiza algiin otro mecanismo citopatico 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 demolicién de sustancias intercelularesé!62.63,

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 conclusién que la inflamacién es un proceso que se presenta en forma
moderada o no se encuentra en las lesiones amibianas que estan libres de bacterias patogenas, y
el grado de inflamacion no se correlaciona con el proceso necrotico?5.526465 Este deterioro de
la reaccién inflamatoria se ha hecho evidente a través de algunos experimentos, los cuales
demuestran la inhibicion de la quimiotéxis de monocitos por k. histolytica y una actividad
fagocitica disminuida de los LPMN periféricos en pacientes con amibiasis®6.67,

La inhibicion de la quimiotaxis de monocitos por E.histolytica parece ser
responsabilidad de un factor encontrado en el medio de cultivo axénico tanto de amibas
patogenas (virulentas y no virulentas) como de no patogenas®®. El sobrenadante de estos
cultivos es capaz de inhibir fendmenos tan importantes en la respuesta inflamatoria como la
quimiotaxis y quimiocinesis de monocitos humanos, pero no para LPMN.

Dada la importancia de los antigenos amibianos tanto en la respuesta inmune por
parte del huésped infectado como para tratar de establecer un método diagndstico y
seroepidemioldgico, ha sido de gran utilidad el contar con trofozoitos de E.histolytica
cultivados en medio axénico%?, lo que ha permitido la obtencién de antigeno amibiano a partir
de células completas, de homogenados, de productos secretados, de material particulado o en
solucion, de ahi que se hayan producido antigenos de superficie, citoplasmaticos y
exoantigenos.

El interés por los antigenos de la membrana celular de £ histolytica se basa en el



hecho de que éstos son el primer contacto directo del parésito con el sistema inmune del
huésped durante la infeccion amibiana. ' o

El estudio de los antigenos proteicos de superficie se ha realizado a partir de
extractos acuosos totales obtenidos por sonicacion?’727 o por productos de la
homogenizacién de las amibas’™’5 dando como resultado un complejo de antigenos de
E.histolytica muy heterogéneo dependiendo de las diferentes cepas amibianas utilizadas en su
preparacidn, asi como la utilizacion o no de inhibidores de proteasas. Las diferencias en la
preparacion de antigenos amibianos para su utilizacion en pruebas diagnosticas y en estudios
seroepidemioldgicos es una fuente de variabilidad en los resultados de la evaluacion de tales
pruebas.

Asf tenemos que Krupp (1977) afirma que el esqueleto antigénico de las cepas
HK9 y NIH-200 de L. histolytica contiene 14 proteinas?, mientras que Chang y colaboradores
(1979) identificaron 32 y 20 antigenos en las cepas HT-31 y HK-9 respectivamente??,

Por otro lado, en repetidas ocasiones extractos acuosos de amibas han sido
sometidos a fraccionamiento cromatografico por filtracion en gel’273.74.75.78 encontrando que el
perfil de elucion por lo regular resulta en 3 y 5 fracciones constituidas en su mayoria por
glicoproteinas. La fraccion I, una glicoproteina de 650,000 daltones resulté ser la mas
antigénica, seguida por las fracciones II y III, no siendo asi en el caso de las fracciones IV y
V7.

También han sido reconocidas las proteinas de superficie responsables de la
adhesion in vitro de trofozoitos de E.histolytica a eritrocitos humanos, células epiteliales
(MDCK) y células de ovario de hamster (CHO)30.81.82,83,84.85

Para la deteccion de dichas proteinas se han utilizado diferentes métodos,
identificandose una proteina de 112 KDa%082 de 170 KDa 8! y una de 220 KDa?4:86,

En cuanto a la presencia o no de carbohidratos en los antigenos de superficie,
Isibasi y colaboradores (1982) valiéndose del método de fenol-agua, obtuvieron un complejo
antigénico polisacarido proveniente de trofozoitos de E.histolytica HK-9 el cual estd

constituido por 85% de azicares, 8% de aminoacidos y solo el 2.5% por lipidos. A dicho



compuesto se le asignd el nombre de lipopeptidofosfoglicana (LPPG) el cual es reconocido por
sueros de pacientes con absceso hepatico amibiano asi como por sueros de animales
inmunizados con este antigeno®”#®. Asi mismo mediante la inoculacion intracecal de LPPG se
ha logrado inducir la sintesis de IgA secretora®.

En cuanto a los lipidos, éstos son en general inmundgenos pobres y tan solo
Gitler y colaboradores (1984) han identificado un lipido altamente inmunogénico en
E.histolytica®®.

Los antigenos citoplasmaticos se originan de las fracciones lisosomales y
ribosomales de E.histolytica®'?? y probablemente sean mas abundantes e inmunogénicos que
los antigenos superficiales” tal y como ocurre en E.invadens, tricomonas, leishmanias y
bacterias?*95.

De esta forma, el principal estimulo para la produccion de anticuerpos seria ef de
los antigenos citoplasmaticos expuestos por amibas destruidas, mas que por trofozoitos
intactos?3.

Por otro lado, se han identificado antigenos en el medio de cultivo de
E.histolytica, asi se habla de una citotoxina la cual puede ser inhibida por suero inmune, 6 por
algunos factores presente en suero normal”, una quinasa de adenosina®? y una B-N-acetil-
glucosaminidasa?®®.

L. histolytica es un parasito con la capacidad para inducir tanto una respuesta de
tipo celular como humoral®. No existe duda de la participacion de la respuesta inmune celular
en la amibiasis a nivel sistémico!?°.

Una de las pruebas mas evidentes de la respuesta inmune celular en la amibiasis
invasora, es sin duda la prueba cutanea para determinar hipersensibilidad de tipo tardio. Se
puede decir que todos los pacientes que se recuperan de un cuadro de absceso hepatico
amibiano, presentan un estado de hipersensibilidad retardada cuténea a antigenos 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 transitoria!0!,

Este periodo en el que se presenta un estado de inmunosupresion especifica en

10



las etapas iniciales del absceso hepatico amibiano no tratado, ha sido demostrado en pruebas de
citotoxidad de linfocitos provenientes de pacientes asi como por la disminucion de la
produccion del factor inhibidor de la migracion de macrofagos in vitrol02,

Por otro lado, se ha informado que los linfocitos aislados de sangre periférica de
pacientes con absceso hepético amibiano responden a la estimulacion antigeno-especifica en
pruebas de transformacion blastoide de dichas células'®, fendmeno que no se presenta en
individuos sanos ni en pacientes con amibiasis intestinal, siendo una posible explicacion el grado
de invasion tisular y/o de la inmunosupresion de la rama aferente de Ia respuesta inmune!s. Por
otro lado, algunos productos de £ histolytica parecen tener actividad mitogénica, los cuales son
responsables de la expansion policlonal observada en individuos con absceso hepatico
amibiano!®¥; otras investigaciones sefialan la inversion de la relacion de células T
ayudadoras/células T supresoras en estos mismos pacientes!®s.

