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La biologla ocupa, emtre las ciencias, un lugar a la vez
marginaly central. Marginal en cuanto que el mundo viviente no
constituye inds que una parte Infima y muy "especial” del universo

: conocido, de suerte que el estudio de los seres vivos no parece poder
lograr jamds la revelacion de unas leyes generales, aplicables fuera
de la bidsfera. Pero st la ambicién tltima de la clencia entera es
Jundamentalmente, como creo, dilucidar Ia relacidn del hombre con
el universo, entonces es justo reconocer a la biologla un lugar central
puesto que es, entre todas las disciplinas la que intenta ir mds
directamente al centro de los problemas que se deben de haber resuelto
antes de proponer ¢l de la "naturaleza humana”, en unos términos que
no sean metaffsicos.

Asl, la biologla es, para el hombre, la mds significativa de
todas las ciencias; es la que ha contribuido ya, sin lugar a dude, mds
que ninguna otra, a la formacidn del pensamiento moderno,
profundamente transtornado y definitivamente marcado en todos los
terrenos: filosdfico, religioso y polftico, por el advenimiento de la
teorla de la evolucién.

Jacques Monod
El azar y la necesidad
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RESUMEN

En este trabajo nos propusimos como objetive principal obtener anticuerpos
monoclonales contra una protefna de 24 kDa del pardsito Entamoeba histolytica, agente
causal de la amibiasis intestinal humana,

La adhesi6n del trofozolto de E. histolytica a su célula blanco es el paso inicial en su
mecanismo agresor y en la colonizacién e invasion de los tejidos. El estudio de fos antigenos
de superficie involucrados en la refacion parésito-célula blanco es importante para el
desarrollo de técnicas de identificaci6n, diagnéstico y en el disefio de métodos que conduzcan
al desarrollo de vacunas que protejan efectivamente a las poblaciones afectadas por este
microorganismo (=10 % de la poblacién mundial).

La protefna de 24 kDa (p24) se adhiere a eritrocitos humanos, sus niveles de
expresi6n se encuentran alterados en cepas no pa(figenas del pardsito, y no es reconocida por
anticuerpos policlonales anti-p24 en mutantes deficientes en adhesién, lo que nos indica que
muy probablemente tiene un papel importante en la relacién pardsito-célula blanco,

La técnica para producir anticuerpos monoclonales constituye una herramienta (itil en
la caracterizaci6n de los antfgenos de los parédsitos y ha permitido profundizar en el
conecimiento de sus funciones.

La p24 se caracterizé inicialmente en geles de PAGE-SDS uni y bi-dimensionales y
en ensayos de inmunoelectrotransferencia para determinar el ndmero de proteinas de ese peso
y para definir si es una glicoprotefna. ’

Para obtener anticuerpos monoclonales contra la p24, se inmunizaron ratones de la
cepa BALB/c con la p24 obtenida a partir de geles de poliacrilamida. Las células de bazo
inmune se fusionaron con células de mieloma de la linea P3-X63-Ag8.653 y los hibridos se
seleccionaron en el sistema HAT, Se obtuvieron 11 hibridomas positivos anti-p24, algunos
.se clonaron dos veces por la técnica de dilucién limitante y se caracterizaron 3 de cllos, A
los anticuerpos monoclonales se les determind su isotipo y se purificaron parcialmente.

Todos los anticuerpos monoclonales reconocieron a la p24 y dos de ellos tienen una
reaccion cruzada con una protefna de 32 kDa.






INTRODUCCION

En todos los paises en vias de desarrollo -tanto en regiones tropicales como
subtropicales- las condiciones socioeconémicas y los estdndares de sanidad e higiene son muy
bajos. En consecuencia, es comiin la infecci6n humana con una gran vatriedad de parisitos,
entre los que se encuentran los intestinales.

En estos paises, la poblaci6n sufre de desnutricién y de una inmunidad deficiente,
éstos constituyen factores de predisposicién muy importantes y estrechamente relacionados
entre sf, y son probablemente mucho mds importantes en el contexto de las infecciones del
tracto gastrointestinal por protozoarios, que por helmintos (Cook, 1990).

La Tabla | resume los parésitos protozoarios intestinales mds importantes. Como se
puede observar, son encabezados por Entamoeba histolytica (Cook, 1980; Martinez-Palomo,
1987; Ravdin, 1988).

Tabla 1. Pardsitos protozoarios mds importantes,

Lumen
Patégenos Entamoeba histolytica
Balantidium coli
Glardia lamblia
Criprosporidium sp

No patégenos Dientamoeba fragilis
Blastocystis hominis
Entamoeda coli
Entamoeba hartmanil
lodamoeba butschili
Endollmax nana
Chilomastix mesnili
Pentatrichomonas hominis
Retortamonas intestinatis

Pared intestinal (No luminal) - Enteromonas kominis

Modificado de Cook (1990)



AMIBIASIS

La amibiasis es la infeccién humana provocada por E. histolytica. Aunque es una
enfermedad de distribucién mundial, la magnitud global de la amibiasis es dificil de
establecer; en 1981, se estimé que 480 millones de personas en el mundo, estaban infectadas
con E. histolytica, de los cuales, 36 millones desarrollaron abscesos amibianos o colitis y al
-menos 40,000 murieron (Walsh, 1986). En términos numéricos, estos datos la convierien en
la tercera infeccién parasitaria humana més imporiante, después de la malaria y la

esquistosomiasis.

1. Antecedentes hist6ricos.

La amibiasis ha existido probablemente desde que Ia especie humana se diferenci6 de
sus predecesores inmediatos en el curso de la evolucién. Se han encontrado escritos
relacionados con los sintomas cldsicos de la disenterfa, con probabilidad amibiana, en
documentos muy antiguos, desde 3,000 afios antes de nuestra era y en trabajos de Hipdcrates

. del siglo V a.C. Los médicos romanos y los individuos que practicaban el arte de curar
durante fa Edad Media también dejaron evidencias de su conocimiento de la disenterfa
(Martlnez-Bez, 1989). Sin embargo, no fue sino hasta la segunda mitad del siglo XIX
cuando se analizd un caso de disenterfa en el que se detectaron amibas de uma especie
desconocida, en las heces de un paciente.

En 1875, el Dr. Fedor Aleksandrovich Lesh (Losch) asocié por primera vez Ia
disenterfa con un organismo pardsito al hombre al estudiar a un paciente originario de
Arcéingel (San Petersburgo, Rusia), que presentaba sfntomas de disenterfa crénica, Lesh
siguié atentamente et curso de la enfermedad y estableci6 la relacion directa entre el nimero
de amibas en las heces del paciente y la intensidad del cuadro clinico. Al realizar Ia necropsia
de este paciente encontré cicatrices y dlceras en el ciego, principalmente. El exameh
histopatolégico de estas tlceras revel6 la presencia de amibas infiltradas en la submucosa.
Lesh describi()»con detalle estas amibas, en cuyo citoplasma encontré eritrocitos, entre otros
cuerpos ingeridos. [Después de hacer comparaciones entre estas amibas y otras especies ya
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.conocidas, dedujo que se trataba de una nueva especié a la que denominé Amoeba coli
{Martinez-Baez, 1989),

Ademis, con el fin de evidenciar la patogenicidad de las amibas, Lesh realizé algunos
experimentos. Inocul6 cuatro perros, por las vias bucal y rectal, con las heces del campesino
de Arcangel, y después de algunos dias observd que uno de los perros presentaba sintomas
de disenterfa; pero, como este resultado no le parecié evidencia suficiente, nunca concluyé
que estos pardsitos constituyeran et agente causal de la enfermedad. Més tarde, Stephanos
Kartulis en 1886, public sus observaciones sobre 150 casos de disenterfa, en la mayorfa de
los cuales encontré amibas como las descritas por Lesh, y afirmé por primera vez el papel
etiolégico de las amibas en la disenterfa, En el siguiente afio, Robert Kich encontrd amibas
en los capilares hepéticos cercanos a los abscesos, con lo cual estableci6 que debfa existir una
relacién etiolégica entre la disenterfa y el absceso hepético.

En 1891, Councilman y Lafleur relataron minuciosamente el cuadro clinico de la
amibiasis y de las lesiones encontradas en ella, asf como una descripci6én detallada de las

.amibas causales denominadas por ellos E. dysenteriae. Crearon los términos “disenterfa
amibiana”, asf como el de "absceso hepético amibiano” y sugirieron la presencia de una

" amiba no patogénica en el colon humano.

Posteriormente, en 1893 Quincke y Roos descubrieron la forma qufstica de la amiba
y describieron el ciclo de vida de las amibas parasitas en el intestino humano, En 1903,

Schaudinn mediante estudios estructurales distinguié las dos especies de amibas conocidas
hasta entonces como pardsitos del ser humano: a la patégena la llamé E. histolytica y a la
no patégena Entamoeba coli. En 1904, Musgrave y Clegg crearon el término "amibiasis”
para indicar la infeccién con E. histolytica, independientemente de que esta enfermedad esté
acompafiada o no de sintomas. Después, Walker y Sellards en 1913, demostraron la
patogenicidad de E. histolytica y 1a inocuidad de E. coli, Enfatizaron también el papel
importante de los quistes en la transmision de la amibiasis, con lo que ‘facilitaron el
desarrollo de futuras medidas de prevencién. Al estudiar la E, histolyrica, los investigadores
descubrieron otras especies y otros géneros que con frecuenciz parasitan al hombre, por
ejemplo, E. gingivalis, E. coli, lodamoeba butschlii, E. hartmanni, Endolimax nana, etc.

Musgrave y Clegg lograron cultivar varias especies de amibas de vida libre en 1904,
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pero no fue sino hasta 1924 cuando Boeck y Drbohlav desarrollaron un medio de cuitivo en

el que las amibas pardsitas podfan crecer facilmente; sin embargo, ese método requiere

" - cultivar las amibas en presecia de bacterias. Finalmente, Diamond en 1961, elaboré un medio

de cultivo que permite el cultivo del parasito, sin necesidad de asociarlo con otros
microorganismos. Este medio axénico ha facilitado gran nimero de trabajos de investigacion

sobre cepas patdgenas de E. histolytica, libres de toda contaminacién (Martinez-Biez, 1989).

2, Epidemiologia.

Aproximadamente, el 10% de la poblacién mundial es portadora de E, histolytica, sin
embargo, sélo un pequefio porcentaje sufre de la enfermedad. En 1984 se estim6 que
probablemente 500 millones de personas estaban infectadas con E. histolytica y que 40
millones desarroilaron colitis o abscesos extraintestinales (Walsh, 1988). La prevalencia de
esta infeccién en los pafses industrializados ha disminufdo con la urbanizacién y con mejores
estdndares de sanidad ¢ higiene. Sin embargo, continita siendo comin en los pafses en vias
de desarrollo (Ravdin, 1989) y en los turistas que viajan a estos pafses (de Lalla y col.,
1988). En grupos de homosexuales, se han encontrado proporciones que se aproximan a las
de las areas endémicas (Phillips y col., 1981; Allason-lones y col., 1986).

La forma infectante de E. histolytica son los quistes, permanecen viables € infectantes
durante varios dfas en las heces y pueden sobrevivir en el ambiente hasta por ocho dfas a
temperaturas entre 28 y 34°C y durante mis de un mes a 10°C; también sobreviven
infectantes en agua, agua de mar y suelos lnimedos, dependiendo de la tempetatura y hasta
45 minutos ¢n la materia fecal depositada debajo de las ufias, aunque son destrufdos por
desecaci6n en los primeros 10 minutos sobre Ia superficie de as manos (Mufioz, 1989). Las
formas mé4s frecuentes de transmision son la contaminacién de alimentos y la transmision de
persona a persona. El mayor riesgo estd asociado con los portadores asintométicos de quistes,
especialmente si estin dedicados al manejo y preparacién de alimentos. La mayorfa de los
individuos que alojan al pardsito son portadores sanos, que por dfa eliminan hasta 1.5 x 107
quistes en las heces (Muifioz, 1989).

El diagndstico de la infeccion amibiana se basa en la localizacién de amibas en las

heces o de anticuerpos especificos en el suero. Sin embargo, ambos métodos presentan
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algunos problemas, Todas las técnicas para el examen de las heces son tediosas, tardan

mucho tiempo, son caras y requieren de una gran habilidad en el uso del microscopio y en
la identificacién del pardsito.

Se piensa que las consecuencias graves de la enfermedad son producidas por.cepas
patégenas, mientras que aquellas personas que portan cepas no patdgenas presentan un bajo
riesgo de desarrollar la enfermedad. Hasta el momento no existen métodos sencillos y
rédpidos para distinguir entre quistes de cepas patdgenas y no patégenas si bien,
exclusivamente durante la amibiasis invasiva se presentan trofozoftos métiles que contienen
varios eritrocitos ingeridos (Walsh, 1988).

En México, la amibiasis es una enfermedad endémica y estd considerada como un |,
problema de salud piblica, ya que se encuentra actualmente, entre una de las primeras diez
causas de muerte. En 1984, 3.9 millones de mexicanos presentaron anticuerpos contra E.
histolytica y de 5.5 a 7 millones presentaban sintomas moderados o severos de la enfermedad
(Walsh, 1988). En la ciudad de México al menos el 15% de las hospitalizaciones de nifios
por diarrea son debidas a amibiasis (Gutiérrez-Trujillo, 1980). Se ha estimado que en el pafs
existe una proporcién de un paciente con amibiasis invasiva por cada 4 6 5 portadores
asintomaéticos (Sepulveda, 1980).

Meéxico es uno de los pafses mds afectados por amibiasis invasora, a juzgar por la
frecuencia y la gravedad de los abscesos hepéticos amibianos y, seguramente, no resulta raro
que una de las cepas més virulentas que se conocen (la HM1:IMSS) haya sido aislada en

nuestro pafs (Tsutsumi y col., 1992).

2.1. E. histolytica ;1 6 2 especies?

Una de las preguntas mds importantes que han dominado durante mucho tiempo la
investigacién en amibiasis es saber cudl es la explicacién al bajo niimero de individuos que
desarrollan amibiasis invasiva, considerando que el 90% de los individuos infectados son
portadores asintométicos. En otros términos, si ese tipo de amiba, morfol6gicamente idéntica,
que es la responsable de una infeccién aparentemente no patgena, deberfa ser tratada como
una especie aparte, cuya caracter{stica principal es ser exclusivamente comensal. Si se llegase
a conocer que esta amiba efectivamente es incapaz de producir los sintomas m4s graves de
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la enfermedad, las consecuencias serfan de gran alcance para el diagnéstico y tratamiento de

la-amibiasis, principalmente en los portadores asintométicos {Spice y Ackers, 1992).

Existen tres hipbtesis que intentan explicar este fendmeno: 1) E, histolytica es una
sola especie patégena que en los humanos produce lesiones que pueden o no dar lugar a
sfntomas clinicamente reconocibles; 2) E. histolytica es normalmente un comensal que reside
en el colon humano y que por razones que todavia no se comprenden bien, es capaz de
convertirse en un patégeno invasivo, y 3) E. histolytica estd compuesta de dos especies
morfolégicamente idénticas, una patégena invasiva que presenta varios grados de virulencia
y la otra una patégena no invasiva que tiene la capacidad de producir, a lo mucho, una
erosién superficial de la mucosa intestinal (Diamond y Clark, 1993).

Algunos autores, como Sargeaunt (1992) y Clark y Diamond (1993) piensan que la
tercera hipétesis es la que mejor explica el fenémeno, proponiendo una redescripcién de la
especie E. histolyrica en dos especies: la ne patogénica como E. dispar y la patogénica como
E. histolytica. Sin embargo, otros grupos (Mirelman y col., 1986, 1993; Andrews y col.,
1990; Vargas, 1994) presentan evidencias a favor de la interconvertibilidad de cepas no
patbgenas en patégenas, lo cual hace que la pregunta no tenga una respuesta todavia

satisfactoria.

3. Generalidades de E. histolytica.

E. histolytica es, estructuralmente hablando, un eucarionte sencillo, Este organismo
carece de mitocondrias, peroxisomas y de un aparato de Golgi bien desarrollado. Aparte del
nicleo, su rasgo ultraestructural mis conspicuo es la presencia de numerosas vacuolas
digestivas, las cuales pueden llegar a ser bastante grandes (hasta 2 pm) (Bakker-Grunwald
y Wostmann, 1993). Las peculiaridades de E. histolytica, en cuanto a metabolismo, son la
ausencia de citocromos y de un ciclo funcional de los dcidos tricarboxilicos, la presencia de
piruvato citopldsmico: con ferredoxin-oxidoreductasa en vez del complejo de piruvato
deshidrogenasa; la fosfofructuocinasa depende de pirofosfato mis que de ATP y presenia
una ausencia general de regulacion alostérica en la glucdlisis (Bakker-Grunwald y Wostmann,
1993).
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3.1. Filogenia y clasificaci6n.

E. histolytica pertenece al reino Protoctista, un grupo formado principalmente por
linajes de microorganismos provenientes de los primeros eucariontes (Margulis y cel., 1990).
De acuerdo con algunos autores (Sogin, 1989; Kabnick y Peattie, 1991; Knoll, 1992), y con
datos de filogenias basadas en comparacién de secuencias de !a subunidad pequeiia del RNA
ribosomal, E. histolytica pertencce a un linaje que, junto con los flagelados, divergié muy
temprano dentro de la evolucién de los eucariontes, solamente antecedido por los de

Microsporidia, Trich y Giardia. Debido a las caracterfsticas de la amiba,
anteriormente ‘citadas, se ha postulado que es. probablemente uno de los organismos mis
primitivos que existen, un fésil metabélico. Incluso, se ha sugerido que E. histolytica, junto
con Giardia, reine muchas caracter(sticas que la colocan como probablemente el iltimo
ancestro comin ("protocucarionte™} de todos los eucariontes con o sin mitocondrias
(Cavalier-Smith, 1991; Bakker-Grunwald y Wostmann, 1993).

La clasificacién taxonémica de E. hlsmlyti'.ca, como la de otros protoctistas, presenta
discrepancias entre autores, principalmente en los niveles de reino, phylum, subphylum y
superclase, Recientemente, Cavalier-Smith (1993), propuso que los microorganismos
eucariontes clasificados como protoctistas, deben ser considerados en nuevos reinos como el
Archezoa y el Protozoa, debido principalmente a que el reino protoctista es excesivamente
grande, con linajes independientes y sus limites con otros reinos no estan bien definidos. Para
este autor, E. histolytica debe ser considerada en el reino Protozoa. En cuanto al nivel de
phylum, algunos autores proponen que pertenece al phylum protozoa (Barnes, 1984), para
otros al sarcomastigophora (Levine y col., 1980; Despommier y Karapelou, 1987) y para
otros al rhizopoda (Schuster, 1990). En lo que todos concuerdan es que pertenece a los
Hamados rhizopodos, cuyo rasgo principal es la presencia de pseudépodos en algin estadio
de su ciclo de vida y a los entamoebidae, cuyos miembros son todos parésitos (Corliss,
1987). La Tabla 2 muestra la clasificacién de E. histolytica, que propuso Schuster (1990). -

3.2. Ciclo de vida.
En el ciclo de vida de E. histolytica se distinguen dos estadios principalmente; el
quiste y el trofozolto (Fig. 1). El quiste debe ser ingerido para que el ciclo de vida continiie
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Tabla 2. Clasificacién ¢mica de Ei b

Reino Protoctista
Phylum Rhizopoda
Clase Lobosea
Subclase Gymnamoebia
Orden Amoebida
Suborden Tubulina
Familia Entamoebidae
Género Entamoeba
Especie histolytica

(Fig. 1-a). El quiste s¢ caracteriza por ser pequeflo, esférico, comunmente de 12 pm de
didmetro, y cstd rodeado por una pared de quitina, lo que le confiere una gran resistencia.
Cada quiste posee cuatro nicleos, cada uno de los cuales presenta un cariosoma central, La
ruta de infeccién mds usual es la oral: los quistes son ingeridos en agua o alimentos
contaminados con materia fecal (Fig. 1-b) y viajan por el aparato digestivo hasta la regién
del fleon, donde se produce el desenquisiamiento (Fig. 1:2) (Martincz-Palomo, 1982; Cook,
1990).

De cada quiste en proceso de desenquistamiento se origina un protoplasto desnudo
tetranucleado. Cada uno de los niicleos sufre un proceso de divisién y el protoplasto se
divide inmediatamente para originar ocho trofozoftos metaquisticos uninucleados (Fig. 1:2).
Estos trofozoftos migran al ciego, donde se adhieren a la mucosa y sufren un proceso de
maduracion para dar lugar a trofozoftos activos (Fig. {+3a) (Despommier y Karapelou, 1987).

El trofozofto es una célula de 7 a 40 um de didmetro, amorfa, muy dindmica y cuya
motilidad es altamente sensible a los cambios de su microambiente, como la temperatura, e}
pH, Ia osmolaridad y el potencial redox. Su niicleo, de 4 a 7 um de didmetro, esti rodeado
por una capa granular uniforme. La masa de cromatina se halla distribuida generalmente en
forma regular, pero en ocasiones se puede encontrar adherida a la cara interna de la
membrana nuclear (Martinez-Palomo, 1982). Posee en su citoplasma numerosas vacuolas,
cuyo contenido va desde eritrocitos y bacterias hasta desechos celulares. En el citoplasma no

se distinguen organelos diferenciados propios de células eucarifticas tfpicas (Deutsch y
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Zaman, 1959; Osada, 1959; Martinez-Palomo, 1982).

Los trofozoftos viven intimamente adheridos a la mucosa de las dltimas regiones del
intestino delgado y de todo el intestino grueso, donde se alimentan de células del huésped y
se reproducen por fisidn binaria. Los trofozoftos pueden invadir 1a mucosa y pasar a otros
Srganos, aunque en este caso no pueden completar su ciclo de vida, ya que se hallan
imposibilitados para regresar al lumen del intestino (Fig. 1-3b) (Martinez-Palomo, 1982;
Despommier y Karapelou, 1987).

El enquistamiento ocurre en el lumen del intestino grueso, y se inicia cuando el
trofozofto adopta una forma esférica (Fig. 1-4a). El quiste temprano se caracteriza por la
presencia de 1a pared quistica, uno o dos nicleos y tenues apilamientos de ribosomas (Fig.
1-4b) (Despommier y Karapelou, 1987).

El quiste maduro posee cuatro nicleos y por lo general carece de ribosoras en su
citoplasma (Fig. 1-4c), El ciclo de vida se completa cuando el quiste ¢s expulsado con la
materia fecal hacia el medio ambiente externo, en donde es capaz de resistir una gran
variedad de condiciones adversas (Martinez-Palomo, 1982).

3.3. Factores involucrados en la virulencia amibiana.
Los trofozoftos de E. histolytica pueden permanecer en la luz del intestino humano

1

Como ¢ les, pero ocasic pueden invadir 1a mucosa intestinal produciendo

disenterfa amibiana. En esta etapa son potencialmente capaces de diseminarse por via
sangufnea a otros tejidos, dando lugar a lesiones extra-intestinales. Hasta el momento, no es
posible explicar por qué algunas cepas amibianas son capaces de invadir los tejidos del
hospedero, mientras que otras permanecen en la luz intestinal, sin producir dailo aparente.
Se piensa que estan involucrados factores del huésped, factores del microambiente y factores
propios del parésito (Cook, 1990). .

3.3.1. Factores del huésped.

Existen algunos factores del hospedero que se¢ han visto involucrados en el
establecimiento de la infeccién amibiana. Entre estos se encuentran: colesterol sérico
aumentado, baja aportacién de 4cido ascérbico en la dieta, consumo elevado de
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Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.
(Ver texto para explicacion)

"*Tomado de Desporamier y Karapelou (1987).
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carbohidratos, dieta baja en protefnas, ausencia de exposici6n previa a las amibas; asf como

también factores climéticos, emocionales y genéticos (Pérez-Tamayo y Brandt, 1971). Por
otra parte, es bien sabido que la incidencia de la amibiasis en el mundo es paralela al nive}
sanitario y a la higiene que hay en una comunidad (Elsdon-Dew, 1968).

3.3.2, Factores del microambiente,

Durante mucho tiempo se pensé que la microbiota bacteriana era indispensable para
la expresién de la virulencia amibiana. Vincent y Neal (1960) y Phillips y col. (1972)
reportaron que las cepas de E. histolytica cultivadas axénicamente por tiempo prolongado
perdieron irreversiblemente su capacidad de producir lesiones amibianas. Bos y Hage (1975)
observaron que la virulencia de los trofozoftos crecidos con bacterias disminuyé cuando las
bacterias fueron separadas del medio de cultivo, mientras que Ia reasociacién con bacterias
resulté en la readquisicién de la patogenicidad. Bos (1975) y Bos y van der Gried (1977)

- estudiaron la virulencia de varias cepas amibianas y encontraron que aquellas que se
cultivaron con bacterias presentaron mayor virulencia que las que se cultivaron axénicamente,
Sin embargo, Tanimoto y col. (1971) habfan demostrado que inoculando un niimero elevado
de trofozoftos axénicos, es posible producir absceso hepdtico en hdmsteres, Este resultado
fue confirmado por varios autores (Diamond y col., 1974; Martinez-Palomo, 1978; Gharidian
y Meerovich, 1979; Lushbaugh y col., 1981) quienes encontraron que los trofozoftos
cultivados sin asociacién bacteriana pueden producir absceso hepético.

Hasta el momento no se conoce la naturaleza de la relacién E. histolyfica-bacteria.
Sin embargo, parece ser un fenémeno altamente especifico en el que intervienen componentes
de la superficie de E, histolytica con actividad de lectina y residuos de N-acetilglucosamina
y N-acetilgalactosamina presentes en la superficie bacteriana (Bracha y col., 1982; Kobiler
y Mirelman, 1980).

