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la biologfa ocupa, entre las ciencias, un lugar a la vez 
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lograr jamds la revelación de unas leyes generales, aplicables fuera 

de la blósfera. Pero si la ambición última de la ciencia enJera es 
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puesto que es, enJre toda.r las disciplinas la que Intenta ir mds 

dlrectamenle al centro de los problemas que se deben de haberresuelto 

antes de proponer el de la "naturaleza humana", en unos tlnnlnos que 
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RESUMEN 

En este trabajo nos propusimos como objetivo principal obtener anticuerpos 

monoclonales contra una proteína de 24 kDa del parásito Entamoeba histo/ytica, agente 

causal de la amibiasis intestinal humana. 

La adhesión del ttofozoíto de E. lzistolytica a su célula blanco es el paso inicial en su 

mecanismo agresor y en la colonización e invasión de los tejidos. El estudio de los antígenos 

de superficie involucrados en la relación parásito-célula blanco es importante para el 

desarrollo de lécnica! de identificación, diagnóstico y en el diseño de mélodos que conduzcan 

al desarrollo de vacunas que protejan efectivamente a las poblaciones afectadas por este 

microorganismo ( ~ 10 % de la población mundial). 

La proteína de 24 kDa (p24) se adhiere a erilrocitos humanos, sus niveles de 

expresión se encuenlran alterados en cepas no patógenas del parásito, y no es reconocida por 

anticuerpos policlonales anti-p24 en mutantes deficientes en adhesión, lo que nos indica que 

muy probablemente tiene un papel importante en la relación parásito-célula blanco. 

La técnica para producir anticuerpos monoclonales constituye una herramienta útil en 

la caracterización de los antígenos de los parásitos y ha permitido profundizar en el 

conocimiento de sus funciones. 

La p24 se caracterizó inicialmente en geles de PAGE-SDS uni y bi-dimensionales y 

en ensayos de inmunoeleclrottansferencia para determinar el número de protefnas de ese peso 

y para definir si es una glicoproteína. 

Para obtener anticuerpos monoclonales conlra 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 línea P3-X63-Ag8.653 y los híbridos se 

seleccionaron en el sistema HAT. Se obtuvieron 11 hibridomas positivos anti-p24, algunos 

, se clonaron dos veces por la técnica de dilución limitanle y se caracterizaron 3 de ellos. A 

los anticuerpos monoclonales se les determinó su isotipo y se purificaron parcialmente. 

Todos los anticuerpos monoclonales reconocieron a la p24 y dos de ellos tienen una 

reacción cruzada con una proteína de 32 kDa. 
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INTRODUCCION 

En todos los paises en vías de desarrollo -tanto en regiones tropicales como 

subtropicales- las condiciones socioeconómicas y los estándares de sanidad e higiene son muy 

bajos. En consecuencia, es común la infección humana con una gran variedad de parásitos, 

entre los que se encuentran los intestinales. 

En estos paises, la población sufre de desnutrición y de una inmunidad deficiente, 

éstos constituyen factores de predisposición muy importantes y estrechamente relacionados 

entre sf, y son probablemente mucho más importantes en el contexto de las infecciones del 

tracto gastrointestinal por protozoarios, que por helmintos (Cook, 1990). 

La Tabla 1 resume los parásitos protozoarios intestinales más importantes. Como se 

puede observar, son encabezados por EntllllllJeba histolytica (Cook, 1980; Martlnez-Palomo, 

1987; Ravdin, 1988). 

Tabla l. Panlsltos protazoarios .W lmJ!Grtanle.. 

Lumen 
Pa16genos 

No pa[ógenos 

Pared intestinal (No lwninal) 

Modificado de Cook (1990) 

Enlamotba hi.rtolylia:z 
Baltuuidium coli 
Gialllia lamblia 
Crlptosporidium sp 

D/elllanU>d>a fragllis 
Brastocystis lwminis 
Entamoeba co/i 
Enlamc<ba /uutmanii 
/odam«OO butschl/i 
Endollmax"""" 
Oiilomast!x mesrúU 
Pentatrld1omonas honúni.r 
Retortamonas tnte.rtinalis 

EnterotMnas Jwminis 
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AMIBIASIS 

La amibiasis es la infección humana provocada por E. histolytica. Aunque es una 

enfermedad de distribución mundial, la magnitud global de la amibiasis es diflcil de 

establecer; en 1981, se estimó 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 convierten en 

la tercera infección parasitaria humana más importante, después de la malaria y la 

esquistosomiasis. 

l. Antecedentes históricos. 

La amibiasis ha existido probablemente desde que la especie humana se diferenció de 

sus predecesores inmediatos en el curso de ia evolución. Se han encontrado escritos 

relacionados con los síntomas clásicos de la disentería, con probabilidad amibiana, en 

documentos muy antiguos, desde 3,000 años antes de nuestra era y en trabajos de Hipócrates 

del siglo V a.c. Los médicos romanos y los individuos que practicaban el arte de curar 

durante la Edad Media también dejaron evidencias de su conocimiento de la disentería 

(Martínez-Báez, 1989). Sin embargo, no fue sino hasta la segunda mitad del siglo XIX 

cuando se analizó un caso de disenteria en el que se detectaron amibas de una especie 

desconocida, en las heces de un paciente. 

En 1875, el Dr. Fedor Aleksandrovich Lesh (Ulsch) asoció por primera vez la 

disentería con un organismo parásito al hombre al estudiar a un paciente originario de 

Arcángel (San Petersburgo, Rusia), que presentaba síntomas de disentería crónica. Lesh 

siguió atentamente el curso de la enfermedad y estableció la relación directa entre el número 

de amibas en las heces del paciente y la intensidad del cuadro clfnico. Al realizar la necropsia 

de este paciente encontró cicatrices y úlceras en el ciego, principalmente. El exameh 

histopatológico de estas úlceras reveló la presencia de amibas infiltradas en la submucosa. 

Lesh describió con detalle estas amibas, en cuyo citoplasma encontró 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 especi¿ a la que denominó Amoeba coli 

(Martínez-Baez, 1989). 

Además, con el fin de evidenciar la patogenicidad de las amibas, Lesh realizó algunos 

experimentos. Inoculó cuatro perros, por las vías bucal y rectal, con las heces del campesino 

de Arcángel, y después de algunos días observó que uno de los perros presentaba síntomas 

de disentería; pero, como este resultado no le pareció evidencia suficiente, nunca concluyó 

que estos parásitos constituyeran el agente causal de la enfermedad. Más tarde, Stephanos 

Kartulis en 1886, publicó sus observaciones sobre 150 casos de disentería, en la mayorfa de 

los cuales encontró amibas como las descritas por Lesh, y afirmó por primera vez el papel 

etiológico de las amibas en la disenteria. En el siguiente afta, Robert Kllch encontró amibas 

en los capilares hepáticos cercanos a los abscesos, con lo cual estableció que debía existir una 

relación etiológica entre la disentería y el absceso hepático. 

En 1891, Councilman y Lafleur relataron minuciosamente el cuadro clínico de la 

amibiasis y de las lesiones encontradas en ella, así como una descripción detallada de las 

amibas causales denominadas por ellos E. dysenlerlae. Crearon los términos "disentería 

amibiana", así como el de "absceso hepático amibiano' y sugirieron la presencia de una 

· amiba no patogénica en el colon humano. 

Posteriormente, en 1893 Quincke y Roos descubrieron la forma quística de la amiba 

y describieron el ciclo de vida de las amibas parásitas en el intestino humano, En 1903, 

Schaudinn mediante estudios estrncturales distinguió las dos especies de amibas conocidas 

hasta entonces como parásitos del ser humano: a la patógena la llamó E. histolytica y a la 

no patógena Entamoeba coli. En 1904, Musgrave y Clegg crearon el término 'amibiasis' 

para indicar la infección con E. histolytica, independientemente de que esta enfermedad esté 

acompañada o no de síntomas. Después, Walker y Sellards en 1913, demostraron la 

patogenicidad de E. histolytica y la inocuidad de E. coli. Enfatizaron también el papel 

importante de los quistes en la transmisión de la amibiasis, con lo que 'facilitaron el 

desarrollo de futuras medidas de prevención. Al estudiar la E. histolytica, los invcstigadore5 

descubrieron otras especies y otros géneros que con frecuencia parasitan al hombre, por 

ejemplo, E. gingiva/is, E. co/i, lodamoeba butsch/ii, E. hartmann/, Endo/imax 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 cultivo en 

el que las amibas parásitas podían crecer fácilmente; sin embargo, ese método requiere 

cultivar las amibas en presecia de bacterias. Finalmente, Diamond en 1961, elaboró un medio 

de cultivo que permite el cultivo del parásito, sin necesidad de asociarlo con otros 

microorganismos. Este medio axénico ha facilitado gran número de trabajos de investigación 

sobre cepas patógenas de E. histolytica, libres de toda contaminación (Martínez-Báez, 1989). 

2. Epidemiología. 

Aproximadamente, el 10% de la población mundial es portadora de E. /Jistolytica, sin 

embargo, sólo un pequeño porcentaje sufre de la enfermedad. En 1984 se estimó que 

probablemente 500 millones de personas estaban infectadas con E. histolytica y que 40 

millones desarrollaron colitis o abscesos extraintestinales (Waish, 1988). La prevalencia de 

esta infección en los países industrialil.ados ha disminuído con la urbanización y con mejores 

estándares de sanidad e higiene. Sin embargo, continúa siendo común en los países en vías 

de desarrollo (Ravdin, 1989) y en los turistas que viajan a estos países (de Laiia y coi., 

1988). En grupos de homosexuales, se han encontrado proporciones que se aproximan a las 

de las areas endémicas (Phillips y coi., 1981; Allason-Jones y col., 1986). 

La forma infectante de E. histolytlca son los quistes, permanecen viables e infectantes 

durante varios días en las heces y pueden sobrevivir en el ambiente hasta por ocho días a 

temperaturas entre 28 y 34ºC y durante más de un mes a IOºC; también sobreviven 

infectantes en agua, agua de mar y suelos húmedos, dependiendo de la temperatura y hasta 

45 minutos en la materia fecal depositada debajo de las uñas, aunque son destruidos por 

desecación en los primeros 10 minutos sobre la superficie de las manos (Muñoz, 1989). Las 

formas más frecuentes de transmisión son la contaminación de alimentos y la transmisión de 

persona a persona. El mayor riesgo está asociado con los portadores asintomáticos de quistes, 

especialmente si están dedicados al manejo y preparación de alimentos. La mayoría de los 

individuos que alojan al parásito son portadores sanos, que por día eliminan hasta 1.5 x 107 

quistes en las heces (Muñoz, 1989). 

El diagnóstico de la infección amibiana se basa en la localización de amibas en las 

heces o de anticuerpos específicos 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 identificación del parásito. 

Se piensa que las consecuencias graves de la enfermedad son producidas por cepas 

patógenas, mientras que aquellas personas que portan cepas no patógenas presentan un bajo 

riesgo de desarrollar la enfermedad. Hasta el momento no existen métodos sencillos y 

rápidos para distinguir entre quistes de cepas patógenas y no patógenas si bien, 

exclusivamente durante la amibiasis invasiva se presentan trofozortos mótiles que contienen 

varios eritrocitos ingeridos (Walsh, 1988). 

En México, la amibiasis es una enfermedad endémica y está considerada como un 

problema de salud pública, 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. 

hi.rtolytica y de S.S a 7 millones presentaban síntomas moderados o severos de la enfermedad 

(Walsh, 1988). En la dudad de México al menos el 15% de las hospitalizaciones de niños 

por diarrea son debidas a amibiasis (Gutiérrez-Trujillo, 1980). Se ha estimado que en el pafs 

existe una proporción de un paciente con amibiasis invasiva por cada 4 ó S portadores 

asintomáticos (Sepúlveda, 1980). 