El papel que desempeifian los macrofagos en la amibiasis como mecanismo de
defensa, constituye en términos generales una forma de resistencia natural del huésped!s,

En estudios realizados en hamsters se ha comprobado que el mecanismo de
defensa contra la infeccion amibiana puede verse favorecido al tratar a los macrofagos con
bacilo de Calmette -Guérin (BCG) o deprimido sin son tratados con silice!?7:198, |o cual ademas
de disminuir la funcion del macrofago propicia un aumento en la muitiplicacion de E. histolytica
a nivel intestinalls,

La interaccion de los macrofagos con trofozoitos de I histolytica da lugar a la
destruccion de los macrofagos sin que sc altere la viabilidad de las amibas. Un fenémeno
contrario se presenta al interaccionar los trofozoitos con macréfagos activados a través de
linfocinas, en donde la destruccion esta a cargo de dichos macrofagos, encontrandose hasta un
55% de muerte de trofozoitos, sin embargo un porcentaje considerable de macrofagos mueren,
atribuyendo dicho fenomeno a un efecto indirecto de las amibas mas que a un mecanismo
dependiente de contacto!%?, este fendmeno no se altera al afiadir suero inmune!>.

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

virulentas por macréfagos activados es un mecanismo dependiente de contacto, independiente
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de anticuerpos y que involucra un proceso tanto oxidativo como no oxidativo!%?,

En cuanto a la respuesta inmune humoral, tradicionalmente se ha considerado
que la aparicion de anticuerpos antiamibianos circulantes, son el resultado de un proceso de
invasion tisular por parte de £.hisfolytica en el intestino!'®, condicion que no es exclusiva de la
amibiasis en su forma sintomatica, ya que también se han encontrado dichos anticuerpos en
portadores asintomaticos, en donde un proceso invasor anterior o una invasion parasitaria
subclinica pudieran ser la explicacion??.119, Se ha reportado en portadores asintométicos una
frecuencia mayor al 78% de sueros con anticuerpos anti-amibianos!!!.

En realidad no es claro el papel que desempeifian los anticuerpos que se generan
en el huésped en contra de L histolytica; se ignora si tienen un efecto protector o si sé6lo son el
resultado de la invasion tisular!!? ya que titulos altos de anticuerpos coexisten durante la fase
aguda de la enfermedad y persisten durante largo tiempo. A pesar de ello la reinfeccion por este
protozoario es frecuente!13.114,

Alrededor de una semana posterior a la aparicion de los primeros sintomas en
humanos y en animales de experimentacion se detectan inmunoglobulinas circulantes especificas
de clase IgG!1%:116 a] parecer subclase IgGy!'7, los anticuerpos IgM, IgA e IgE también se han
encontrado elevados aunque en menor cantidad!!#119.120,

Se ha reportado que la lamina propia del aparato gastrointestinal contiene de 20
a 30 células productoras de IgA por cada célula productora de IgG, la relacion se invierte en
ganglios linfaticos y bazo, siendo ésta de 1:5!2!.

Diferentes estudios han demostrado la presencia de coproanticuerpos en
amibiasis intestinall22.123,124 siendo positivos en un 80% de los pacientes!?4, en donde la
inmunoglobulina predominante es la IgA secretora y en menor cantidad IgM e IgG!25.

La IgA secretora anti-Z.histolytica ha sido reportada en la bilis de ratas
inmunizadas intracecalmente!2%, en la leche humanal!?? y en calostro!28, los anticuerpos IgA e
IgM se han encontrado en secreciones de ileon y colon asi como en las heces de pacientes con
absceso hepatico amibiano!?.

La presencia de anticuerpos de clase IgM sugiere que esta inmunoglobulina
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puede ser importante en los mecanismos de defensa contra FE Aistolytica, en virtud de su
capacidad para activar el sistema de complemento!?®,

Ximénez y colaboradores (1990) reportaron la presencia de coproanticuerpos
anti-F.histolytica tanto en pacientes con amibiasis intestinal como en el grupo control
estudiado. En ambos grupos los titulos mas altos correspondieron a los anticuerpos de la clase
IgA, seguidos por los de la clase IgM e IgG. Los resultados demostraron que los titulos de
coproanticuerpos de los diferentes isotipos no permiten distinguir entre individuos adultos con
amibiasis intestinal aguda y la poblacion normal en zonas donde la amibiasis se comporta como
una enfermedad endémica!3.

Este mismo grupo, en un estudio reciente encontré que al inmunizar ratones
BALB/c con trofozoitos de L.histolytica HM1:IMSS por via oral, sistémica o combinando
ambas vias de inmunizacion, es posible inducir anticuerpos especificos tanto en el suero como a
nivel local, existiendo una correlacion entre las inmunoglobulinas presentes en intestino y la via
de inmunizacion utilizada. De esta forma la IgA a nivel local es favorecida por la administracion
de trofozoitos por via oral, mientras que la inmunizacién sistémica favorece la produccion de
IgG. Aunque ambas vias son efectivas en la induccién de IgA en el intestino, los niveles mas
altos de estas inmunoglobulinas aparecen en los ratones inmunizados oralmente!3!.