El incremento en la virulencia se ha correlacionado con la presencia de receptores )
para manosa (revisado en Miretman, 1987), y con la actividad de catalasa de algunas cepas
bacterianas (Bracha y Mirclman, 1984), Sin embargo, el aumento de la virulencia se da
dnicamente en. la presencia de bacterias intactas, ya que lisados bacterianos y bacterias
atenuadas por calor e irradiacion no tuvieron efecto alguno sobre Iz virulencia (Wittner y Rosenbaum,
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1970; Miretman y col., 1983), lo que sugiere que el mecanismo potenciador no se limita a

la participacién de unas cuantas moléculas, sino que es de mayor complejidad.

3.3.3. Factores propios del parésito.

El mecanismo por el cual los trofozoftos de E. histolytica dafian los tejidos del
hospedero no estd completamente definido, sin embargo existen evidencias suficientes que
indican que dicho mecanismo se ileva a cabo en cuatro etapas: adhesion, citdlisis dependiente
de contacto, fagocitosis y finalmente, una degradacién intracelular (Orozco y col., 1983;
revisado en Gitler y Mirelman, 1986; Ravdin, 1986; Pérez-Tamayo, 1989),

3.3.3.1. Adhesién.

La adhesi6n de los trofozoftos de E. histolytica a las células epiteliales es €l primer
paso en el proceso de colonizacién y de invasién de los tejidos (Orozco y col., 1980). Por
lo tanto, se considera un factor importante en ta'virulencia amibiana y el evento inicial en
fa citélisis dependiente de contacto (Ravdin y col., 1980; Ravdin y col,, 1988) y en la
fagocitosis (Trissl y col., 1978; Garcia-Rivera y col, 1982; Orozco y col., 1983), dos de las
actividades m4s importantes en la patogenicidad de E. histolytica.

Los trofozoftos de E. histolytica se adhieren répida_meme a monocapas de células
epiteliales en cultivo y a sustratos inertes como pléstico o vidrio. La adhesién de las amibas
a las superficies inertes estd mediada por mecanismos inespecificos, mientras que la adhesién
a células epiteliales estd dada por mecanismos especificos, los cuales requieren del
reconocimiento especifico de moléculas en la superficie del pardsito (adhesinas) y moléculas
en la superficie de la célula blanco (receptores) (Martinez-Palomo, 1986).

Hasta el momento se han reportado cinco moléculas involucradas en la adhesi6n de
los trofozoitos a la célula blanco. Estas son: la adhesina de 112 kDa (Arroyo y Orozco,
1987), la lectina de 220 kDa (Rosales-Encina y col,, 1987), la lectina de 170 kDa (Petri y
col., 1989), la adhesina de 29 kDa (Vinayak y Shandil, 1990) y la protefna de 66 kDa
(Voﬁra y col., 1992a, 1992b). Asf mismo, se han reportado evidencias sobre la participacién
de protefnas con pesos moleculares de 90, 70, 50 y 24 kDa en Ia relacién parisito-célula
blanco (Rodriguez y col., 1989), y sobre el papel de una protefna rica en serim de 46-52 kDa
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en la adhesién de los trofozoitos a células CHO (Stanley y col., 1990). Estas moléculas se
analizan con més detalle posteriormente,

3.3.3.2. Citélisis dependiente de contacto.

Estudios cinematogrificos han mostrado que el efecto citoletal de E. histolytica es
dependiente de contacto (Ravdin y col., 1980, Ravdin y Guerrant, 1981). No se conocen con
exactitud los mecanismos por los cuales los trofozoftos amibianos lisan las células blanco
después de que éstas establecen contacto con el pardsito. Se sabe que este efecto es
dependiente de temperatura y es 6ptimo 2 37°C (Ravdin y Guerrant, 1981). Aparentemente,
Ia lisis de las células blanco requiere la funci6n de los microfilamentos amibianos, ya que las
citocalasinas B y D, drogas que tiencn la propiedad de interferir con [a formacién de los
microfilamentos, inhiben el efecto citoletal amibiano sobre células blanco (Guerrant y col.,
1981). La lisis de las células blanco también ha sido asociada con el flujo idnico en la
membrana de Ia célula blanco y dentro de Ja amiba. En Ia lisis podrian participar algunas de
las siguientes moléculas: :

a) Fosfolipasa A. La fosfolipasa A es una fosfolipasa dependiente de calcio cuya
actividad est4 asociada a la membrana plasmética de los trofozoftos y esta considerada como
importante en la actividad citolltica de E. histolytica (Long-Krug y col., 1985),

b) Colngenasa. Los trofozoftos de cepas patbgenas de E. histolytica presentan
actividad colagenolftica (Mufloz y col., 1982). La actividad de esta enzima esta ausente en
los sobrenadantes y s6io se detecta después del contacto de los parssitos con el sustrato de
cdlégeno, lo cual sugiere que la proteasa esta localizada en la membrana plasmdtica de los
trofozoitos y que se requiere de contacto directo entre la amiba y el sustrato para que ocurra
Ia digestion de la coldgena, una protefna que se encuentra en grandes cantidades en Ia matriz
extracelular de tejido conectivo (Muiioz y col., 1984).

¢) Amebaporo. Dos grupos de investigacién han reportado la existencia de protefnas
de la membrana plasmética de los trofozoftos amibianos capaces de formar poros en la
membrana de macr6fagos y linfocitos (Lynch y col., 1982, Young y col., 1982). Estas
protefnas inducen una répida despolarizacién de la membrana de las células mencionadas e
inducen un rdpido flujo de iones a través de la membrana de vesfculas de fosfatidilcolesterol.
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El papel de estas protefnas en la patogénesis de la amibiasis no est4 definido, pero se cree

que su participacién sea mediante estos cambios de flujo idnico transmembranal detectados
cuando las amibas entran en contacto con las células blanco (Ravdin y col., 1985).
Recientemente, el grupo de Leippe reporté el aislamiento y la caracterizacién de una

protefna con prepiedades de “"amebaporo® a partir de una cepa patdgena de E. histolytica
(Leippe y col., 1991). La secuenciacién tanto de la molécula como de su gen, determiné que
se trata de una protefna de 8.2 kDa (Leippe, 1992).

d) Otras moléculas con actividad litica,

Los trofozoftos de E. histolytica liberan al medio sustancias con actividad hidrolftica
o proteolitica, tales como fosfatasa 4cida, 8-N-acetil-glucosaminidasa, glucosidasa, amilasas
y, en menor extension esterasas (Lundbland y col., 1981, Trissl, 1983, Werries y col., 1983,
Muiler y col., 1988), asi como también enzimas proteoliticas, de las cuales s6lo la proteasa
neutra principal descrita por Keene y col. (1986) ha sido purificada y caracterizada
{Lushbaugh y col., 1984b; Keene y col., 1989).

Otra de las moléculas descritas es la neuraminidasa, una enzima capaz de liberar 4cido
N-acetylneuram{nico (NANA) a partir de compuestos como la mucina: Al parecer, ésta
enzima tiene un papel importante en la respuesta quimiotictica del trofozofto, ya que
compuestos con NANA estimulan y dirigen el movimiento de los trofozoftos (Udezulu y
Leitch, 1987).

3.3.3.3. Fagocitosis.

La fagocitosis es una caracterfstica biolégica de los trofozoftos de E. histolytica que
se ha visto involucrada tanto en la citopategenicidad in vitro como en la invasi6n de los
tejidos in vivo (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980, 1982, 1983). Estudios
microscépicos han mostrado a trofozoftos amibianos fagocitando activamente células blanco
(Chévez y col., 1974).

E. histolytica presenta aparentemente dos tipos de fagocitosis: uno

1,

especifico, mediado por receptores de superficie llamados adhesinas. Su especificidad se ha
demostrado por las diferentes afinidades de los trofozoitos para ingerir eritrocitos de varias
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especies de mamfiferos y diferentes cepas bacterianas (Ravdin y Guerrant, 1981; Bracha y
¢col., 1982; Olguin, 1984). El otro mecanismo por el cual los trofozoftos hacen contacto con
partfculas fagocitables, puede ser un mecanismo fisico no especffico mediado por fuerzas
electrostiticas, como ocurre con la ingestién de particulas de almidén, de létex, de fierro,
‘etc.’ Bracha y col. (1982) observaron que los trofozoftos de E. histolytica ingieren
ripidamente bacterias' no fagocitables cuando éstas estAn cubiertas con Con A o con
anticuerpos antibacterias. Por lo cual, ellos postulan que la adhesién de! anticuerpo o de la
bacteria cubierta con Con A a la superficie amibiana estd mediada por glicoprotefnas
marnosiladas y por otros tipos de moléculas especificas presentes en fa membrana plasmética,
1a ctial interacciona fuertemente con moléculas IgG (Bracha y col., 1982). Aparentemente,
el enlazamiento de anticuerpos y de la Con A genera una sefial, la cual origina su répida
{ntroduccidn al citoplasma. ‘ ‘

- - Orozco y col.(1980) reportaton que la velocidad de critrofagocitosis correlaciona
directamente con la virulencia de varias cepai estudiadas. ‘A su vez, Ia velocidad de
eritrofagocitosis puede estar determinada por el nimero y fa afinidad de las adhesinas
especfficas y de otros receptores capaces de interactuar con la célula blanco. Estudios
realizados por Garcfa-Rivera y col. (1982) utilizando mutantes deficientes en adhesién
mostm.ron'que esta deficiencia se refleja en una disminuci6n de la velocidad de fagocitosis,

as{ como en la disminucién de la virulencia in vivo e in vitro de los trofozoitos. Sin

embargo, otros factores tales como las deficiencias para emitir la sefial que induce la
ingesti6n, para desacoplar las proteinas del citoesqueleto y/o digerir las partfculas ingeridas,
pueden afectar la velocidad de fagocitosis y 1a capacidad de los trofozoltos para producir

dafio.

© 3.3.4. Evasidn de la respuesta inmune.

Estudios inmunolégicos han demostrado que las cepas patdgenas de E. histolytica
presentan resisiencia a [a lisis por el complemento (Calderén y Tovar-Gallegos, 1980; Reed
y col., 1983), redistribuyen sus antigenos de superficie (Pinto da Silva y col., 1975; Triss!
y col., 1978; Calder6n y col., 1980), desprenden de su membrana plasmitica antigenos
enlazados a anticuerpos e internalizan una cantidad importante de los antigenos redistribuidos
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(Aust-Kettis y Sundquist, 1980; Calderén y col., 1980). Ademss, se ha observado que los
trofozoftos también presentan resistencia a la lisis por leucocitos polimorfonrucleares
(Tsutsumi y col., 1984; Ravdin y col., 1985). Por otra parte, Kretschmer y col. (1985)
detectaron un producto amibiano en el sobrenadante de trofozoltos crecidos axénicamente,
el cual es capaz de inhibir la motilidad in vive e in vitro de fagocitos mononucleares
humanos. Estos podrfan ser factores de virulencia importantes que favorecerjan la
supervivencia de los trofozoftos en el hospedero, mediante la evasién de los mecanismos
inmunoldgicos tanto humorales como celulares.

4. Antecedentes directos.

4.1, Importancia de Ia adhesién en los microorganismos.

La adhesién es un fenémeno biol6gico generalizado en la naturaleza, que comprende
una unién relativamente estable de un microorganisme a una superficie 0 de una célula a
otra. Es una propiedad determinada por mol&culas de la superficie celular (Greaves, 1975)
y un proceso fundamental en los sistemas biolégicos. Como ejemplos se tienen su
participacién en la evoluci6n de los metazoarios, en la regulacion celular, la fertilizacién y
las uniones sexuales, el desarrollo de relaciones de contacto en la embriogénesis e
histogénesis, el sistema de reconocimiento del aparato inmunolégico y la interaccion celular
con virus, bacterias y pardsitos, entre otras,

Esta propiedad es también un factor importante d¢ virulencia de los mictoorganismos
patégenos, ya que les permite establecerse, multiplicarse e invadir los tejidos que infectan
(Smith, 1978); la adhesién puede presentar ventajas y desventajas a un microorganismo
parésito: por una parte, es ventajosa porque lo protege de las defensas mecanicas del huésped
como las secreciones que bafian a las mucosas, la tos, los estornudos, el movimiento
peristéltico intestinal, la descamacién de los epitelios, etc., que podrfan arrastrarlo hacia el
exterior. El patégeno al adherirse fuertemente a las células, resiste este arrastre y puede
entonces colonizar sitios espectficos en el organismo huésped. y en algunas ocasiones, llegar
a invadirlos. Por otra parte, la adhesin se convierte en desventaja, porque pone al parisito
a disposicién det sistema inmune, inmovilizindolo, permiticndo que lleguen hasta él,
macréfagos, linfocitos T, anticuerpos, etc. (Smith, 1978).
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A partir de estudios empleando mutantes deficientes en adhesi6n, se ha visto que la

capacidad adhesiva de las bacterias, los virus o los protozoarios es paralela a su infectividad
-(Odumeru y col., 1984; Maurelli y col., 1984; Arroyo y Orozco, 1987), por lo que es
importante estudiar los mecanismos de adhesién del microorganismo patogeno a las células
epiteliales como un paso esencial en ci desarrollo de diversas enfermedades infecciosas.

. Se sabe que la adhesién no es un evento al azar, sino que es sumamente especifico
.y selectivo, puesto que para cada patégeno existe un blanco de ataque bien definido en
relacién a la especie, al tejido, a la regién dentro del tejido y a la susceptibilidad del huésped
por dicho patdgeno. Esto se debe a la especificidad de lus moléculas que participan en la
adhesién liamadas adhesinas y receptores.

Las moléculas localizadas en la superficie de los microorganismos que participan en
la unién especifica-a la membrana celular de las células blance, se denominan adhesinas
{Shibl, 1985) y son consideradas como faciores de patogenicidad ya que intervienen en la
colonizacién del tejido del huésped. De acuerdo con su naturaleza quimica, son molécuias
muy- heterogéneas, como fosfollpidos, lipoproteinas, glicoprotefnas, glicolipidos, etc. Los
receptores son componentes de la superficie de tas células huésped que son reconocidos por
las adhesinas y gencralmente son del tipo de los carbohidratos o residuos de azdcares,

- Dada la importancia que las adhesinas tienen en el cstablecimiento de una infeccidn;
se ha desarrollado una intensa blisqueda acerca de los factores que puedan bloquear a las
adhesinas y que por lo tanto interfieran en el proceso de colonizacién de los tejidos de un

organismo.

4.2. Proteinas amibianas que participan en la relacién pardsito-célula blanco.

En E. histolytica, no se conoce claramente ¢l proceso de adhesi6n de los trofozoftos
a la célula blanco, ni los factores que median este evento. Sin embargo, algin avance se ha
Iogradc; en el conocimiento de componentes de la superficie del trofozofto amibiano, que
podrfan participar en la adhesién del pardsito a las células del hospedero. Se sabe que los
trofozoftos de E. histolytica presentan cuando menos dos actividades de lectina: una inhibible
por N-acetilglucosamina (Kobiler y Mirelman, 1980) y la otra inhibible por galactosa y N-
acetilgalactosamina (Ravdin y Guerrant, 1981); las cuales participan en la adhesién de los
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. ;rquz_o[los a eritrocitos y a células epiteliales.

Como se expuso anteriormente (ver 3.3.3.1.), se han reportado algunas moléculas que
participan en Ia adhcsi6n de los trofozoitos a la célula blanco, con pesos moleculares de 112
kDa (Arroyo y Orozco, 1987), 220 kDa (Rosales-Encina y col., 1987), 170 kDa (Petri y
col., 1989), 66 kDa (Vohra y col. 1992a, 1992b), 29 kDa (Vinayak y Shandil, 1990) y 46-52
kDa (Stanley y col., 1990):

a). Adhesina de 112 kDa. Arroyo y Orozco (1987) identificaron mediante el empleo
de mutantes deficientes en adhesién (Rodrfguez y Orozco, 1986) y anticuerpos monoclonales
dirigidos contra ia superficie de los trofozoftos, una adhesina de E. histolytica de 112 kDa.
Estos autores demostraron por experimentos de inmunofluorescencia, formacién de casquete
e inmunoadsorcién, que la adhesina de 112 kDa se localiza en la superficie de los trofozoltos
amibianos. La importancia de esta adhesina en el mecanismo de agresién de E. histolytica
se sugiri6 cuando se observé que anticuerpos monoclonales que reconocen la protefna de 112
kDa, inhibieron [a adhesién de los trofozoftos a eritrocitos humanos y redujeron- la
patogenicidad del parasito in vitro.

b). Lectina de 220 kDa. Roséles-Encina y col. en 1987, purificaron y caracterizaron
parcialmente una protefna de 220 kDa con propiedades de lectina, y su actividad, la cual es
inhibida por concentraciones micromolares de 4cido hialurénico, quitina y quitotriosa, asf
como por amticuerpos dirigidos contra la lectina pura. La protefna contiene 9% de
carbohidratos por peso, es rica en residuos hidrofébicos y es muy inmunogénica en ratones,
hdmsteres y conejos. Esta proteina se unc a monocapas fijadas de células epitcliales en
cultivo de fa linea MDCK e inhibe Ia adhesién de los trofozoftos a células en cultivo,

c). Lectina de 170 kDa. Petri y col. (1989) purificaron la lectina amibiana cuya
actividad es inhibible por galactosa y N-acetilgalactosamina. La lectina no reducida tiene un
peso molecular de 260 kDa por PAGE-SDS y un punto iseeléctrico de 6.2.

d). Antigeno de 66 kDa. Vohra y col. (1992a, 1992b) reportaron que un anticuerpo
monoclonal dirigido contra un antfgeno de superficie de 66 kDa, es capaz de inhibir la
adhesion de los trofozoftos a eritocitos y su posterior fagucitosis, asf como la unién a células
CHO.

e). Adhesina de 29 kDa. Vinayak y Shandil (1990) teportaron que anticuerpod
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monoclonales contra una protefna de membrana de 29 kDa de E. histolytica reducen

considerablemente la adhesién a células CHO en cultivo y reduce la citotoxicicidad a células
de rifién de hamster bebé,

f). Antigeno de membrana con miltiples repetidos en fandem. Stanley y col. en 1990,
reportaron el aislamiento y expresion de este antigeno de superficie, cuya secuencia codifica
para una protefna rica en serina. Un antisuero dirigido contra la proteina recombinante
reconoce especificamente dos bandas, cuyos pesos son de 46 y 52 KDa. Este antisuero
inhibid la adhesién de trofozoftos amibianos a células de la lfnea CHO in vitro, sugiriendo
el papel de este antfgeno en el contacto con la célula blanco.

También se ha sugerido la participacién de otras protefnas, con pesos moleculares de
210, 160, 112, 90, 70, 50 y 24 kDa, en !a relacién parésito-célula blanco (Rodrfguez y col.,
1989). Las protefnas de 210 y 160 kDa podrian corresponder a las adhesinas previamente
descritas por Rosales-Encina y col. (1987) y Petri y col. (1989), respectivamente. La protefna
de 112 kDa corresponde a la adhesina descrita por Arroyo y Orozco (1987), y lade 50 kDa
muy probablemente corresponde a la protefna rica en serina descrita por Stanley y col.
(1990).

4.3, La protefna de 24 kDa (p24).

Rodriguez y col. (1989), identificaron cuando menos cuatro nuevas moléculas en la
superficie de los trofozoitos amibianos con pesos moleculares de 90, 70, 50, y 24 kDa que
se encuentran involucradas directa o indirectamente en la relacién parésito-célula blanco.

Estos autores estudiaron 1a unién especifica de protefnas de E. histolytica a eritrocitos
lwmanos, empleando trofozoftos silvestres y mutantes deficientes en virulencia. Las protefnas
que se unieron de manera especifica a la superficie de los eritrocitos fueron detectadas por
ensayos de inmunotransferencia utilizando anticuerpos policlonales generados contra una
clona altamente fagocitica y virulenta de E. histolytica (clona A)(Orozco, 1981). Los
anticuerpos reconocieron vproteinas de 210, 160, 112, 90, 70, 50 y 24 kDa cuando los
eritrocitos interaccionaron con trofozoitos de la clona A; y no detect6 o detecté débilmente
a las protefnas de 112, 90 y 24 kDa cuando los eritrocitos interaccionaron con trofozoftos de
las clonas L-6 y C,23, ambas deficientes en fagocitosis y virulencia (Rodriguez, 1990).
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Por otra parte, Miguel Angel Vargas en su tesis doctoral (Vargas, 1994), estudio la

expresién de estos antfgenos de superficie (112, 90 y 24 kDa) en una cepa no patdgena (cepa
MAV-CINVESTAV) de E. histolytica durante su proceso de axenizacién. Obtuvo las
protefnas totales de las clonas MAV polixénica, MAV monoxénica y MAV axénica y las
corrié en geles de PAGE-SDS. Después, transfiri6 estas protefnas a nitrocelulosa para su
interaccién con anticuerpos policlonales monoespecificos anti-p112, anti-p90 y anti-p24. En
estos estudios encontré que existe una expresion diferencial de estas moléculas conforme
gxinscune el proceso de axenizacién. Asf, las proteinas se encuentran presentes en las clonas
MAV axénica y A, ambas virulentas y con una eficiencia en adhesién a eritrocitos muy alta,
pero no fueron reconocidas en las clonas MAV polixénica y MAV monoxénica, las cuales
son no patégenas y tienen una eficiencia de adhesién muy baja. Esto sugiere que estas
protefnas, las de 90 y 24 kDa identificadas por primera vez, tienen alguna relacién en el
proceso de adhesién de E. histolytica. En panict_xlar. la molécula de 24 kDa, no ha sido
caracterizada especfficamente en la adhesién del parésito a su célula blanco.

Algunos grupos (Joyce y Ravdin, 1988; Berber y col., 1990; Ximenez y col., 1992)
han identificado, mediante ensayos de inmunotransferencia, a una protefna de =24 kDa
dentro de las proteinas de superficie que son mis fuertemente reconocidas por sueros de
pacientes con abscesos hepéticos. Estos autores sugieren que esta proteina es muy
inmunogénica y que quizds sea dtil en el diseiio de métodos inmunodiagnésticos y

epidemioldgicos. Esta protefna podrfa corresponder a la molécula anteriormente descrita en
la adhesién a eritrocitos.

) También se han reportado otros estudios sobre la caracterizacién de protefnas de E.
histolytica muy cercanas al peso de 24 kDa (Tabla 3). Lushbaugh y col. (1979, 1981, 1984a,
1984b) y McGowan y col. (1982) reportaron la identificacién y purificacién de moléculas con
actividad citot6xica de E. histolytica con pesos de 24-25, 59, 66y 68 kDa. Analizando estas
fracciones, encontraron una fuerte actividad en la fraccién de 24-25 kDa. Feingold y col.
(1985) encontraron lambién actividad toxica en lisados de trofozoitos amibianos, en una
fracci6n de 15-25 kDa. Esta actividad citotéxica se expresa fuertemente en cepas muy
virulentas como la HM1:IMSS y Rahman, y se expresa débil o nulamente en cepas no
patégenas como la 303 y moderadamente patégenas como la HK-9,
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_' Por ofra pérle. Tannich 'y col. {1991) y Bruchhaus y col. (‘1992) réponaron la
idéniiﬁcacidn. aislamiento y secuenciacién de un gen de E. histolytica que codifica para una
pfotelna con actividad de superéxido dismutasa, Los trofozoltos de E. histolytica
normalmente viven bajo condiciones anaerobias o microacrobicas, aunque también pueden
_ respirar aerobicamente. Durante la mayor parte de las condiciones de cultivo, més del 5%
del oxfgeno en la fase gaseosa del medio de cultivo es perjudicial para la ahiba,
’posiblemcn‘tc debido a la acumulacién de metabolitos téxicos del oxigeno, tales como los
radicales superéxido. La detoxificacion de los radicales superéxido se lleva acabo
generalmente por la enzima super6xido dismutasa. La protefna purificada tiene un peso de
25 kDa y se presenta tanto en aistados de cepas pat6genas como de no patbgenas. Las clonas
de cDNA que codifican para la enzima de las dos cepas presentan menos del 5% de
diferencia. Hasta el momento, es dificil explicar si estas moléculas tienen alguna relacitn 0
no con la p24, ya que por ejemplo, la superéxido dismutasa se encuentra tanto en cepas
patdgenas como en no patégenas, lo que no concuerda con los resultados obtenidos en la cepa
MAV por Vargas (1994), mientras que la citotoxina no ha sido analizada directamente en el
procéso de adhesi6n celular.

4.4. An;icuerpos monoclonales; una herramienta importante en el estudio de los

intigenos de los pardsitos.