México es uno de los países más afectados por amibiasis invasora, a juzgar por la 

frecuencia y la gravedad de los abscesos hepáticos amibianos y, seguramente, no resulta raro 

que una de las cepas más virulentas que se conocen (la HMl:IMSS) haya sido aislada en 

nuestro país (Tsutsumi y col .. 1992). 

2.1. E. histolydca ¿I 6 2 especies? 

Una de las preguntas más importantes que han dominado durante mucho tiempo la 

investigación en amibiasis es saber cuál es la explicación al bajo número de individuos que 

desarrollan amibiasis invasiva, considerando que el 90% de los individuos infectados son 

portadores asintomáticos. En otros términos, si ese tipo de amiba, morfofógicamente idéntica, 

que es fa responsable de una infección aparentemente no patógena, debería ser tratada como 

una especie aparte, cuya característica principal es ser exclusivamente comensal. Si se llegase 

a conocer que esta amiba efectivamente es incapaz de producir los síntomas más graves de 
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la enfermedad, las consecuencias serían de gran alcance para el diagnóstico y tratamiento de 

la amibiasis, principalmente en Jos portadores asintomáticos (Spice y Ackers, 1992). 

Existen tres hipóiesis que intentan explicar este fenómeno: 1) E, histolytica es una 

sola especie patógena que en los humanos produce lesiones que pueden o no dar Jugar a 

síntomas clínicamente reconocibles; 2) E. histolytica es normalmente un comensal que reside 

en el colon humano y que por razones que todavía no se comprenden bien, es capaz de 

convertirse en un patógeno invasivo, y 3) E. histolytica está compuesta de dos especies 

morfológicamente idénticas, una patógena invasiva que presenta varios grados de virulencia 

y Ja otra una patógena no invasiva que tiene Ja capacidad de producir, a Jo mucho, una 

erosión superficial de la mucosa intestinal (Diamond y Clark, 1993). 

Algunos autores, como Sargeaunt (1992) y Clark y Diamond (1993) piensan que Ja 

tercera hipótesis es Ja que mejor explica el fenómeno, proponiendo una redescripción de la 

especie E. histo/ytica en dos especies: la no patogénica como E. dispar y Ja patogénica como 

E. lzistolytica. Sin embargo, otros grupos (Mireiman y col., 1986, 1993; Andrews y col., 

1990; Vargas, 1994) presentan evidencias a favor de Ja interconvertibilidad de cepas no 

patógenas en patógenas, Jo cual hace que Ja pregunta no tenga una respuesta todavía 

satisfactoria. 

3. Generalidades de B. histolytü:a. 

E. histo/ytica es, estructuralmente hablando, un eucarionte sencillo. Este organismo 

car\!CC de mitocondrias, peroxisomas y de un aparato de Golgi bien desarrollado. Aparte del 

núcleo, su rasgo ultraestructural más conspicuo es la presencia de numerosas vacuolas 

digestivas, las cuales pueden llegar a ser bastante grandes (hasta 2 µm) (Bakker-Grunwald 

y Wóstmann, 1993). Las peculiaridades de E. histolytica, en cuanto a metabolismo, son la 

ausencia de citocromos y de un ciclo funcional de Jos ácidos tricarboxllicos, Ja presencia de 

piruvato citoplásmico: con ferredoxin-oxidoreduciasa en vez del complejo de piruvato 

deshidrogenasa; Ja fosfofructuocinasa depende de pirofosfato más que de ATP y presenia 

una ausencia general de regulación aloslérica en Ja glucólisis (Bakker-Grunwald y Wostmann, 

1993). 
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3.1. Filogenia y clilslficación. 

E. histolytica pertenece al reino Protoctista. un grupo formado principalmente por 

linajes de microorganismos provenientes de los primeros eucariontes (Margulis y col.,1990). 

De acuerdo con algunos autores (Sogin, 1989; Kabnick y Peattie, 1991; Knoll, 1992), y con 

da!Os de filogenias basadas en comparación de secuencias de la subunidad pequeña del RNA 

ribosomal, E. histolytica pertenece a un linaje que, junto con los flagelados, divergió muy 

temprano dentro de la evolución de los eucariontes. solamente antecedido por los de 

Microsporidia. Trichomonas y Giardia. Debido a las características de la amiba, 

anteriormente· citadas, se ha postulado que es probablemente uno de los organismos más 

primitivos que existen. un fósil metabólico. Incluso, se ha sugerido que E. hlstolylica, junto 

con Giardla, reúne muchas características que la colocan como probablemente el último 

ancestro común ('protoeucarionte") de todos los eucariontes con o sin mitocondrias 

(Cavalier..Smith, 1991; Bakker-Grunwald y Wostmann, 1993). 

La clasificación taxonómica de E. hlstolyrica, 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 Pro!Ozoa, 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 pro!Ozoa (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 

llamados rhizopodos, cuyo rasgo principal es la presencia de pseudópodos en algún estadio 

de su ciclo de vida y a los entamoebidae, cuyos miembros son todos parásitos (Corliss, 

1987). La Tabla 2 muestra la clasificación de E. histofytica, 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 continúe 
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Tabla 2. Clastncadón taxonómica de En1amotba hlstol1tica. 

Reino Protoctista 
Phylwn Rhlzopoda 
Clase Lobosea 
Subclase Gymnamoebia 
Orden Amoebida 
Suborden Tubulina 
Familia Bntamocbidac 
~nero Enlamotba 
Especie hJslDlytica 

(Fig. 1 ·a). El quiste ~ caracterir.a por ser pequeno, esférico, comunmente de 12 ¡&m de 

diámelro, y está rodeado por una pared de quitina, lo que le confiere una gran resistencia. 

Cada quiste posee cua1ro núcleos, cada uno de los cuales presenta un cariosoma central. La 

ruta de infección más usual es la oral: los quistes son ingeridos en agua o alimentos 

contaminados con materia fecal (Fig. l ·b) y viajan por el aparato digestivo hasta la región 

del !leon, donde se produce el desenquistamiento (Fig. l ·2) (Martfncz-Palomo, 1982; Cook, 

1990). 

De cada quiste en proceso de desenquistamiento se origina un protoplasto desnudo 

tetranucleado. Cada uno de los núcleos sufre un proceso de división y el protoplasto se 

divide inmediatamente para originar ocho 1rofozoftos metaquísticos uninucleados (Fig. 1 ·2). 

Estos trofozohos migran al ciego, donde se adhieren a la mucosa y sufren un proceso de 

maduración para dar lugar a trofozoftos activos (Fig. 1 ·3a) (Despommier y Karapelou, 1987). 

El trofozofto es una célula de 7a4011m de diámetro, amorfa, muy dinámica y cuya 

motilidad es altamente sensible a los cambios de su microambiente, como la temperatura, el 

pH, la osmolaridad y el potencial- redox". Su núcleo, de 4 a 7 11m de diámetro, está rodeado 

por una capa granular uniforme. La masa de cromatina se halla diJ!ribuida generalmente en 

forma regular, pero en ocasiones se puede enconlrar adherida a la cara interna de la 

membrana nuclear (Mardnez-Palomo, 1982). Posee en su citoplasma numerosas vacuolas, 

cuyo contenido va desde eritrocitos y bacterias hasta desechos celulares. En el citoplasma no 

se distinguen organclos diferenciados propios de células eucarióticas típicas (Deutsch y 
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Zaman, 1959; Osada, 1959; Martlnez-Palomo, 1982). 

Los trofom(tos viven lntimamente adheridos a la mucosa de las últimas regiones del 

intestino delgado y de todo el inteStino grueso, donde se alimentan de células del hu~ped y 

se reproducen por fisión binaria. Los troforo!tos pueden invadir la mucosa y pasar a otros 

órganos, 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) (Mardnez-Palomo, 1982; 

Despommier y Karapelou, 1987). 

El enquistamiento ocurre en el lumen del intestino grueso, y se inicia cuando el 

troforo!to adopta una forma esférica (Fig. l ·4a). El quiste temprano se caracteriza por la 

presencia de la pared qu!stica, uno o dos núcleos y tenues apilamientos de ribosomas (Fig. 

l ·4b) (Despommier y Karapelou, 1987). 

El quiste maduro posee cuatro núcleos y por lo general carece de ribosomas en su 

citoplasma (Fig. l ·4c). El ciclo de vida se completa cuando el quiste es expulsado con la 

materia fecal hacia el medio ambiente externo, en donde es capaz de resistir una gran 

variedad de condiciones adversas (Martlnez-Palomo, 1982). 

3.3. Factores Involucrados eu la vlnJlencla amlblana. 

Los trofom!tos de E. histolytica pueden permanecer en la luz del intestino humano 

como comensales, pero ocasionalmente pueden invadir la mucosa intestinal produciendo 

disenteria amibiana. En esta etapa son potencialmente capaces de diseminarse por v(a 

sangu!nea a otros tejido5, 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 daño aparente. 

Se piensa que están involucrados factores del hu~ped, factores del microambiente y factores 

propios del parásito (Cook, 1990). 

3,3.1. Factores del bu~ped. 

Existen algunos factores del hospedero que se han visto involucrados en el 

establecimiento de la infección amibiana. Entre estos se encuentran: colesterol sérico 

aumentado, baja aportación de ácido ascórbico en la dieta, consumo elevado de 
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Flgtira 1; Ciclo de vida de Entanweba histalytica: 

(Ver texto para explicación) 

'Tomado de Desponunicr y Karapclou (1987), 
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carbohidratos, dieta baja en prote(nas, ausencia de exposición previa a las amibas; as! como 

también factores climáticos, emocionales y genéticos (Pérez-Tamayo y Brandt, 1971). Por 

otra parte, es bien sabido que Ja incidencia de Ja amibiasis en el mundo es paralela al nivel 

sanitario y a Ja higiene que hay en una comunidad (Elsdon-Dew, 1968). 

3.3.2. Factores del mlcroambleote. 

Durante mucho tiempo se pensó que Ja microbiota bacteriana era indispensable para 

Ja expresión de Ja virulencia amibiana. Vincent y Nea! (1960) y Phillips y col. (1972) 

reportaron que las cepas de E. ilistolytica cultivadas axénicamente por tiempo prolongado 

perdieron irreversiblemente su capacidad de producir lesiones amibianas. Bos y Hage (1975) 

observaron que Ja virulencia de Jos tr<?foro(tos crecidos con bacterias disminuyó cuando las 

bacterias fueron separadas del medio de cultivo, mientras que Ja reasociación con bacterias 

resultó en la readquisición de Ja patogenicidad. Bos (1975) y Bos y van der Gried (1977) 

e~tudiaron Ja virulencia de varias cepas arnibüinas y encontraron que aquellas que se 

cultivaron con bacterias presentaron mayor virulencia que las que se cultivaron axénicarnente. 

Sin embargo, Tanimoto y col. (1971) hablan demostrado que inoculando un número elevado 

de troforohos axénicos, es posible producir absceso hepático en hamsteres. Este resultado 

fue confirmado por varios autores (Diarnond y col., 1974; Martlnez-Palomo, 1978; Gharidian 

y Meerovich, 1979; Lushbaugh y col., 1981) quienes encontraron que Jos trofow(tos 

cultivados sin asociación bacteriana pueden producir absceso hepático. 

Hasta el momento no se conoce la naturaleza de la relación E. hlstolytica-bacteria. 