En las mucosas se desarrollan mecanismos inmunes y no inmunes capaces de
prevenir la invasion o dafio tisular por agentes patdgenos y toxinas'32, uno de los més
importantes es la presencia de IgA la cual funciona como una barrera contra la penetracion y
colonizacion de la mucosa intestinal por microorganismos patégenos y como inhibitoria de la
absorcion de antigenos a nivel intestinal!33,

Asi tenemos que la presencia de anticuerpos IgA secretores en diferentes
modelos de infeccion por virus, bacterias y parésitos se correlaciona mejor con el fendmeno de
resistencia dado por los anticuerpos locales, que con la presencia de anticuerpos
circulantes!34.135,

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

del reconocimiento de antigenos presentes en la superficie microbiana!3s.
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El hecho de que exista una produccion de anticuerpos circulantes en la amibiasis
invasora en forma regular, podria contribuir a la generacion de complejos solubles, los cuales
parecen estar involucrados en la patogénesis de la enfermedad!®. Sin embargo, no han sido
reportadas alteraciones propias de enfermedad por complejos inmunes en procesos
amibianos!3¢-137. Existen datos que apoyan la presencia de complejos inmunes circulantes en
pacientes con absceso hepatico amibiano y portadores asintomaticos!38,

El fenémeno de citotoxidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) no ha sido
probado del todo en la amibiasis!** Se han detectado receptores especificos para la region Fc
de IgA en macrofagos, linfocitos y neutrofilos!#9, es posible que este receptor promueba la
CCDA con anticuerpos de la clase IgA; asi este mecanismo podria jugar un papel importante en
la proteccion contra la amibiasis.

Por otro lado en la infeccion experimental por Taenia taeniformis, la
transferencia pasiva de IgA especifica parece tener un efecto protector contra la infeccion!41.142,

Teniendo en cuenta que la amibiasis es una enfermedad adquirida
primordialmente por la via oral y su organo blanco es la mucosa intestinal del colon, es
rasonable pensar que asi como en los ejemplos anteriormente mencionados, la IgA secretora
anti-amibiana pudiera tener un papel importante en el fenomeno de proteccion durante las
etapas tempranas de la relacién huésped-parasito; es posible que esta inmunoglobulina pudiera
ser la responsable del balance que existe entre el gran niimero de inviduos infectados (amibiasis
luminal) y el nimero de individuos con amibiasis sintomatica (amibiasis invasora) que se
observa en algunas zonas endémicas!*3,

Ya que la respuesta inmune a nivel intestinal ha sido una de las areas 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 inmunolégico
para posteriormente utilizarlos en estudios de proteccion en modelos experimentales,

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

anticuerpos monoclonales IgA anti-E. histolytica y su caracterizacion inmunoldgica.



MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

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 Ty1-S-33 en fase de
crecimiento logaritmico33. Las cepas de [ histolytica utilizadas fueron: HM1:IMSS, HK9, y
Laredo, la cual se encuentra clasificada dentro de las denominadas entamoebas semejantes a
E.histolytica, las especies [L.invadens, trofozoitos de Giardia lamblia y Salmonella
thyphimurium.
LINEA CELULAR DE MIELOMA MURINO

Se utilizaron células Sp2/0-Agl4 de mieloma de raton sensibles a hipoxantina,
aminopterina y timidina. Dichas células se mantuvieron en medio minimo 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 56°C
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 aminoacidos no
esenciales (sol. 100 x Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA) 0.5% de aminoacidos
esenciales (Sol. 100 x Gibco Laboratories, Inc. Grand Island, N.Y. USA), 1% de la solucién de
antibidticos-antimicoticos (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 intragastricamente (IG) con 500 pg de antigeno de extracto de
membrana de [ histolytica resuspendido en una solucion de bicarbonato de sodio balanceada
0.01M pH 7.4 y 100 pl 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
dias. Posteriormente los ratones se inocularon intraperitonealmente (IF) con 100 pg del

antigeno en los dias 30 y 45.
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Un segundo grupo de animales fueron inmunizados IP con 2.5 x 106 trofozoitos de
L. histolytica en fase de crecimiento exponencial, suspendidos en solucion de fosfato de potasio
19 mM mas NaCl 0.27 M, pH 7.2 (PD). El antigeno fué administrado en 2 ocasiones con 15
dias de intervalo entre cada una, 45 dias después los ratones se retaron IG con 5 x 106
trofozoitos y 20 pg de toxina colérica (TC). (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO. USA)
OBTENCION DEL ANTIGENO

El antigeno se obtuvo a partir de trofozoitos de . Aistolytica cepa HM1-IMSS
cultivados en medio axénico TY1-S-33 descrito por Diamond (1978). Se cosecharon 8 x 106
trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento en bafio de hielo y se lavaron tres veces con PD a
200 g, 10 min y a 4°C (Beckman modelo TS-6). Se decantaron los sobrenadantes y los
botones se colectaron en un tubo Gnico, a este paquete se le agregaron los siguientes
inhibidores de proteasas: 50 pl de Fenil-metilsulfonil-fluoruro (PMSF) 50 mM y 40 pl de para-
hidroximercuribenzoato (PHMB) 10 mM (Sigma, Chemical Co., St. Louis, Mo. USA).

A continuacion 108 trofozoitos se resuspendieron en 5 ml de Tris-HCI 10mM,
pH 7.5 y por medio de un homogenizador manual sumergido en baifio de hielo se homogenizo
la suspension. El homogenizado se centrifugé a 8000 g durante 30 minutos a 4°C en una
centrifuga refrigerada (Sorval, modelo RC-5B, Du Pont Instruments Boston MA., USA, rotor
modelo SS-34), el sobrenadante se almaceno en alicuotas de 0.5 ml a -20°C previa
determinacion de proteinas por el método de Lowry!'#, a esta fraccion se le denominé antigeno
soluble. Asi mismo la fraccion restante denominada antigeno insoluble se suspendié en una
solucién de Tris-HCL 10mM, pH 7.5, se le determind la concentracion proteica y se le
agregaron los inhibidores de proteasas almacenandose en alicuotas de 0.5mi a -20°C
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 colaboradores!4s, con el fin de determinar la
presencia de anticuerpos antiambianos.

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

precipitado, el cual contenia 3 ml de una solucién compuesta por inhibidor de tripsina de soya
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- 0.1'mg/mi en EDTA 50mM.(Sigma, Chemical Co., St. Louis MO. USA)

' Posteriormente se les administré a cada uno de los ratones cuatro dosis de 0.5
ml de una solucién de lavado, a intervalos de 15 minutos, via intragastrica. Dicha solucién
estaba compuesta por NaCl 25 mM, NazS0O4 40 mM, KCI 10mM, NaHCO3 20 mM (Merck de
Meékxico, S.A.) y polietilenglicol 3350 (Gibco Laboratories, Inc. Grand Island,N.Y. USA) 48.5
mM. Treinta minutos después de la dltima dosis de la solucion de lavado se les administrd 0.1
mg de pilocarpina via intraperitoneal (IP), la descarga del contenido intestinal ocurrié dentro de
los 30 min posteriores a la administracion de pilocarpina, todo el material obtenido se transfirié
a un tubo de 15 ml (Costar, Cambridge MA. USA) llevandolo hasta 6 ml con PBS.