A pesar de que existe una cantidad considerable de informaci6n sobre log antigenos
de los parisitos en varios sistemas, el progreso ha sido lento en este aspecto de la
inmunologfa de las enfermedades e infecciones parasitarias. Las nuevas tecnologfas han
ofrécido la esperanza de un progreso més rédpido a corto plazo. Actualmente la aplicacion de
fa técnica para producir anticuerpos monoclonales y las técnicas de DNA recombinante
contribuyen de manera importante en el andlisis de estas moléculas. )

En E. histolytica, el parssito responsable de la amibiasis humana, se han obtenide
varios anticuerpos monoclonales, muchos de ellos dirigidos principalmente contra protelnas
o glicoprotefnas de la superficie del trofozofto, con el fin de detectar, aislar y caracterizar
a este tipo de antfgenos, ya que son [os que entran primero en contacto con €l sistema
inmune del huésped (Tabla 4). ' ’
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Tabla 3. E con proteinas de E: ba ki a 24 kDa.
PROTEINA (S) PESO (kDa) REFERENCIA
Histolisina 26-29 Luaces y Barrett (1988)
Superéxido dismutasa 25 Tannich y col. (1991)

Bruchhaus y col. (1992)

Reconocida por anlicuerpos 25 Avila y Calderén (1989)
Reconocida por anticuerpos 23.82,25.32 Berber y col. (1950)

de calostro ¥ pacienics con

abaceso hepitico

Reconocida por anticuerpos 23,24, 26 Ximenez y col. (1992)
de pacientes con amibiasis

intastinal )

Reconocida por anticucipos 24,5 Joyce y Ravdin (1988)
de pacientes con amibiasis

Uni6n a eritrocitos . 24 Rodriguez y col. (1989)
Citotoxina 24-25 Lushbaugh y col. (1979)

McGowan y col. (1982)
Lushbaugh y col. (1984a)
Feingold y col. (1985)
Proteasa 4cida 2t &2 Scholze y Werries (1984)
Reconocida por anticuerpos 20-30 . Schulz y col. (1987)
de pacientes con amibiasis

Los anticuerpos monoclonales han resultado ser excelentes hetramientas en Ia
identificacién de las moléculas responsables del fenémeno de adhesién, que como en muchos
otros parisitos, tiene un papel importante en la patogénesis. En E. histolytica la adhesi6n de}
trofozoito a células animales es el evento inicial en la citSlisis dependiente de contacto y en
la fagocitosis involucrava en la invasién y colonizacién de los tejidos (Ravdin y col., £980;
Ravdin y Guerrant, 1981) y depende de moléculas especificas llamadas adhesinas. En alguncy
casos, los anticuerpos monoclonales han logrado inhibir la adhesi6n del trofozolto amibian(;
a su célula blanco, al actuar sobre las adhesinas de 220, 170, 112 y 29 kDa (Meza y col,
1987; Ravdin y col., 1986; Ah—oyo y Orozco, 1987; Vinayak y Shandil, 1990). Otros
anticuerpos monoclonales han servido eficazmente para la diferenciacién de antigenos entre
especies tanto del género Entamoeba como de cepas y clonas patdgenas y no patégenas de
la especie histolytica (Ximenez y col., 1985; Ortiz-Ortiz y col., 1986; Avila y Calderén,
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Tabla 4. A pos contra ba A fi
RECONOCIMIENTO REFERENCIA
Membrana Lépez y col. (1982)
Membrana Ximenez y col. (1985)
Actina Ungar y col. (1985)
Actina Rosenblatt y col. (1985)
Mcmbrana Mendoza y col. (1985)
Membrana Ortiz-Ortiz y col. (1986)
220 kDa Meza y col. (1987)

96 kDa Torian y col. (1987)
112 kDa : Arroyo y Orozco (1987)
29 y 25 kDa Avila y Caldersn (1989)

Glicoproteinas de superficie Agundis y col. (1990)

y lipopeptidofosfoglicano

29 kDa  Vinayak y Shandil (1990)
29 kDa ' Torian y col, (1990)

30 kDa Tachibana y col. (1990}
30-200 kDa Bhattacharya y col, (1990)
170 kDa Petri y col. (1990a, 1990b)
Quiste y trofozofto Merino y col. (1990}

125 ¥Da Edman y col. (1990}

Membrana, nicleo, citoplasta
(14-22, 1723 kDa)
Carbohidrato de membrana

Tachibana y col. (1991)

Bhattacharya y col, {1992)

84-88 kDa Gonzélez-Ruiz ¥ col. {1992)
122,115, 111 y 65 kDa Wonsit y col. (1992)

66 kDa Vohra y col. (1992a, 1992b)
Lipofosfoglicano Prassad y col. (1992)

60 kDa i Mirelman y col. (1992)

1989; Tachibana y col., 1990; Bhattacharya y col., 199Q; Petri y col., 1990b; Tachibana y
col., 1991; Reed y col., 1992; Gonzflez-Ruiz, 1992). Asf mismo, los antic‘uerpos
monoclonales han servido para caracterizar con més detalle la estructura de algunos antigenos
de superficie de la amiba, como las protefnas de 90 y 29 kDa (Torian y col., 1987; Torian
y col, 1990) y, finalmente, como reactivos especificos en ensayos de inmunodiagnésﬁco
(Ungar y col., 1985; Agundis y col., 1990; Merino y col., 1990; Wonsit y cbl., 199ﬁ). l
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La produccién y uso de anticuerpos monoclonales constituye una de ias biih;:ipales
revoluciones en inmunogufmica, confirmada por el gran incremento en el nﬁniéro"'de‘
Iaboratorios involucrados en este trabajo, Cuando George Kdfiler y Cesar Milstein reporiaron
en 1975, por primera vez, la obtencién de anticuerpos monoclonales con una especificidad
pre-definida (Kohler y Milstein, 1975), se presencid un gran lanzamiento de la inmunologfa,
al desarrollar una forima poderosa de analizar y purificar moléculas individuales a partir de
mezclas complejas encontradas en los materiales biolégicos. Estos reactivos se han convertido
desde entonces en valiosas hertamientas en la investigacién biomédica, con aplicaciones
clinicas para el diagndstico y la terapia de una gran variedad de enfermedades infecciosas y
céncer, asf{ como en la modulacién de la respuesta inmune (Watdmann, 1991).

La también ltamada tecnologfa del hibridoma, fue la culminacién de avances y
" descubrimientos en varios campos aparentemente fio relacionados. De particular importancia
fueron las pruebas a favor de fa teoria de la seleccién clonal (Nossal y Lederberg, 1958}, el
desarrollo de técnicas de fusién celular (Okada, 1962; Litlefield, 1964), la induccitn
artificial de plasmacitomas (Potter y Boyce, 1962) y su adaptacién al cultivo celular (Horibata
y Harris, 1970). Finalmente, la demostracién de que era posible fusionar dos lineas
plasméticas tumorales con el mantenimiento de ambos anticuerpos producidos (Cotton y
Milstein, 1973). .

1, La teoria de la seleccién clonal.

El problema de la diversidad de los anticuerpos es uno de los temas centrales de Ja
inmunologfa. Antes de los afios 50, se crefa ampliamente que el antigeno debfa de alguna
manera "instruir” Ia especificidad de los anticuerpos, al proporcionarie una especie de molde.
Sin embargo, la demostracién clara de que las protefnas tienen secuencias definidas (Sanger
y Thompson, 1953) y el conocimiento gradual de que la secuencia primaria de amino4cidos’
era suficiente para especificar toda la actividad biolégica de ura protefna, creé muchas
dificultades paré las teorfas "instruccionistas”. ‘

La teorfa de la selecci6n clonal de Burnet (1957) evitaba muchas dificultades al
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pdélﬁia;r que cada linfocito. tenfa una especificidad tnica de receptor, y estaba por lo tanto,
premﬁpfbﬁétido para hacer un s6lo tipo de anticuerpo después de una estimulacién
ad(;_c:uada: (Fig. 2). La teoria era capaz de explicar la Especiﬁcidad de la respuesta inmune
dei]t(t;‘}!e la estructura general de la genética, aunque tomé un poco méis de un cuarto de
siglo ‘ameAs' de que los mecanismoslprecisos de la gener&cién de la diversidad'fueran
comprcndidos. ) ]

. .La evidencia en apoyo de la teorfa de la seleccién clonal fue proporcionada
primeramente por Nossal y Lederberg (1958), quienes mostraron que, las células
productoras, de un s6lo tipo de anticuerpo, de ratas inmunizadas con dqs diferentes
antigenos, producfan anticuerpos contra uno u otro antigeno, pero nunca contra [os dos. Sin
embargo, la teorfa de la seleccién clonal permaneci6 en la controversia hasta la mitad de los
1960's, y no fue sino hasta la conferencia de Cold Spring Harbor de 1967, que fue
generalmente aceptada.

A partir de que la teorfa de la seleccién clonal fue enunciada, se encontré que los
linfocitos pueden ser divididos en dos familias. Los linfocitos B, los cuales son los
precursores de las células formadoras de anticuerpos, se forman en la médula dsea y llevan
formas de "receptores” (anticuerpos), sobre sus superficies. Los linfocitos T se forman en
el-timo y no producen anticuerpos convencionales. La principal funcién de los linfocitos T
es la regulacién de la respuesta inmune de las células B, via "ayuda” y "supresién”. Es
ampliamente conocido que la seleccién clonal se aplica tanto a la famila B como a Ia T
(Goding, 1983).

2. Estructura de los anticuerpos.

Les anticuerpos forman la clase de proteinas llamadas inmunoglobulinas. Son
moléculas simétricas compuestas de dos cadenas "pesadas”™ idénticas glicosiladas de peso
molecular 50000-75000 y dos cadenas "ligeras” idénticas no glicosiladas de peso molecular
2325000, Las cadenas pesadas estan unidas por enlaces disulfuro y cada cadena ligera estd
unida a una pesada por un enlace disulfuro,

Las inmunoglobulinas pueden agruparse en 5 clases principales: IgM, IgD, 1gG, IgE
e IgA. Cada tipo de inmunoglobulina posee caracteristicas estructurales y biol6gicas
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distintivas. E! tipo de molécula de inmunoglobulina est4 determinado por su cadena pesada.

Ast, las IgM, IgD, IgG, IgE e IgA poseen cadenas pesadas u, 8, v, € y « respectivamente,
Ademds, la IgG puede ser sub-dividida en cuatro subclases (G1-4 en humanos; G1, G2a, G2b
y G3 en el ratén; G1, G2a, G2b y G2c en !a rata).

Existen dos tipos de cadenas figeras: x y A. Cada tipo de inmunoglobulina contiene
moléculas ya sea con cadenas « o A. Las moléculas individuales pueden poseer cadenas
ligeras x 0 \ pero nunca de las dos. En el ratén y en la rata, més del 95% de las cadenas
ligeras son x. En el ratén existe s6lo una clase de cadena ligera x, pero paraddjicamente
existen cuatro subclases de cadenas A (I-1V). La cadena ligera juega un papel importante en
la determinacion de la especificidad de los anticuerpos, aunque todas las funciones
“efectoras” de los anticuerpos (p.ej. lisis mediada por complemento) son determinadas por
las cadenas pesadas {Goding, 1983; Hood y col., 1984).

3. Control de }a respuesta inmune,

La respuesta inmune a la mayorfa de los antigenos involucra cientos o miles de clonas
de linfocitos, y los productos de estas clonas pueden reconocer muchos sitios diferentes en
una moelécula antigénica. El pequedio sitio sobre.el antfgeno al que se unen los sitios de
combinacién del anticuerpo se llama determinante antigénico. Si un determinante antigénico
ticne una estructura conocida, frecuentemente se le conace como epftope. En la mayorfa de
los casos, casi todas las superficies expuestas de las protefnas son antigénicas, si bien es claro
que 1o todas las protefiias son igualmente inmunogénicas. Los antfgenos presentes sobre las
superficies celulares o fragmenios de membranas son particularmente inmunogénicos,
mientras que otros provocan una respuesta mds débil que puede incrementarse con el emplieo
de los adyuvantes (Goding, 1983),

4. Micloma.

Los mielomas o plasmacitomas son tumores causados por las células productoras de
anticuerpos que se han transformado en malignas. Son células que poseen una gran capacidad
de proliferacién, producen grandes cantidades de inmunoglobulinas anormales, que se

denominan protefnas mielémicas. Se trata de un clon inmortal de célutas descendientes de
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Figura 2. La teoria de la seleccién clonal de la inmunidad.®

De entre los millones de linfocitos B y T presentes en el cuerpo de un veriebrado,
existen algunos que interaccionan con cualquier aﬂﬁgeno que entraen el cuerpo. Estas células
en panicularb, cuyos receptores de anticuerpo o de células T se pueden unir al antfgeno que
ha entrado, son estimuladas por la unién y experimentan una expansién y una maduracién,
El resultado es la expansi6n de clonas de células T, que atacan a los antfgenos de las células
extrafias y clonas de células B que secretan anticuerpos.

*Tomado de Watson y col. (1987)
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una Gnica progenitora; las células de mieloma pueden cultivarse indefinidamente y todas las

inmunoglobulinas que segreguen tendrén una estructura quimica idéntica. Estas
inmunoglobulinas, son en realidad, anticuerpos monoclonales, pero no existe forma de saber
contra qué antfgeno se dirigen, ni de qué modo pueden inducirse mielomas que produzcan
anticuerpos frente a un antigeno especifico (Milstein, 1980),

Los miclomas espontdneos no ocurren muy frecuentemente en ratones pero son
comunes en las ratas, y ocasionalmente, ocurren en e! hombre. En 1959, se descubri6
accidentalmente que sustancias irritantes al peritoneo podian conducir al desartollo de
mielomas en los ratones de la cepa BALB/c. Posteriormente se encentré que el aceite mineral
o el pristano eran potentes inductores de mielomas en los ratones BALB/c,

Se han getierado lineas celulares de miel r , defici en la produccion

de algunas de las cadenas de los anticuerpos, asf como en algunas enzimas, las cuales se han
convertido en herramientas dtiles para la obtencidn de anticuerpos monoclonales (Goding,
1983).

5. Fusién de las células y seleccién de los hibrides.

Para obtener anticuerpos monoclonales,- primeramente un ratén ¢s inmunizado
repetidamente con un antigeno seleccionado. Como resultado, las células B que producen
anticuerpos especlficos contra ese antfgeno proliferan. Después, todos los linfocitos B del
animal, altamente enriquecidos en clonas de células que reconocen el antigeno, son
removidos y fusionados a células de mieloma mutadas cuya propia sintesis de anticuerpos ha
sido eliminada. La fusién de células para Ja inmortatizacién de las células de bazo, requiere
de un medio de seleccién para las mezclas de hibridos (células de bazo-mieloma). El
procedimiento de seleccion (Littlefield, 1964) se basa en la capacidad de las células para usar
la via de "salvamento” para la produccién de guanosina cuando la principal via biosintética
est4 bloqueada (generalmente por los antibidticos aminopterina o ametopterina). Esta via de
salvamento se basa en la prescncia de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa
(HGPRT), Las células que carecen de la enzima morirdn cuando el medio en el que crezcan
contenga hipoxantina, aminopterina y timidina debido a que ambas vias necesarias para la
formacién de los precursores purinicos del DNA se encuentran bloqueadas (Fig. 3). Sin



31

embargo, una célula que es HGPRT crecerd en el medio de seleccién si se fusiona con una

célula que es HGPRT *, Se necesitan mielomas que sean HGPRT * para una exitosa seleccién
de los hibridos entre mieloma (HGPRT ") y una célula de bazo (HGPRT *) en el medio de
seleccién hipoxantina-aminopterina-timidina (medio HAT) (Liddell y Cryer, 1991),
Cuando las células son tratadas con el virus Sendai o altas concentraciones de
polietilenglicol (PEG), sus membranas se fusionan y se forman células multinucleadas
llamadas heterocariones. En la siguiente divisién celular, los micleos de los heterocariones
se fusionan, y las células hijas poseen un nimero mds o menos igual de material genético.
Por razones que aiin todavia no son bien comprendidas los hfbridos resultantes no son

gen@-‘ muy
(Goding, 1983).

, y existe una tendencia fuerte a perder ctomosomas al principio

5.1. Hibridomas. CL :

 Después de la fusién, las células son sémbradas en multicimaras de 96 pozos a
concentraciones que resultan aproximadamente en un hfbrido viable por pozo,. Las células de
mieloma mueren porque no pueden sobrevivir en el medio de seleccion HAT, y las células
de bazo eventualmente mueren porque no pueden sobrevivir durante un perfodo largo bajo
condiciones de cultivo. Alrededor de 2-3 semanas de cultivo después de la fusion, sélamente
los hibridos entre las células de bazo y mieloma contindan creciendo. En este punto los
hibridos son probados para la produccién del anticuerpo de interés, utilizando por lo general,
la técnica de ELISA, encontrindose que sélo un nimeto bajo (=10%) de las células
fusionadas son capaces de producir anticuerpos. Las células que resultan positivas, son
clonadas y re-clonadas para evitar el sobrecrecimiento de otros hibridos o de variantes no
productoras. Estas variantes frecuentemente surgen répidamente después de que un produce
un hibrido, posiblemente debido a la segregacién de cromosomas que ocurre durante las
primeras semanas de cultivo, Después de las clonaciones, algunos de los hfbridos positivos
se cultivan en masa, se¢ cc;ngelan para su futura recuperacién o se inyectan en ratones para
1a obtenci6én de Ifquido ascitico con un titulo alto de anticuerpos (Fig.4) (Yelion y Scharff,
1981; Pollock y col., 1984).



Figura 3. Sistema de seleccién con el medio HAT.® S
- - Las rutas biosintéticas principales son bloqueadas por la aminopterina. Las células
- pueden sintetizar sus &cidos nucleicos utilizando 1a vfa de salvamento, si se les proporcionan .
hipoxantina 'y -timidina. Las células que carecen de las enzimas de la via de salvamento
HGPRT o Timidina cinasa, no pueden sintetizar sus 4cidos nucleicos y por lo tanto, mueren.

*Tomado de Zola (1987)
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Figura 4, Procedimiento para Ia obtencién de auticuerpos monoclonales,” ..
(Ver texto para explicacién)

“Tomado de Watson y col, (1957
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6. Diferencias entre serologia monoclonal y convencional,

Una solucién de anticuerpo monoclonal contiene un solo anticuerpo especifico con
una sola afinidad y un solo isotipo de inmunoglobulina, mientras que una preparacién de
anticuerpo policlonal conticne una variedad de moléculas de anticuerpo dirigidas contra
diferentes porciones del antigeno, asf como anticuerpos que no reaccionan con el antigeno
de interés. Una preparacién de anticuerpo policlonal contiene no sélo anticuerpos contra
antigenos “irrelevantes”, sino también miiltiples anticuerpos diferentes contra el antfgeno de
interés. En el policlonal hay diferentes isotipos y éstos se comportan de manera diferente al
interaccionar con el antfgeno y con otras células, con el sistema del complemento, entre
otros, Habrd anticuerpos con pequefias diferencias en la secuencia de amino4cidos, que
reaccionan con ¢l mismo antigeno pero con diferente afinidad. Las propiedades de los
anticuerpos policlonales serdn una propiedad "promedio” dependiendo de ia composici6n de
1a mezcla (Zola, 1987).

Una consecuencia de la especificidad de los anticuerpos monoclonales es que
relativamente pocas moléculas de anticuerpo se unen a su célula blanco, limitando por lo
tanto, su sensibilidad. Esto puede ser cambiado mediante el empleo de una mezcla adecuada

de anticuerpos monoclonales para i la unién. Aunque los anticuerpos monoclonales
tienden a ser menos sensibles que las mezclas policlonales, muestran una especificidad més
grande y un menor fondo.

Una de las principales dificultades en el uso de los antisueros policlonales es la
reactividad cruzada -la reaccién del suero con un antigeno diferente del antigeno de interés.
Con los anticuerpos monoclonales es muche menor la posibilidad de una reaccién cruzada,
sin embargo se ha observado reactividad cruzada con ellos y puede causar una interpretacién
incorrecta de los resultados. Una causa comiin de la reactividad cruzada en los anticuerpos
policlonales, es {a presencia en el suero de anticuerpos contra antigenos no relacionados con
el antigeno de interés. Este tipo de reactividad cruzada no ocurre con los anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, un solo tipo de anticuerpo puede reaccionar coh
macromoléculas, células o tejidos no relacionados si comparten un mismo epftope. Este caso
puede ocurrir tanto con los anticuerpos monoclonales como con los antisueros convencionales
(Zola, 1987).



37

ODUCCION

YACUNAS

- L. Produccién de vacunas. . .

- El enfoque tradicionalista en la obtencién de vacunas solfa emplear al patégeno
completo: virus, bacmri;, protozoario, etc. atenuado 0 muerto. Sin embargo, las llamadas
vacunas de nueva generacién no emplean ya este enfoque. Su desarrollo conjunta la
informaciér inmunolégica y los avances en las técnicas de biologfa molecular. an, este
enfoque, las nuevas vacunas sélo incluyen algunas moléculas (nativas o recombinantes),
partes de éstas (péptidos sintéticos) o en su defecto, anticuerpos anti-idiotipo que mimetizan
alguna estructura original en el patégeno (Estrada, 1992).

Algunas de las vacunas que actualmeate se emplean fueron desarrolladas antes del
advenimiento de Ja biologfa molecular y aunque sélo se han podido obtener un nimero
limitado de ellas, han significado un gran avance cientffico. Dentro de Ias vacunas de nueva
generacin que han demostrado ya una ef‘lcacia en los animales en los que se ha probado,
se encuentra la de la rabia (Kieny y col., 1988; Rupprecht y col., 1988). No obstante, adn
faltan muchas vacunas para prevenir un gran ntimero de enfermedades infecciosas cuya
trascendencia en salud puede ser muy seria (Estrada, 1992).

Uno de los avances que ha tenidq mayor impacto en los iltimos 10 afios en el
desarrollo de vacunas, ha sido la utilizacion de los anticuerpos monoctonales para identificar
y aislar antfgenos de diferentes patégenos. Antes de que se contara con ecllos, los
inmunélogos trabajaban con mezclas de antigenos, que dificultaban la identificacion y
aislamiento Je antigenos individuales (Woodrow, 1990).

Los anticuerpes monoclonales son excelentes sondas para localizar epftopos en
antigenos con variabilidad. Desde un punto de vista inmunoldgico, los determinantes
altamente especificos deben inducir una mayor proteccién en el hospedero. Sin embargo,
desde un punto de vista comercial 0 de produccién, es poco prictico producir vacunas que
s6lo protejan contra una de varias cepas importantes, o que contengan miiltiples variantes de
un antigeno protector. Los anticuerpos monoclonales pueden ser empleados para discriminar
la minima variacién entre antfgenos aparentemente iguales; si se identifica uno con estas
caracterfsticas, es posible identificar una porcién invariable dentro de la misma molécula, que
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posteriormente puede emplearse como inmundgeno y de esta forma intemtar inducir
proteccion (Woodrow, 1990).

Es importante hacer notar que los anticuerpos monoclonales pueden identificar
cualquier epftopo que sea antigénico, sin importar su naturaleza quimica. Debido a que
algalmos antfgenos protectores han demostrado ser carbohidratos, es importante determinar
fa naturaleza qufmica del determinante identificado con anticuerpos monoclonales, ya que
dicha informacién finalmente determina la estrategia a seguir en el aislamiento y consecuente
produccién de la vacuna que contenga tal antfgeno (Estrada, 1992).

2. Inmunoprofilaxia de la amibiasis.

" Los estudios sobre inmunidad protectora anti-amibiana se encuentran todavia en etapa
experimental; sin embargo, en animales de laboratorio los resultados obtenidos han sido en
general satisfactorios. Los modelos animales mds utilizados en estudios de inmunoprofilaxis
de la amibiasis son el cobayo, el himster y més'.recientemente. el jerbo (Tsutsumi y col.,
1992).

Los primeros intentos de inducir proteccién anti-amibiana han sido utilizando extractos
crudos de E, histolytica. Actualmente, los esfuerzos se han encaminado hacia la utilizacién

de’ antfgenos mejor definidos, menos complejos y més i génicos. Se han probado
fracciones ribosomales y lisosomales y los resuitados indican que la fraccién lisosomal parece
ser el mejor candidato para la induccién de inmunidad protectora anti-amibiana (Tsustsumi
y col., 1992). Otros experimentos han logrado inducir inmunidad protectora con extractos
crudos provenientes de cultivos axénicos, especialmente cuando se utilizaron las fracciones
de mayor peso combinadas con adyuvantes como el glucano o el dimicolato de trehalosa,

A,

Sin embargo, otros grupos han cor do a experi lai ién de proteccién
anti-amibiana empleandu antfgenos altamente purificados, Petri y Ravdin (1991) utilizaron
la lectina de 170 kDa en jerbos para probar su capacidad protectora antiamibiana. La
"vacuna” tuvo una eficacia del 67%, sin embargo cuando se presentaron abscesos hepéticos
en los animales inmunizados fueron de mayor tamafio que los que se formaron en los
animales control; ¢ésto puede sugerir un papel supresor de esta lectina, También s¢ ha

intentado la induccién de proteccion empleando la lectina de 220 kDa (Rosales-Encina y col.,
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1987), pero los resultados obtenidos no mostraron el desarrollo de proteccién alguna y los

animales inmunizados presentaron un alto porcentaje de abscesos hepéticos de mayores
dimensiones que en los animales control (Tsutswni y col., 1992). Esto nos lleva a concluir
que este tipo de experimentos no han tenido el éxito que se esperaba, probablemente debido
a que algunos antfgenos tengan epitopos supresores. Se ha propuesto que estos epftopos sean
presentados por células presentadoras de antigeno a células T con actividad supresora,
bloquendo de esta manera la activacién de la respuesta inmunolégica (Tsutsumi y col., 1992).

Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales y de clonacién de DNA, jugardn
un papel importante en la determinacién y produccién de antigenos purificados que

demuestren eficacia para inducir inmunidad protectora anti-amibiana a futuro.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los objetivos m4s ambiciosos, dentro del estudio de la amibiasis experimental,
s ¢l de obtener una vacuna que pueda inducir una proteccién efectiva en la poblacién
humana, Para tratar de lograr este objetivo, se requiere de un conocimiento profundo de los
procesos inmunol6gicos a nivel molecular dentro de la relacién huésped-pardsito. Por lo
tanto, se necesita de la identificacién, aislamiento, purificacién y caracterizacién de los
ant{genos de los paré4sitos.

La importancia del estudio de estos antigenos resulta evidente: son necesarios para
el inmunodiagnéstico, el andlisis inmunopatolégico, la cuantificacién de las varias respuestas
inmunes en los hospederos infectados, vacunados o resistentes naturales, asf como para ¢l
andlisis de la variabilidad fenotipica en las poblaciones de parésitos.

Dado que la proteina de 24 kDa de E. histolytica es un antigeno que participa en la
relacidn pardsito-célula blanco y que ademis, parece encontrarse alterado en cepas no
patégenas de la amiba, en este trabajo sc decidié comenzar su estudio y, principalmente,
obtener anticuerpos monoclonales, que como se ha mencionado, serdn de gran utilidad para

su futura caracterizacién inmunoquimica y funcional.
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OBJETIVOS

.. Con base en lo anterior, en esta tesis nos propusimos los siguientes objetivos;

Objetivo general:
Caracterizar inmunobioqufmicamente a la protefna de 24 kDa de
Entamoeba histolytica.