Sin embargo, parece ser un fenómeno altamente especifico en el que intervienen componentes 

de la superficie de E. histo/y1ica con actividad de Jectina 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 Ja presencia de receptores · 

para manosa (revisado en Mirelman, 1987), y con la actividad de catalasa de algunas cepas 

bacterianas (Bracha y Mirelman, 1984). Sin embargo, el aumento de la virulencia se da 

únicamente en la presencia de bacterias intactas, ya que Usados bacterianos y bacterias 

atenuadas por calor e irradiación no tuvieron efecto alguno sobre Ja virulencia (Wittner y Rasenbaurn, 
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1.970; Mirelman y col., 1983), lo que sugiere que el mecanismo potenciador no se limita a 

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

3.3.3. Factores propios del parásito. 

El mecanismo por el cual los trofozoftos de E. histo/ylica dallan los tejidos del 

hospedero no está completamente definido, sin embargo existen evidencias suficientes que 

indican Que dicho mecanismo se lleva a cabo en cuatro etapas: adhesión, citólisis dependiente 

de contacto, fagocitosis y finalmente, una degradación intracelular (Oro1.e0 y col., 1983; 

revisado en Gitler y Mirelman, 1986; Ravdin, 1986; Pérez-Tamayo, 1989). 

3.3.3.1. Adhesión. 

La adhesión de los trofozoftos de E. histolytica a las células epiteliales es el primer 

paso en el proceso de colonización y de invasión de los tejidos (Oro1.e0 y col., 1980). Por 

lo tanto, se considera un factor importante en la 'virulencia amibiana y el evento inicial en 

la citólisis dependiente de contacto (Ravdin y col., 1980; Ravdin y col., 1988) y en la 

fagocitosis (Trissl y col., 1978; Garcfa-Rivera y col, 1982; Oro1.e0 y col., 1983), dos de las 

actividades más importantes en la patogenicidad de E. histo/yt/ca. 

Los trofozoftos de E. histolylica se adhieren rápidamente a monocapas de células 

epiteliales en cultivo y a sustratos inertes como plástico o vidrio. La adhesión de las amibas 

a las superficies inertes está mediada por mecanismos inespecfficos, mientras que la adhesión 

a células epiteliales está dada por mecanismos· especfficos, los cuales requieren del 

reconocimiento especffico de moléculas en la superficie del parásito (adhesinas) y moléculas 

en la superficie de la célula blanco (receptores) (Martfnez-Palomo, 1986). 

Hasta el momento se han reportado cinco moléculas involucradas en la adhesión de 

los trofozoftos a la célula blanco. Estas son: la adhesina de 112 kDa (Arroyo y Orozco, 

1987), la Jectina 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 

(Vohra y col., 1992a, 1992b). Asf mismo, se han reportado evidencias sobre la participación 

de protefnas con pesos moleculares de 90, 70, SO y 24 kDa en la relación parásito-célula 

blanco (Rodríguez y col., 1989), y sobre el papel de una protefna rica en serina de 46-52 kDa 
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en la adhesión de los trofowítos a células CHO (Stanley y col., 1990). Estas moléculas se 

anal izan con más detall e posteriormente. 

3.3.3.2. Citólisis dependiente de contacto. 

Estudios cinematográficos 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 trofowítos amibianos lisan las células blanco 

después de que éstas establecen contacto con el parásito. Se sabe que este efecto es 

dependiente de temperatura y es óptimo a 37ºC (Ravdin y Guerrant, 1981). Aparentemente, 

la lisis de las células blanco requiere la función de los microfilamentos amibianos, ya que las 

citocalasinas B y D, drogas que tienen la propiedad de interferir con la formación de los 

microfilamentos, inhiben el efecto citoletal amibiano sobre células blanco (Guerrant y col., 

19Sl). La lisis de las células blanco también ha sido asociada con el flujo iónico en la 

membrana de la célula blanco y dentro de la amiba. En la lisis podrían panicipar algunas de 

las siguientes moléculas: 

a) Fosfolipasa A. La fosfolipasa A es una fosfolipasa dependiente de calcio cuya 

actividad está asociada a la membrana plasmática de los trofozoftos y esta considerada como 

importante en la actividad citolftica de E. histolydca (umg-Krug y col., 1985). 

b) Colagenasa. Los trofowítos de cepas patógenas de E. histolydca presentan 

actividad colagenolftica (Muiloz y col., 1982). La actividad de esta enzima esta ausente en 

los sobrenadantes y sóio se detecta después del contacto de los parásitos con el sustrato de 

colágeno, lo cual sugiere que la proteasa esta localizada en la membrana plasmática de los 

trofowitos y que se requiere de contacto directo entre la amiba y el sustrato para que ocurra 

la digestión de la colágena, una proteína que se encuentra en grandes cantidades en la matriz 

extracelular de tejido conectivo (Muñoz y col., 1984). 

c) Amebaporo. Dos grupos de investigación han reportado la existencia de proteínas 

de la membrana plasmática de los trofozoítos amibianos capaces de formar poros en la 

membrana de macrófagos y linfocitos (Lynch y col., 1982, Young y col., 1982). Estas 

proteínas inducen una rápida despolarización de la membrana de las células mencionadas e 

Inducen un rápido flujo de iones a través de la membrana de vesículas de fosfatidilcolesterol. 
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El papel de estas proteínas en la patogénesis de la arnibiasis no está definido, pero se cree 

que su participación sea mediante eslOS cambios de flujo iónico transmembranal detectados 

cuando las amibas entran en contacto con las células blanco (Ravdin y col., 1985). 

Recientemente, el grupo de Leippe reportó el aislamiento y la caracterización .de una 

proteína con propiedades de "arnebaporo" a partir de una cepa patógena de E. histolylica 

(Leippe y col., 1991). La secuenciación tanto de la molécula como de su gen, determinó que 

se trata de una protelna de 8.2 kDa (Leippe, 1992). 

d) Otras molkuJa.oi con actividad lftlca. 

Los trofozollOS de E. h/stolytica liberan al medio sustancias con actividad hidrolltica 

o proteolltica, tales como fosfatasa ácida, B-N-acetil-glucosaminidasa, glucosidasa, amilasas 

y, en menor extensión esterasas (Lundbland y col., 1981, Trissl, 1983, Werries y col., 1983, 

Muller y col., 1988), as! como también enzimas proteol!ticas, de las cuales sólo 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 ácido 

N-acetylneurarnlnico (NANA) a partir de compuestos como la mucina. Al parecer, ésta 

enzima tiene un papel importante en la respuesta quimiotáctica del trOfozo(to, ya que 

compuestos con NANA estimulan y dirigen el movimiento de los trofozo!tos (Udezulu y 

Leitch, 1987). 

3.3.3.3. Fagocitosis. 

La fagocitosis es una característica biológica de los trofozoftos de E. histolytica que 

se ha visto involucrada tanto en la citopatogenicidad in vitro como en la invasión de los 

tejidos in vivo (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980, 1982, 1983). Estudios 

microscópicos han mostrado a trofozoftos amibianos fagocitando activamente células blanco 

(Chévez y col., 1974). 

E. hlstolytica presenta aparentemente dos tipos de fagocitosis: uno altamente 

especifico, mediado por receptores de superficie llamados adhesinas. Su especificidad se ha 

demostrado por las diferentes afinidades de los trofozoftos para ingerir eritrocitos de vari'IJ 
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especies de mam!feros y diferentes cepas bacttrianas (Ravdin y Guerrant, 1981; Bracha y 

é:ol., 1982; Olguín, 1984). El otro mecanismo por el cual los trofozoítos hacen contacto con 

partículas fagocitables, puede ser un mecanismo flsico no especffico mediado por fue17.35 

electrostáticas, como ocurre con la ingestión de partículas de almidón, de láttx, de fierro, 

etc; Bracha y col. (1982) observaron que los trofozciítos de E. histolytica ingieren 

rápidamentt bacterias no fagocitables cuando éstas están cubiertas con Con A o con 

anticuerpos antibacterias. Por lo cual, ellos postulan que la adhesión del anticuerpo o de la 

bacteria cubierta con Con A a la superficie amibiana está mediada por glicoproteínas 

manosiladas y por otros tipos de moléculas especfficas presentes en la membrana plasmática, 

la cual interacciona fuenemente con moléculas lgG (Bracha y col., 1982). Aparentemente, 

el enlazamiento de anticuerpos y de la Con A genera una sefial, la cual origina su rápida 

íntrodueción al citoplasma. 

Orozco y col.(1980) reponaron que la velocidad de eritrofagocitosis correlaciona 

directamenw con la virulencia de varias cepaii estudiadas. A su vez, la velocidad de 

eritrofagocitosis puede estar determinada por el número y la afinidad de las adhesinas 

especfficas y de otros receptores capaces de interactuar con la célula blanco. Estudios 

realizados por García-Rivera y col. (1982) utilizando mutanws deficientes en adhesión 

mostraron que esta deficiencia se refleja en una disminución de la velocidad de fagocitosis, 

así como también en la disminución de la virulencia in vivo e in vitro de los trofozoítos. Sin 

embargo, otros factores tales como las deficiencias para emitir la seilal que induce la 

ingestión, pam desacoplar las prowfnas del citoesqueleto y/o digerir las partlculas ingeridas, 

pueden afectar la velocidad de fagocitosis y la capacidad de los trofozoítos para producir 

daño. 

3.3.4. Evasión de la respuesta inmune. 

Estudios inmunológicos han demostrado que las cepas patógenas de E. hlstolytica 

presentan resiswncia a la iisis por el complemento (Calderón y Tovar-Gallegos, 1980; Ree"d 

y col., 1983), redistribuyen sus antfgenos de superficie (Pinto da Silva y col., 1975; Trissl 

y· col., 1978; Calderón y col., 1980), desprenden de su membrana plasmática antígenos 

enlazados a anticuerpos e internalizan una cantidad importante de los antfgenos redistribuidos 
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(Aust-Kettis y Sundquist, 1980; Calderón y col., 1980). Además, se ha abservado que los 

trofozo[tos también presentan resistencia a la lisis por leucocitos polimorfonuclcares 

(Tsutsumi y col., 1984; Ravdin y col., 1985). Por otra parte, Kretschmer y col. (1985) 

detectaron un producto amibiano en el sobrenadante de trofozoftos crecidos axénicamente, 

el cual es capaz de inhibir la motilidad in vivo e in vitro de fagocitos mononucleares 

humanos. Estos podrfan ser factores de virulencia importantes que favorecerlan la 

supervivencia de los trofozoftos en el hospedero, mediante la evasión de los mecanismos 

inmunológicos tanto humorales como celulares. 

4. Antecedentes dlftctos. 

4.1. Importancia de la adhesión en los mlcroorganlsmos. 

La adhesión es un fenómeno biológico generalizado en la naturaleza, que comprende 

una unión relativamente estable de un microorganismo a una supeñicie o de una célula a 

otra. Es una propiedad determinada por moléculas de la superficie celular (Greaves, 1975) 

y un proceso fundamental en los sistemas biológicos. C'.omo ejemplos se tienen su 

panicipación en la evolución de los metazoarios, en la regulación celular, la fenilización y 

las uniones sexuales, el desarrollo de relaciones de contacto en la embriogénesis e 

histogénesis, el sistema de reconocimiento del aparato inmunológico y la interacción celular 

con virus, bacterias y parásitos, entre otras. 