A continuacion, los viales con las muestras se agitaron vigorosamente en un
vortex y se centrifugaron 10 min a 650 g. Por cada 3 ml del sobrenadante obtenido se agregaron
30 pl de PMSF (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo.USA) 100 mM en etanol al 95% y se
centrifugd a 27000 g durante 20 min a 4°C. Nuevamente, por cada 2 ml de sobrenadante de la
muestra recién centrifugada se agregaron 20 pl de PMSF 100 mM en etanol al 95% y 20 ug de
azida de Sodio (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) al [%.

Las muestras fueron almacenadas a -20°C, después de afiadirles suero fetal
bovino (Cell Culture Laboratories, Cleveland, Ohio USA).

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-E. Aistolytica POR EL METODO
INMUNOENZIMATICO (ELISA)

La deteccion de anticuerpos anti-E. histolytica se realizd en las muestras del
suero, fluido intestinal, en el sobrenadante de cultive de los hibridos obtenidos asi como en el
liquido de ascitis producido por los ratones inoculados con cada una de las clonas resultantes.
La deteccion de dichos anticuerpos se realizo utilizando el método de ELISA de acuerdo a
como lo describe Ortiz-Ortiz y colaboradores!46,

Para la realizacion de esta técnica se emplearon tiras con 12 pozos removibles
para microtitulacion (Inmunolon II, Dynatech Laboratories Inc. Alexandria VA. USA) las
cuales se fijaron con 103 trofozoitos por pozo suspendidos en solucién amortiguadora de

carbonatos 0.01M pH 9.6, colocando 50 ul por pozo de esta suspension. Se secaron al vacio
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por ‘espacio de aproximadamente 12 hrs a temperatura ambiente. En el momento de su
utilizacion los pozos se hidrataron con una solucion de fosfatos (PBS) 0.02M pH 7.2 a la que
se le afadio 0.5% de tween 20 y 0.5% de albimina sérica bovina (PBS-BSA-TWEEN), asi
mismo se lavaron en dos ocasiones durante 3 min cada una con PBS-TWEEN,!Y7 este
procedimiento de lavado se utilizé durante todo el ensayo.

Posteriormente los pozos se bloquearon con albimina sérica bovina al 3%
(Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) incubando toda la noche a 4°C. A continuacion y
previo lavado de los pozos, se adicionaron 50 pl de la muestra y se incubaron durante una hora
en agitacion suave y a temperatura ambiente, los pozos se lavaron y se afiadieron a cada pozo
50 pg del anticuerpo anti-raton (anti IgG, IgM 6 IgA) peroxidado (Cappel, Pa., USA) a una
dilucién de 1:1000 en PBS para incubar nuevamente durante 60 minutos. Por dltimo se
afiadieron 50 pul de sustrato (10 ml de solucidn amortiguadoras de citratos 0.1M, pH 4.5,
adicionada de 10 mg de 0-Fenilendiamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA) y 4 pl de
Hp0; al 30% (Merck de México, S.A.). La reaccion se dejo transcurrir hasta observar la
aparicion de color (aproximadamente 15 min.), se bloqued la reaccion afiadiendo 200 pl de
H3S04 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
fusién, para ello los ratones se anestesiaron con éter y se sacrificaron por dislocacion cervical,
posteriormente se sumergi6 a cada uno en alcohol y se procedio a disecar la piel del abdomen, a
continuacion se realizd una incision vertical a lo largo del peritoneo, se localizo el bazo, se
extrajo y se coloco en una caja de Petri con aproximadamente 10 ml de RPMI-1640 (Gibco
Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA) adicionado con 1% de solucion de antibidticos-
antimicoticos (Sol 100 X Gibco), con esta misma solucion se infiltré el bazo y finalmente se
disgregd con pinzas de diseccion. Esta suspension celular se transfirid a un tubo conico de 50
ml (Costar, Cambridge MA. USA.) y se incubé en bafio de hielo por |0 min., el sobrenadante se

transfirié a otro tubo conico y se centrifugd a 200 g por 10 min a 4°C. El botén celular se
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resuspendié en RPMI-1640, se determind el porcentaje de viabilidad por medio del método de
exclusion con azul tripano y se procedid a contarlos y ajustarlos a una concentracion de 107
células/mi para proceder a la hibridizacion.

OBTENCION DE CELULAS LINFOIDES DE LAS PLACAS DE PEYER

Las placas de Peyer se obtuvieron de ratones Balb/c inmunes. Para su obtencion
se procedio a disecar el intestino deigado de cada uno de los ratones seleccionados, iniciando
por la porcion pildrico-duodenal, se identificaron las placas de Peyer y se fijaron con pinzas de
Aliis en forma tal que pudieran ser resecadas con tijeras curvas, tratando de no llegar a la luz
intestinal, evitando asi una posible contaminacion con materia fecal.

A continuacion las placas de Peyer se depositaron en una caja de Petri con
aproximadamente 5 ml de RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Inc. Island, N.Y. USA) adicionado
con 1% de la solucion de antibioticos antimicéticos (Sol. 100x Gibceo), las placas se lavaron en
cinco ocasiones aproximadamente, cambiando en cada ocasion 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 suspension celular se transfirioé a un tubo de pléstico conico
de 50 ml (Costar, Cambridge. MA. USA) y se incub6 en bafio de hielo por 10 min, el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo cénico para centrifugarlo a 200 g por 10 min a 4°C
(Beckman modelo TJ-6). El botén celular se resuspendié en RPMI-1640 para la hibridizacion,
después de determinar su viabilidad como se describid anteriormente las células se ajustaron a
una concentracion 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 dislocacion cervical, se sumergieron en alcohol para proceder a disecar piel, en
seguida se le administraron 5 ml de sacarosa estéril 0.34 M a 4°C via intraperitoneal. Después
de darles masaje abdominal, se procedi6 a colectar el exudado peritoneal en tubos conicos de
plastico (Costar Cambridge. MA. USA) las cuales se centrifugarén a 200 g durante 10 min a