Objetivos particulares:

1) Caracterizar a la p24 por:

a) Reconocimiento por anticuerpos policlonales

b) Determinacion del niimero de protefnas de ese peso
c) Purificacitn parcial de la protefna

d) Determinacién de la presencia de olingacéridos

2) Obtener anticuerpos monocionales conira esta protefna

3) Caracterizar parcialmente a los anticuerpos monoclonales por:
a) Isotipo

b) Purificacién parcial

c) Especificidad

d) Tiulo
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo de trofozoftos de Entamoeba histolytica de la cepa HM1:IMSS.

Los trofozoftos de amiba de la clona A (Orozco, 1981) fueron cultivados
axénicamente a 37°C en tubos de vidrio de 16 x 125 mm con tapa de rosca (P.K., México),
con medio TYI-33 (Diamond y col., 1978), suplementado con: 13% de suero bovino
(Microlab, México), previamente inactivado a 56°C durante 30 min; 3% de la mezcla de
vitaminas de Diamond (Special Diamond Vitamin Mixture, North American Biologicals),
0.25 Ul/mi de penicilina (Lakeside, México) y 35 pg/ml de estreptomicina {Lakeside,
México). E! in6culo deseado se sembro, en tubos con 12 ml del medio TYI-S-33 completo
y se dejé en incubacin hasta que alcanzé la fase logaritmica de crecimiento. Para resembrar
el cultivo de amibas, los tubos se incubaron en un pequeiio baiio de agua-hieto durante 10-15

. min, se agitaron suavemente, para despegar a los trofozoftos de las paredes, y se inocularon
en medio fresco, '

Para cultivos masivos, los trofozoftos se sembraron en botellas de cultivo de 25 cm?
(50 mi) y de 75 cm? (250 ml) (Falcon, E.U.A.). A las boteilas se les colocéd un indeculo de
1 y 2 tubos respectivamente, con amibas en fase logaritmica de crecimiento, mds medio
medio TYI-S-33 completo, 10 m! para las botellas de 25 cm? y 60 ml para las de 75 cm®
Estos cultivos nuevamente se dejaron crecer hasta que alcanzaron la fase logarftmica,
momento en el que se cosecharon.

E! cultivo ya sca de tubo o de botella, se cosechd por enfriamiento en hiclo para que
se despegaran las amibas del recipiente, y el medio con los trofozoftos se vaci6 en tubos de
polypropyleno de 15 6 50 ml con tapa de rosca {(Falcon, E.U.A.), dependiendo del volumen.
Se centrifugaron a 360 x g durante 7 min a 4°C (1500 rpm en centrifuga Beckman TJ-6) y
el botén celular se lavé dos veces con solucién salina amortiguadora de fosfatos estéril (PBS;
NaCl 140 mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO, 8 mM, KH,PO,, pH 7.2). Después, el botén celular
se resuspendi6 en un volumen de 30 ml de PBS y se tomé una alfcuota para contar las
amibas. Las amibas s¢ contaron en una cdmara de Neubauer (Hausser Scientific, E.U.A.),

al microscopio de luz.
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2, Extraccién de proteinas totales de E. histolytica.
2.1, Método directo erupleando el inhibidor de proteasas
p-hidroximercuribenzoato (Método 1).
La extraccién de protefnas totales se realizé modificando el método descrito por Avila
y col, (1985) y Caiderdén y Avila (1986).
Cuando los trofozoftos alcanzaron la fase logaritmica de crecimiento, se cosecharon

para ia extraccion de protefnas. Una vez delerminado el mimero de células, el paquete se
resuspendié en 1 ml de p-hidroximercuribenzoato (PHMB) 100 mM (Sigma, E.U.A.),

- disueltoen Trizma base [ Tris(hidroximetil)aminometano] (Sigma, E.U.A.) 100 mM, porcada
12 x 10° trofozoftos. Para lisar las amibas, éstas se agitaron vigorosamente por 5 min en un
aparato "Vortex" (Super-mixer, Lab-Linc Instruments Inc., E.U.A.), alternando su
colocacién en hiclo. Al termino de esto, la muestra se dividié en alfcuotas, de 500 gl (en
tubos Eppendorf, Alemania), una de ellas para cuantificacién de protefnas; cuando las
muestras no se emplearon para electroforesis se conservaron a -20°C; cuando se utilizaron
para electroforesis las muestras se hirvieron durante 3 min y después sc conservaron a -
20°C,

2.2. Método de extraccién con MgCly-dcido acético empleando el inhibidor de
proteasas N-etil-maleimida (Método 2).
La realizacién de esta técnica se basa en el trabajo descrito por Warner y Gorenstein
(1977).

Después de que se cosecharon los trofozoitos, se lavaron 2 veces con PBS y se
contaron, Después de centrifugar, el botén celular se resuspendié en 1 m! de A-etil-
maleimida[CsH,NO, (NEM)(Sigma, E.U.A.)1, 0.1 mM por cada 12 x 10° trofozoftos. La lisis
de las amibas se hizo mediante tres ciclos de congelacién-descongelacién, la muestra se
colocd en nitrogeno liquido y después en un bafio Marfa a 37°C, aproximadamente 1 min
cada vez. A la muestra se le adicion6 el detergente Nonidet P-40 (Sigma, E.U.A.) al 10%
a una concentracién final de 0.1%, y lentamnente se le agregaron por un volumen de NEM,
0.1 vol de MgCl, (J.T. Baker, México) 1 M y 2 vol de &cido acético glacial (CH,COOH,
Merck, México). Esto se mantuvo en agitacién por 1 h a 4°C, Después se centrifugd a 720
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x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se colocé en una bolsa de diélisis de 16 mm de

didmetro y 25 mm de ancho, con un Ifmite de exclusi6n de peso molecular de 12000 a 14000
(Spectrapor, Spectrum Medical Industries,Inc.; E.U.A.) y se dializ6 con soluciones de 4cido
acético (1 1) a las siguientes concentraciones: 6%, 4.5%, 3% y 1.5%, con cambios de las
soluciones cada 8 h, Cuando terminé de dializarse la muestra, se colocd en viales de vidrio
y se congelaron en una mezcia de acetona-hielo seco, para colocarse posteriormente en una
miquina liofilizadora (Lyph-lock 4.5, Labconco, E.U.A.). Al término de Ja liofilizacién, las

muesteas se conservaron a -20°C.

3. Cuantificacién de proteinas empleando el método de Lowry.

La concentracién de proteinas se determiné por ¢l método descrito por Lowry y col.
(1951), modificado por Oyama y Eagle {1956).

Para la determinacidn, se emplearon 5 pl de las muestras de proteina obtenidas por
el método 1, a los que se les agregaron 195 pl de agua bidestilada. A esta muestra, que se
prepar6 por duplicado, se le adicion6 1 ml de una soluci6n preparada al mezclar un volumen
de CuS0,.5H,0 (Merck, México) al 0.5% con 50 volimenes de una solucién de Na,CO,
(1.T. Baker, México) al 2% més NaOH (Merck, México) al 0.4 % y tartrato de sodio-potasio
(Merck, México) al 0.02%. Se mezcl6é muy bien y se dejé 10 min en reposo a temperatura
ambiente. Después se le adicionaron 100 ul del reactivo de Folin-fenol-Ciocalteus (Merck,
Meéxico) dilufdo 1:1 en agua bidestilada. Nuevamente se mezclé bien y se incubd a
temperatura ambiente durante 45 min, Posteriormente, se determin la densidad 6ptica a una
longitud de onda de 750 nm; se colocé !a muestra en celdas desechables de poliestireno de
075 ml y de 10 x 4 x 45 mm (Sigma, E.U.A)} y se realiz6 la lectura en un
espectrofotémetro Spectronic 601, (Milton Roy, E.U.A.). La concentracién de protefnas se
obtuvo, con ayuda de un programa de computadora, al interpolar los valores de absorbancia
contra una curva de calibracién de concentraciones conocidas de BSA, desde 0 a 100 pg de

protefna, por duplicado y bajo las mismas condiciones de la muestra problema.
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4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
redactoras (PAGE-SDS). '
En este trabajo se analizaron las proteinas de E. histolytica en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes, de acuerdo al método de Laemmli (1970), modificado por Avila (1982) y

se realizaron geles verticales tanto gtandes (206 em?) como pequefios (40 em?).

Las protefnas fueron tratadas de la siguiente manera:

i) Para las muestras obtenidas por el metodo 1, una vez que las proteinas fueron
cuantificadas, se colocaron los ui correspondientes a2 | mg de proteinas y se le adicion6 un
volumen igual de solucidn ameortiguadora de muestra o de Laemmli 2X (Tris-HC! 125 mM
(Sigma, U.S.A.), pH 6.8; dodecil sulfato de sodio (SDS)(Bio-Rad, E.U.A.) 4%, y glicero}
(Merck, Alemania) al 20%). Esta mezcla se hirvio en un bafio Marfa por 3 min y, después
se congeld en nitrégeno Hquido. Las muestras se almacenaron a -70°C hasta su uso. Cuando
se necesitaron las muestras para la electroforesis, se descongelaron lo mds répido posible y
se les adicioné el §% del agente reductor B-Mcrcipmclanol (Bio-Rad, E.U.A.); sc hirvieron
por 2 min en bafio Marfa y se colocaton en hielo hasta el momento de cargarse en ef gel.

i) Para las proteinas obtenidas por el métado 2, se pesd la cantidad necesaria de
protefnas liofilizadas y se disolvieron completamente en un volumen adecuado de solucién
amortiguadora de muestra 1X (por ejemplo, | mg en 250 g). Se hirvié fa muestra durante
3 min en bafio Marfa, después se le adiciond 5% de fi-Mercaptoetanol y nuevamente se
hirvieron durante 2 min. Al #rmino de este tiempo se colocaron en hielo hasta cargarse en
el gel.

Las protefnas se analizaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 12 %
para resolver mejor a las proteinas de bajo peso molecular,

Para geles verticales grandes se empled el sistema de electroforesis de Bethesda
Research Laboratories (BRL) y para geles pequefios se utilizd el sistema de Bio-Rad (Mini
Protean {I System). En ambos sistemas se emplearon las siguientes soluciones y todas se
filtraron a través de una membrana de 0.45 nm (Millipore, E.U.A.), solucién de mon6merd:
acrilamida (Bio-Rad, E.U.A.} al 30% con 2.7% de bis (N, N’'metilen-bis-acrilamida)(Bio-
Rad); solucién amortiguadora de corrida 4X, que contiene Tris (Sigma, E.U.A.) 1.5 M, pH
8.8 ajustado con HCI; solucién amortiguadora concentradora 4X, que contiene Tris 0.5 M,



47

MATERIALES ¥ MITODOS
pH 6.8 ajustado.con HCI; SDS al 10% (Bio-Rad, E.U.A.); como solucién iniciadora de la
reaccién persulfato de amonio (Bio-Rad, E.U.A.) al 10% y como catalizador TEMED (Bio
Rad, E.U.A.).

Se prepararon dos geles, uno separador y otro concentrador. El gel separador se

prepar6 con las siguientes- concentraciones finales: acrilamida al 12%, bis 1.08%; Tris HCI

. 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1%. Esta mezcla se desgasific6 en un sistema de vacio durante 10-
15 min y después se agregaron persulfato de amonio 0.05% y TEMED al 0.003%. El ge!
concentrador se preparé con las siguientes concentraciones finales: acrilamida al 4%, bis-
acrilamida 0.01%, Tris HCI 0.125 M pH 6.8, SDS al 0.1%, esta mezcla también se
desgasifics por .10 min y después se adicionaron persuifato de amonio al 0.05% y TEMED
al 0.005%. Tanto el persulfato de amonio, como el TEMED se afladicron a la solucién de
los geles inmediatamente antes de vaciarla a los moldes.

Los geles grandes se prepararen en moldes de vidrio de 15 x 17 cm y con separadores
de 1.5 mm, y los geles pequeiios en moldes de 10.2 x 8.8 cm, también con separadores de
1.5 mm. Una vez armado el molde y sellado, se vaciaron 30.01 ml de la solucién del gel
separador para geles grandes y 10 ml para geles chicos; después se adicion6 un poco de agua
(=1 ml) para aplanar el gel. Cuando el gel polimerizé (=50 min) se afiadi6 en el espacio
restante del molde la solucién del gel concentrador e inmediatamente se coloco el peine,
formador de pozos (para colocar en ¢stos las muestras) y se dejé polimerizar (=30 min).

Después, ef gel se mont6 en la cimara de electroforesis (BRL modelo V16! para
geles grandes y Bio-Rad modelo Trans-blot para geles chicos) y se le agregé solucién
amortiguadora de corrida 1X [Tris 0.025 M (Sigma, E.U.A.), glicina 0.192 M (Sigma,
E.U.A.) y SDS (Bio-Rad, E.U.A.) al 0.1%]. A las muestras de protefnas se les adicion6
colorante azul de bromofenol al 0.1 % (volumen final)(Merck, México) y se colocaron en
los pozos las cantidades correspondientes. Los geles grandes se corrieron durante 18 h a 45

voltios y los geles pequefios se corrieron por 1 h-a 100 voltios.

5. Electroforesis bi-dimensional en geles de poliacrilamida.
La electroforesis en geles de dos dimensiones es la combinacién de dos técnicas

electroforéticas: isoelectroenfoque y electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.
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Las proteinas amibianas se separaron de acuerdo al método de O'Farrel (1975). Para

realizar la primera dimensién se emplearon tubos de vidrio de 16 x 0.8 x 0.25 cm de luz,
Estos tubos se lavaron en mezcla crémica [K,Cr,0, (Merck, México) 0.34 M, 300 m], con
21 de H,SO, concentrado (Merck, México)], se enjuagaron con agua bidestilada, se lavaron
con cloroformo (Merck, México), nuevamente se enjuagaron con agua bidestilada y se
hornearon a 250°C durantc toda la noche anterior a su uso. Después, los tubos se sellaron .
de un extremo con cinta para laboratorio "parafilm” (American Can Company, E.U.A.) y
se marcaron a los 12,5 cm de largo, a partir del extremo sellado. Se hicieron corridas
wiilizando 6 tubos. Para formar el gel de la primera dimensién los tubos se llenaron hasta Ia
marca, con ayuda de una manguera fina, con una solucién que contenfa 2,75 g de urea
(Aldrich "Gold Label”, E.U.A.), 0.67 ml de una solucién de acrilamida/bis (30% T/5.4%
C)(Bio-Rad, E.U.A.), 1 ml del detergente no idnico Nonidet P-40 (Sigma, E.U.A.) al 10%,
1 ml'de agua destilada desionizada, 0.2 ml de anfolitos de pH 5 a 7 (Bio-Rad, E.U.A.), y
0,05 ml de anfolitos de pH 3 a 10 (Bio-Rad, E,U.A.); esta mezcla se desgasific6 previamente
durante 15 min y después se le adicionaron 3 ul de persulfato de amonio (Bio-Rad, E.U.A.)
al 10% y 3 pul de TEMED (Bio-Rad, E.U.A.). Los geles de los tubos se dejaron polimerizar
por 2 h. Luego, se les retiré el "parafilm" y se enjuagaron con agua bidestilada por ambos
exIremos.

Una vez que fueron secados con tiras de papel grueso, los tubos se colocaron en el
médulo para geles en tubo de la cdmara de electroforesis modelo V16 de BRL (E.U.A.), y
se colocs encima de cida uno 15 #l de solucién amortiguadora de muestra para la primera
dimensién fur2a 9.5 M (Aldrich, E.U.A.), NP-40 (Sigma, U.5.A.) al 2%, B-mercaptoetanol
(Bio-Rad, E.U.A.) al 5%, anfolitos de pH 5 a 7 (Bio-Rad, E.U.A.) al 1.6% y anfolitos de
pH 3 a 10 (Bio-Rad, E.U.A.) al 0.4%] y 15 ul de solucién amortiguadora de muestra de la
primera di ién de cubrimi ("overlay")(urea 9 M, anfolitos de pH 52 7 al 0.8% y
anfolitos de pH 3 a 10 al 0.2%). Posteriormente, se adicion6 a la cAmara superior la solucién

amortiguadora del citodo (NaOH 0.02 M) y a la cimara inferior la solucién amortiguadora
del dnodo (H,PO, 0.01 M); los geles se pre-corricron primero 15 min a 200 voltios, después
30 min a 300 voltios y finalmente 60 min a 400 voltios.
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Al término de la pre-corrida, se deseché Ia solucién amortiguadora de la cdmara

superior, los tubos se sacaron del médulo y se enjuagaron con agua bidestilada por ambos
lados. Después se secaron y colocaron nuevamente en el médulo; se les colocé a cada uno
1.5 mg de la muestra de protefnas amibianas obtenidas por ¢l método 2, resuspendida en 80
#l de la solucién amortiguadora de muestra para [a primera dimensién y se les adicionaron
10 gl de Ia solucién amortiguadora de muestra de cubrimiento ("overlay”). La cdmara
superior se llend con soluci6n amortiguadora del citodo nueva y los geles se corrieron
durante 20 h a 400 voltios.

. Cuando termind la primera dimensién, los tubos se sacaron del médulo y los geles
se sacaron de los tubos aplicando presi6én positiva en un exwremo del tubo, Los geles se
recibieron en la solucién amortiguadora de equilibrio que contiene Tris HC (Sigma, E.U.A))
0.0625 M, pH 6.8, SDS (Bio-Rad) 2.3%, glicerol (Merck, Alemania) 10% y 8
mercaptoetanol. (Bio-Rad, E.U.A.) al 5%; se dejaron equilibrando al menos 1 h o se
congelaron a -20°C. Durante el equilibrio, se prcp'zirﬁ un ge! vertical de poliacrilamida-SDS,
como se describié en la secci6n anterior. El gel de la primera dimensién se colocé en la parte
superior del gel concentrador y se cubrié con una solucién de agar (Difco, E,U.A.) al 1%
en solucién amortiguadora de equilibrio, adem4s de agregarle azul de bromofenol (0.1%
volutnen final)(Merck, México). La segunda dimensién se corrié por 18 h a 45 voltios.

6. Tinciones de los geles de poliacrilamida.

6.1, Tincién con azul de Coomassie,

Una vez que las protefnas fueron separadas en el gel de poliacrilamida, éste se
desmont6 tanto de la cdmara como de los vidrios y se colocé en un recipiente de vidrio o de
pléstico que contenfa una solucitn fijadora con metanol (Merck, México) al 50%, 4cido
acético (Merck, México) al 10%; el gel se dejé en agitacién durante 2 h, Después, el gel se
tifié con la solucién de azul brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad, E.U.A.) al 0.05% ¢n
metanol al 50%, 4cido acético al 10%; el gel se volvié a dejar en agitacién durante 4 h,'
Luego de que el gel quedé completamente azul, se destifié con una solucién de metanol al
5%, 4cido acéfico al 7%; el gel se dejo en agitacién hasta que las bandas de protefna
aparecieron azules sobre un fondo transparente. El gel se guard6 en agua y se fotografid o
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bien se coloco en bolsas de pléstico a 4°C.

6.2, Tincién de PAS para carbohidratoes.

La técnica de PAS, reactivo de Schiff-4cido peryédico (Periodic acid, Schiff's
reagent), sc usa para teflir glicoprotefnas, heparina, sulfato de condroitina, polisacdridos y
otros materiales con un alto contenido de carbohidratos. Es un método que se aplica para la
identificacién de glicoprotelnas separadas en geles de poliacrilamida o agarosa (Strémqvist
y Gruffman, 1992).

En este trabajo se tifieron las protefnas amibianas con la técnica de PAS, siguiendo
el protocolo descrito en Faitbanks y col. (1971). Todos los pasos se hicieron en una
plataforma con movimiento, ‘

" Una vez que termind la electroforesis de proteinas, el gel fue desmontado de la
cimara y de los vidrios y colocado en un recipiente de vidrio para fijarlo con isopropano!
(Merck, México) al 25% y dcido acético (Merck, México) al 10% durante toda 1a noche.
Después, el gel se transfirié a isopropanol al 10%, 4cido acético al 10%, durante 6-9 h.
Luego, ¢l gel se colocd en dcido acético al 10% por toda la noche. Al dfa siguiente, el gel
se traté con 10 volimenes (200 ml) de 4cido peryédico (Merck, Alemania) al 0.5% por 2
h 2 4°C en la oscuridad. Posteriormente, se transfirié a 10 volimenes de arsenito de sodio
(Sigma, E.U.A.) al 0.5% y 4cido acético al 5% durante 30-60 min. Después, se cambié a
10 voltimenes de arsenito de sodio 0.1%, 4cido acético al 5% por 20 min; este paso se
repitié una vez més. El ‘gel se colocd en 10 voldmenes de dcido acético al 5% de 10-20 min.
Finalmente, el gel se transfirié a 10 voldmenes de! reactivo de Schiff y se dejé toda la rioche
a 4°C; [el reactivo de Schiff se preparé de la siguiente manera: se disolvieron 2.5 g de
fuesina bisica (Bio-Rad, E.U.A.) en 500 m! de agua bidestilada. Se agregaron 5 g de
metabisulfito de sodio (Sigma, E.U.A.) y 50 ml de HCl (Merck, México) 1 M. Se dejé en
agitaci6n por varias horas, después se filtré con 2 g de carb6n activado (Merck, Alemania)}.
Al dfa siguiente, las bandas de glicoproteinas se tifieron de una tonalidad rosa. Para
contrastar las bandas y retardar su desvanecimiento, el gel se lavé con metabisulfito de sodio
0.1% en HC! 10 mM, durante varias horas hasta que esta solucién de enjuague se torné

rosada.
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7. Electroelucién de proteinas a partir de geles de poliacrilamida.
La proteina de 24 kDa se electroeluy6 de geles preparativos de poliacrilamida-SDS

grandes, de acuerdo con la técnica descrita en Hunkapiller y col. (1983). Se emplearon
aproximadamente 15 geles al 12%, tefiidos con azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad) al 0.5%
en isopropanol (Merck, México) al 30% y 4cido acético (Merck, México) al 10%, durante
1S min a temperatura ambiente. Estos geles se destifieron con una solucién de metanol
(Merck, México) al 16.5% y écido acético al 5% por 3 h a 4°C. Posteriormente, se corté
‘de cada uno la banda’ correspondiente a la protefna de 24 kDa; las bandas se colocaron en
tubos de 50 ml con tapa de rosca (Falcon, E.U.A.) y se lavaron con agua bidestilada por
3 ha4°C, con 4 cambios de agua. Luego, las bandas se colocaron en una caja de Petri y
se cortaron en pedacitos, de aproximadamente 5 mm con una navaja de rasurar, que fueron
colocados cuidadosamente en las celdas especiales para electroelucién, Las celdas se
cubrieron en su parte inferior con una membrana de diélisis, con un limite de exclusién de
12000 a 14000 (Spectrapor, E.U.A.). Estas membranas se prepararon humedcciéndolas‘
primero con bicarbonato de amonio (Sigma, E.U.A.) al 1%, a 60°C por 1 h; inmediatamente
después se lavaron con agua bidestilada y se humedecieron con SDS (Bio-Rad, E.U.A.) al
0.1%, por 1 h a 60°C; se lavaron con agua bidestilada y se almacenaron en SDS al 0.1%
a temperatura ambiente, hasta el momento de usarse. Una vez colecada la membrana y los
pedacitos del gel en la celda méis grande de la cdmara de electrolucién, éstos se cubrieron
con una solucién de bicarbonato de amonio 0.4 M, SDS al 2% y ditiotreitol (DTT)(BRL,
E.U.A.) al 0.1% (solucién "overlay”); por (ltimo, las celdas se cubrieron con la solucién
amortiguadora de elucién que contenfa bicarbonato de amonio 0.05 M y SDS al 0.1%. Las
celdas se colocaron en el tanque de elucién {concentrador electro-eluidor modelo ECU-040
(C.B.S. Scientific Co., E.U.A.)}, que previamente se llené con sofucién amortiguadora de
elucién y se le acondicion6 una bomba peristéltica para recircular la solucién, Se dej6 en
reposo durante 3 h, tiempo en el que actué el DTT. Al término de este tiempo, se conecté
el tanque a una fuente de poder y se le suministré una energfa de 50 voltios durante 12-16
h. Después, se cambié la solucién amortiguadora de elucién por la de dilisis que contenfa
bicarbonato de amonio 0.01 M y SDS 0.02% y se aplicaron 80 voltios durante 20 h.
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Posteriormente, 1a protefna eluida (=200 ul) se colect6 en un vial de vidrio, se

congel6 en una mezcla de acetona-hielo seco y se liofilizé en una méquina Lyph-lock 4.5
(Labconco, E.U.A.). Finalmente, la protefna se disolvié en 100 ul de agua bidestilada y se
precipité con 400 u! de metanol/acetona (50;50), durante 12 h o més a -20°C. Para analizar
la protefna por electroforesis, se centrifugé la muestra a 16 000 x g, en una microcentrifuga
Eppendorf, durante 20 min a 4°C y el paquete se resuspendié (1:1) en solucién
amortiguadora de muestra 2X, se colocé en bafio Marfa durante 3 min, se le adicioné un 5%
de B-mercaptoetanol (Bio-Rad, E.U.A.), se volvi6 a hervir por 2 min y se colocé en hielo
hasta cargarse en un gel de poliacrilamida al 12%.

8. L lectrotransferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa
(Western blof).
La inmunoelectrotransferencia (frecuentemente referida como Western blotting) se usa
para identificar antfgenos especificos reconocidos por anticuerpos policlonales o monoclonales
. {(Ausubel y- col., 1991). Para realizar la transferencia de las protefnas amibianas a
nitrocelulosa se utilizé la técnica descrita en Towbin y col. (1979).