Esta propiedad es también un factor importante de virulencia de los microorganismos 

patógenos, ya que les permite establecerse, multiplicarse e invadir los tejidos que infectan 

(Smith, 1978); la adhesión puede presentar ventajas y desventajas a un microorganismo 

parásito: por una parte, es ventajosa porque lo protege de las defensas mecánicas del huésped 

como las secreciones que hallan a las mucosas, la tos, los estornudos, el movimiento 

peristáltico intestinal, la descamación de los epitelios, etc., que podrlan arrastrarlo hacia el 

exterior. El patógeno al adherirse fuenemente a las células, resiste este arrastre y puede 

entonces colonizar sitios especfficos en el organismo huésped y en algunas ocasiones, Ilegal' 

a invadirlos. Por otra parte, la adhesión se conviene en desventaja, porque pone al parásito 

a disposición del sistema inmune, inmovilizándolo, permitiendo que lleguen hasta él, 

macrófagos, linfocitos T, anticuerpos, etc. (Smith, 1978). 
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A partir de estudios empleando mutantes deficientes en adhesión, 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 adhesión del microorganismo patógeno a las células 

epiteliales como un paso esencial en ci desarrollo de diversas enfermedades infecciosas. 

Se sabe que la adhesión no es un evento al azar, sino que es sumamente especifico 

y selectivo, puesto que para cada patógeno existe un blanco de ataque bien definido en 

relación a la especie, al tejido, a la región dentro del tejido y a la susceptibilidad del huésped 

por dicho patógeno. Esto se debe a la especificidad de las moléculas que participan en la 

adhesión llamadas adhesinas y receptores. 

Las moléculas localizadas en la superficie de los microorganismos que participan en 

la unión especifica a la membrana celular de las células blanco, se denominan adhesinas 

(Shibl, 1985) y son consideradas como factores de patogenicidad ya que intervienen en la 

colonización del tejido del huésped. De acuerdo con su naturaleza qulmica, son moléculas 

muy heterogéneas, como fosfoUpidos, tipoprotelnas, glicoprotelnas, glicoUpidos, etc. Los 

receptores son componentes de la superficie de las células huésped que son reconocidos por 

las adhesinas y generalmente son del tipo de los carbohidratos o residuos de azúcares. 

Dada la importancia que las adhesinas tienen en el establecimiento de una infección, 

se ha desarrollado una intensa búsqueda acerca de los factores que puedan bloquear a las 

adhesinas y que por lo tanto interfieran en el proceso de coloni7.ación de los tejidos de un 

organismo. 

4.2. Proteínas amlbianas que participan en la relación parásito-célula blanco. 

En E. histolytica, no se conoce claramente el proceso de adhesión de los trofozo!tos 

a la célula blanco, ni los factores que median este evento. S\n embargo, algún avance se ha 

logrado en el conocimiento de componentes de la superficie del trofozolto amibiano, que 

podrlan participar en la adhesión del parásito a las células del hospedero. Se sabe que los 

trofozoltos de E. histo/ytica 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 adhesión de los 
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trofozoflos a eritrocitos y a células epiteliales. 

Como se expuso anteriormente (ver 3.3.3.1.), se han reportado algunas moléculas que 

participan en la adhesión de los trofozoítos 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 (Sranley y col., 1990): 

a). Adhesina de 112 kDa. Arroyo y Orozco (1987) identificaron mediante el empleo 

de mutantes deficientes en adhesión (Rodríguez y Orozco, 1986) y anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra la superficie de los trofozoítos, una adhesina de E. histolytica de 112 kDa. 

Estos autores demostraron por experimentos de inmunofluorescencia, formación de casquete 

e inmunoadsorción, que la adheslna de 112 kDa se localiza en la superficie de los trofozoítos 

amibianos. La importancia de esta adhesina en el mecanismo de agresión de E. histolytica 

se sugirió cuando se observó que anticuerpos monoclonales que reconocen la proteína de 112 

kDa, inhibieron la adhesión de los trofozoítos a eritrocitos humanos y redujeron· la 

patogenicidad del panlsito in vitro. 

b). Lectina de 220 kDa. Rosáles-Encina y col. en 1987, purificaron y caracterizaron 

parcialmente una proteína de 220 kDa con propiedades de lcctina, y su actividad, la cual es 

inhibida por concentraciones micromolares de ácido hialurónico, quitina y quitotriosa, asl 

como por anticuerpos dirigidos contra la lectina pura. La proteína contiene 9" de 

carbohidratos por peso, es rica en residuos hidrofóbicos y es muy inmunogénica en ratones, 

hámsteres y conejos. Ésta proteína se une a monocapas fijadas de células epiteliales en 

cultivo de la linea MDCK e inhibe la adhesión de los trofozoítos a células en cultivo. 

e), 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 isoeléctrico de 6.2. 

d). Antígeno de 66 kDa. Vohra y col. (1992a, 1992b) reportaron que un anticuerpo 

monoclonal dirigido contra un antígeno de superficie de 66 kDa, es capaz de inhibir la 

adhesión de los trofozoítos a eritocitos y su posterior fagocitosis, así como la unión a células 

CHO. 

e). Adhesina de 29 kDa. Vinayak y Shandil (1990) reportaron que anticue~ 
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monoclonales contra una proteína de membrana de 29 kDa de E. histolytica reducen 

considerablemente la adhesión a células CHO en cultivo y reduce la citotoxicicidad a células 

de riñón de hamster bebé. 

o. Antígeno de membrana con múltiples repetidos en tandem. Stanley y col. en 1990, 

reportaron el aislamiento y expresión de este antígeno de superficie, cuya secuencia codifica 

para una proteína rica en serina. Un antisuero dirigido contra la proteína recombinante 

reconoce específicamente dos bandas, cuyos pesos son de 46 y 52 KDa. Este antisuero 

inhibió la adhesión de trofozoltos amibianos a células de la línea CHO in vitro, sugiriendo 

el papel de este antígeno en el contacto con la célula blanco. 

También se ha sugerido la participación de otras protefnas, con pesos moleculares de 

210, 160, 112, 90, 70, 50 y 24 kDa, en la relación parásito-célula blanco (Rodríguez y col., 

1989). Las proteínas de 210 y 160 kDa podrfan 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 la de 50 kDa 

muy probablemente corresponde a la proteína rica en serina descrita por Stanley y col. 

(1990). 

4.3. La proteína de 24 kDa (p24). 

Rodrfguez y col. (1989), identificaron cuando menos cuatro nuevas moléculas en la 

superficie de los trofozoftos amibianos con pesos moleculares de 90, 70. 50, y 24 kDa que 

se encuentran involucradas directa o indirectamente en la relación parásito-célula blanco. 

Estos autores estudiaron la unión específica de protefnas de E. histo/ytica a eritrocitos 

humanos, empleando trofozoítos silvestres y mutantes deficientes en virulencia. Las proteínas 

que se unieron de manera específica a la superficie de los eritrocitos fueron detectadas por 

ensayos de inmunotransferencia utilizando anticuerpos policlonales generados contra una 

clona altamente fagocítica y virulenta de E. histolytica (clona A)(Orozco, 1981). Los 

anticuerpos reconocieron proteínas de 210, 160, 112, 90, 70, 50 y 24 kDa cuando los 

eritrocitos interaccionaron con trofozoltos de la clona A; y no detectó o detectó débilmente 

a las proteínas de 112, 90 y 24 kDa cuando los eritrocitos interaccionaron con trofozoítos de 

las clonas L-6 y C,23, ambas deficientes en fagocitosis y virulencia (Rodrfguez, 1990). 
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Por otra parte, Miguel Angel Vargas en su tesis doctoral (Vargas, 1994), estudió la 

expresión de estos antlgenos de superficie (112, 90 y 24 kDa) en una cepa no patógena (cepa 

MAV-CINVESTAV) de E. hisrolytlca durante su proceso de axenización. Obtuvo las 

prote!nas totales de las clonas MA V polixénica, MA V monoxénica y MA V axénica y las 

corrió en geles de PAGE-SDS. Después, transfirió estas prote!nas a nitrocelulosa para su 

interacción con anticuerpos policlonales monoespec!ficos anti-p 112, anti-p90 y anti-p24. En 

estos estudios encontró que existe una expresión diferencial de estas moléculas conforme 

transeurre el proceso de axenización. As!, las prote(nas se encuentran presentes en las clonas 

MA V axénica y A, ambas virulentas y con una eficiencia en adhesión a eritrocitos muy alta, 

pero no fueron reconocidas en las clonas MA V polixénica y MAV monoxénica, las cuales 

son no patógenas y tienen una eficiencia de adhesión muy baja. Esto sugiere que estas 

prote!nas, las de 90 y 24 kDa identificadas por primera vez, tienen alguna relación en el 

proceso de adhesión de E. /ilsrolytica. En particular, la molécula de 24 kDa, no ha sido 

caracterizada espec!ficamente en la adhesión del Parásito 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 prote!na de -24 kDa 

dentro de las prote(nas de superficie que son más fuertemente reconocidas por sueros de 

pacientes con abscesos hepáticos. Estos autores sugieren que esta prote(na es muy 

inmunogénica y que quizás sea útil en el diseilo de métodos inmunodiagnósticos y 

epidemiol~gicos. Esta prote!na podr!a corresponder a la molécula anteriormente. descrita en 

la adhesión a eritrocitos. 

También se han reportado otros estudios sobre la caracterización de prote!nas de E. 

liisrolyrica muy cercanas al peso de 24 kDa (Tabla 3). Lushbaugh y col. (1979, 1981, 1984a, 

1984b) y McGowan y col. (1982) reportaron la identificación y purificación de moléculas con 

actividad citotóxica de E. liistolytica con pesos de 24-25, 59, 66 y 68 kDa. Analizando estas 

fracciones, encontraron una fuene actividad en la fracción de 24-25 kDa. Feingold y col. 

(1985) encontraron también actividad tóxica en Usados de trofozo(tos amibianos, en una 

fracción de 15.-25 kDa. Esta actividad citotóxica se expresa fuertemente en cepas muy 

virulentas como la HMl:IMSS y Rahman, y se expresa débil o nulamente en cepas no 

patógenas como la 303 y moderadamente patógenas como la HK-9. 
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Por otra parte, Tannich y col. (1991) y Bruchhaus y col. (1992) reportaron la 

identificación, aislamiento y secuenciación de un gen de E. ilistolytica que codifica para una 

protefna con actividad de superóxido dismutasa. Los trofozoftos de E. histolytica 

normalmente viven bajo condiciones anaerobias o microaerobicas, aunque también pueden 

. respirar aerobicamente. Durante la mayor parte de las condiciones de cultivo, más del 5 % 

del oxfgeno en la fase gaseosa del medio de cultivo es perjudicial para la amiba, 

posiblemente debido a la acumulación de metabolitos cóxicos del oxfgeno, tales como los 

radicales superóxido. La detoxificación de los radicales superóxido se lleva acabo 

generalmente por la enzima superóxido dismutasa. La protefna purificada ciene un peso de 

25 kDa y se presenta tanlo en aislados de cepas palógenas como de no patógenas. 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 relación o 

no con la p24, ya que por ejemplo, la superóxido dismutasa se encuentra tanto en cepas 

patógenas como en no palógenas, lo que no concuerda con los resultados obcenidos en la cepa 

MAV por Vargas (1994), mientras que la citocoxina no ha sido analizada directamente en el 

proceso de adhesión celular. 

4.4. Anticuerpos monoclonales: una herramienta Importante en el estudio de los 

antígenos de los parásitos. 

A pesar de que existe una cancidad considerable de información sobre lM antfgenos 

de los parásitos en varios sistemas, el progreso ha sido lento en este aspecto de la 

inmunología de las enfermedades e infecciones parasitarias. Las nuevas tecnologfas han 

ofrecido la esperanza de un progreso más rápido a corto plazo. Actualmente la aplicación do 

la técnica para producir anticuerpos monoclonales y las técnicas de DNA recombinanto 

contribuyen de manera importante en el análisis de estas moléculas. 