4°C. El paquete celular se resuspendié en D-MEM completo (Gibco laboratories, Inc. Grand
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: [éland N.Y. USA), se centrifugd una vez mas como en el paso anterior y se procedio a ajustar
la‘suspensién a 5 x 104 células/ml. Finalmente las células se distribuyeron en placas para
microtitulacién con 96 pozos a razon de 100 pl de la suspension celular/pozo. Se incubaron
toda la noche en estufa para cultivo de células a 37°C en una atmodsfera de C0; al 5%.
PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

Las células de micloma Sp2/0-Agl4 en fase de crecimiento exponencial se
cosecharon y centrifugaron a 200 g durante 10 min a temperatura ambiente, se resuspendieron
en RPMI-1640 sin suero y se procedi6 a contarlas y determinar su viabilidad en una camara de
Neubawer por medio de la técnica de exclusion con azul tripano. Las células de bazo de raton
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
linfotdes manteniendo una relacion 1:5 respectivamente, todo se llevd a cabo en 6 tubos de
fondo conico de 15 ml (Costar, Cambridage MA. USA)!8). A continuacioén se centrifugaron
los tubos a 200 g durante 5 min a temperatura ambiente, una vez retirado el sobrenadante de
cada tubo se procedid a realizar la fusion afiadiendo a cada uno de los tubos 0.5 ml de
polietilenglicol 4000 al 50% en RPMI-1640(Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA.)
a 37°C, se agitaron durante 90 seg para posteriormente afiadir cada 90 seg 0.5ml, 1ml, 2ml y
4ml de RPMI-1640 agitando después de cada volumen afiadido. A continuacion las células se
centrifugaron (200g, 5 min. a temperatua ambiente), el boton se resuspendid en medio de
cultivo, se incubaron durante 2 hrs 2 37°C en una atmdsfera al 5% de CO; agitandolas cada 15
min. Posteriormente las células se centrifugaron (200g, 10 min. a temperatura ambiente) y se
suspendieron en medio selectivo, D-MEM-completo adicionado de: hipoxantina 10-2 M,
aminopterina 4 x 105 M y timidina 1.6 x 10-3 M(D-MEM-HAT) y 1% de la solucién de
antibioticos-antimicotico (sol. 100 x Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA).

La suspension celular obtenida se diluyd 1:5 y se distribuyé en placas para
microcultivo de 96 pozos (Costar, Cambridge MA. USA) a una densidad de 2 x 109 células/ml,
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 observacion de las placas de cultivo se efectuo diariamente realizando el
primer cambio de medio de cultivo a fos 5 dias después de la fusion, para ello se tomaron 100
ul del sobrenadante reemplazandolos con medio fresco de D-MEM-HAT durante 3 dias
consecutivos, esto con la finalidad de eliminar los anticuerpos que pudieran haberse producido
por los plasmocitos no fusionados. Posteriormente se realizo la deteccion de anticuerpos anti-
amiba en el sobrenadante de cada uno de los pozos donde el crecimiento de colonias fuera
evidente, para ello se utilizoé 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 macrofagos peritoneales.

CLONACION DE HIBRIDOS POR DILUCION LIMITANTE

La clonacion de los hibridos se realizd6 en cajas con 96 pozos (Costar,
Cambridge MA. USA) las cuales fueron incubadas con células peritoneales de raton, 24 hrs
previas a la clonacion, a 37°C y 5% de CO5.

Los hibridos seleccionados y extraidos de cajas con 24 pozos fueron
suspendidos en la cantidad necesaria de D-MEM completo que permitiera tener una
concentracion de 10 y 5 células/ml; se utilizaron 10 ml de D-MEM completo por placa con 96
pozos. A continuacion cada suspension de células se distribuyd a razon de 100 pl por pozo. Se
sembro una caja con 96 pozos, por cada dilucion.

Aproximadamente 15 dias después de la clonacion se realizo la determinacion 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 congelacion de células de mieloma, hibridos y clonas se utilizé un medio
para congelacion de células el cual se prepard en el momento de congelar y se mantuvo a 4°C.

Dicho medio estaba compuesto por suero fetal bovino al 50%, Dimetilsulféxido (DMS0) 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 (106-107) se cosecharon y se
centrifugaron a 200 g durante 5 min, el paquete celular se resuspendid en 1.5 ml de medio para
congelar, esta suspension se transfirid a un tubo para congelacion de células (Costar,
Cambridge MA. USA).

Los criotubos se depositaron en un recipiente de poliestireno y se almacenaron a
-70°C durante 8 dias al cabo de los cuales, los tubos se transfirieron a un tanque de nitrogeno
liquido para su conservacion 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
ul de Pristan (2,6,10,14 tetrametilpentadecano Sigma, Chemical Co., St. Louis Mo USA) via
intraperitoneal 7 dias previos a la inoculacién de las células hibridas productoras de
anticuerpos, las cuales se administraton a razon de 2 x 106 células suspendidas en 200 ul de D-
MEM. Los animales permanecieron en observacion durante 7 a 14 dias hasta que el liquido de
ascitis se hizo evidente en la cavidad abdominal de cada uno de los ratones. Posteriormente se
puncioné la cavidad abdominal obteniendo aproximadamente 5 ml de liquido de ascitis por
raton.

Con el objeto de eliminar células y eritrocitos, el liquido de ascitis asi obtenido
se centrifugd a 200 g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se almacend a -20°C.

Una vez obtenido el total de liquido de ascitis de cada clona, se procedi6 a
precipitarlo con una solucidn saturada de sulfato de amonio (Merck de México, S.A.) al 50%
V/V, agregandolo gota a gota, agitando la muestra y en bafio de hielo durante 30 min. A
continuacion el precipitado se centrifug6 a 5000 g durante 15 min a 4° C, el botdn se suspendio
en solucion salina isotonica, repitiendo el mismo procedimiento en tres ocasiones, el Gltimo
botdn se solubilizé en una solucion de boratos 0.016 M pH 8. Posteriormente se dializ6 contra

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

El anilisis electroforético del antigeno de E. histolytica se realizd en geles de
poliacrilamida al 7.5% en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) en condiciones no
réductoras, de acuerdo con el método descrito por Laemmli!#®. Las proteinas 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 Towbin!50,

La transferencia se realiz6 en una camara de electrotransferencia (Hoefer
Scientific Instruments, San Francisco CA. USA) la cual contenia una soluciéon amortiguadora
de tris-glicina 0.2M pH 8.3 y metanol al 20%. Aplicando una corriente de 100 volts durante 90
min aproximadamente.