8.1. Con un segundo anticuerpo marcado.

Para gel pequefio se realiz6 lo siguiente: después de la separacion electroforética de
las protefnas, el gel de poliacrilamida se colocé en un recipiente con selucién amortiguadora
de transferencia [Tri's (Sigma, E.U.A.) 0.025 M, glicina (Sigma, E.U.A.) 0.192 M, pH 8.3
y metanol (Merck, México) al 20%] para equilibrarlo durante 30 min. Por otvo lado, se cortd
un trozo de papel de nitrocelulosa (NC) (Immobilon-NC, poro 0.45 pm, Millipore, E.U.A.)
del mismo tamafio del gel y se equilibré par 10 min en la misma solucién amortiguadora de
ransferencia. Una vez equilibrados el gel y el papel, se hizo un "emparedado” de la siguiente
manera; se colocé la unidad de transferencia (Mini trans-blot, Bio-Rad, E.U.A.), en una
bandeja con solucién amortiguadora de transferencia, con el lado del citodo hacia el fondo;
primero se colocé un cojinete de fibra "scotch brite” y en seguida un trozo de papel filtro
del tamafio de la fibra (Whatman 3, Inglaterra), previamente humedecido en la solucién
amortiguadora. Sobre el papel filtro se colocé el gel y sobre de
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éste, el papel de nitrocelulosa, presionando con un objeto cilindrico para eliminar cualquier

burbuja de aire; después se colocé otro pedazo de papel! filtro y un cojinete de fibra. La
unidad finalmente se cerr6 y se colocé en la cfimara de transferencia (Mini trans-blot, Bio-
Rad, E.U.A.), se le colocé una unidad refrigerante y se lené con solucién amortiguadora
de transferencia fria, colocindose posteriormente dentro de un recipiente con hielo, esto con
el fin de mantener la temperatura baja y evitar el sobrecalentamiento de la unidad.
Finalmente la cimara se conect6 a una fuente de poder (Bio-Rad modelo 250/2.5, E.U.A.)
y la transferencia se corri6 a 100 voltios, 0.2 A, durante 90 min; se cuid6 de que el amperaje
no legara a 0.7.

Para gel grande, la transferencia se realizé en semi-seco, con el equipo de Trans-Blot
SD de Bio-Rad y estd basada en los principios descritos en Kyhse-Andersen (1984). Después
de la electroforesis de las protefnas, el gel ce colocé en un recipiente con sclucién
amortiguadora de transferencia de Bjerrum y Schafer-Nielsen (1986): Tris (Sigma, E.U.A.)
48 mM, glicina (Sigma, E.U.A.) 39 mM, pH 9.2, metanol (Merck, México) al 20% mis
0.0375 g de SDS (Bio-Rad, E.U.A.), para 1- 1. El gel se dej6 equilibrando durante 15 min.
Simultdneamente se cortaron pedazos de papel de NC (Immobilon-NC, poro 0.45 um,
Millipore, E.U.A)) y filtro (Whatman 3, Inglaterra) del tamaiio del gel y se dejaron
equilibrando también en ta misma solucién amortiguadora por 15 min. Luego, se colocaron
los componentes en la unidad de transferencia de la siguiente manera: primero tres hojas de
pape! filtro sobre el dnodo de platino, pasando un objeto cilfndrico sobre la superficie para
excluir todas las burbhja.s de aire, después se colocé el papel de NC y en seguida
cuidadosamente, el gel, alinedndolo en el centro de la membrana; se presioné con el objeto
cilfndrico; se colocaron otras 3 hojas de papel filtro encima del gel y se removieron las
burbujas de aire con cuidado. Cuando se transfirieron 2 geles, se coloc6 una hoja de
membrana de dislisis pre-humedecida en la solucién amortiguadora de transferencia, sobre
el papel filtro superior del primer gel. Para terminar, se colocé el cétodo sobre el
"emparedado” y se presiond, evitando movimientos bruscos, para asegurar las aldabas. Se
empalmé la cubierta protectora sobre la unidad, se conectaron los electrodos a una fuente de
poder y se corrid la transferencia a 20 voltios durante 45 min,

Cuando terminé la transferencia (grande o pequefia), la unidad se desmonts, se



54

MATERIALES Y METODOS
desarmé el "emparedado” y el papel de nitrocelulosa se colocd en un recipiente con leche
descremada (blocker, non-far dry milk, Bio-Rad, E.U.A.) al 1% en solucién amortiguadora
de fosfatos salina 10 mM-Tween, pH 7.4, [PBS-Tween: NaCl (Merck, México) 150 mM y
polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20) (Sigma, E.U.A.) al 0.05 %)., durante toda

1a noche a 4°C, esto para bloquear las uniones inespecificas de anticuerpos. El gel se 1ifi6
con azul de Coomassie para verificar la eficiencia de la transferencia, Después de bloqueado
y para la interaccién con los anticuerpos, ¢l papel en algunos ¢asos se cort en tiras y en
otros se dejé completo. En el caso de las tiras, las incubaciones se realizaron en tubos de la
marca Nunc (Dinamarca) de 4.5 mi. Para la interaccién con el primer anticuerpo, el papel
de nitrocelulosa se incubd con: el suero de rat6n o conejo (dilufdo), con el sobrenadante de
cultivo (entero o diluido), o con el liquido ascitico (diluido); las diluciones se realizaron con
una solucién de leche descremada al 1% en PBS 10 mM-Tween, Esta primera interaccién
se llevé a cabo durante toda la noche a 4°C con agitacién lenta. Luego, al papel de NC se
le 1ir6 la solucién y se lavé 3 veces con PBS 10 mM-Tween, por 5 min cada lavado a
temperatura ambiente. ’

La interaccién con el segundo anticuerpo (anti-ratén o anti-congjo, Sigma, E.U.A.),
dirigido contra la regién constante del primero y acoplado a la enzima peroxidasa de rdbano,
se llevé a cabo incubando el papel de NC con este anticuerpo, dilufdo con la solucién de
leche descreinada al 1% en PBS 10 mM-Tween, con agitacién suave durante toda la noche
a 4°C o durante 4 h a temperatura ambiente. Después, se lavé el papel a temperatura
ambiente, para quitar el exceso de anticuerpo de la siguiente manera: 3 veces con PBS'10
mM-Tween; 2 veces con PBS 20 mM (solucién amortiguadora de fosfates salina 20 mM, pH
7.4 y NaCl 150 mM) y una vez con solucién amortiguadora de fosfatos SO mM, pH 7.4,

-Cada lavado duré 5 min. Finalmente, se realizé la deteccién de los complejos antfgeno-
anticuerpo incubando el papel en solucién reveladora de transferencia [4-cloro-1 naftol
(Sigma, E.U.A.) 0.5 mg/m! en metanol, y peréxido de hidrégeno al 0.01% (Merck,
Alemania) disueltos en solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM. El papel se mantuvo en
agitaci6n hasta que fueron visibles las bandas, momento en el que se lavé con agua

det

bidestilada excesi te para fa reaccién.
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8.2, Con una lectina marcada. .

Las lectinas son un grupo de protefnas o glicoprotefnias con dos o més sitios de unién
que reconocen secuencias especificas de residuos de azicar (Barondes, 1981).

Después de la transferencia de las proteinas amibianas a papel de NC, se incub6 éste
con una lectina marcada con peroxidasa de rdbano. La lectina WGA (Wheat germ agglutinin)
de Triticum .vaulgaris tiene una.afinidad por residuos y oligémeros de N-acctil-ﬂ-l)—
glucosamina, La WGA no contiene carbohidratos que se unan a protefnas. )

El siguiente método se basa en el trabajo descrito en Goding y Handman (1984) y se
realizé de la siguiente manera: primeramente se preparé albimina bovina sérica (BSA)
(Sigma, E.U.A.) al 4% en acetato de sodio (Merck, México) 0.1 M, pH 4.5 con m-
peryodato de sodio (Sigma, E.U.A.) 10 mM, durante 6 h a temperatura ambicnte en la
oscuridad. Esta oxidacién del peryodato fue necesaria debido a que la BSA dnicamente es
un 96-99% pura y contiene impurezas de glicoproteina que unirfan lectinas., El exceso de
peryodato se eliminé con glicerol (Merek, Alenﬁnia) a una.concentracién final de 10 mM.
Esta solucién se dializ6 toda la noche contra dos cambios de NaCl (Merck, México) al 0.9%
y se diluyd en BSA 1% para hacer una solucién amortiguadora de lavado-BSA. Esta solucién
de lavado se us6 para saturar los sitios de unién de protefnas sobre el papel de nitrocelulosa,
asf como para preparar las diluciones de la lectina, Después de la transferencia, el papel de
NC se incubd a temperatura ambiente durante 4 h con la solucién amortiguadora de lavado
con la lectina WGA acoplada a peroxidasa [(Sigma, E.U.A.), preparada en solucién
amortiguadora de fosfatos, pH 6.8]. Asl mismo, se colocé un control de Ia lectina mds el
azucar N-acetilglucosamina (Sigma, E.U.A.) 0.2 M, también en solucién amortiguadora de
lavado-BSA, por>4 h a temperatura ambiente. Al termino de la incubacidn, los papeles de NC
se lavaron con las soluciones amortiguadoras de fosfatos 10 mM-Tween, PBS 20 mM y
soluci6n de fosfatos 50 mM, durante 5 min por 3 veces. La deteccién de la unién de la
lectina a las protefnas amibianas glicosiladas se realiz6 incubando los papeles en solucién de
revelado para transferencia y se mantuvieron en agitacion hasta que las bandas se hicieroh
visibles, momento en el que fueron lavados excesivamente con agua bidestilada para detener

la reaccidn.
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9. Ensayo inmunoenzimdtico en fase sélida (ELISA) para la deteccién de
" anticuerpos anti-amiba, -
El ensayo de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Engvall y Perlman, 1971) -

se utiliza ampliamente para la deteccién de antfgenos solubles y anticuerpos, y es empleado
preferentemente para detectar anticuerpos de los sobrenadantes de hibridomas.

Para realizar el ELISA, primeramente se obtuvieron las protefnas amibianas totales
(antfgeno), mediante el método 1, se cuantificaron por el método de Lowry y se disolvieron
a una concentracién de 20 pg/ml en solucién amortiguadora de carbonatos 0.1 M, pH 9.6
[NagCo, (3.T. Baker, México) 0.2 M, 40 ml, m4s NaHCO, (J.T. Baker, México) 0.2 M, 85
- ml y H;O para 250 ml]," Con esto se recubrieron microplacas de 96 pozos dé fondo ptano
(Linbro, E.U.A. o Immulon No.1, Dynatech, E.U.A.); se colocaron 200 u! por pozo y las
placas se dejaron en incubacién a 4°C por toda la noche. Al dfa siguiente; se eliminé el
sbbrenadamc y los pozos se lavaron 3 veces con solucién amortiguadora de fosfatos salina
10 mM-Tween, pH 7.4 (PBS-Tween)(ver seccién 8.1.). Los sitios no cubierios por el
antfgeno fueron blogueados con leche semi-descremada (blocker, non-fat dry milk, Bio-Rad,
‘E.U,A.) al 0.5%. Las multicimaras se incubaron con el bloqueador durante 45 min a 37°C.

Después, a las microplacas se les tir6 el sobrenadante y se lavaron 4 veces con PBS-Tween.
o Para ia identificacién de anticuerpos anti-amiba se emplearon 100 ul por pozo, ya
fuera de dituciones de suero de ratén (pre-inmune ¢ inmune), de sobrenadante de cultivo o
de liquido ascitico. Las multicAmaras se incubaron con el primer anticuerpo a 4°C toda la
noche 0 a 37°C durante 90 min. Luego, se retiré el sobrenadante de tal manera que no se
mezclaran los contenidos de los pozos. Estos se lavaron 3 veces con PBS-Tween y la placa
se coloc6 hacia abajo sobre papel absorbente para que se secara bien, Después a cada pozo
se le agregaron 100 ul del conjugado de anticuerpos de cabra anti-ratén acoplado 2 la enzima
peréxidasa de rébano (Sigma, E.U.A.) a una dilucién §:10 000 en PBS-Tween con leche
semi-descremada al 0.5%. Las microplacas se incubaron a 37°C durante 90 min 0 a
temperatura ambiente durante 3 h, De nuevo se eliminé el sobrenadante de las placas y se
lavaron 3 veces con la solucién de PBS-Tween. Para observar la reaccién enzimética, se
afiadieron 200 ul de solucién reveladora con el sustrato para 1a enzima que consistié en ¢-
fenilendiamina (Sigma, E.U.A.) y peréxido de hidrégeno (Merck, Alemania), ambos al
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0.04% &n solucién amortiguadora de fosfato [Na,HPO, (Merck, México)] 0.05 M y citrato
[&idﬁ'c’ltricb Sigma, E.U.A.)] 0.025 M, pH 5.0. Las placas se incubaron a 37°C, en
oscuridad, durante 30 min o mis, hasta ver claramente el color de la reaccién. Para parar

el desarrollo de la reaccitin se agregaron a cada pozo una gota de H, SO, 2:5 M. Las placas
s¢ colocaron en un lector de microplacas (Titertek Plus MS2, ICN Flow, E.U.A.), y se
efectud su lectura a una longitud de 490 nm.. ' :

10. Inmunizacién de ratones de la cepa BALB/c con la protefna de 24 kDa para
Ia cbtencién de cflulas de bazo para fusi6én celular.

La parte fundamental de este trabajo comsisti6 en la obtencién de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la proteina de 24 kDa de £. histolytica. Para tal efecto, fue
necesario obtener inicialmente una respuesta imnune en ratones conira este antigeno. Los
ratones son preferentemente usados para obtener anticuerpos monoclonales ya que existen
Ifneas celulares de mieloma de raton bien establecidas y ademés los hibridos resultantes
tienden a ser més estables (Dunbar, 1987).

10.1. Aislamiento de la proteina de 24 kDa.

La protefna de 24 kDa fue aislada a partir de peles preparativos grandes de
poliacrilamida-SDS al 12% con muestras de protefnas obtenidas por el método 1. La proteina
se identifico con ayuda de marcadores de peso molecular, se cort6 del gel con un bisturf y
las bandas colectadas se lavaron con agua bidestilada durante 10 min y se almacenaron a

-20°C hasta ser preparadas para inmunizarse en los animales.

10.2. Cuantificacién.

Los geles de poliacrilamida-SDS fueron cargados con una cantidad conocida de
protefnas totales de amiba, pero, ya separadas las protefnas, no se sabfa que cantidad del total
corrésponderla a la protefna de 24 kDa. Para conocer aproximadamente la cantidad de
protefna que se concentraba en la banda de gel, se someti6 a electroforesis una pequefia
muestra d2 protefnas totales amibianas en un dnico pozo; el gel se tifi6 con azul de
Coomassie y se destifié con los procedimientos descritos anteriormente. Este pequeilo gel se
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colocd, cubierto con un pléstico, en un adaptador para realizar pruebas de densitometria en
un espectrofotémetro Beckman, modelo DU-7-(E.U.A.). Esta prueba se llev6 a cabo a una
longitud de onda de 550 nm y el aparato graficé autométicamente un "barrido” en el que se

localizaron los picos' correspondientes a las diversas protefnas amibianas, Asimismo, se
realizé una prueba con marcadores de peso molecular, El pico correspondiente a la proteina
de 24 kDa fue identificado y comparado por peso con el total de los picos registrados. De
esta manera se obtuvo un valor aproximado del porcentaje que representa esta protefna con
respecto al resto de las protefnas amibianas.

10.3. Esquema de inmunizacién,

- La estimulacién de una respuesta inmune humoral efectiva en los ratones es critica
para la producci6n de anticuerpos monoclonales dirigidos contra un antigeno particular,
Como se sabe, la respuesta inmune es adaptativa, es decir, si un animal es inmunizado con
un antfgeno al que nunca antes s¢ habfa cnconﬁ'ado. producird una pequefia cantidad de
anticuerpos (respuesta primaria). Si, después de algin tiempo, el mismo antigeno es
reinmunizado, la respuesta de anticuerpos (respuesta secundaria) es mds rdpida, més fuerte
(se produce mis anticuerpo) y es cualitativamente diferente (s¢ hacen diferentes tipos de
molvéculas de anticuerpo y generalmente se unen con més alta afinidad al antfgeno, en
comparacién con la respuesta primaria). Los protocolos de inmunizaci6n deben tomar en
consideracion estos rasges de la respuesta de anticuerpos (Zola, 1987).

Para la inmunizaci6n de los animales se consideraron los siguientes aspectos:

Antigeno, Una vez que se tuvo un valor aproximado de la cantidad de protefna en las
bandas de geles de poliacrilamida, se hizo un célculo para inmnunizar =50 ug de ésta por
cada ratén. Se inmunizaron 6 ratones de la cepa BALB/c en total. La mezcla para inmunizar
se preparé de la siguiente manera: se coloc la cantidad necesaria de protefna en un
homogenizador-de vidrio de 7.ml (Wheaton, E.U.A.) y se agregaron 1.2 ml de solucién
amortiguadora de fosfatos salina, 0.15 M, pH 7.2; con el pistilo de baja presién (tipo B) st
homogenizé la proteina. Después, esta solucién se coloc6 en una jeringa desechable de S ml
(Piastipack, Becton-Dickinson, México), sellada en el extremo de la aguja, sin su émbolﬁ,
y se e adicionaron 1.2 ml de adyuvante completo de Freund (Gibco, E.U.A.), (muy bien
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homogenizado) para el primer reto, o adyuvante incompleto de Freund (Gibco, E.U.A.), para

los siguientes retos. El adyuvante se empleé para incrementar y estimular una buena
respuesta contra el antfgeno. Una vez agregado el adyuvante, se procedi6 a hacer una
emulsién con la ayuda de una jeringa de 1 ml (sin aguja). Esta se colocé dentro de la de 5
ml, subiendo y bajando continuamente el émbolo para mezclar los componentes. Lo anterior
se realizd hasta que se obtuvo una pasta uniforme. Después, se retiré la jeringade 1 ml y
a la de 5 ml se le colocd su émbolo, Se le colocd una aguja de 18 x 38 mm (1 1/2) (Yale,
Becton-Dickinson, México). Asf, la mezcla estuvo lista para ser inmunizada en ratones.

Animales. Se eligi6 Ia cepa de ratones BALB/c debido bésicamente a que las lineas
celulares de mieloma utilizadas para la fusin son originarias de esta cepa; ademés era mejor
si posteriormente se deseaba obtener l{quido ascitico de tumores.

Se emplearon 6 ratones machos de 8 semanas de vida. Cada ratén fue marcado para
su identificacién. Se hizo una pequeiia perforacién en el borde de la oreja derecha utilizando
el cédigo de marcaje de ratones. !

Antes de ser inmunizados por primera vez, los ratones fueron sangrados para obtener
suero preinmune. Los animales se sangraron de la vena retroorbital, sujetdndolos firmemente
e introduciendo una pipeta Pasteur de vidrio larga, que se movi6 lentamente y con rotacién
axial hasta que la sangre fluyé por el tubo. Esta se colecté en tubos Eppendorf, se retrajo el
codgulo, se dejé a 4°C toda la noche y al dfa siguiente se colecté el suero, el cual se
conservé a -20°C. Este suero se prob6 por ELISA y Western-blot, para detectar si
reaccionaba con protefnas amibianas y determinar el tftulo de anticuerpos.

Inmunizacién. Se inmunizaron 400 ul (=50 pg) de la mezcla para cada ratén, por
via intraperitoneal. Los ratones se reinmunizaron en 2 ocasiones més, con intervalos de 15
dfas entre los retos.

Después de la tercera inmunizacién, los animales se sangraron nuevamente para
conocer el titulo de anticuerpos contra la protefna de 24 kDa. Cuatro dias después del dltimo
reto, se extrajeron los bazos de aquellos ratones que presentaron la mejor respuesta humordl

contra este antfgeno.
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11. Extraccién de macréfagos de peritoneo de ratdn como células alimentadoras

de mieloma ¢ hibridomas.

Los macréfagos se utilizaron como células alimentadoras en los cultivos de células
de mieloma y de hibridomas. Para obtenerlos se usaron ratones hembras adultos de la Eepa
BALB/c.

Los animales se anestesiaron con cloroformo (Merck, México) hasta la muerte, se
lavaron perfectamente con agua bidestilada y cloruro de benzalconio (Anti-benzil, México;
diluido 1:1), y se fijaron a una tabla de diseccién. La obtencién de los macréfagos se realizé
en condiciones de esterilidad. Con pinzas y tijeras se retiré la piel del abdomen. cuidando
de no rasgar el peritoneo. En la cavidad peritoneal, se inyectaron 5 ml de medio Dulbecco
(DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco, E.U.A.) con una jeringa de 5 ml
estéril (Plastipack, Becton-Dickinson, México), ésta se dejé insertada en la cavidad peritoneal
y se le dio masaje al animat durante 5 min. Después se le retiré ¢l DMEM, cuidando de no
pecforar los intestinos del ratén,

El DMEM con células del peritoneo, se pasé a un tubo nuevo y estéril de 15 ml
(Falcon, E,U.A.) y se centrifugé a 360 x g a 4°C durante 5 min, El bot6n celular se
resuspendi6 en el medio de cultivo adecuado, de acuerdo a su utilizacién: para descongelar,
propagar células de mieloma e hibridomas se usé medio Dulbecco completo {suplementado
con 20% de suero fetal bovino (Hy-Clone, E.U.A.), previamente inactivado a 56°C,
glutamina (Sigma, E.U.A.) 200 mM, glicina (Sigma, E.U.A.} 0.15 mM, 2-mercaptoetanol
(Bio-Rad, E.U.A.) 0.01 M, fungizona (anfotericina B, Gibco, E.U.A.) 250 pg/mi, 100
Ul/m! de penicilina (Lakeside, México) y 100 pg/ml de estreptomicina (Lakeside, México).
Todas !as soluciones, a excepcion del suero, se esterilizaron por filtracién en membranas de
0.1 um (Millipore, E,U.A.)]; para la seleccién de hibridomas se usé medio Dulbecco
completo con el suplemento de medio HAT (Hipoxantina, Aminopterina, Timidina)
(50X)(Sigma, E.U.A.), 2.4 ml para 120 ml de medio (Dulbecco-HAT). Los macréfagos se
sembraron en multicimaras de 96 6 24 pozos (Linbro, E.U.A.} o en botellas de cultivo de
25 cm® (50 ml) o de 75 cm? (250 mi) (Falcon, E.U.A.). Se incubaron a 37°C, en una
atmosfera de CO, al 7% con una humedad relativa del 85 al 95%. Antes de usarse se verifico

que no hubiera contaminacién microbiana,
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12. Cultivo de células de mieloma de la linea P3-X63-Ag8.653.

Una vez que los ratones mostraron una buena respuesta humoral contra la protefna

de 24 kDa, se procedi6 a preparar la linea celular de mieloma para Ia fusién con las células
de bazo.

Las células de mieloma de la linea P3-X63-Ag8.653 (Kearney y col., 1979) fueron
descongeladas para ser cultivadas en medio Dulbecco completo. Inicialmente se cultivaron

en microplacas de 24 pozos, previamente sembradas con macrofagos.

12.1 Curva de crecimiento y determinacién de la fase logarftmica.

Después de que las células se descongelaron y comenzaron a crecer continuamente,
se subdividi6 el cultivo para su expansién y para tener una cantidad suficiente de células para
obtener una curva de crecimiento. La curva de crecimiento ayudé a determinar la fase
logarltmica del cultivo y se realizé de la siguiente manera: las células de micloma se
cosecharon, desprendiéndose por agitacién, se centrifugaron por 5 min a 360 x g a 4°C, se
resuspendieron en un volumen de medio (p.ej. 15-20 mi), se tom6 una alfcuota y se contaron
en una cimara de Neubauer. Se colocaron 5 ml de medio Dulbecco completo en 20 cajas de
Petri dé cultivo de 60 X 15 mm (Falcon, E.U.A.) y se adicionaren aproximadamente 50,000
células por caja. Las cajas se incubaron a 37°C, en una atmésfera de CO, al 7%, y una
humedad relativa del 85 al 95%. Cada 12 h se rctiraron dos cajas para el conteo de las
células hasta completar las 120 h. Para contar las células, éstas se despegaron de la caja con
una pipeta Pasteur subiendo y bajando el medio, cuidando de no hacer demasiadas burbujas.
Las cajas se revisaron al microscopio para corroborar que no quedaran células en eilas. Las
células se contaron en una cdmara de Neubauer y se sacé un promedio de las dos cajas. Con
estos datos se graficd el nimero de células contra el tiempo. El tiempo de divisién (tn) se
calculé a partir de la siguiente expresién (Goding, 1983):

0.693 t
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donde: t = tiempo transcurrido
Ny = nimero inicial de células
N = nimero final de células
e = 27183

Cuando se conocié el tiempo de divisién, se sembré un inGculo para tener a las

células el dfa de la fusién en fase logarftmica, utilizando ia siguiente férmula:

0.693 t

N,

Las células se cultivaron en medio Dulbecco completo suplementado con B-azaguanina
(dilico, E.U.A.) a 20 pg/ml, durante 1 semana, con el fin de eliminar posibles células
revertantes. Este compuesto es incorporado en los dcidos nucléicos por la enzima HGPRT
(hipoxantina gyanosina fosforibosil transferasa) y mata a la célula, Asf, este compuesto purgd
a la poblacién en cultivo de cualquier posible célula que hubiera revertido en la expresién
de la enzima. '

Cinco dias antes de la fusién se sembraron dos inéculos de células de mieloma en
medio Dulbecco completo, en botellas de cultivo de 75 cm? (Falcon, E.U.A.) para tener 25
X 10° células por botella,

12.2, Prueba de viabilidad por exclusién con azul tripano.

La prueba de exclusién de colorante es usada para determinar el nimero de célulﬁ
viables presentes en una suspenﬁién de células. Se basa en el principio de que las células que
estdn vivas poseen membranas intactas que excluyen ciertos colorantcs, tales como el azul -
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tripano, eosina o propidium, mientras que las células muertas no lo hacen. Por lo tanto, en

esta prueba, una célula viable tendré un citoplasma claro, mientras que una célula muerta
tendrd un citoplasma azul (Coligan y col., 1992).