En E. histolytica, el parásito responsable de la amibiasis humana, se han obcenido 

varios anticuerpos monoclonales, muchos de ellos dirigidos principalmente contra proceín3$ 

o glicoprotefnas de la superficie del trofozofto, con el fin de delectar, aislar y caracterizar 

a este tipo de antfgenos, ya que son los que entran primero en contaclo con el siscr.ma 

inmune del huésped (Tabla 4). 
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Tllbla 3. Estudios con protefnM de Blll111Mtba hlstat,nca ctrtan11 a 2' kDa. 

PROTEINA (SJ PESO (kDa) RBFBRBNCIA 

Histolisina 26-29 Luaces y Bamn (1988) 
Superóxido dismutasa 25 Tmcb y col. (1991) 

Bruchhaus y col. (1992) 
Reconocida por anlicuerpos 25 Avila y Calderón (1989) 
Reconocida por anticuerpos 23.82. 25.32 Berber y col. (1990) 
de calostro y pacicnles con 
-bepitico 
llecomcida por anticuerpos 23, 24, 26 Ximcncz y col. (1992) 
de pacientes con amibiasí1 
inteltinal 
Recooocida por anticuerpos 24., Ioyce y Ravdin (1988) 
de pacientcll con amibiuis 
Unión 11 eritrocitos 24 Rodríguez y col. (1989) 
Cilocox.ina 24-25 Lllahbaugh y col. (1979) 

McOowan y col. (1982) 
Lllahbaugh y col. (1984a) 
Fcingold y col. (198$) 

Proteaaa ácida 21±2 Scholzc y WcrriC1 (1984) 
Reconocida por anticuerpos 20-30 ~cbulz y col. (1987) 
de pacieDtea con amibia.sis 

Los anlicuerpos monoclonales han resultado ser excelenles herramlenlas en I~ 

identificación de las moléculas respomables del fenómeno de adhesión, que como en muchos 

otros parásitos, liene un.papel importante en la patogénesis. En E. histo/ytica la adhesión d~ 

trofozoíto a células animales es el evento inicial en la citólisis dependiente de contacto y en 

la fagocitosis involucraaa en la invasión y colonización de los tejidos (Ravdin y col., 1980¡ 

Ravdin y Guerrant, 1981) y depende de moléculas específicas llamadas adhesinas. En algu"°' 

casos, los anticuerpos monoclonales han logrado inhibir la adhesión del trofozolto amibiall{l 

a su célula blanco, al actuar sobre las adhesinas de 220, 170, 112 y 29 kDa (Meza y col, 

1987; Ravdin y col., 1986; Arroyo y Orozco, 1987; Vinayak y Shandil, 1990). Otrot 

anticuerpos monoclonales han servido eficazmente para la diferenciación de antígenos entrQ 

especies tanto del género Entamoeba como de cepas y clonas patógenas y no patógenas de 

la especie lzistolytica (Ximenez y col., 1985; Ortiz-Ortiz y col., 1986; Avila y Calderón, 
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Tabla 4. Anticuerpos mooodonales coatra EnllUPIOtbo lalstal]dco. 

RECONOCIMIENTO 

Membrana 
Membrana 
Actina 
Actina 
Membrana 
Membrana 
220 kDa 
96 kDa 
112 kDa 
29 y25 kDa 
Glicoprotefnas de superficie 
y Iipopeplidofosfoglicano 
29kDa 
29 kDa 
JOkDa 
30-200 kDa 
170 kDa 
Quiste y 1rofozof10 
125 klla 
Membrana. núcleo, citoplasma. 
(14-22, 17-23 kDa) 
Carbolúdrato de membrana 
84-88 kDa 
122, 115, 111 y 65 kDa 
66 kDa 
Lipofosfoglicano 
60kDa 
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1989; Tachibana y col., 1990; Bhattacharya y col., 1990; Petri y col., 1990b; Tachibana y 

col., 1991; Reed y col., 1992; González-Ruiz, 1992). Así mismo, los anticuerpos 

monoclonales han servido para caracterizar con más detalle la estructura de algunos antígenos 

de superficie de la amiba, como las proteínas de 90 y 29 kDa (Torian y col., 1937; Torian 

y col, 1990) y, finalmente, como reactivos específicos en ensayos .de inmunodiagnósti~ 

(Ungar y col., 1985; Agundis y col., 1990; Merino y col., 1990; Wonsit y col., 1992). 
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TEORIA DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCWNALEs 

La producción y úso de anricuerpos monoclonales constituye una de las prin~ipales 
revoluciones en inniunoquímica, confirmada poref· gran incremento en el núniero 'de' 

laboratorios involucrados en este trabajo. Cuando George Kohler y Cesar Milstein reponaron 

en 1975, por primera vez, la obtención de anticuerpos monoclonales con una especificidad 

pre-definida (Kohler y Milstein, 1975), se presenció un gran lanzamiento de la inmunología, 

al desarrollar una forma poderosa de analizar y purificar moléculas individuales a panir de 

mezi:las complejas encontradas en los materiales biológicos. Estos reactivos se han convertido 

desde entonces en valiosas herrarnienlaS en la investigación biomédica, con aplicaciones 

clfnicas para el diagnóstico y la terapia de una gran variedad de enfennedades infecciosas y 

cáncer, as( como en la modulación de la respuesta inmune (Waldmann, 1991). 

La también llamada tecnología del hibridoma, fue la culminación de avances y 

descubrimientos en varios campos aparentemente rio relacionados. De particular importancia 

fueron las pruebas a favor de la teorfa de la selección clona! (Nossal y Lederberg, 1958), el 

desarrollo de técnicas de fusión celular (Okada, 1962; Littlefield, 1964), la inducción 

artificial de plasmacitomas (Potter y Boyce, 1962) y su adaptación al cultivo celular (Horibata 

y Harris, 1970). Finalmente, la demostración de que era posible fusionar dos lfneas 

plasmáticas tumorales con el mantenimiento de ambos anticuerpos producidos (Couon y 

Milstein, 1973). 

1. La teoría de la selección clonal. 

El problema de la diversidad de los anticuerpos es uno de los temas centrales de la 

inmunología. Antes de los aftos 50, se creía ampliamente que el antígeno debla de alguna 

manera 'instruir' la e.pecificidad de los anticuerpos, al proporcionarle una especie de molde. 

Sin embargo, fa demostración clara de que las proteínas tienen secuencias definidas (Sanger 

y Thompson, 1953) y el conocimiento gradual de que la secuencia primaria de aminoácidos· 

era suficiente para especificar toda la actividad biológica de una proteína, creó muchas 

dificultades para las teorías 'instruccionistas'. 

La teor(a de la selección clonal de Burnet (1957) evitaba muchas dificultades al 
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postular q.u~.~da .linfocito tenía ~na especificidad única de receptor, y estaba por lo tanto, 

pre-comprometido para hacer un sólo tipo de anticuerpo después de una estimulación 

ad~uada, (Fig. 2). La teoría era capaz de expHcar la especificidad de la respuesta inmune 

dentro de la estructura general de la genética, aunque tomó. un poco más de un cuarto de 

siglo .antes de que los mecanismos precisos de la generación de la diversidad fueran 

comprendidos. 

La evidencia en apoyo de la teoría de la selección clonal fue proporcionada 

primeramente por Nossal y Lederberg (1958), quienes mostraron que, las células 

productoras, de un sólo tipo de anticuerpo, de ralas inmunizadas con dos diferentes 

antígenos, producían anticuerpos contra uno u otro anllgeno, pero nunca contra los dos. Sin 

embargo, la teoría de la selección clona! permaneció en la controversia hasta la mitad de los 

1960's, y no fue sino hasta la conferencia de Cold Spring Harbar de 1967, que fue 

generalmente aceptada. 

A partir de que la teoría de la selección clonal fue enunciada, se encontró 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 ósea y llevan 

formas de "receptores" (anticuerpos), sobre sus superficies. Uis linfocilos T se forman en 

el timo y no producen anticuerpos convencionales. La principal función de los 1 infocitos T 

es la regulación de la respuesta inmune de las células B, vía "ayuda" y "suptesión". Es 

ampliamente conocido que la selección clonal se aplica tanto a la famila B como a la T 

(Goding, 1983). 

2. Estructura de los anticuerpos. 

Los anticuerpos forman la clase de proteínas llamadas inmunoglobulinas. Son 

moléculas simétricas compuestas de dos cadenas "pesadas" idénticas glicosiiadas de peso 

molecular 50000-75000 y dos cadenas "ligeras" idénticas no glicosiladas de peso molecular 

•25000. Las cadenas pesadas estan unidas por enlaces disulfuro y cada cadena ligera está 

unida a una pesada por un enlace dlsulfuro. 

Las inmunoglobulinas pueden agruparse en 5 clases principales: lgM, IgD, lgG, lgE 

e IgA. · Cada tipo de inmunoglobulina posee características estructurales y biológicas 
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distintivas. El tipo de molécula de inmunoglobulina está determinado por su cadena pesada. 

Asl. las IgM. lgD. lgG, lgE e lgA poseen cadenas pesadasµ, o, 1'· •y a respectivamente. 

Además, la lgG puede ser sub·dividida en cuatro subclases (Gl-4 en humanos; GI, G2a, G2b 

y G3 en el ratón; G1, G2a, G2b y G2c en la rata). 

Existen dos tipos de cadenas ligeras: • y X. Cada tipo de inmunoglobulina contiene 

moléculas ya sea con cadenas • o >.. Las moléculas individuales pueden poseer cadenas 

ligeras• o>. pero nunca de las dos. En el ratón y en la rata, más del 95% de las cadenas 

ligeras son •· En el ratón existe sólo una clase de cadena ligera <, pero paradójicamente 

existen cuatro subclases de cadenas X (1-IV). La cadena ligera juega un papel importante en 

la determinación 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 la respuesta lornu11e, 

La respuesta inmune a la mayorla de los antlgenos involucra cientos o miles de clonas 

de linfocitos, y los productos de estas clonas pueden reconocer muchos sitios diferentes en 

una molécula antigénica. El pequeño sitio sobre el antlgeno al que se unen los sitios de 

combinación del anticuerpo se llama determinante antigénico. Si un determinante antigénico 

tiene una estructura conocida, frecuentemente se le conoce como epltopo. En la mayorla de 

los casos, casi todas las superficies expuestas de las protelnas son antigénicas, si bien es claro 

que no todas las protehias son igualmente inmunogénicas. Los antfgenos presentes sobre las 

superficies celulares o fragmentos de membranas son particularmente inmunogénicos, 

mientras qu.e otros provocan una respuesta más débil que puede. incrementarse con el empleo 

de los adyuvantes (Goding, 1983). 

4. Mieloma. 

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 proliferación, producen grandes cantidades de inmunoglobulinas anormales, que se 

denominan protefnas mielómicas. Se trata de un clon inmortal de células descendientes de 



28 

Figura 2. La teoría de la selección clona! de la lrununldad.' 

De entre los millones de linfocitos B y T presentes en el cuerpo de un venebrado, 

existen algunos que interaccionan con cualquier antígeno que entra en el cuerpo. Estas células 

en particular, cuyos receptores de anticuerpo o de células T se pueden unir al antígeno que 

ha entrado, son estimuladas por la unión y experimentan una expansión y una maduración. 

El resultado es Ja expansión de clonas de células T, que atacan a los antígenos de las células 

e'trañas y clonas de células B que secretan anticuerpos. 

•romado de Warson y col. (1987) 
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una única progenitora; las células de mieloma pueden cultivarse indefinidamente y todas las 

inmunoglobulinas que segreguen tendrán una estructura química idéntica. Estas 

inmunoglobulinas, son en realidad, anticuerpos monoclonales, pero no existe forma de saber 

contra qué antlgeno se dirigen, ni de qué modo pueden inducirse mielomas que produzcan 

anticuerpos frente a un antlgeno específico (Milstein, 1980). 