El papel se corto en tiras de 4 mm de ancho colocandolas en placas de 8 carriles
(Transtar 96 Costar, Cambridge MA. USA) las cuales se bloquearon con tris-HCI 10 mM, NaCl
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 agitacion suave y a 4°C.
A continuacion las tiras se lavaron con TBS y se incubaron con los anticuerpos monoclonales
IgA especificos y con anticuerpos monoclonales no especificos como controles (IgA de
mieloma de raton TPC15, Sigma, Chemical Co., St. louis Mo. USA). La reaccion antigeno-
anticuerpo fué detectada con un anticuerpo anti-IgA de raton acoplado con la enzima
peroxidasa (Zymed Laboratories, San Francisco,CA. USA), el cual se incubd durante toda la
noche a temperatura ambiente y en agitacion suave. Se procedi6 a lavar las tiras con TBS en
tres ocasiones y posteriormente con Tris-HCI 10 mM pH 6.8 (TB). La reaccién se reveld con un
volumen de 4-cloro-1-naftol al 0.3% (Sigma, Chemical Co.,St. Luois Mo. USA) en metanol
mas cuatro voliimenes de TB adicionado con 33 pl de Hp0o (Merck de México,SA) por ml de
mezcla, se dejo reaccionar por espacio de 5 a 30 min, bloqueando la reacciéon con abundante
agua destilada.
INMUNOFLUORESCENCIA

Para la inmunofluorescencia se utilizaron trofozoitos de KE.histolytica

HMI:IMSS cultivados en medio axénico y en fase de crecimiento exponencial, se centrifigaron
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a 200 g por 5 min y a 4°C, el botdn se resuspendid en PD adicionada de glutaraldehido al
0.25% (Merck de México, S.A.) y se incubd durante 30 min en hielo. A continuacion los
trofozoitos se lavaron en tres ocasiones con PD ajustandolos a una concentracion de 2 x 105
células/tubo; se centrifugd nuevamente y el botdn se resuspendidé en 250 pl del liquido de
ascitis, realizando una dilucion tal, que la concentracién proteica se encontrara entre 5-10
mg/ml.  Los trofozoitos fueron incubados en hielo por 30 min y lavados con solucidn
amortiguadora de fosfatos 0.02 M (PBS) pH 7.4. A continuacién se agregd la anti-IgA
fluoresceinada ( 1:100), se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente, se lavaron dos
veces con PBS y el boton se resuspendid en una solucién de formaldehido al 4%, la
fluorescencia fu€ 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
inmunizacién en presencia de MDP (grupo 1) 6 TC (grupo 2), respondieron con la sintesis de
anticuerpos anti-amibianos tanto a nivel local como sistémico (Tablas I y IT ) 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 | donde la respuesta de anticuerpos
1gG parece predominar en ambos compartimentos (Tablas I y IT).
HIBRIDIZACION

Los resultados de la fusion de células de animales inmunes y células de mieloma
murino Sp2/0-Ag14 se muestran en la tabla IfI como se puede observar la eficiencia de fusion
en general fue baja, sin embargo, de los animales inmunizados en presencia de MDP se lograron
obtener siete hibridos 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
utilizacion en este mismo grupo de células de bazo dieron como resultado la produccién de
once hibridos, 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 hibridos provenientes de placas de Peyer produjeron anticuerpos anti /2. histolytica con
isotipo IgA. De la misma forma se obtuvieron dieciocho hibridos productores de anticuerpos
antiamibianos con istotipo IgG (células de bazo y ganglios mesentéricos) y tres hibridos

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

Tabla L. Via de Inmunizacién y titulos de anticuerpos anti-E. histolytica en fluido intestinal

Grupo Via de inmunizacién Anticuerpos
IgA IgG
1 2I1G-MDP+2IP 0.370 0.435
2 2IP+3IG-TC 0.809 0.310

ELISA del fluido intestinal de los animales utilizados para la fusién. Los valores corresponden al
promedio de la densidad éptica (490 nm) menos ¢l valor del promedio obtenido en el grupo control,

Tabla II. Via de Inmunizacién y titulos de anticuerpos anti-E. histolptica en suero

Grupo Via de Inmunizacién Anticuerpos
IgA IgG
1 21G-MDP+21P 0.708 1.160
2 2IP+31G-TC 0.576 1.855

ELISA del sucro de los animales utilizados para la fusién. Los valores corresponden al pr fio dela
densidad éptica (490 nm) menos el valor del promedio obtenido en el grupo control.

ESPECIFICIDAD

Posterior a la deteccion de los pozos positivos de los hibridos antiamiba obtenidos, se procedio
al estudio de la especificidad de éstos, se encontré que cinco de dichos hibridos resultaron ser
especificos para Entamoeba 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 F1P1D4 y F1P1D35 para su posterior caracterizacion. El resto de los
hibridos probados no fueron especificos ya que presentaron reaccion cruzada con otras cepas

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

Tabla II1.Ribrides productores de anticuerpos anti-amiba

Via de Procedencia de las Pozos Clase de anticuerpos
Inmunizaciéon células Probados anti E. histolytica
IgG IgA

21G-MDP+2IP rp 24 2 5
Bazo 18 11 0
2iP+31G-TC PP 9 0 6
Bazo 23 17 3
GL 17 1 0

No sc obtuvieron hibridos productores de IgM

Tabla IV. Especificidad de anticuerpos monoclonales anti-E. histolytica

Entamocba

Clonas Isotipo E. histolptica E. invadens  semejante a
HMI:IMSS HK9:NIH E. histolytica

(Laredo)

FIP1D4 TgA 0.860 0.930 0.090 0.080

F1P1D5 IgA 0.410 0.470 0.080 0.060

FiP2D5 IgA 0.391 0.504 0.100 0.090

F1P1G10 IgG 0.384 0.442 0.090 0.090

F2G1F2 IgG 0.354 0.358 0.040 0.060
ELISA de los sobrenadantes de las células en cultivo. Los valores corresponden al pr lio obtenid

de 1a densidad dptica (490 nm) menos ¢l valor del promedio obtenido en ¢l grupo control,