- Para determinar la viabilidad, las células de mieloma o de bazo se centrifugaron
durante 5 min a 360 x g a 4°C y la pastilla se resuspendié en medio Dulbecco (sin suero).
Se tomé un volumen de las células (p.ej. 100 ul) y se mezclé 1:1 con una solucién de azul
tripano (Gibco, U.S.A.) al 0.4% en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2; se dejé en
reposo durante 3 min a temperatura ambiente, Se tomé una alicuota de la mezcla y se
contaron las células, teflidas y no tefiidas, en una cdmara de Neubauer. El porcentaje de
viabilidad se determiné de Ia siguiente forma:

nimero total de células viables (no tefiidas)
% de viabilidad celular = X 100
ndmero total de células (tefiidas y no tefiidas)

13. Fusi6n celular entre células de miel ¥ células de bazo i

‘ Para la obtencién de los hibridomas, se llevaron a cabo dos fusiones, empleando los
bazos de 2 ratones que presentaron los titulos més altos de anticuerpos anti-p24, tanto por
ELISA como por Western-blot. Para cada fusién se emplearon tubos cénicos de 15 y 50 m!
(Falcon, E.U.A.) nuevos y estérilgs y se realizé lo siguiente:

Primeramente, los ratones seleccionados se sangraron para obtener una muestra de
sus sueros; después, se anestesiaron hasta la muerte con cloroformo, se lavaron muy bien con
aguabi-ﬁestilada,' alcohol (95 %) y cloruro de benzalconio (Anti-benzil, México, dilufdo 1:1).
Se colocaron sobre una tabla de diseccién, en condiciones de esterilidad, y con pinzas y
tijeras se procedié a abrir para levantar la piel y localizar el bazo, el cual se extrajo con
cuidado y se colocé en una caja de Petri con medio Dulbecco. El bazo se disgregé en la
campana de flujo laminar, utilizando pinzas y agujas estériles, picando primero y disgregando
suavemente, posteriormente se resuspendié muy bien y se pasd a un tubo cénico de 15 ml
con pipeta Pasteur (cada bazo por separado). Se dej6 en reposo por 5 min, para sedimentar
los trozos prandes de tejido; ¢l sobrenadante se pasé a otro tubo y se dejé reposar por 1
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min; luego, se recuperé el sobrenadante, sin llegar a tocar el fondo y se centrifugé a 360 x

g por 5 min a 4°C; el sobrenadante se eliminé y Ia pastilla se resuspendié muy bien agitando
el tubo con la mano. Se adicioné un volumen de cloruro de amonio (Merck, México) 0.16
M, amortiguado con Tris (Sigma, E.U.A.) 0.17 M, pH 7.6 en una proporcién de 9:1 y con
un pH final de 7.2, y se incubé cl tubo en la mano durante 2 min para lisar los eritrocitos;
El tubo se Ilené lentamente (por las paredes) con medio Dulbecco y se centrifugé a 360 x
g durante 5 min a 4°C; las células se lavaron con Dulbecco 2 veces mas de la misma
manera, se resuspendié ef botén celufar en 10 ml de medio Dulbecco, se tom6 una muestra
para contar y se realizé la prueba de viabilidad con azul tripane.
- Las células de micloma (en fase log) se despegaron por agitacién fuerte de la botella
6 veces. Las células se pasaron a un tubo cénico de S0 m! y se centrifugaron a 360 x g por
5 min a 4°C. El sobrenadante se elimind, la pastilla se resuspendié muy bien y se lavé 2
veces con medio Dulbecco. El sobrenadante se elimind, Ia pastilla se resuspendié muy bien
.y se adicionaron 5 ml de medio Dulbecco; se tom6 una alicuota para contar y se realizé la
prueba de viabilidad con azul tripano.
Una vez que estuvieron listas las células de bazo y de mieloma, se realizé la fusién
en un wbo cénico de SO mi, siguiendo Ia técnica descrita en Fazekas de St. Groth y
Scheidegger (1980). Las células se mezclaron en una relacién 1:1, utilizando 3.3 x 10°
células de bazo y el mismo nimero de células de micloma;el tubo se Hend con medio
Dulbecco y las células se centrifugaron a 360 x g por 5 min. El sobrenadante se eliminé muy
bien. la pastilla se resuspendié suavemente, con la mamo y se adiciondé 1 ml de
polietilenglicol 400 (PEG 400) (Gibco, E.U.A.), dejindose | min en la mano con rotacion
suave. El PEG se diluy6 poco a poco con medio Dulbecco, mezelando suavemente, hasta
Hegar a una concentracion final de 5%. Esta mezcla celular se incub6 a 37°C por 5 min,
después se centrifugé a 300 x g durante 5 min y luego, se resuspendieron en el medic de
seleccion (Littlefield, 1964), llamado Dulbecco-HAT (ver seccién 11). Finalmente, la mezcla
de fusién se sembré en multicAmaras de 96 pozos, fondo plano (Linbro, E.U.A.), sembradas
previamente con macréfagos (1 6 2 dias antes); se colocaron 5 ml por multicAmara,
aproximadamente 50 ¢l por pozo. Las multicAmaras se incubaron a 37°C, en una atmésfera
de CO, al 7% y una humedad relativa del 90%.
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14. Cultivo y clonacién de hibrid
Después de la fusién, las células se re-alimentaron cada tercer dfa. Durante los

primeros 10 dias con el medio Dulbecco-HAT, luego se cambié el medio de cultivo a
Dulbecco-HT [medio Dulbecco completo con el suplemento de Hipoxantina-Timidina
(HT)(50X)(Sigma, E.U.A.) 2.4 ml para 120 ml] hasta el dfa 18, en el que se cambié este
medio a medio Dulbecco completo. Aproximadamente 21 dfas después de realizada Ia fusién,
se tuvo certeza de que las dnicas células sobrevivientes fueron los hibridos que resultaron
formados de las células de bazo inmune y las células de mieloma ¢hibridomas). Para observar
el crecimiento de las clonas y detectar posibles agentes contaminantes, los cultivos se
revisaron todos los dfas al microscopio. Los pozos en los que hubo clonas se registraron y
marcaron. Cuando las colonias de células ocuparon 3/4 del pozo y el medio de cultivo se
torné de un color amirillento, los sobrenadantes se colectaron para determinar la presencia
de anticuerpos anti-amiba por. ELISA.

Para su propagacién y élonacién. los hibridomas que resultaron positivos por ELISA,
se desprendieron del pozo, se tom6 el medio con una pipeta pasteur larga y se dirigi6 el flujo
hacia uno de los lados del pozo, para no daflar a las células, Se transfirieron
aproximadamente 3/4 partes del cultivo a un pozo de una placa de cultivo de 24 (con
macréfagos) y el resto se dej6 en el pozo para conservar la colonia original (ésta después se
congelo).

Cuando las nuevas colonias (positivas) se encontraron en la fase log de crecimiento,
se procedi6 a su clonacién por medio de la técnica de dilucion limitante. Los anticuerpos
monoctonales son secretados por la progenie de una sola célula que tiene la capacidad de
producir un solo tipo de molécula de anticuerpo, por lo tanto, se requiere la clonacién para
evitar problemas de poliespecificidad y para minimizar el riesgo de sobrecrecimiento de
células no productoras. Aunque ia clonacién puede realizarse por la técnica de agar suave,
las clonas derivadas de esta técnica deben de adaptarse a cultivo Ifquido para que los
sobrenadantes s¢ puedan probar (Coffino y col., 1972). Debido a que la clonacién por
dilucién limitante permite probar directamente los sobrenadantes, este método es mucho més
ventajoso. La clonacién por dilucién limitante es un método basado en la distribucidn de
Poisson; la dilucién de las células en un nimero apropiado por pozo puede maximizar la



66
- _
proporcién de pozos que contienen una sola clona (Ausube! y col., 1991). La técnica
empleada se basé en el trabajo de McKearn (1980).
Las células se despegaron suavemente del pozo, con una pipeta Pasteur, y se pasaron

a un tubo cénico de IS ml (Falcon, E.U.A.); se contaron en una cAmara de Neubauer, y se
calcul6 el nimero de célutas por mililitro. Después, se realizaron 2 diluciones, en tubos de
2 ml (Nunc, Dinamarca): primeramente una 1:10, tomando del tubo de 15 ml y, a partir de
ésta otra 1:100, completando con medio Dulbecco. De esta ultima dilucién se tomé lo
neceserio para tener aproximadamente 0.8 célula en 100 ul de medio Dulbecco completo
(=1 célula por pozo) y se sembraron 48 pozos (la mitad de una microplaca) previamente
sembrada con macréfagos. Las multicdmaras se incubaron a 37°C en una atmésfera de CO;
al 7% con una humedad relativa del 90%. Se revisaron cuidadosamente los pozos, se
detectaron y registraron aquellos en los que se abservé claramente Ia presencia de una sola
colonia de células. Las clonas también se re-alimentaron cada tercer dfa. Cuando las células
ocuparon nuevamente 3/4 partes del pozo, se expéndieron 5 pozos a pozos grandes (placa de
24) y se volvieron a probar los sobrenadantes por ELISA para corroborar la presencia de
anticuerpos anti-amiba. Para la segunda clonaci6n se eligié el hibridoma que di6 mejor
resultado por ELISA y se procedi6 como se describi6 anteriormente. El resto de los cultivos

se congeld.

15, Congelacién y d gelacién de hibrid
Para congelar los hibridomas, las células se deben encontrar en buen estado de

crecimiento tanto en las multicAmaras de 24 pozos como en las botellas de cultivo. Una vez
que las células llenaron las 3/4 partes del pozo o de la botella, se despegaron del pozo
resuspendiendo suavemente con pipeta Pasteur el fondo (evitando hacer burbujas) y, en el
case de las botellas, por agilaciénv fuerte 5 veces consecutivas. Después, las células se
pasaron a un tubo de 15 ml (Falcon, E.U.A.), se tomé una muestra y se contaron; se llené
el tubo con medio Dulbeéco y se centrifugaron a 300 x g por 5 min a 4°C. Se deseché &l
sobrenadante y fa pastilla de células se conservé en hielo. Inmediatamente se preparé una
Qolucién de dimetil-sul foxido (DMSO){Sigma, E.U.A.) al 10% en medio Dulbecco completo,
se mezcl6 muy bien y se esterilizé por filtracién a través de una membrana de 0.22 gm. Las
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" células se resuspendieron suavemente en un volumen adecuado de esta solucién, manteniendo
el tubo en hieto, se pusieron 2 x 10° 0 més células por criotubo; luego se colocaron muestras

de 1 ml en criotubos de 2 m! (Nunc, Dinamarca), previamente rotulados, Los tubos con las
células se almacenaron a -70°C de 4 a 12 h, en un ultracongelador (Forma Scientific,
E.U.A.); posteriormente se pasaron a un tanque de nitrégeno ifquido para su conservacién
permanente. La viabilidad de las células congeladas de cada uno de los [otes se verificG, para
tener Ia seguridad de contar con las clonas deseadas en ¢! momento en que se necesitaran.
Para descongelar las células deseadas, cuando menos con ua dia de anticipacién se
prepararon multicimaras de 24 pozos o botellas de cultivo de 25 cm? con macréfagos. La

descongelacién se hizo lo més rdpidamente posible p do el tubo del nitrégeno a un baiio
de 37°C; ya descongelado, el contenido del tubo se pass a un tubo cénico de 15 ml y se le
adicion6 medio Dulbecco para dilufr el DMSO, evitando asf que las cflulas se dafaran. Las
células se centrifugaron a 300 x g durante 5 min a 4°C y [a pastilla se lav6 una vez mds con
medio Dulbecco, Luego, la pastilla se resuspendiél;:n medio Dulbecco completo precalentado
& 37°C; la suspensién celular se sembré en los pozos o en las botellas y se incubé a 37°C,
en una atmdsfera de CO, al 7% y una humedad relativa del 90%. Los cultivos se re-
alimentaron cada tercer dfa; se revisaron los dfas siguientes para corrobar que las células se
hubieran adherido a las superficies y se encontraran creciendo.

16. Obtencién a gran escala de anticuerpos monoclonales.
16.1. Crecimiento en masa de hibridomas.

- - Existen dos maneras distintas de obtener anticuerpos monoclonales a partir de la linea
del hibridoma: mediante el crecimiento de la Ifnea en cultivo y mediante el crecimiento de
ésta en animales en forma de tumor. El material proveniente del cultivo celular no esti
contaminado por otros anticuerpos, pero puede ser producido Gnicamente en pequeiias
concentraciones, mientras que el material producido ett animales puedeé estar contaminado con
otras inmunoglobulinas, si bien puede ser obtenido en tltulos més altes. En término§
aproximados, en el liquido ascftico los anticuerpos se encuentran 1000 veces mis
concentrados que en el sobrenadante de cultivo (Zola, 1987).
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. Una vez que las lineas de hibridomas seleccionadas fueron clonadas 2 veces, se

pasaron de los pozos de la placa de 24, a botellas de cultivo de 25 cm? (Falcon, E.U.A.).
Para obtener el anticuerpo monoclonal a partir del sobrenadante, las lineas de hibridomas
simplemente se mantuvieron en cultivo, hasta que alcanzaron a cubrir 3/4 partes de las
botellas, momento en el que se colectS el l{quido y el cultivo se dividi6, se despegaton las
células por agitacién y se pasé aproximadamente la:mitad de las células a otra botella,
suplementdndolas con medio nuevo. Cuando las células se encontraron en fase log, se
pasaron a botellas de 75 cm’, con ¢l fin de obtener una mayor cantidad de sobrenadante y
se dejaron en estas botellas hasta que el cultivo précticamente murid, esto con el fin de
acumular la mayor cantidad de anticuerpo, El sobrenadante (de un tono amarillento) se
colectd en tubos de SO ml (Falcon, E.U.A.) y se mantuvo a -20°C hasta su uso.

16.2. Induccién de tumores en ratén.

~ Para realizar esto, se inyectaron 0.5 ml de Prislano (2, 6, 10, 14-
Tetrametilpentadecano, 96%, Aldrich, E.U.A.), por via intraperitoneal, a ratones machos
BALB/c de 1| mes de edad, aproximadamente 10 dfas antes de la inoculacién de los
hibridomas. Los hibridomas deseados se sembraron de tal manera que a los 10 dfas las
células se encontraran en fase log, se cosecharon, se centrifugaron, se resuspendieron y se
contaron, Las células se lavaron y se resuspendicron en un volumen adecuado de medio
Dulbecco, de tal manera que se inmunizaron a cada ratén 5 x 10° células en 1 ml, también
por via intraperitoneal.” Se inmunizaron 6 ratones para cada lfnea celular. Cuando apareci6
la peritonitis por el tumor, el liquido ascitico se dren6 del rat6n en condiciones de esterilidad,
aproximadamente cada tercer dia, dependiendo del tamafio del tumor; para la colecta del
liquido ascitico se utilizé una aguja de 18 x 38 mm (Yale, Becton-Dickinson, México), la
cual se colocd dentro del abdomen del ratén, éste se sujetd firmemente y se le fue dando
masaje, colectando el lquido en un tubo de 15 m! en frfo, obteniendo no més de 5 ml por
vez para evitar que el animal se descompensara y muriera. En esta forma duraron més
tiempo produciendo los anticuerpos monoclonales. E! liquido colectado se centrifugé a 360
x g, durante 5 min a 4°C, para eliminar células y material particulado, después se tomé6 una
alfcuota para determinar la presencia del anticuerpo esperado por Westrern-blot y el resto del
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Ifquido ascitico se conservé a -20°C, hasta ser precipitado con sulfato de amonio (McKearn,
1980).

17. Determinacién del isotipo de los anticuerpos.

Como se explicd, los anticuerpos son moléculas heteroméricas, compuestas de cadenas
ligeras y pesadas, que contienen cada una de ellas, una regién constante y una variable. Las
regiones constantes de las cadenas pesadas, comprenden las g, «, 1, y2a, v2b, 43, ¥4, 5,
0 €, dependiendo de la especie. Las regiones constantes de las inmunoglobulinas,
frecuentemente conocidas como isotipos, determinan muchas de las propiedades de la
molécula de anticuerpo, incluyendo la solubilidad, propiedades electroforéticas, la fijacién
del complemento, Ia unién a los receptores Fc, y la uni6n a protefnas A y G. Debido a que -
el isotipo puede influfr en el método de purificacién, es comiin determinar los isotipos de los
anticuerpos monoclonales u otras preparaciones de anticuerpos especificos como parte de su
caracietizacién inicial, La identificacién de los isotipos puede realizarse ficilmente con un
kit comercial de ELISA, empleando reactivos anti-isotipos (Coligan y col., 1992),

Para determinar el isotipo de los hibridomas obtenidos, se emple6 el it de Bio-Rad
Laboratories (E.U.A.) Primero, se obtuvieron, -cuantificaron e incubaron las protefnas
amibianas totales, como s¢ describié en la seccién 9, a microplacas de 96 pozos de fondo
plano (Immulon No. 1, Dynatech, E.U.A.) y se¢ colocaron 100 g (20 ug/ml) por pozo; se
dejé en incubacién toda la noche a 4°C, Al dia siguiente, se removié cualquier antigeno no
pegado enjuagando la placa extensivamente 3 veces con solucién amortiguadora salina de
fosfatos, pH 7.2 (PBS 0.01 M). Los pozos de la placa se lavaron llendndola con Ia solucién
y agitindola por 15 segundos; después se vaci6 ¢l contenido vigorosamente a una tarja. Para
prevenir uniones inespecificas, los pozos de la placa se llenaron con solucién blogueadora
(albiimina bovina sérica o leche semidescremada al 1% en PBS) y se dejé incubar durante
45 min; después, se lavé la placa extensivamente 3 veces con solucién amortiguadora salina
de fosfatos-Tween [100 ul de Tween 20 (Sigma, E.U.A.) para 200 mi]. Luego, se agregaron
las muestras de los hibridomas, liquido de cultivo (sin dilulr) o ascites (diluido 1:1000), 100
ul por pozo. La placa se incubdé durante toda la noche a 4°C. Después se lavé
extensivamente 3 veces con la solucién de PBS-Tween. Se agregaron los reactivos del panel
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de anticuerpos de conejo anti-ratén, 100 ul por pozo y se llenaron las columnas de la A-H

"con el reactivo del panel respectivo; la placa se incubé por | hora a temperatura ambiente,
Después, se lavé extensivamente 5 veces con PBS-Tween. Se agregaron 100 ul por pozo de
conjugado anti-conejo de cabra unido a peroxidasa de ribano, se cubri6 e incubé por 1 hora.
Pasado este tiempo, se eliminé [a solucién del conjugado que no reaccioné, con lavados
exhaustivos de la placa 4 veces con PBS-Tween y 1 vez con PBS. La solucién del sustrato
de la peroxidasa [2, 2'-azino-di(3-etil-benzthiazolin sulfonato) y peréxido de hidrégeno] se
preparé fresca y se agregaron 100 ul/pozo; la placa se dej6 en incubacién por 20 min a
temperatura ambiente. Cuando las reacciones posili.vas fueron evidentes, la placa se coloct
en un lector de microplacas (Titertek Plus MS2, ICN Fiow. E.U.A.) y se realizé su lectura

" a 403 nm,

18. Precipitacién de i globulinas con sulfato de amonio.

Para precipitar los anticuerpos monoclonales obtenidos, el sobrenadante de cultivo se
centrifugé primeramente durante 30 min, 4 20000 x g a 4°C, con el fin de eliminar detritus
celulares y material membranoso. La pastilla se elimin6 y al sobrenadante se le adicioné el
sulfato de amonio (Sigma, E.U.A.), en cristales a una concentracién de 291 g/1 (50% de
saturacion), a 4°C con agitacién suave; se dejé toda la noche para asegurarse de que
precipitara toda la proteina. Al dfa siguiente, el sobrenadante ya precipitado, se centrifugé
por 1 h a 20000 x g, a 4°C. Posteriormente, el sobrenadante se guardd, para probar si
quedaron anticuerpos, y la pastilla se disolvié en un volumen minimo (10-20 mi) de solucién
amortiguadora de boratos [borato de sodio (borax)(Sigma, E.U.A.) 0.015 M, cloruro de
sodio (Merck, México) 0.15 M, pH 8.5] y se colocé en una bolsa de didlisis (Spectrapor,
Spectrum Medica! Industries, Inc., E.U.A.). Se dializé contta >20 veces el volumen de
solucién de proteina, con solucién amortiguadora de boratos, durante 48 h, con 4-6 cambios.
Finalmente, los anticuerpos se colocaron en tubos Eppendorf debidamente rofulados y se

conservaron a -70°C.
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En este trabajo iniciamos el estudio de una protefna de 24 kDa de E. histolytica que
participa en la relacién parisito-célula blanco (Rodriguez y col., 1989). Primeramente,
realizamos una - caracterizacién preliminar de esta molécula, antes de llevar a cabo la
obtencién de anticuerpos monoclonales. '

1. Caracterizacién inmunocbioquimica de l1a p24.

En el laboratorio de la Dra. Esther Orozco se contaba con un antisuero policlonal
contra la proteina de 24 kDa, que se habfa obtenido mediante la inmunizacién de la molécula
en conejos, Este antfgeno se habfa aislado a partir de geles de poliacrilamida-SDS. Iniciamos
nuestro trabajo, empleando este antisuero para localizar a la protefna y conocer el niimero
de protefnas que eran reconocidas en geles de poliacrilamida-SDS, en una y dos dimensiones.
También en esta parte del trabajo, se determiné sila protefna presentaba carbohidratos en
su composicién, )

1.1, Obtencién de proteinas totales de E. histolytica 'y reconocimiento por

anticuerpos policlonales anti-p24. ’

Primeramente obtuvimos las protefnas amibianas totales. Existen varias formas de
obtener estas protefnas, nosotros decidimos obtenerlas por dos métodos diferentes, que se
encuentran bien estandarizados en nuestro laboratorio. Las proteinas se sometieron a PAGE-
SDS y los geles se tifieron con azul de Coomassie. Ambos métodos (1 y 2) nos
proporcionaron patrones electroforéticos muy semejantes, aunque se observaron algunas
diferencias en varias regiones, una de éstas correspondié a la de 24 kDa. El méiodo de
extraccién 2, al parecer. solubilizé6 mucho mejor a las protefras, ya que en algunas regiones
se observé un nimero mayor de bandas de protefna en donde sélo se observé una con el
_primer método (Fig. § A). Cuando las protefnas obtenidas por los 2 métodos, se transfirieroh
de un gel de poliacrilamida a un papel de nitrocelulosa y se¢ incubaron con anticuerpos
policlonales anti-p24, presentaron un patrén de reconocimiento diferente. En las protefnas
del método 1, el antisuero reconocié una banda de 24 kDa, mientras que en el segundo
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método, reconocié dos bandas (Fig. 5 B, carriles 2 y 3). Es importante sefialar, que el

antisuero policlonal fuee generado empleando la proteina de 24 kDa obtenida por el método
1, por lo tanto, se cortd una sola banda. Una de las dos protefnas, obtenida por el método
2; correspondié por migracién exactamente a la protefna obtenida por el primer método,
mientras que [a otra, es de un mayor peso molecular (2 kDa mé4s). Las explicaciones para
este resultado pueden ser diversas, quizds el método 2 solubilizd mejor a las protelnas que
se encuentran en 24 kDa o probablemente, una de las dos protefnas corresponde a un
precursor o a un producto de degradacién; inclusive existe la posibilidad de que una de las
bandas sea un artificio de la técnica. También se observé un tenue reconocimiento de otras

bandas, debido a reaccién cruzada o inespecificdad.

1.2. Determinacién del nl'lmeljo de proteinas con peso de 24 kDa

por electroforesis en geles bi-dimensionales,

Con el fin de determinar el nimero de proteinas con este mismo peso (24 kDa),
reconacidas por el antisuero policlonal anti-p24, se realizaron geles bi-dimensionales,
empleando muestras de protefnas totales obtenidas por el método 2, que es donde se
identificaron dos bandas (Fig. 6 A). En el mismo gel se corrieron muestras en una y en dos
dimensiones. En la Figura 6 panel A, se sefialan las dos protefnas que fueron reconocidas por
el antisuero policlonal en una dimensi6n, y en la zona de dos dimensiones se sefala la
mancha proteica que se eicuentra a esa altura. Este gél se transfirié a papel de nitrocelulosa
y se incubé con anticuerpos policlonales anti-p24, En el panel B de la figura se obscrva el
resultado. En una dimensién los anticuerpos reconocieron, como ya se habfa observado, un
doblete de 24 y 26 kDa, pero en la zona de dos dimensiones, en cambio, los anticuerpos
reconocieron a una sola proteina. No se detecté alguna owra mancha proteica que
correspondiera a la banda de 26 kDa, probablemente porque ésta se encuentra en muy poca
cantidad y no fue posible detectarla.

Por lo tanto, el suero policlonal anti-p24, reconoci6 fuertemente en geles de dos
dimensiones una proteina de peso molecular 24 kDa y con un punto isoeléctrico con una
ligera tendencia a dcido (=5.5). Este punto isoeléctrico se determind en base a patrones
obtenidos anteriormente (Rodriguez y col., 1989).
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En base a estos resultados, no sabfamos en realidad cuantas protefnas de =24 kDa

eran reconocidas por el anticuerpo policlonal anti-p24, pero pensamos que el métedo 1 serfa
mejor para aislar a la protefna de 24 kDa, con el fin de inmunizarla en animales para la
obtencién de anticuerpos monoclonales, Un suero generado de esta manera contendria a las
dos protefnas, en el caso de que se tratara de las dos que se reconocen en protefnas del
método 2 en una dimensién. No se inmunizaron las dos bandas porque entonces el trabajo
de obtener los anticuerpos se habrfa duplicado.

1.3. Deteccién de carbohidratos en la p24,

También era interesante "dentro de la caracterizacién de la protefna, conocer si
presenta carbohidratos en su composicién, es decir, si es una glicoprotefna. Para esto, se
utilizaron dos técnicas: una fue Ia tincién de geles de poliacrilamida por la técnica de PAS,
y la otra, empleé una lectina acoplada a la enzima peroxidasa de rdbano, la cual fue
detectada en ensayos tipo Western-blot,

1.3.1. Tincién de PAS.

El resultado de la tincidn de un gel de poliacrilamida-SDS por la técnica de PAS se
muestra en la Figura 7. Se corrieron las protefnas totales de amiba (método 1) y la p24 kDa
electroelufda, a partir de muestras de geles preparativos grandes, en minigeles al 12%
(carriles 1y 2). La proteina electroeluida nos sirvié como control para localizar y verificar
que fuera la misma prdlema, ya que en los geles teflidos con PAS, los marcadores de peso
molecular quedaron demasiado tefiidos, por lo que fueron diffciles de distinguir.