Los mielomas espontáneos no ocurren muy frecuentemente en ratones pero son 

comunes en las ratas, y ocasionalmente, ocurren en el hombre. En 1959, se descubrió 

accidentalmente que sustancias irritantes al peritoneo podian conducir al desarrollo de 

mielomas en los ralones de la cepa BALB/c. Posteriormente se encontró que el aceite mineral 

o el pristano eran potentes inductores de mielomas en los ratones BALB/c. 

Se han generado lineas celulares de mieloma mutantes, deficientes en la producción 

de algunas de las cadenas de los anticuerpos, as! como en algunas enzimas, las cuales se han 

convertido en herramientas útiles para la obtención de anticuerpos monoclonales (Goding, 

1983). 

S. Fusión de las células y selea:l6n de los bfbrldos. 

Para obtener anticuerpos monoclonales,· primeramente un ratón es inmunizado 

repetidamente con un antlgeno seleccionado. Como resultado, las células B que producen 

anticuerpos especlfícos contra ese antigeno proliferan. Después, lodos los linfocilos B del 

animal, altamente enriquecidos en clonas de células que reconocen el antlgeno, son 

removidos y fusionado$ a células de mieloma mutadas cuya propia slntesis de anticuerpos ha 

sido eliminada. La fus~n de células para la inmortalizaci6n de las células de bazo, requiere 

de un medio de selección para las mezclas de hibridos (células de baro-mieloma). El 

procedimiento de selección (Littlefield, 1964) se basa en la capacidad de las células para usar 

la via de "salvamento" para la producción de guanosina cuando la principal vía biosintética 

está bloqueada (generalmente por los antibióticos aminopterina o ametopterina). Esta via de 

salvamento se basa en la presencia de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa 

(HGPRT). Las células que carecen de la enzima morirán cuando el medio en el que crezcan 

contenga hipoxantina, aminopterina y timidina debido a que ambas vias necesarias para la 

formación de los precursores purinicos del DNA se encuentran bloqueadas (Fig. 3). Sin 
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embargo, una célula que es HGPRT· crecerá en el medio de selección si se fusiona con una 

<:<\lula que es HGPRT +. Se necesitan mielomas que sean HGPRT" para una exitosa selección 

de los h!bridos entre mieloma (HGPRT ") y una <:<\lula de bazo (HGPRT +¡ en el medio de 

selección hipoxantina-aminopterina-timidina (medio HAT) (Liddell y Cryer, 1991). 

Cuando las <:<\lulas son tratadas con el virus Sendai o altas concentraciones de 

polietilenglicol (PEG), sus membranas se fusionan y se forman <:<\lulas multinucleadas 

llamadas heterocariones. En la siguiente división celular, los núcleos de los heterocariones 

se fusionan, y las <:<\lulas hijas poseen un número más o menos igual de material genético. 

Por razones que aún todavía no son bien comprendidas los híbridos resultantes no son 

genéticamente muy estables, y existe una tendencia fuerte a perder cromosomas al principio 

(Goding, 1983). 

5.1. Hlbridomas. 

Después de la fusión, las <:<\lulas son sembradas en multicámaras de 96 pozos a 

concentraciones que resultan aproximadamente en un h!brido viable por pozo. Las <:<\lulas de 

mieloma mueren porque no pueden sobrevivir en el medio de selección HAT, y las <:<\lulas 

de bazo eventualmente mu~ren porque no pueden sobrevivir durante un periodo largo bajo 

condiciones de cultivo. Alrededor de 2-3 semanas de cultivo después de la fusión, sólamente 

los h!bridos entre las <:<\lulas de bazo y mieloma continúan creciendo. En este punto los 

híbridos son probados para la producción del anticuerpo de interés, utilizando por lo general, 

la técnica de ELISA, encontrándose que sólo un número bajo (~JO%) de las <:<\lulas 

fusionadas son capaces de producir anticuerpos. Las células que resultan positivas, son 

clonadas y re-clonadas para evitar el sobrecrccimiento de otros híbridos o de variantes no 

productoras. Estas variantes frecuentemente surgen rápidamente después de que un produce 

un híbrido, posiblemente debido a la segregación de cromosomas que ocurre durante las 

primeras semanas de cultivo. Después de las clonaciones, algunos de los h!bridos positivos 

se cultivan en masa, se congelan para su futura recuperación o se inyectan en ratones par'a 

la obtención de líquido ascítico con un título alto de anticuerpos (Fig.4) (Yelton y Scharff, 

1981; Pollock y col., 1984). 
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Figura 3. Sl.úema de seleccl6o con el medio HA T.' 

Las rutas biosintéticas principales son bloqueadas por la aminopterina. Las células 

pueden sintetizar sus ácidos nucleicos utilizando la v{a de salvamento, si se les proporcionan 

hipoxantlna ·y timidina. Las células que carecen de las enzimas de la v{a de salvamento 

HGPRTo Timidina cinasa, no pueden sintetizar sus ácidos nucleicos y por lo tanto, mueren. 

•Tomado de Zola (1987) 
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Figura 4. Procedlmlento para la obtención de anticuerpos monoclonales,' 

(Ver texto para explicación) 

•Tomado de Watson y col. (1957) 
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6. Diferencias entre serología monoclonal y convencional. 

Una solución de anticuerpo monoclonal contiene un solo anticuerpo especifico con 

una sola afinidad y un solo isotipo de inmunoglobulina, mientras que una preparación de 

anticuerpo policlonal contiene una variedad de moléculas de anticuerpo dirigidas contra 

diferentes porciones del antígeno, así como anticuerpos que no reaccionan con el antígeno 

de interés. Una preparación de anticuerpo policlonal contiene no sólo anticuerpos contra 

antígenos "irrelevantes", sino también múltiples anticuerpos diferentes contra el antígeno de 

interés. En el policlonal hay diferentes isotipos y éstos se comportan de manera diferente al 

interaccionar ccn el antígeno y con otras células, con el sistema del complemento, entre 

otros. Habrá anticuerpos con pequellas diferencias en la secuencia de aminoácidos, que 

reaccionan con el mismo antígeno pero con diferente afinidad. Las propiedades de los 

anticuerpos policlonales serán una propiedad "promedio" dependiendo de la composición de 

la 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 incrementar la unión. Aunque los anticuerpos monoclonales 

tienden a ser menos sensibles que las mezclas policlonales, muestran una especificidad más 

grande y un menor fondo. 

Una de las principales dificultades en el uso de los antisueros policlonales es la 

reactividad cruzada -la reacción del suero con un antígeno diferente del antígeno de interés. 

Con los anticuerpos monoclonales es mucho menor la posibilidad de una reacción cruzada, 

sin embargo se ha observado reactividad cruzada con ellos y puede causar una interpretación 

incorrecta de los resultados. Una causa común de la reactividad cruzada en los anticuerpos 

policlonales, es la presencia en el suero de anticuerpos contra antígenos no relacionados con 

el antígeno de interés. Este tipo de reactividad cruzada no ocurre con los anticuerpos 

monoclonales. Sin embargo, un solo tipo de anticuerpo puede reaccionar con 

macromoléculas, células o tejidos no relacionados si comparten un mismo epítopo. Este caso 

puede ocurrir tanto con los anticuerpos monoclonales como con los antisueros convencionales 

(Z.Ola, 1987). 
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VACUNAS 

l. Producción de vacunas. 

El enfoque tradicionalista en la obtención de vacunas solfa empleara! patógeno 

completo: virus, bacteria, protoroario, etc. atenuado o muerto. Sin embargo, las. llamadas 

vacunas de nueva generación no emplean ya este enfoque. Su desarrollo conjunta la 

información inmunológica y los avances en las técnicas de biología molecular .. C~n este .. 

enfoque, las nuevas vacunas sólo incluyen algunas moléculas (nativas º· recombinantes), 

partes de éslas (péptidos sintéticos) o en su defecto, anticuerpos anti-idiotipo que mimetizan 

alguna estructura original en el patógeno (Estrada, 1992). 

Algunas de las vacunas que actualmente se emplean fueron desarrolladas antes del 

advenimiento de la biología molecular y aunque sólo se han podido obtener un número 

limitado de ellas, han significado un gran avance científico. Dentro de las vacunas de nueva 

generación que .han demostrado ya una eficacia 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, aún 

faltan muchas vacunas para prevenir un gran número de enfermedades infecciosas cuya 

trascendencia en salud puede ser muy seria (Estrada, 1992). 

Uno de los avances que ha tenido mayor impacto en los últimos 10 allos en el 

desarrollo de vacunas, ha sido la utilización de los anticuerpos monoclonales para identificar 

y aislar antígenos de diferentes patógenos. Antes de que se contara con ellos, los 

inmunólogos trabajaban con mezclas de antígenos, que dificultaban la identificación y 

aislamiento Je antígenos individuales (Woodrow, 1990). 

Los anticuerpos monoclonales son excelentes sondas para localizar epftopos en 

antígenos con variabilidad. Desde un punto de vista inmunológico, los determinantes 

altamente específicos deben inducir una mayor protección en el hospedero. Sin embargo, 

desde un punto de vista comercial o de producción, es poco práctico producir vacunas que 

sólo protejan contra una de varias cepas importantes, o que contengan múltiples variantes de 

un antígeno protector. Los anticuerpos monoclonales pueden ser empleados para discriminar 

la mínima variación entre antígenos aparentemente iguales; si se identifica uno con estas 

características, es posible identificar una porción invariable dentro de la misma molécula, que 
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posteriormente puede emplearse como inmunógeno y de esta forma intentar inducir 

protección (Woodrow, 1990). 

Es importante hacer notar que los anticuerpos monoclonales pueden identificar 

cualquier epitopo que sea antigénico, sin importar su naturaleza quimica. Debido a que 

alg~nos antlgenos protectores han demostrado ser carbohidratos, es importante determinar 

la naturaleza quimica del determinante identificado con anticuerpos monoclonales, ya que 

dicha información finalmente determina la estrategia a seguir en el aislamiento y consecuente 

producció'n de la vacuna que contenga tal antlgeno (Estrada, 1992). 

2. lnmunoproruaxla de la amlblasis. 

Los estudios sobre inmunidad proteetora 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 más utilizados en estudios de inmunoprofilaxis 

de la amibiasis son el cobayo, el hámster y más' recientemente, el jerbo (l'sutsumi y col., 

1992). 

Los primeros Intentos de inducir protección anti-amibiana han sido utilizando extractos 

crudos de E. histolytica. Actualmente, los esfuerzos se han encaminado hacia la utilización 

de antigenos mejor definidos, menos complejos y más inmunogénicos. Se han probado 

fracciones ribosomales y lisosomales y los resultados indican que la fracción lisosornal parece 

ser el mejor candidato para la inducción de inmunidad proteetora anti-amibiana (fsustsumi 

y col., 1992). Otros experimen!OS 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. 

Sin embargo, otros grupos han comenzado a experimentar la inducción de proteeción 

anti-amibiana empleando antigenos altamente purificados. Petri y Ravdin (1991) utilizaro~ 

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 hepátieo5 

en los animales . inmunizados fueron de mayor tamaño que los que se formaron en los 

animales contra!; ésto puede sugerir un papel supresor de esta lectina. También se ha 

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

animales inmunizados presentaron un alto porcentaje de abscesos hepáticos de mayores 

dimensiones que en los animales control (Tsutsumi 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 antígenos tengan ep!topos supresores. Se ha propuesto que estos epltopos sean 

presentados por células presentadoras de antlgeno a células T con actividad supresora, 

bloquendo de esta manera la activación de la respuesta inmunológica (Tsutsumi y col., 1992). 

Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales y de clonación de DNA, jugarán 

un papel importante en la determinación y producción de antígenos purificados que 

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

Uno de los objetivos más ambiciosos, dentro del estudio de la amibiasis experimental, 

es el de obtener una vacuna que pueda inducir una protección efectiva en la población 

humana. Para tratar de lograr este objetivo, se requiere de un conocimiento profundo de los 

procesos inmunológicos a nivel molecular dentro de la relación huésped-parásito. Por lo 

tanto, se necesita de la identificación, aislamiento, purificación y caracterización de los 

antígenos de los parásitos. 

La importancia del estudio de estos antígenos resulta evidente: son necesarios para 

el inmunodiagnóstico, el análisis inmunopatológico, la cuantificación de las varias respuestas 

inmunes en los hospederos infectados, vacunados o resistentes naturales, así como para el 

análisis de la variabilidad fenotípica en las poblaciones de parásitos. 

Dado que la proteína de 24 kDa de E. hisrolytica es un antígeno que panicipa en la 

relación parásito-célula blanco y que además, parece encontrarse alterado en cepas no 

patógenas de la amiba, en este trabajo se decidió comenzar su estudio y, principalmente, 

obtener anticuerpos monoclonales, que como se ha mencionadu, serán de gran utilidad para 

su futura caracterización inmunoqufmica y funcional. 
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OBJETIVOS 

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

Objetivo general: 

Caracterizar inmunobioqufmicamenlc a la proteína de 24 kDa de 

Entamoeba histolytica. 

Objetivos particulares: 

1) Caracterizar a la p24 por: 

a) Reconocimiento por anticuerpos policlonales 

b) Determinación del número de protefnas de ese peso 

c) Purificación parcial de la prolcfna 

d) Determinación de la presencia de oligosacáridos 

2) Obtener anticuerpos monoclonales contra esta proteína 

3) Caracterizar parcialmente a los anticuerpos monoclonales por: 

a) lsotipo 

b) Purificación parcial 

c) Especificidad 

d) Titulo 
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MATERIALES Y METODOS 

l. Cultivo de trofozoftos de Bntamoeba histolylica de la cepa HMl:IMSS. 

Los trofozoítos de amiba de la clona A (Orozco, 1981) fueron cultivados 

axénicamente a 37ºC en tubos de vidrio de 16 x 125 mm con tapa de rosca (P.K., México), 

con medio TYl-33 (Diamond y col., 1978), suplementado con: 13% de suero bovino 

(Microlab, México), previamente inactivado a 56ºC durante 30 min; 3% de la mezcla de 

vitaminas de Diamond (Special Diamond Vitamin Mixture, North American Biologicals), 

0.25 Ul/ml de penicilina (Lakeside, México) y 35 µg/ml de estreptomicina (Lakeside, 

México). El inóculo deseado se sembró, en tubos con 12 mi del medio TYI-S-33 completo 

y se dejó en incubación hasta que alcanzó la fase logarítmica de crecimiento. Para resembrar 

el cultivo de amibas, los tubos se incubaron en un pequeño baño de agua-hielo 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 trofozo!tos se sembraron en botellas de cultivo de 25 cm' 

(50 mi) y de 75 cm' (250 mi) (Falcan, E. U.A.). A las botellas se les colocó un inóculo de 

1 y 2 tubos respectivamente, con amibas en fase logarftmica de crecimiento, más medio 

medio TYI-S-33 completo, 10 mi para las botellas de 25 cm' y 60 mi para las de 75 cm'. 

Estos cultivos nuevamente se dejaron crecer hasta que alcanzaron la fase logar!tmica, 

momento en el que se cosecharon. 

El cultivo ya sea de tubo o de botella, se cosechó por enfriamiento en hielo para que 

se despegaran las amibas del recipiente, y el medio con los trofozoftos se vació en tubos de 

polypropyleno de 15 ó 50 mi con tapa de rosca (Falcon, E.U.A.), dependiendo del volumen. 

Se centrifugaron a 360 x g durante 7 min a 4 ºC (1500 rpm en centrífuga Beckman TJ-6) y 

el botón celular se lavó dos veces con solución salina amortiguadora de fosfatos estéril (PBS: 

NaCI 140 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 8 mM, KH,PO,, pH 7.2). Después, el botón celular 

se resuspendió en un volumen de 30 mi de PBS y se tomó una alícuota para contar h1s 

amibas. Las amibas se contaron en una cámára de Neubauer (Hausser Scientific, E.U.A.), 

al microscopio _de luz. 
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2. Extracción de protefnru; totales de B. histolytica. 

2.1. Método directo empleando el lnhibldor de proteasru; 

p-hldroximercuribeozoato (Método 1). 

La extracción de proteínas totales se realizó modificando el método descrito por Avila 

y col. (1985) y Calderón y Avila (1986). 

Cuando los trofozoítos alcanzaron la fase logarítmica de crecimiento, se cosecharon 

para la extracción de proteínas. Una vez determinado eí número de células, el paquete se 

resuspendió en 1 mi de p-hidroximercuribenzoato (PHMB) 100 mM (Sigma, E.U.A.), 

disuelto en Trizma base [Tris(hidroximetil)aminometano) (Sigma, E. U.A.) 100 mM, porcada 

12 x 10' trofozoítos. Para lisar las amibas, éstas se agitaron vigorosamente por 5 minen un 

aparato "Vortex" (Super-mixer, Lab-Line lnstruments !ne., E.U.A.), alternando su 

colocación en hielo. Al.termino de esto, la muestra se dividió en alícuotas, de 500 µI (en 

tubos Eppendorf, Alemania), una de ellas para cuantificación de proteínas; cuando las 

muestras no se emplearon para electroforesis se conservaron a -20ºC; cuando se utilizaron 

para electroforesis las muestras se hirvieron durante 3 min y después se conservaron a -

20ºC. 

(1977). 

2.2. Método de extracción con MgCl1-ácido acético empleando el lobibidor de 

proteasas N-etil-malelmlda (Método 2). 

La realización de esta técnica se basa en el trabajo descrito por Warner y Gorenstein 

Después de que se cosecharon los trofozoítos, se lavaron 2 veces con PBS y se 

contaron. Después de centrifugar, el botón celular se resuspendió en 1 mi de N-etil

maleimida[C,H7NO, (NEM)(Sigma, E. U.A.)], 0.1 mM por cada 12 x 10' trofozoítos. La lisis 

de las amibas se hizo mediante tres ciclos de congelación-descongelación, la muestra se 

colocó en nitrógeno líquido y después en un bafto María a 37ºC, aproximadamente 1 min 

cada vez. A la muestra se le adicionó el detergente Nonidet P-40 (Sigma, E.U.A.) al !0% 

a una concentración final de 0.1 %, y lentamente se le agregaron por un volumen de NEM, 

0.1 vol de MgCJ, (J.T. Baker, México) 1 M y 2 vol de ácido acético glacial (CH3COOH, 

Merck, México). Esto se mantuvo en agitación por 1 h a 4 ºC. Después se centrifugó a 720 
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x g por 10 min a 4 ºC. El sobrenadante se colocó en una bolsa de diálisis de 16 mm de 

diámetro y 25 mm de ancho, con un lfmite de exclusión de peso molecular de 12000 a 14000 

(Spectrapor, Spectrum Medica) lndustries,lnc.: E. U.A.) y se dializó con soluciones de ácido 

acético (l 1) a las siguientes concentraciones: 6%, 4.5%, 3% y 1.5%, con cambios de las 

soluciones cada 8 h. Cuando terminó de dializarse la muestra, se colocó en viales de vidrio 

y se congelaron en una mezcla de acetona-hielo seco, para colocarse posteriormente en una 

m~quina liofilizadora (Lyph-lock 4.5, Labconco, E. U.A.). Al término de la liofilización, las 

muestras se conservaron a -20ºC. 

3. Cuantificación de proteútas empleando el método de Lowry. 

La concentración de protelnas se determinó por el método descrito por Lowry y col. 

(1951), modificado por Oyama y Eagle (1956). 

Para la determinación, se emplearon 5 µI de las muestras de protelna obtenidas por 

el método 1, a los que se les agregaron 195 µI de agua bidestilada. A esta muestra, que se 

preparó por duplicado, se le adicionó 1 mi de una solución preparada al mezclar un volumen 

de CuS0 .. 5H20 (Merck, México) al 0.5 % con 50 volúmenes de una solución de Na,CO, 

(J.T. Baker, México) al 2% más NaOH (Merck, México) al 0.4% y tartrato de sodio-potasio 

(Merck, México) al 0.02%. Se mezcló muy bien y se dejó 10 minen reposo a temperatura 

ambiente. Después se le adicionaron 100 µI del reactivo de Folln-fenol-Ciocalteus (Merck, 

México) diluido 1: 1 en agua bidestilada. Nuevamente. se mezcló bien y se incubó a 

temperatura ambionte durante 45 min. Posteriormente, se determinó la densidad óptica a una 

longitud de onda de 750 nm: se colocó la muestra en celdas desechables de poliestireno de 

0.75 mi y de 10 x 4 x 45 mm (Sigma, E.U.A.) y se realizó Ja lectura en un 

espectrofotómetro Spectronic 601, (Milton Roy, E.U.A.). La concentración de proteínas se 

obtuvo, con ayuda de un programa de computadora, al interpolar los valores de absorbancia 

contra una curva de calibración de concentraciones conocidas de BSA, desde O a 100 µg de 

proteína, por duplicado y bajo las mismas condiciones de la muestra problema. 
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4. Electroforesis en geles de poHacrilamlda en coodiclooes desnaturallzantes y 

reductoras (PAGE-SDS). 

En este trabajo se analizaron las protelnas 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 grandes (206 cm') como pequeños (40 cm'). 

Las proteínas fueron tratadas de la siguiente manera: 

i) Para las muestras obtenidas por el metodo l, una vez que las proteínas fueron 

cuantificadas, se colocaron los µI correspondientes a 1 mg de proteínas y se le adicionó un 

volumen igual de solución amortiguadora de muestra o de Laemmli 2X (Tris-HCI 125 mM 

(Sigma, U .S.A.), pH 6.8; dodecil sulfato de sodio (SDS)(Bio-Rad, E. U.A.) 4%, y glicerol 

(Merck, Alemania) al 20%). Esta mezcla se hirvió en un bafio María por 3 min y, después 

se congeló en nitrógeno líquido. Las muestras se almacenaron a -70ºC hasta su uso. Cuando 

se necesitaron las muestras para la electroforesis, se descongelaron lo más rápido posible y 

se les adicionó el 5 % del agente reductor 0-Merciiptoctanol (Bio-Rad, E. U.A.); se hirvieron 

por 2 min en baño María y se colocaron en hielo hasta el momento de cargarse en el gel. 

ii) Para las protelnas obtenidas por el método 2, se pesó la cantidad necesaria de 

proteínas liofilizadas y se disolvieron completamente en un volumen adecuado de solución 

amortiguadora de muestra IX (por ejemplo, 1 mg en 250 µI). Se hirvió la muestra durante 

3 min en bailo María, después se le adicionó 5% de 6-Mercaptoetanol y nuevamente se 

hirvieron durante 2 min. Al término de este tiempo se colocaron en hielo hasta cargarse en 

el gel. 

Las proteínas se analizaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 12 % 

para resolver mejor a las protelnas de bajo peso molecular. 