INMUNOFLUORESCENCIA

Con el objeto de determinar la localizacion de los epitopes 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 epitopes asociados a la membrana citoplasmica. Una forma inequivoca de probar
esta asociacion es la de realizar la inmunofluorescencia en condiciones que permitan la
redistribucion de los antigenos de la membrana!’6. En esta misma figura se puede observar la

formacion de casquetes sobre la superficie de los trofozoitos.
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Con el objeto de determinar en que fraccidon antigénica del extracto de
membranas de £./histolytica se encuentra localizado el epitope reconocido por los anticuerpos
monoclonales seleccionados, se hizo electroforesis de dicho extracto en geles de poliacrilamida
SDS al 7.5%, dicha electroforesis se realizo en condiciones no reductoras; a continuacion se
procedi6 a transferir las diferentes proteinas separadas en los geles a papel de nitrocelulosa, el
resultado de la reaccion de ambos anticuerpos monoclonales con las tiras de nitrocelulosa se
muestra en la figura 2, como puede observarse, el anticuerpo monoclonal FIPIDS5 parece
reconocer un epitope localizado en dos bandas proteicas de aproximadamente 60 y 30 KDa (
Carril C ). Asi mismo el anticuerpo FIP1D4 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 FIP1D5 una vez purificada en columna de
afinidad (sepharosa-anti IgA de raton; Zymed Laboratories, San Francisco, CA. USA), el peso
molecular aparente de dicha IgA (>200 kDa) podria 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 exposicion a antigenos 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 biologico de la respuesta inmune secretora en particular en
la amibiasis, es posible especular que asi como en otros sistemas, la IgA pueda jugar un papel
activo en la inmunidad local contra L. Aistolytica's!. Con el objeto de estudiar el papel de esta
inmunoglobulina en los mecanismos de defensa locales contra este parasito nos dimos a la tarea
de producir un anticuerpo monocional de clase IgA, en este caso en particular especifico para
E. histolytica.

Una de las limitantes en la produccion de tales anticuerpos es que su induccion a
través de la inmunizacion por via oral depende importantemente de las caracteristicas del

inmunodgeno, la dosis del inmundgeno , la combinacion de éste o no con algiin adyuvante de la
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sintesis de IgA , la via de inmunizacion y la cepa de ratdn utilizada. Por otro lado se sabe que la
via oral como alternativa para la induccion de la respuesta inmune parece no ser del todo
confiable, ya que existen evidencias de que su utilizacion es capaz de inducir estados de
tolerancia especificamente a nivel de la respuesta inmune sistémica y por otro lado existen
modelos en donde este procedimiento induce una respuesta secretora altamente eficiente!s2.
Swarbrick y colaboradores (1979) demostraron que la administracion previa del antigeno por
via oral puede inducir al parecer, no solo una supresion en la induccion de anticuerpos séricos
sino también una disminucion en la absorcion subsecuente de antigenos!®3.

Existen evidencias que sugieren una posible correlacion entre la via de
inmunizacién utilizada y la clase de inmunoglobulinas producidas, asi encontramos que al
inmunizar en forma repetida por via oral a ratones Balb/c con trofozoitos de E. histolytica es
posible inducir una produccion de anticuerpos antiamibianos de clase IgA en el fluido intestinal
de los animales tratados, cabe mencionar que dichos anticuerpos se encontraron ligeramente
elevados'3!. Cabreé y colaboradores (1969) reportaron que la inmunizacion local con ferritina
favorece la estimulacion de células B precursoras de IgA antiferritina en foliculos linfoides
submucosos. Se ha demostrado que es posible inducir anticuerpos de clase IgA posterior a la
inmunizacién sistémica!5* o combinando las vias local y sistémicalss. Por el contrario, existen
algunos reportes en los que se afirma que la via sistémica no es eficiente!5¢ o mas alin que dicha
via tiene un efecto supresor sobre la respuesta de IgA a nivel de las mucosas!?,

Basados en los resultados 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 produccion 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 administracion del antigeno y el MDP es condicion
importante para determinar la clase de anticuerpos que se inducen!s8, De esta forma al inocular
un antigeno con MDP en aceite mineral se induce un aumento en la produccion de
inmunoglobulinas de clase IgG2!5%, La administracion intragastrica de MDP mas Streptococcus

muftans 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 disminucion en cuanto a la frecuencia de
presentacion de caries dentales por dicho microorganismo!60. El MDP también es capaz de
actuar como adyuvante en la induccién de anticuerpos especificos para una gran variedad de
antigenos, tales como bacterias, virus y protozoarios entre los que se encuentran Brucella,
toxoide diftérico y tetanico, influenza, Herpes simplex tipo 1 y 7ripanosoma brucei'*s,

La forma como actua el MDP es multiple, se ha observado que es capaz de
aumentar la actividad de células T cooperadoras!S!, posee actividad mitogénica para linfocitos
BIS2 y timocitos'%?, estimula la fagocitosis!®?, aumenta la adherencia y propagacién de
macrofagos y aumenta la produccion de prostaglandinas y colagenasa!S® esto contribuye a la
amplificacion de la respuesta inmune.

En nuestros resultados, encontramos que la utilizacion de MDP como adyuvante
parece favorecer la produccion de anticuerpos tanto de IgA como de IgG en ambos
compartimentos (Tabla I y II ), fendmeno que es diferente cuando se utiliza TC ya que ésta
favorece claramente la produccion local de IgA ( Tabla I) y de IgG sistémica lo cual se
relaciona con los resultados obtenidos por otros grupos 165166, Cabe mencionar, que la
utilizacion de TC como adyuvante en esquemas de inmunizacién por via oral evita el estado de
tolerancia'é’, no es menos importante el hecho de que al parecer la TC es capaz de
"regionalizar" la respuesta, asi encontramos que las células plasméticas productoras de
anticuerpos anti-TC son més abundantes en dreas de la mucosa que estan directamente
expuestas a la TC168.169,

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, situacion que podria estar dada por las propiedades del receptor
para la toxina colérica en este tipo de células o a cambios en la concentracion de AMPc
intracelular!? siendo al parecer las células T supresoras mas suceptibles a la inhibicién de Ia
proliferacion por el AMPc que las células T cooperadoras!?!.