Se sabe que la composicién de carbohidratos de una glicoprotefna constituye una,
porcién baja en toda la molécula, por o que para lograr un buen nivel de resolucién los geles
se cargaron con cantidades excesivas tanto de las protefnas totales como de la protefna
electroeluida,

La protefna de 24 kDa fue detectada er: las dos muestras, lo que nos indicé que se
trata de una glicoprotelna, También se realiz6 esta tincién con muestras de protefnas del
método 2, sin embargo no se distinguié si se tifleron 1 6 2 bandas a la altura de 24 kDa (dato

no mostrado),
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Figura 5. Reconocimiento de la proteina de 24 kDa por anticuerpos policlonales
anti-p24. B :

Las proteinas de E. histolytica fueron sometidas a electroforesis, transferidas a papel

de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos policlonales anti-p24.,

Panel A, Gel de PAGE-SDS teilido con azul de Coomassie,
Carril 1. Marcadores de peso molecular (BRL, E.U.A.).

+ Carril 2. Protefnas totales (método 1). (25 ug)

-+ 'Carril 3. Protefnas totales (método 2). (25 ug)

Panel B. Inmunoelectrotransferencia.

Carril 1. Marcadores de peso molecular.
Carril 2. Proteinas totales (método 1). (25 ug)
Carril 3. Protefnas totales (método 2). (25 ug)
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. Figura 6. Reconocimiento de anticuerpos policlonales antl-p24 en geles

bi-dimensionales,

Las protefnas totales de E. hisrolytica se separaron por electroforesis en geles de dos
dimensiones, se transfirieron a papel de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos

policlonales anti-p24.

Pane!l A. Gel bi-dimensional de protefnas totales tefiido con azul de Coomassie. - -

';Carril 1, Marcadores de peso molecular,

‘Cartil 2. Proteinas totales tna dimensién (método 2). (60 ug)
Zona de 2-D. 1.5 mg de protefnas,

Panel B. Inmunoeiectrotransferencia.

Carril 1. Marcadores d peso molecular,

Cax;ril 2. Proteinas totales una dimensién (método 2). (60 ug)
‘Zona de 2-D. 1.5 mg de protefnas,
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g
Figura 7. Tincidn de PAS. | .

Se sometieron a electroforesis las protefnas tota!es dc E. histolytica, asf como la p24
electmelulda y el gel se tifié por la técnica de PAS.

Gel de PAGE-SDS 12%
Carril 1. Protefnas totales (método 1). (140 ug).
Carril 2. Protefna de 24 kDa electroelufda. (=10 ug). -
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3.2, Reconocimiento por una lectina.
Otra forma para determinar si la protelna de 24 kDa era una glicoprotefna fue

utilizando una lectina, la WGA acoplada a peroxidasa de rdbano. Se corrieron minigeles de
peliacrilamida-SDS con protefnas totales amibianas, se transfirieron a papel de nitrocelulosa
y se incubaron con la lectina. Como se observa en la Figura 8 A, carril 2, la lectina
reconocié varias protefnas de la amiba, entre éstas a la de 24 kDa. En el panel B, sc observa
que no hubo r;.conocimiemo de la protefna cuando se inhibi la unién de la lectina por un
exceso del azicar N-acetil D-glucosamina, Aln bajo estas condiciones, se observd el
reconocimiento de una protefna de alto peso molecular, muy probablemente correspondiente
a la de 220 kDa reportada por el grupo de Rosales-Encina y col., (1987).

Este resultado confirmé la observaci6n anterior, seitalando que la protefna de 24 kDa
era una glicoprotefna, con carbohidratos del tipo de la N-acetil-D-glucosamina.

2, Obtencién de anticuerpos monoclonales anti-p24.

Como se ha mencionado, €l principal objetivo fue la obtencién de anticuerpos
monoclonales contra la p24. La mayorfa de los trabajos reportados sobre anticuerpos
monoclonales contra E. histolytica han utilizado los trofozoftos completos como antfgeno, En
nuestro caso, se pretendfa obtener los anticuerpos especificamente contra esta molécula y
para ello, la estrategia consistié en obtener esta protefna a partir de geles de poliacrilamida-
SDS bajo condiciones reductoras. Se inmunizé esta protefna en ratones hasta oblenef .un tftulo
alto de anticuerpos para asegurar el éxito en la fusién con células de mieloma.

2.1. Obtencién de la p24. _

Primeramente se cultivaron en forma masiva los trofozoltos de la. clona A y se
extrajeron las protefnas totales siguiendo el método 1. Después, se prepararon varios geles
preparativos de poliacrilamida-SDS grandes y se cargaron con estas muestras de protefnas.
Al término de las corridas los geles se tifieron con azul de Coomassie y se cortd la proteina
de 24 kDa, evitando llevarse alguna de las protefnas vecinas. Estas bandas de geles se
colectaron y conservaron a -20°C hasta el momento de inmunizarse en ratones. En la Figura
9 panel A, se muestra ¢l tipo de geles a partir de los cuales se aisl6 la protefna. En el panel
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B se observa el resultado de la electroelucion de la protefna de 24 kDa, que fue una sola

banda de protefna. Este minigel con la protefna electroeluida se transfiri® a papel de
nitrocelutosa y se incubd con anticuerpos policlonales anti-p24. En el panel C, se observa
que los anticuerpos reconocieron como se esperaba, a la proteina, Estos resultados nos dieron
la seguridad de que se estaba cortando una sola banda de protefna. Por lo tanto, se decidié
comenzar la inmunizacién de ratones con esta molécula para obtener células productoras de

anticuerpos.

2.2, Esquema de inmunlizacién de la p24.

Antes de comenzar a inmunizar, fue necesario tener un valor aproximado de la
cantidad adecuada de protefna, de tal manera que se pudiera obtener una respuesta humoral
efectiva en los animales. Para determinar esto, se sometieron a electroforesis en un minigel
fas proteinas totales de amiba (método 1). Después, este gel se coloco en el adaptador para
realizar pruebas de densitometria de un espccuofo'iémelro de la marca Beckman. El resultado
se muestra en la Figura 10. Se obtuvieron varios picos que correspondieron a tas proteinas
separadas. Se midieron las distancias recorridas y se identifie6 el pico correspondiente a la
prote(na de 24 kDa. Se realizaron varias compasaciones en peso del pedazo de pape! del pico
con respecto al resto de los picos, y al obtener un promedio de los valores el resultado fue
de 5.34 % para esta molécula. Este dato, aunque indirecto, nos permiti6 estimar que de Jos
5000 ug de protefnas totales habfan = 150 ug de protefna de 24 kDa en un ge! preparativo
grande, Posteriormente, se calcul6 el volumen necesario para inmunizar la cantidad de banda
equivalente a 50 ug de proteina por ratén.

Con este dato se comenz6 a inmunizar a ratones de la cepa BALB/c, cada 15 dias,
y se realizaron emulsiones 1:1 con adyuvante de Freund.

2.3. Determinacién del titulo de anticuerpos.

" Antes de intentar la fusién de células para producir anticuerpos monoclonales era
indispensable conocer el tltulo de anticuerpos en los sueros de los animales inmunizados con
el antfgeno de interés. Mientras se contara con tftulos altos de anticuerpos, mayores serian
las posibilidades de éxito en una fusién. El titulo de anticuerpos se determiné de dos
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Figura 8. Reconocimiento de 1a p24 por una lectina.
Las protefnas totales de E. histolytica se separaron en geles de PAGE-SDS, se
transfirieron a papel de nitrocelulosa y se incubaron con fa lectina WGA acoplada a

peroxidasa, -

: Panel A. Inmunoelectrotransferencia de un gel de PAGE-SDS al 12%} i'ncubado con

la lectina WGA.
Carril 1. Marcadores de peso molecular.
Carril 2. Protefnas totales de amiba (método 1).(10 ug).

Panel B. Inmunoelectrotransferencia de un gel de PAGE-SDS al 12% incubado con
el axicar N-acetil-D-glucosamina 0.2 M junto con la lectina WGA acoplada
a perokidasa.

Carril 1. Marcadores de peso molecular.

Carril 2. Protefnas totales de amiba (método 1), (10 ug).
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Figura 9. Obtencidn de la p24,

Para Ia inmunizacién de ratones con la p24, se sometieron a electroforesis en geles
preparativos grandes a las protefnas totales de E. histolytica, se tifieron con azut de
Coomassie y se cortd la banda correspondiente a la proteina de 24 kDa. La p24 se
electroeluy6 de las bandas, se semeti6 a PAGE-SDS, se transfirié a papel de

* nitrocelulosa y se incub6 con anticuerpos policlonales anti-p24.

Panel A, Gel preparativo al 12%.
Carril 1, Marcadores de peso molecular,
Carril 2, Protefnas totales (método 1). (5 mg).

Panel B. Gel al 12%.
Carril 1, Marcadores de peso molecular.
Carril 2. Protefna de 24 kDa electroelufda (5 pg).

Panel C. Inmunoelectrotransferencia del gel anterior.
Carril 1, Marcad de peso molecular.
Carril 2, Proteina de 24 kDa electroelufda (5 pug).
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leura 10. Anlisks densitométrico de Ins pmte(nﬁ amiblanas totales. -

 Se mues!ra ¢l barrido a 550 nm de una muestra e prote(nas totales de E. hi.srolynca
(mémdo 1) separadas en un gel de PAGE-SDS al 12%. Sec sefiala’, el pico
correspon.dlemc a la p24, asf como ¢l lnclo y- termmaclén det gel, los cualu fueron

determinados muhcndo ln dumcm oon'upondiemcs en el gel.
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RESVLTADOS '
maneras: por ELISA y por ensayos de inmunoelectrotransferencia. Ambas técnicas nos

proporcionaron datos semejanies, que nos ayudaron a elegir los mejores candidatos para la
fusién,

2.3.1. ELISA,

Los valores de la determinacion del titulo por ELISA se muestran en la Tabla 5. Se
incubaron las protefnas totales de amiba obtenidas por ¢i método 1, en microplacas de 96
pozos y se incubaron con diferentes diluciones de los sueros de los ratones inmunizados (por
duplicado). Se empled un segundo anticuerpo de cabra anti-ratén acoplado a peroxidasa de
rabano y la uni6n de estos anticuerpos se detecté mediante la reaccién con el sustrato ¢- .

- fenilendiamina. Se realizé la lectura de las reacciones a ura longitud de onda de 490 nm en
un lector de microplacas y se obtuvo un promedio de las lecturas. Por este método se
obtuvieron valores de dilucién de entre 1:10000. y 1:15000 (enmarcados), en comparacién
con los valores del control negativo. El ratdn 3 fué el que dié valores més bajos de titlo por
este método; el resto de los ratones presentaron buenos titulos.

Tabla 5. Thulackén de los sueros de ratén por ELISA.

DILUCION RATON 1 RATON @ RATON 3 RATON ¢ RATON s RATON ¢ CONTROL +
1:500 0.197] [0.261] [0.101] [0.405] [0.16a] [0.292] o.s0s
1:1000 [0.143] Joaso| |0.078| |o.276| lo.u19] |o.189
1:5000 10.102|- |0.108 | 0.083 [o.a11| {0.081| [0.079| contmoL -
1:10000 [o0.090( |0.675| 0051 |o.n090| 0064 |0.067| 0.065
1:18000 {0.066{ 10.072| 0.087 lo067| 0065 |p.067

1:20000 0.061 - 0.065 0.050 0.064 0.087 0.056
1:25000  0.061 0.056 0.049 0.062 0.059 0.056

NOTA: LOS VALORES DE DESVIACION ESTANDAR NO PUERON MAYORES DE 0.008
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2.3.2. Western-blot.

Para analizar mejor el titulo de los sueros de los ratones, y conocer si reconocfan
especificamente al ant{geno inmunizado, se realizaron ensayos de inmunoelectrotransferencia.
Se corrieron minigeles de PAGE-SDS al 12% con protefnas totales de amiba, obtenidas por
el método 1, y se transfirieron a papel de nitrocelulosa. Los papeles de nitrocelulosa se
coriaron en tiras pequefias y se incubaron con varias diluciones de los sueros de los ratones
inmunizados 3 veces. El resultado se observa en la Figura 11, Aquf, la visualizacitn del

_ reconocimiento fue mejor pues se aprecié claramente que los antisueros reconocieron a la
pmtéina de 24 kDa. Por este método se obtuvieron reconocimientos hasta de 1:32000, Los
resultados coincidieron con los del ELISA, sugiriendo que los ratones 1, 2, 4, 5y 6
presentaron una fuerte respucsta inmune humoral contra la proteina de 24 kDa, y por lo
tanto, los consideramos buenos candidatos para la obtencién de los anticuerpos monoclonales.

2.4, Determinacion de la fase logaritmica de crecimiento de la linea de mieloma.

Cuando los ratones alcanzaron tftulos altos de anticuerpos (>25000), se prepar6 la
Itnea celular de mieloma para fa fusi6n con las células de bazo. Para ésto, era importante
tener a las células de mieloma en fase logarftmica de crecimiento el d{a de la fusién ya que
esto aumentarfa las probabilidades de tener hibridos productores de anticuerpos. Para conocer
el momento en el que las células se encontraban en ese punto, se realizé una curva de
crecimiento. Las células de mieloma se cultivaron con un inéculo inicial, en varias cajas de
Petri, y fueron cuantificadas cada 12 horas, durante 5 dias. Los valores de conteo de células
se muestran en la Figura 12, asi como la gréfica que se obtuvo con estos datos.

Para calcular el momento en el que las células se encontraban en fase logaritmica se
emplearon [os siguientes cdlculos:

Primero se determiné el tiempo de division de las células a partir de la expresién:

0.693 t
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Figura 11. Reconocimiento de los sueros de ratén inmunizados con la p24 por
inmunocelectrotransferencia. A .

Las proteinas totales de E. kisrolytica se sometieron a electroforesis y se transfirieron

"a papel de nitrocelulosa. El papel se corté en tiras, que fueron incubadas con
diferentes diluciones de los sueros de los ratones inmunizados 3 veces con la p24.

Carriles 1. Sueros pre-inmunes de cada ratén 1:2000.
Carriles 2, Dilucién 1:2000

Carriles 3. Dilucién 1:4000

Carriles 4. Dilucién 1:8000

Carriles 5. Diluéién 1:16000

Carriles 6. Dilucién 1:32000
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Figura 12, Cux:va de crecimiento. Linea celular de mieloma,

Se-cultivaron 20 cajas de Petri con 50 000 células de mieloma cada una, Cada 12
horas se cont6 el niimero de células en 2 de ellas. De los valores obtenidos en las dos
cajas se sacéd un promedio. Los resultados de los conteos se muestran en la tsbla y
enla gréfica. A partir de estos valores se determiné la fase lbg,a_rfunica del cultivo de

mieloma.



HORAS No. DE GELULAS
o 50 000
12 116 000
24 122 000
ae 178 000
48 260 000
80 270 000
T2 520 Q0
84 607 000
o6 1 095 600

108 1 467 600
120 1 096 000

160

x N
3100

Namero de célul.

1 L 1 i

°° 12 24 3 48 60 72 84 96 108 220

e,

Tiempo (horas)
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donde
t = tiempo transcurrido
N, = ndmero inicial de células
N = nimero final de células
e = 2.7183

sustituyendo en la ecuacion

0.693 (108 h) 74.84
tp = o=
(1467X109  In 29.35
In (5X109
tp=222h

Cuando se conoci6 el tiempo de division de nuestro cultivo de mieloma, se planed la
fusi6n con cuatro dfas de anticipaci6n. Se necesitaban, de acuerdo con el protocolo de fusién,
50 millones de células de mieloma en fase log para ese dfa. Para conacer el nimero inicial
de células de log cultivos, se emples el siguiente calculo:

N
Np =
0.693 t
e
50 X 10°
Np = ——————— = 3, 633, 720 células.
0.693 (84 b

e= 22h
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Se sembraron entonces dos indculos de mieloma, cada uno con 3.6 x 10 ® células, en
botellas de 75 em 2. ]

También se cultiv6 un pequefio niimero de células para probar la eficiencia de! medio

Dulbecco-HAT. Una botella de cultivo de 25 cm?® se sembr6 con células de mieloma en
crecimiento continuo y se le adicionaron 7 ml medio Dulbecco-HAT. La poblacién murié
totalmente a los 4 dfas, lo que nos indicé que el mieloma estaba bien sensibilizado a la accién
de la aminopterina y que no habfa células revertantes.

2.5. Fusién celular.

Se realizaron dos fusiones. Una con las c€lulas de bazo del ratén #4 y la segunda con
las células del rat6én #5. Del bazo del (atﬁn #4 se obtuvieron, 37.6 x 10° células y del ratén
#5, 38.3 x 10 % células. De los dos inbculos sembrados con células de mieloma se obtuvieron
del primero 41.5 x 10° células y del segundo 54.3 x 10° células. Las células se fusionaron
en una relacién 1:1. Los productos de la primera fusion se sembraron en 2 microplacas de
cultivo de 96 pozos, mientras que los de Ia segunda en 3.

2.5.1 Eficiencia de fusidn,
' De un total de 480 pozos sembrados con células fusionadas, en 219 de ellos se
- present6 crecimiento de hibridos en el medio de seleccién HAT. Este nimero correspondié
al 45.6 % de los pozos sembrados (Tabla 6). De estos hibridomas, sélo 11 dieron reaccién
positiva en las micropfacas sembradas con protefnas totales, por ensayos de ELISA. De
abucrdo a estos datos, la eficiencia de obtencion de hibridomas productores de anticuerpos
fue del 5,02% (Tabla 6).

Los 11 hibridomas positivos se expandieron a una microplaca de 24 pozos y de ahf
se clonaron por primera vez, congelando una porcién de cada uno de los cultivos. La
clonacién de cada uno se realizé por dilucién limitante en la mitad de una m'lcroplaca‘ de 96
pozos. Después, se probaron por ELISA los sobrenadantes de cada uno de los pozos en
donde se desarrollé una colonia de células, pars asegurarnos que fueran monoclonales, Los
hibridos positivos se volvieron a expander, pasando los cultivos de la microplaca de 96 pozos
a una de 24. Luego, se clonaron por segunda vez, probando nuevamente por ELISA



Tabla 6. Eficiencia de Tusién en ta ién de anticuerpos
EFICIENCIA RELACION %
FUSION 219/480 45,6
HIBRIDOMAS POSITIVOS 11219 50

tnicamente aquellos hfbridos con una sola clona, Finalmente, los hibridomas positivos se
expandieron a una placa de 24 pozos y, cuando se contd con suficiente sobrenadante de
cultiVo, se probaron por inmunoelectrotransferencia. En los diversos pasos de clonacién se
congelaron varios viales con muestras de células, Toda esta secuencia de clonaciones se

esquematiza en la Figura 13.

2,5.2 Eficlencia de clonacién,

Todos los hibridomas positivos fueron clonados una vez y sélamente algunos, entre
ellos los que se reportan al final, fueron clonados dos veces. La eficiencia de clonacién oscilé
entre ef 11.8 y el 14 %, es decir, este porcentaje correspondi6 a los pozos en donde se
consigu‘icron crecimientos con s6lo una colonia de hfbridomas. La Tabla 7 resume estos
valores para los diferentes hibridomas.

La Figura 14 esquematiza el pedigree de los tres hibridomas eswables que se
obtuvieron al final del :rabajo de cultivo, que fueron el D4-4°H6°B10, el DS+4:F7°A10 y ¢l
b7-4-H2:BIl. )

Después de clonar dos veces a los hibridomas que mejor respuesta positiva dieron,
tanto por ELISA como por inmunoelectrotransferencia, se procedié a cultivarios masivamenie
y también a propagarlos en forma de tumor en ratones. Para inducir los tumores se
inyectaron 5 x 10° células del hibridoma bor ratén. De los tres hibridomas, el D4:4-H6-B10



Tabla 7, Eficiencla de clonacién de hibridomas.

RELACION DE POZOS CON 1 SOLA CLONA

HIBRIDOMA 1a CLONACION % 2a CLONACION %
Care 6/48 128 — —_
D44 6/48 128 - 4148 83
ES'4 4/48 83 9/48 18.7
A2es 748 148 4148 83
D84 13748 270 22/48 45.8
D74 8748 168 23/48 52.0
C4+3 2/48 4,1 — —
A3s 148 14.5 8/48 10.4
E4:3 : s/48 10.4 —

H43 9/48 18.7 _— —
D35 R— _ —_—

fue el que mejor indujo tumores en los ratones, ya que se obtuvo una proporcidri de 4/6; para
0§ otros a proporcién fue de 2-3/6.

3. Caracterizacién de los anticuerpos monoclonales.

Los tres hibridomas estables obtenidos se comenzaron a caracterizar parcialmente,
primero determinando su isotipo; después se purificaron y se probaron en ensayos tipo
Western blot.

3.1. Determinacién del isotipo de los anticuerpos monoclonales.

Antes de purificar a los anticuerpos monoclonales, se les determind el isotipo
utilizando un kit comercial. El resultado de la lectura de la microplaca se muestra en la Tabla
8. Todos los hibridomas resultaron ser de la clase IgM y tener cadenas ligeras de la clase «
(enmarcados). De los hibridomas D54:F7-A10 y D7:4-H2:B11 se colocé sobrenadante de
cultivo, mientras que del D4-4-H6°B10 se colocS liquido ascitico dilufdo 1:10000. Este
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Figura 13. Obtencién de anticuerpos munoclonales anti-p24.

En este esquema se muestran la secuencia de eventos y los datos obtenidos durante
el cultivo celular para la obtencién de los anticuerpos monoclonales.

Después de la fusi6n, se indican a la izquierda el nimero de pozos en donde crecieron
!n‘brida; y a la derecha el nimero de pozos positivos (anti-p24) por ELISA.

En la primera y segunda clonaciones se indican a la izquierda el niimero de pozos
sembrados de cada hibridoma y a la derecha, el nﬁmcrb de pozos en donde creci6 una

sola clona. Para la expahsién. solamente se eligi de cada hibridoma, la clona que di6

los valores més altos por ELISA.
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Figura 14, Pedigree de los tres hibridomas estables obtenidos,
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‘Tabla 8. Determinacién del isotipo de los anticuerpos monoclonales.
HIBRIDOMA  HIBRIDOMA  HIBRIDOMA
DS'4'F7°A10 D7-4rH2:'B11 Ddri-H6'B10  CONTROL
ANTLI5GI 0.119 0.194 0.115 0.175
ANTI-1gG2a 0.004 0.024 0.138 0.069
ANTLIgG2b 0.042 0.062 0.081 0.102
ANTI-IgC3 0.092 0.082 0189 0.442
ANTLIgM [0367] 0.499
ANTLIgA 0 0,033 0.074
CADENA KAPPA 0.40
0.0%0 0.081

CADENA LAMBDA 0.081

CONTROL: SUERO DE RATON ANTI-p24 (DILUIDO 1:1000),

dltimo reaccioné ligeramente menos fuerte que los demés, pero la lectura de placa nos

comprob6 que era también de la clase IgM.

3.2, Reconocimiento y titulo,

La Figura 15 muestra el reconocimiento de los anticuerpos monoclonales sobre
protefnas totales de E. histolytica. Se realizé una electroforesis de proteinas totales de amiba
obtenidas por el método 1 y el gel se ransfiri6 a papel de nitrocelulosa, Después, éste se
corté en tiras y se incub6 con diluciones de los anticuerpos monoclonales ya precipitados con
suifato de amonio. Todos los anticuerpos monoclonales obtenidos reconocieron a la protefna
de 24 kDa. Los anticuerpos monoclonales D4-4-H6-B10 y D5-4-F7-A10 presentaron una
reacci6n cruzada con una proteina de =~ 32 kDa.

Los anticuerpos monoclonales D5*4-F7:A10 y D7:d*H2+B11 presentaron un tftulo de,
hasta 1:100, mientras que el D4:4-H6'BI10 tuvo un tftulo de 1:10, por ensayos de
inmunelectrotransferencta. Estos anticuerpos fueron purificados de sobrenadante de cultivo.

Por iltimo, se probé la respuesta de uno de estos anticuerpos monoclonales en geles
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bi-dimensionales, para tratar de detectar si reconocfa a una o dos protefnas, as{ como a la

protefna de 32 kDa, y comparar el resultado con los anticuerpos policlonales anti-p24 (Fig.
7). Se corri6 un gel de dos dimensiones con protefnas totales obtenidas por el método 2, se
transfiri6 a papel de nitrocelulosa y se incub6 con el anticuerpo monoclonal D5:4-F7-A10.
Este anticuerpo reconocié una sola banda y mancha de protefna de 24 kDa tanto en una
dimensién como en dos, respectivamente (Fig. 16). No se observé reconocimiento alguno
ni de la otra banda de 26 kDa ni de la de 32 kDa, La mancha detectada en dos dimensiones
se observé mucho mis abajo que 1a que se habfa detectado con anterioridad (ver Fig. 6).



REsuLTAPOS

Figura is. Reconocimiento de los anticuerpos monoclonales sobre Ias protefias
totales de E. histolytica.

Las proteinas totales (método 1) se sometieron a electroforesis y se transfirieron a

papel de nitrocelulosa. El papel se cort6 en tiras que se incubaron con los anticuerpos

monoclonales.

1. Marcadores de peso molecular.

2. Anticuerpo monocional D4-4-H6-B10. Dilucién 1:10
3. Anticuerpo monoclonal D5-4-F7-A10. Dilucién 1:50
4. Anticuerpo monoclonal D7-4-H2-B11. Dilucién 1:50
5. Control (+) suero de ratén anti-p24. Dilucién 1:2000,
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RESULTADOS

g :F‘igura 16. Reconocimiento del anticuerpo monoctonal D5-4-F7-A10 en un gel de
2-D transferido a nitrocelulosa,

: ‘Las protefnas totales se separaron por electroforesis bi-dimensional y se transfirieron
‘a papel de nitrocelulosa. ‘E! papel se incub6é con el anticuerpo monoclonal
| D5-4F7-A1D, K

-Panel A. Gel bi-dimensional al 12% tefiido con azul de Coomassie.
Carril 1. Marcadores de peso molecular,
Carril 2. Prote(nas totales (método 2). (60 pg).

' Zona de 2-D. 1.5 mg.

*'Panel B, Inmunoelectrotransferencia,

i Carril 1. Marcadores de peso molecular.

i Carril 2. Protefnas totales (método 2). (60 pp).
‘Zonade2D.1Smg

Dilucién del anticuerpo monoclonal 1:10
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DISCUSION

La p24 de E. histolytica es una molécula que se adhiere a eritrocitos y cuyos niveles
de expresién parecen estar disminuidos en cepas no patégenas de este parisito (Rodriguez
y col., 1989; Vargas, 1994).

El grupo de trabajo de la Dra, Qrozco se ha propuesto conocer la estructura de esta
protefna y determinar el papel que tiene en la relacién parésito-célula blanco, al tratar de
especificar principalmente si se puede considerar como una adhesina o no. Si su expresién
se encuentra modificada en cepas no patégenas de E. histolytica y en mutantes deficientes en
adhesi6n, esto nos indicarfa que se trata de un antigeno que presenta variabilidad, lo que
permitirfa emplearlo en inmunodiagnéstico o para ensayes de vacunacién. Como se ha
mencionado a lo largo del trabajo, los anticuerpos monoclonales son reactivos importantes
que podrian ayudarnos eficazmente para la caracterizacién estructural y funcional de esta
proteina. Hasta donde sabemos, no se han obtenido anticuerpos monoclonales contra la p24
especificamente ni se han determinado cua! o cuéles son los sitios alterados de la molécula
€n cepas no patdgenas.

En base a lo anterior, nuestro objetivo general fue la caracterizacién
inmunobioqufmica de la p24 y dentro de ella, la obtencién de anticuerpos monoclonales
contra esta molécula.

El trabajo se dividid en dos partes principalmente. En la primera se realizé una
caracterizacién preliminar de la p24, mientras que en la segunda, se obtuvieron .y

caracterizaron parcialmente los anticuerpos monoclonales.

1. Caracterizacién preliminar de 1a p24.

Primeramente, se identific6 a la p24 con anticuerpos policlonales anti-p24, en
muestras de protefnas totales obtenidas por dos métodos diferentes, ¢l método L que emplea
¢l inhibidor de proteasas p-HMB y el método 2 que utiliza el inhibidor NEM, medianit
ensayos tipo Western blot. Los anticuerpos policlonales reconocieron en las muestras del
método 1 a una proteina de 24 kDa, mientras que en las del 2, detectaron un doblete de 24
y 26 kDa (ver Fig.5). Las explicaciones para este resultado pueden ser varias, empezando
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por las diferencias en los métodos de extraccién,

E. histolytica posee varias enzimas con actividad de proteasa, principaimente del tipo
de las cisteina-proteasas, aunque también presenta de! tipo serina y metaloproteasa (revisadas
en Pérez-Montfort y col., 1987; North y col., 1990 y McKerrow y col., 1993). Por lo tanto,
los métodos de extraccién de proteinas deben adicionar agentes que inhiban o reduzcan la
actividad proteolftica de estas enzimas. El método 1 es rdpido, emplea €l inhibidor de
proteasas p-HMB, que no es totalmente efectivo, por lo que una vez lisadas las amibas, es
necesario hervir la muestra para abolir por completo la actividad autoproteolitica amibiana
(Avila y col., 1983). Este método es un lisado crudo sin pasos intermedios de purificacién
proteica. En cambio el método 2, que es mis largo, emplea otro inhibidor de cisteina
proteasas -ei NEM-, al parecer menos efectivo que el p-HMB (Pérez-Montfort y col., 1987);
incluye pasos de precipitaci6n {con 4cido acético) y separacion (centrifugacién) de fracciones
del lisado amibiano. Ademds, se adiciona NP-40, un detergente no i6nico, que ayuda a
solubilizar .las protefnas, posiblemente a la p26, mientras que el método 1 no lleva
detergentes y por lo tdnto no lo hace. Este método permitié una resolucién en las bandas que
no observamos con el método 1, por cjemplo, a los niveles de 50, 35 y 24 kDa, en geles
tefiidos con azul de Coomassie (ver Fig. 5a). En conclusi6n, el método 2 revel$ dos bandas
polipeptidicas que fueron reconocidas por anticuerpos policlonales anti-p24.

Una de estas dos bandas corresponderia por migracién a la p24 del método 1. La otra
banda pesa ~ 26 kDa. Quiz4s esta banda podria corresponder a un precursor de la primera.
Se sabe que muchos péptidos, glicoproteinas y hormonas se sintetizan como precursores, los
~ cuales son posteriormente procesados. Algunos poseen secuencias cortas (de 15 aminodcidos,
pero otros hasta incluso 200) que durante e! procesamiento de la protefna se escinden y dan
lugar a una proteina funcionalmente madura (Kreil, 1990). Sin embargo, es dificil detectar
precursores en un sistema como el que se emple6, porque muchos de los precursores de
protefnas  se han identificado con el empleo de técnicas altamente sensibles como
experimentos de marcaje radioactivo, siguiendo el curso del procesamiento. En una
extracci6n de protefnas se encuentra mayoritariamente el producto maduro y en muy poca
cantidad los precursores, pero en el doblete que se identificé ninguna de las bandas parece
encontrarse en muy poca cantidad.
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. Otra explicacidn al doblete identificado serfa que la proteina de menor peso es un

producto de degradacién de la mayor. Esta degradacion serfa pequefia puesto que se
encuentran muy cercanas las bandas. Es posible que en este método, el NEM no sea
totalmente eficaz en la eliminacién de la actividad autoproteolitica amibiana, Como se explicé
anteriormente, el NEM inhibe la actividad de cisteina-proteasa, pero E. histolytica presenta
ademds otras actividades, por lo que es posible que alguna de ellas haya actuado sobre la
p24. Si la degradacién fuera debida a esto, serfa adecuado el empleo de una mezcla de
irhibidores que fuera capaz de inhibir la casi totalidad de los grupos de proteasas amibianas.
Si se degradara la p24, entonces en realidad en este método pesa = 26 kDa. Es posible
también que en el método 1 hayan actuado las otras actividades de proteasa y degradado a
Ia p26.

Si fueran dos proteinas muy refacionadas inmunogénicamente (epftopos compartidos)

e b

anti

no se sabrfa entonces cudl es la que se une a eritrocitos y si se d
monoclonales contra la p24, ht;brfa sido entonces necesario obtenerlos contra las dos
protefnas, Si se tratara de dos protenas, serfa muy probable que se encontraran en la banda
del método 1, ya que el antisuero policlonal anti-p24 fue generado cortando esta Unica banda
de geles de poliacrilamida. )
Por estas razones, se decidi emplear esta tinica protefna del método ! como antfgeno
para la inmunizacién de animales.

s

Con el fin de precisar el de protefnas recc por anticuerpos policlonales
anti-p24, se realizaron 'gelé- bi-dimensionales con muestras de protefnas del método 2 y se
transfirieron a NC, esperando detectar a las dos protefnas de 24 y 26 kDa, Sin embargo, los
resultados no fueron lo suficientemente claros, ya que en muestras de una dimensién los
anticuerpos reconocieron el doblete que se habfa observado con anterioridad, pero en la zona
de dos dimensiones reconocieron a una sola mancha de protefna, la que correspondi6 a fa de
menor peso (ver Fig. 6). La banda de 26 kDa debe de estar presente, pero por alguna razén
no fue detectada bor el antisuero policlonal anti-p24. Es posible que sean en realidad variag
proteinas con este mismo peso molecular pero en poca cantided, que escapan a la deteccién
en dos dimensiones con el uso de anticuerpos marcados con peroxidasa. Analizando [os geleg
con azul de Coomassie, se observé una mancha muy tenue a esa altura (ver Fig. 6). La
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deteccién en los geles se podria mejorar empleando sistemas mds sensibles como tincién con

plata o radioactividad.

En conclusion, una mancha proteica de 24 kDa se detect6 en muestras del método 2
en geles bi-dimensionales por anticuerpos policlonales anti-p24, sin embargo, éstos
reconocieron en-una dimension a dos protefnas. La otra banda no se detecté por la razén
explicada anteriormente.

Posteriormente, se determind si esta banda de proteina contiene azicares. Con el fin
de precisar el papel de la p24 en el proceso de Ia adhesion celular es significativo saber si
es una glicoproteina, Se sabe que las glicoprotefnas juegan un papel importante en el
reconocimiento entre fas células, al formar parte de las membranas y dentro de éstas,
participar en complejos proteicos con una o més glicoprotefnas. Cuando una célula
interacciona con un substrato particular (fibronectina, laminina, coligenas, proteoglicanos,
etc.) o con ligandos en la supexficie de otra célula, la informacién para decidir si forma un
.complejo adhesivo o no reside en la arquitccturé. molecular de estas glicoprotefnas; dicha
informacién debe ser transmitida a elementos del citoesqueleto y a otras protefnas de la
membrana. Si existe la correcta combinacién de sefiales moleculares, la célula comenzard a
formar un complejo de adhesién (Damsky y col., 1984).

En E. histolytica se han determinado los tipos de carbohidratos presentes en su
supetficie, los cuales corresponden a glucosa, manosa, a-metil-man6sido, fucosa, maltosa,
y lactosa (Ravdin-y col., 1985). Las técnicas empleadas para la definicién del cardcter
glicoproteico, tincién de PAS y lectina acoplada a peroxidasa, indicaron que se trata de una
glicoprotefna. La técnica de PAS tni nos indicd que la tincién de bandas fue sefial
de la presencia de oligosacdridos. La p24 se tifi6 por esta técnica, en muestras de protefnas

del método 1 as{ como en muestras de la protefna electroelufda {ver Fig. 7). Este dltimo
reconocimiento se observé un poco difuso perque se coloc6 una muestra grande de proteina.
Por otra parte, Joyce y Ravdin (1988) reportaron que la protefna de 24.5 kDa no contiene
residuos de manosa, por 1o que no es reconocida por 1a lectina Con A. Rodriguez, en su tesis
doctoral observé que 1a p24 no era reconocida por la lectina Con A pero sf por ia WGA, que
reconoce residuos de N-acetil-D-glucosamina (Rodriguez, 1990). En el presente trabajo, se
corrobord este resultado: 1a lectina reconocié en protefnas totales de E. histolytica a 1a p24
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junto con otras 8 proteinas (Fig. 9 A). El reconocimiento no fue muy intenso en todos los

casos, a pesar de que se colocs un exceso de proiefna, tal vez porque el aricar representa
una porcién baja dentro de las moléculas, posiblemente el reconocimiento se mejore si la
lectina se emplea mds concentrada. Cuando se realiz6 el experimento de competencia (lectina
més N-acetil-D-glucosamina) la uni6n de la lectina se inhibié casi por completo, ya que se
-pudo observar un tenue reconocimiento de algunas protefnas de alto peso molecular (Fig., 8
B), La inhibici6n total se podrfa lograr con el uso de concentraciones mayores de N-acetil-D-
glucosamina.

El caricter glicoproteico de esta molécula resuliard importante en estudios donde se
analice el reconocimiento 0 no por anticuerpos monoclonales de este tipo de epftopos y més
si se. deseara estudiar a futuro la capacidad protectora de este antfgeno en animales de
experimentacién, ya que muchas moléculas con esta capacidad, son glicoprotefnas, A través
del uso del virus vaccinia, como vector de expresién, se han podido obtener varias
glicoprotefnas recombinantes que han logrado pi'bteger a animales de experimentacién y
hospederos naturales de algunas infecciones virales como herpes sihplcx tipo 1y2
(Samsonoff y col., 1984; Cremer y col., 1985; Cantin y col., 1987, Wachsman y col.,
1987'), fiebre Lassa (Auperin y col., 1988; Fischer-Hoch y col., 1989), rabia (Wiktor y col.,
1984; Blancou y col., 1986; Rupprecht y col., 1986) y estomatitis vesicular (Mackett y col.,
1985).

. 2. Anticuerpos monoclonales contra la p24.

- Para la obtencién de anticuerpos monoclonales, fue necesario estandarizar muchas
variables como la fuente de donde se podia obtener el antigeno, la cantidad del mismo, la via
de administracién, el esquema de inmunizacién, la determinacién del titulo de anticuerpos
antes de intentar la fusién de células, probar y establecer bien las pruebas por ELISA e
inmunoelectrotransferencia, determinar la fase logaritmica de crecimiento del cuitivo de
mieloma, mejorar la eficiencia de clonacion, etc. )

Para obtener el antfgeno, se pensé en la posibilidad de emplear a la protefna
electroelufda (purificada), pero los rendimientos al final del proceso fueron muy bajos y era
necesario realizar muchos geles preparativos para obtener las muestras para electroelucién
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{Hunkapiller y col., 1983). St el resultado de! reconocimiento de proteinas en geles bi-

dimensionales hubiera quedado claro, s¢ hubiera podido emplear la mancha de protefna
separada, aunque también la cantidad de muestra es muy reducida, si bien esta técnica es més
fina: Por lo tanto, se empled el antfgeno de geles preparativos grandes de poliacrilamida-
SDS, con muestras del método 1 de extracci6n de protefnas, con el cual se detectd una sola
banda de 24 kDa.

Después, fue necesario determinar la cantidad de protefna a inmunizar. El intervalo
de antigeno para los ratones se encuentra entre los 10 a 50 ug por animal, Para obtener el
dato de la cantidad de protefna en las bandas de los geles de poliacrilamida, se realizé un
anslisis densitométrico de una muestra de proteinas totales y se determind el porcentaje que
representaba la p24. El resultado que se obtuvo, aunque indirecto, fue de mucha utitidad para
realizar los calculos e inmunizar a cada animal con 50 ug de la p24. .

En experimentos preliminares se habla probado la inmunizaci6n de los animales
{inicamente con la protefna del gel de poliacrilamida (sin adyuvante), pero ios titulos de los
sueros por ELISA fueron bajos (datos no mostrados). Entonces se emples una mezcia del get
de potiacritamida con adyuvante, la cual fue mucho més efectiva, a juzgar por los resultados
de las titulaciones por ELISA e inmunoelectrotransferencia (ver Tabla § y Fig. 11).

Con este protocalo de inmunizacién, después de tres retos se determiné el titulo de
anticuerpos de los animales. Para los ensayos de ELISA, hubiera sido ideal poder incubar
en las microplacas como antigeno tnicamente a la proteina de 24 kDa; de esta manera se
hubieran obtenido unos vatores de titulo mucho mds altos por ELISA, porque en las pruebas
sé incubaron a las proteinas totales. En los ensayos tipo Western blot, se observé claramente
el reconocimiento de la p24, lo que permitié concluir que el esquema de inmunizacién habla
sido efectivo.

Para incr las posibilidades de éxito en la obtencién de anticuerpos

morioclonales, era importante conocer ei momento en el que las célutas de .mieloma se
encontraban en fase logaritmica de crecimiento. En esta etapa las células se encuentran en
6ptimas condiciones de cultivo y creciendo a mayor velocidad. El resuitado final en horas,
fue muy importante ya que ayuds tanto para la fusién como para posteriormente obtener una
buena induccién de tumores en los animales.
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En lo que respecta a la fusién de las células, se realizb primeramente una fusién con

los bazos de los ratones 1 y 6, que presentaron muy buenos titulos de anticuerpos anti-p24.
Sin embargo, este intento no tuvo €xito, ya que no hubo crecimiento de hibridos muy
probablemente debido a un error en la preparacion del PEG. Después, se realizé otra fusién
con los ratones 4 y 5. Los animales recibicron en total 5 retos con la p24. De las fusiones
se obtuvieron 11 hibridomas parentales y de éstos, 10 se clonaron una vez y s6lamente 6 se
clonaron dos veces. Falté todavfa analizar muchos otros hibridomas, en lo que se conoce
como el andlisis de selecci6n de variantes.

La clonacién de los hibridomas por difucién limitante fue necesaria para evitar que
crecieran variables no productoras y principalmente asegurar que los cultivos fueran
monoclonales. Para algunos hibridomas, en la primera clonacién, observamos que disminuyé
la produccién de anticuerpos. Esto se puede explicar por los fenfmenos de inestabilidad
cromosémica, que involucran la pérdida de las cadenas de inmunoglobulinas detectadas en
los hibridomas. Una célula diploide de rat6n tiene 40 cromosomas; por lo tanto, un hfbrido
de las dos célufas tendrd 80 cromosomas inicialmente. Un genoma asf es inestable y pierde
cromosomas durante los primeros dfas de cultivo, La pérdida de algunos cromosomas resulta
en ‘el cese del crecimiento, Qbviamente, la pérdida de los cromosomas involucrados en la
sfntesis o secreciébn de las inmunoglobulinas, resulta en hibridos no productores (Kohler,
1980; Zola, 1987). Esta posibilidad siempre estd latente, por lo que es recomendable clonar
siempre que el titulo de anticuerpos sea bajo o decaiga. En términos generales, en la segunda
clonacién los titulos de anticuerpos se incrementaron.

" Los anticuerpos monoclonales se pueden comenzar a caracterizar por su especificidad,
isotipo, tftulo, afinidad de unién, estabilidad en almacenamiento, etc, antes de ser probados
en otros tipos de pruebas. ’ .

En'lo que respecta a la especificidad, los tres anticuerpos monoclonales obtenidos
reconocieron a la p24 en ensayos de inmunoelectrotransferencia. Dos de los anticuerpos
monoclonales, €l D4-4-H6-B10 y el D5:4-F7-A10, mostraron reactividad cruzada con una
proteina de aproximadamente 32 kDa (ver Fig, 16). E! primero reconocié més fuertemente

-a la de 32 kDa, mientras que el otro reconoci6 principalmente a la de 24 kDa. Esto sugiere

que los epftopos reconocidos son diferentes. No se habfa observado este reconocimiento
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previamente en los sueros inmunes de los animales en los ensayos de Western blot. Como

se sabe, los anticuerpos monoclonales al reconocer epftopos bien definidos pueden mostrar
reactividad cruzada al reconocer secuencias muy parecidas o semejantes en estructura. Es
importante mencionar también, que los anticuerpos monoclonales que se obtuvieron pueden -
o no reconocer a los mismos determinantes antigénicos de la protefna nativa, ya que el
antfgeno que se inmunizd se obtuve desnaturalizado. Esto se podifa determinar cuando se
realicen ensayos con estos anticuerpos iz vive o en el reconocimiento de papeles de NC con
la protefna nativa.

Dentro de la caracterizacién de los anticuerpos monoclonales, se determiné su
isotipo. Era importante definir el isotipo de los anticuerpos ya que permitiria establecer
algunas de sus propiedades, por ejemplo si fijaba complemento o si se unfa a proteina A, lo
que ayudarfa a elegir el método de su purificacién. Cuando se determiné el isotipo de los
anticuerpos monoclonales obtenidos, tedos correspondieron a la clase IgM. El hecho de que
estos anticuerpos pertenezean a esta subclase y no a otra como la IgG, podria deberse quizis
a que estdn dirigidos contra carbohidratos. Se ha observado que cuando se producen
anticuerpos, por cjemplo, contra la pared celular de las bacterias, compuestas de
carbohidratos, se obtienen anticucrpbs de la clase IgM (Ada, 1992), También es posible que
la p24 sea un antigeno independiente de células T.. Este tipo de antfgenos inducen un tipo de
respuesta caracterfstica, al ser polimeros que presentan miltiples copias de un epftopo en
particular. La unién de este antfgeno polimérico a diferentes moléculas de anticuerpos sobre
la superficic de las c€lulas B es suficente para estimular a estas células a proliferar y a
secretar anticuerpos. Sin embargo, nunca existe una diferenciacién de las células y la
respuesta humoral presenta todas las caracter(sticas de una respuesta primaria (Harlow y
Lane, 1988), También es posible que se haya inducido tolerancia en los animales.

Retomando la cuestién del reconocimiento de 2 bandas de 24 y 26 kDa en las
muestras de protefnas del método 2, se probd la respuesta de uno de estos_ anticuerpos
monoclonales, el D5-4-F7'A10, en el reconocimiento en geles bi-dimensionales con las
protefnas totales transferidas a nitrocelulosa. Este anticuerpo reconocit una sola banda de
protefna en muestras de una dimensién y una sola mancha proieica en la zona de dos
dimensiones, la misma que se habfa observar!o anteriormente. Esta mancha en dos
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dimensiones se observé mas abajo del peso de 24 kDa, tal vez debido a las condiciones de

“corrida de los geles, las protefnas del gel de dos dimensiones migraron més rdpido que las -

de una dimensién. En el reconocimiento en una dimensién, no se detect6 el doblete, ni
k taiﬁpooo a la protefna de 32 kDa. Quizds este anticuerpo monoclonal reconocié un epltopo
que no esté presente en la protefna de 26 kDa. Retomando la interpretacién de los resultados
anteriores en geles de dos dimensiones pero con anticuerpos policlonales anti-p24, es también
posible que la p26 fuera un artificio de la técnica, que ahora con el uso de un anticuerpo

monoclonal desaparecié por completo.

3. Perspectivas.

Primeramente, para determinar st son dos protefnas o una se pueden realizar
experimentos de mapeo peptidico. Ambas protefnas se pueden cortar de geles de
poliactilamida, electroeluirse y tratarse con enzimas que las corten en fragmentos que se
pueden analizar en geles de poliacrilamida y observar el tamafio y nimero de los fragmentos
generados, Posteriormente, estos geles se pueden transferir a nitrocelulosa e incubar con los
diferentes anticuerpos tanto policlonales como monoclonales y determinar si el
reconocimiento es igual o no,

Los anticuerpos monoclonales tienen muchas aplicaciones como se ha mencionado
anteriormente, entre las que destacan el uso para diagnéstico, para la localizacién de
antfgenos en tejidos u érganos.{en inmunofluorescencia, marcaje con peroxidasa, etc.), para
la caracterizacién de las protefnas en cepas y clonas mutantes en algunas de las propiedades
de virulencia de los pardsitos, para intentar inducir inmunidad protectora, etc.

Es importante determinar también al principio la naturaleza del epftopo que reconocen
los anticuerpos monoclonales, si es carbohidrato o proteina. Esta informacién determinard
su futura aplicaci6n en experimentos.

En E. histolytica serd importante emplear estos anticuerpos monoclonales en pruebas
de inhibicién de funciones amibianas como la adhesién, la eritrofagocitosis, el efectb
citoptico y citotéxico. Los resultados que arrojen estas pruebas nos ayudarin a especificar
el papel de la p24 en estos fen6menos, para principalmente, establecer si es una adhesina o

no.,
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Los anticuerpos monoclonales deberan probarse en ensayos de -
inmunoelectrotransferencia en proteinas de cepas patGgenas y no patbgenas, asf como en
_protefnas de mutantes deficientes en adhesién.

Un uso importante de los anticuerpos monoclonales es en ¢l andlisis topogréfico de

2o

las pr quer en, Este anlisis proporciona informacién sobre 1a orientacién, sitios

de unién a ligandos y sitios de unién a carbohidratos. Si la protefna de interés es de

membrana, este enfoque resuita mucho més Gtil. Las protefnas de membrana poseen sitios
muy caracter{sticos: carbohtdratos (siempre extracelularmente), ifpidos unidos covalentemente
{cercanos a la bicapa lipidica) y aminodcidos fosforilados (siempre intracelutarmente)}
(Goding, 1983). :

Finalmente, una mezcla de estos anticuerpos monoclonales podr(a servir para realizar
un escrutinio en una genoteca de expresién, construida en un vector como Mgtil (Young y
Davis, 1983), para detectar la secuencia de DNA que codifica para lq p24.
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CONCLUSIONES
Con base a los resultados obtenidos en esta tesis se concluyé que:

1. Mediante electroforesis en una y dos dimensiones se determin6 que entre las
protefnas de Entamaoeba histolytica existe al menos una protefna de 24 kDa.

2. Esta protefna cs una glicoprotefna con residuos de N-acetil-D-glucosamina,
reconocidos por la lectina WGA,

3. Se obtuvieron 11 hibridomas positivos anti-p24, de los cuales 3 se clonaron dos
veces. De éstos obtuvimos tres anticuerpos monoclonales que reconocieron a la p24 y dos
de ellos presentaron reaccién cruzada con una protefna de 32 kDa. Los tres anncuerpos
monoclonales pertenecen a la subclase IgM.
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APENDICE

1. Medio de cultivo para E. histolytica. (TYI-33) (Diamond y col., 1978).

Biosate 0 e 300 g
Glucosa e 100 g
NaCl e 20 g
KH,PO, (anhidro) cerrssienersaes e 0.6 g
KHPO3H,0 e 13 g
L-Cistefna ., 1.2 g
Acido ascérbico e 02 g

Citrato férrico de amonio  ....ccvveiiviieniiinee 002 g
H,0 (desionizada) c.b.p, ... (RSO 870 m!
pH 6.8

2. Medio de cultivo (completo) para hibridomas.

Medio DMEM (alta glucosa) [T cnseesennennee 100,0 ml
{Gibco No. de Catilogo 430-2800EB)

Suero fetal bovino e 20.0 ml
Glutamina (200 mM) e 1.0 ml
Glicina (0.15 mM) 0.2 ml
2-Mercaptoetanol (0.01 M) verrisirerernnrsenenese 0.5 ml
Fungizona (250 pg/ml) et 0.1 ml
Penicilina/Estreptomicina i 0.5 ml

(10,000 u/100 mI; 10,000 pg/ml)
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