Un avance importante en el area de la inmunologia es sin lugar a dudas el contar

con una técnica que permita la produccion de anticuerpos monoclonales y mas aun si dichos
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anticuerpos pertenecen al isotipo IgA. El contar.con un anticuerpo con estas caracteristicas
facilita el estudio de los mecanismos efectores de dichos anficuérﬁos a nivel del sistema inmune
secretor!!,

La eficiencia de la fusion de células de animales inmunes con células de mieloma
Sp2/0-Agl4 fué baja, sin embargo, pudimos obtener un namero razonable de hibridos
productores de IgA anti-/Z. fiistolytica de los cuales cinco resultaron especificos (Tabla IV). En
general la eficiencia de fusidn encontrada por otros grupos, cuando se utiliza para inmunizacion
la via oral, para tratar de obtener monoclonales de isotipo IgA es también bajals1-'72, En
estudios previos la frecuencia mas alta de hibridomas productores de IgA fueron obtenidos
utilizando células inmunes provenientes del sistema linforeticular asociado al intestino,
especificamente de placas de Peyer'”. Los hibridos producidos de esta forma pueden secretar
IgA polimérica o monomérical?4.

La homogeneidad propia de los anticuerpos monoclonales los convierte en una
herramienta util no solo para la seleccion y purificacion de antigenos, sino también en el estudio
de la proteccion contra procesos infecciosos como podria ser el caso de las parasitosis. Desde
el punto de vista inmunolégico, se piensa que los antigenos de la membrana celular son las
principales moléculas que se ponen en contacto con el sistema inmune del huésped lo cual
podria favorecer la eliminacion del parasito a través de mecanismos citoliticos!?>176, Sin
embargo, un buen numero 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 proteinas
de la membrana plasmética, 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 FIPIDS parecen estar dirigidos a
determinantes antigénicos presentes en la superficie celular, lo cual se demuestra por la
redistribucion de estos epitopes y la formacion de casquetes (Fig 1).

Por ltimo, los resultados obtenidos mediante la  técnica  de

inmunoelectrotransferencia (Fig 2) demuestran que los anticuerpos monoclonales IgA
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obtenidos de las clonas en estudio, reconocen epitopes relacionados con diferentes fracciones
antigénicas, asi tenemos que la clona FIPID4 reconoce un doblete de aproximadamente 200
kDa de peso molecular y la clona FIPIDS reconoce dos fracciones antigénica, una fraccion 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 mayoria como moléculas de superficie, su localizacion hace
suponer que dichas fracciones juegan un papel importante en el proceso de adherencia de los
trofozoitos a las células blanco®0.81.8284.86 Estos estudios han sido enfocados a entender los
principales mecanismos de la relacion entre el huésped y el parasito, sin embargo la utilizacion
de antigenos preparados mediante metodologias diferentes ofrece la desventaja de ser muy
heterogeneos lo que hace particularmente dificit la evaluacion comparativa de resultados
obtenidos por diferentes grupos.

De esta forma se han descrito un nimero importante de fracciones antigénicas
con un peso molecular igual o aproximado a las bandas reconocidas por los anticuerpos
monoclonales aqui obtenidos.

En 1987 el grupo de Rosales Encina y Meza y colaboradores describieron una
lectina de 220 kDa aislada a partir de trofozoitos de F.histolytica HM1-IMSS, dicha proteina
es capaz de aglutinar eritrocitos humanos y al ser bloqueada por medio de un anticuerpo
monoclonal se inhibe la unién entre trofozoitos y monocapas de células MDCK in vitro8486,

Por otro lado, en estudios encaminados a la identificacion de antigenos del
parésito reconocidos por anticuerpos séricos de pacientes con amibiasis intestinal se encontrd
que, fracciones antigénicas de peso molecular de 62 kDa y 30 kDa fueron reconocidas por el
suero de dichos pacientes a una frecuencia mayor al 50%, no siendo reconocidas por los sueros
controles de individuos extranjeros!””. Dichas fracciones podrian corresponder a las
reconocidas por el anticuerpo monoclonal F1P1DS5.

Blakely y colaboradores (1990) reportaron una proteina de 30KDa como
caracteristica de cepas patOgenas, dicha proteina no es reconocida por anticuerpos

antiamibianos de individuos infectados en lisados amibianos provenientes de cepas no
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patdgenas. Ademds por inmunofluorescencia fué posible demostrar que dicho antigeno se
encuentra presente sobre la superficie del trofozoito!7s,

En el caso de los anticuerpos producidos por la clona FIPID5 éstos se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida después de haber sido purificados en
columnas de afinidad de sepharosa 4B-acopladas a anti-IgA de raton 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 solucion 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 completal”. Lo que queda claro en la figura 3 es que la IgA producida por la
clona F1IP1DS5 no es un monomero y que su peso molecular sugiere fuertemente que se trate de
un dimero.

Por otro lado, una vez caracterizados los anticuerpos monoclonales de clase IgA
se han hecho estudios sobre las caracteristicas biologicas de los anticuerpos estudiados,
especialmente orientados hacia el estudio de su participacién en el proceso de adhesion de los
trofozoitos a células blanco asi como a la mucosa intestinal en animales de experimentacion!?.
Sabemos que este proceso de adhesion es el primero de tres pasos consecutivos involucrados
en el dafio tisular (adherencia, citolisis, y fagocitosis)!®. Los resultados mostraron que ambos
monoclonales probados son capaces de inhibir la adherencia tanto in vifro como in situ. El
poder contar con un reactivo como el que hemos producido permitirda ampliar nuestro
conocimiento en cuanto a la participacion de la respuesta inmune secretora en la compleja

dinamica de la relacion huésped-parasito en la amibiasis.
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FIGURA '1. Inmunofluorescencia indirecta de trofozoitos de E.histolvtica HM1:IMSS utilizando
-anticuerpos monoclonales IghA especificos producides por las clonas F1P1D4 (A), F1P1D5 (B). La
.formacién de casquetes corresponde a los anticuerpos monoclonales F1P1D4 (C) y F1P1DS (D).
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FIGURA 2. Inmunoelectrotransferencia del antigenoc de membrana de

E.histolytica HM1:IMSS revelado con anticuerpos monoclonales IgA
especificos: Carril A, Pesos moleculares (Kd); Carril B: Antigeno de
E.higtolytica; Carril <C: Anticuerpo monoclonal F1P1D5; Carril D:
Anticuerpo monoclonal F1P1D4, Carril E: Suero hiperinmune; Carril F:
Control con liquido de ascitis de células de mieloma Spy/0-Agl4;
Carril G: Anticuerpo anti-IgA de ratdédn 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 F1P1D5 en condiciones reductoras; Carril E:
Anticuerpo monoclonal TEPC—-15 en condiciones reductoras.
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