Para geles verticales grandes se empleó el sistema de electroforesis de Bethesda 

Research Laboratorios (BRL) y para geles pequeños se utilizó el sistema de Bio-Rad (Mini 

Protean II 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.), solución de monómerd: 

acrilamida (Bio-Rad, E.U.A.) al 30% con 2.7% de bis (N, N'metilen-bis-acrilamida)(Bio

Rad); solución amortiguadora de corrida 4X, que contiene Tris (Sigma, E.U.A.) 1.S M, pH 

8.8 ajustado con HCI; solución amortiguadora concentradora 4X, que contiene Tris 0.5 M, 
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pH 6.8 ajustado con HCI; SDS al 10% (Bio-Rad, E.U.A.); como solución iniciadora de la 

reacción 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 

preparó con las siguientes concentraciones finales: acrilamida al 12%, bis I.08%; Tris HCI 

0.375 M pH 8.8, SOS 0.1 %. Esta mezcla se desgasificó en un sistema de vacío durante l0-

15 min y después se agregaron persulfato de amonio 0.05% y TEMED al 0.003%. El gel 

concentrador se preparó con las siguientes concentraciones finales: acrilamida al 4 % , bis

acrilamida 0.01%, Tris HCI 0.125 M pH 6.8, SOS al 0.1 %, esta mezcla también se 

desgasificó por lO min y después se adicionaron persulfato de amonio al 0.05 % y TEMED 

al 0.005%. Tanto el persulfato de amonio, como el TEMED se afiadieron a la solución de 

los geles inmediatamente antes de vaciarla a los moldes. 

Los geles grandes se prepararon en moldes de vidrio de 15 x 17 cm y con separadores 

de 1.5 mm, y los geles pequeños 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 mi de la solución del gel 

separador para geles grandes y lO mi para geles chicos; después se adicionó un poco de agua 

( ~ I mi) para aplanar el gel. Cuando el gel polimerizó ( • 50 min) se alladió en el espacio 

restante del molde la solución del gel concentrador e inmediatamente se colocó el peine, 

formador de pozos (para colocar en éstos las muestras) y se dejó polimerizar (~30 min). 

Después, el gel se montó en la cámara de electroforesis (BRL modelo VI61 para 

geles grandes y Bio-Rad modelo Trans-blot para geles chicos) y se le agregó solución 

arnoniguadora de corrida IX [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 adicionó 

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 ha 45 

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

S. Electroforesis bi-dimeoslonal en geles de poUacrilnmlda. 

La electroforesis en geles de dos dimensiones es la combinación de dos técnicas 

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

reali:iar la primera dimensión se emplearon tubos de vidrio de 16 x 0.8 x 0.25 cm de luz. 

Estos tubos se lavaron en mezcla crómica [K,Cr,O, (Merck, México) 0.34 M, 300 mi, con 

2 1 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 2SOºC durante 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 

utilizando 6 tubos. Para formar el gel de la primera dimensión los tubos se llenaron hasta la 

marca, con ayuda de una manguera fina, con una solución que conten(a 2. 75 g de urea 

(Aldrich "Gold Label", E.U.A.), 0.67 mi de una solución de acrilamida/bis (30% T/S.4% 

C)(Bio-Rad, E.U.A.), 1 mi del detergente no iónico Nonidet P-40 (Sigma, E.U.A.) al 10%, 

1 mide agua destilada desionizada, 0.2 mi de anfolitos de pH 5 a 7 (Bio-Rad, E.U.A.). y 

0.05 mi de anfolitos de pH 3 a 10 (Bio-Rad, E.U.A.); esta mezcla se desgasificó previamente 

durante 15 min y después se le adicionaron 3 µI de persulfato de amonio (Bio-Rad, E.U.A.) 

al 10% y 3 µI de TEMED (Bio-Rad, E.U.A.). Los geles de los tubos se dejaron polimerizar 

por 2 h. Luego, se les retiró el 'parafilm' y se enjuagaron con agua bidestilada por ambos 

extremos. 

. Una vez que fueron secados con tiras de papel grueso, los tubos se colocaron en el 

módulo para geles en tubo de la cámara de electroforesis modelo Vl6 de BRL (E.U.A.), y 

se colocó encima de cada uno 15 µI de solución amortiguadora de muestra para la primera 

dimensión fuc::a 9.5 M (Aldrich, E.U.A.), NP-40 (Sigma, U.S.A.) al 2%, 8-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 µI de solución amortiguadora de muestra de la 

primera dimensión de cubrimiento ('overlay")(urea 9 M, anfolitos de pH 5 a 7 al 0.8% y 

anfolitos de pH 3 a 10 al 0.2 %). Posteriormente, se adicionó a la cámara.superior la solución 

amortiguadora del cátodo (NaOH 0.02 M) y a la cámara inferior la solución amortiguadora 

del ánodo (H,PO, 0.01 M); los geles se pre-corrieron primero 15 mina 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 desechó la solución amortiguadora de Ja cámara 

superior, los tubos se sacaron del módulo y se enjuagaron con agua bidestilada por ambos 

lados. Después se secaron y colocaron nuevamente en el módulo; se les colocó a cada uno 

1.5 mg de la muestra de proteínas amibianas obtenidas por el método 2, resuspendida en 80 

µI de la solución amortiguadora de muestra para la primera dimensión y se les adicionaron 

10 µI de Ja solución amortiguadora de muestra de cubrimiento ("overlay"), La cámara 

superior se llenó con solución amortiguadora del cátodo nueva y los geles se corrieron 

durante 20 h a 400 voltios. 

Cuando terminó la primera dimensión, los tubos se sacaron del módulo y los geles 

se sacaron de los tubos aplicando presión positiva en un extremo del tubo. Los geles se 

recibieron en la solución amortiguadora de equilibrio que contiene Tris HCI (Sigma, E. U.A.) 

0.0625 M, pH 6.8, SDS (Bio-Rad) 2.3%, glicerol (Merck, Alemania) JO% y B 

mercaptoetanol (Bio-Rad, E.U.A.) al 5%; se dejaron equilibrando al menos 1 h o se 

congelaron a -20ºC. Durante el equilibrio, se prep'.iró un gel vertical de poliacrilamida-SDS, 

como se describió en Ja sección anterior. El gel de Ja primera dimensión se colocó en Ja parte 

superior del gel concentrador y se cubrió con una solución de agar (Difco, E.U.A.) al J % 

en solución amortiguadora de equilibrio, además de agregarle azul de bromofenol (0.1 % 

volumen final)(Merck, México). La seg'1nda dimensión se corrió por 18 ha 45 voltios. 

6. Tfuciones de Jos geles de poUacrilamlda. 

6.1. Tinción con azul de Coomassie. 

Una vez que las proteínas fueron separadas en el gel de poliacrilamida, éste se 

desmontó tanto de la cámara como d.e los vidrios y se colocó en un recipiente de vidrio o de 

plástico que contenfa una solución fijadora con metanol (Merck, México) al 50%, ácido 

acético (Merck, México) al 10%; el gel se dejó en agitación durante 2 h. Después, el gel se 

tiíló con la solución de azul brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad, E.U.A.) al 0.05% en 

metanol al 50%, ácido acético al JO%; el gel se volvió a dejar en agitación durante 4 h: 

Luego de que el gel quedó completamente azul, se destiñó con una solución de metano! al 

5%, ácido acético al 7%; el gel se dejó en agitación hasta que las bandas de protefná 

aparecieron azules sobre un fondo transparente. El gel se guardó en agua y se fotografió o 
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bien se colocó en bolsas de plástico a 4 ºC. 

6.2. Tinción de PAS para carbohidratos. 

La técnica de PAS, reactivo de Schiff-ácido peryódico (Periodic acid, Schijf's 

reagent), se usa para teftir glicoproteínas, heparina, sulfato de condroitina, polisacáridos y 

otros materiales con un alto contenido de carbohidratos. Es un método que se aplica para la 

identificación de glicoprotelnas separadas en geles de poliacrilamida o agarosa (Striimqvist 

y Gruffman, 1992). 

En este trabajo se tifteron las proteínas amibianas con la técnica de PAS, siguiendo 

el protocolo descrito en Fairbanks y col. (1971). Todos los pasos se hicieron en una 

plataforma con movimiento. 

Una vez que terminó Ja electroforesis de proteínas, el gel fue desmontado de la 

cámara y de los vidrios y colocado en un recipiente de vidrio para fijarlo con isopropanol 

(Merck, M6xico) al 2S % y ácido acético (Merck, México) al 10% durante toda la noche. 

Después, el gel se transfirió a isopropanol al 10%, ácido acético al 10%, durante 6-9 h. 

Luego, el gel se colocó en ácido acético al 10% por toda la noche. Al día siguiente, el gel 

se trató con 10 volúmenes (200 mi) de ácido peryódico (Merck, Alemania) al 0.5% por 2 

h a4ºC en la oscuridad. Posteriormente, se transfirió a 10 volúmenes de arsenito de sodio 

(Sigma, E.U.A.) al 0.5% y ácido acético al 5% durante 30-60 min. Después, se cambió a 

10 volúmenes de arsenito de sodio 0.1 %, ácido acético al 5% por 20 mio; este paso se 

repitió una vez más. El "gel se colocó en 10 volúmenes de ácido acético al S % de 10-20 min. 

Finalmente, el gel se transfirió a 10 volúmenes del reactivo de Schiffy se dejó toda la rioche 

a 4 ºC; [el reactivo de Schiff se preparó de la siguiente manera: se disolvieron 2.5 g de 

fucsina básica (Bio-Rad, E.U.A.) en 500 mi de agua bidestilada. Se agregaron 5 g de 

metabisulfito de sodio (Sigma, E.U.A.) y 50 mi de HCI (Merck, México) 1 M. Se dejó en 

agitación por varias horas, después se filtró con 2 g de carbón activado (Merck, Alemania)). 

Al día siguiente, las bandas de glicoproteínas se tifteron de una tonalidad rosa. Para 

contrastar las bandas y retardar su desvanecimiento, el gel se lavó con metabisulfito de sodio 

0.1 % en HCI 10 mM, durante varias horas hasta que esta solución de enjuague se tornó 

rosada. 
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7. Electroeluclón de proteínas a partir de geles de pollacrilamlda. 

La protefna de 24 kDa se electroeluyó de geles preparativos de poliacrilamida-SDS 

grandes, de acuerdo con la técnica descrita en Hunkapiller y col. (1983). Se emplearon 

aproximadamente IS geles al 12%, tefiidos con azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad) al 0.5% 

en isopropanol (Merck, México) al 30% y ácido acético (Merck, México) al 10%, durante 

15 min a temperatura ambiente. Estos geles se deslifieron con una solución de metano) 

(Merck, México) al 16.5% y ácido acético al 5% por 3 ha 4ºC. Posteriormente, se cortó 

·de cada uno la banda· correspondiente a la proteína de 24 kDa; las bandas se colocaron en 

tubos de 50 mi con tapa de rosca (Falcon, E.U.A.) y se lavaron con agua bidestilada por 

3 h a 4 ºC. 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 electroelución. Las celdas se 

cubrieron en su parte inferior con una membrana de diálisis, con un límite de exclusión de 

12000 a ·14000 (Speclrapor, E.U.A.). Estas membranas se prepararon humedeciéndolas 

primero con bicarbonato de amonio (Sigma, E.U.A.) al 1%,a60ºC por 1 h; inmediatamente 

despcés se lavaron con agua bidestilada y se humedecieron con SDS (Bio-Rad, E.U.A.) al 

0.1 % , por 1 h a 60ºC; se lavaron con agua !Jidestilada y se almacenaron en SOS al 0.1 % 

a temperatura ambiente, hasta el momento de usarse. Una vez colocada la membrana y los 

pedacitos del gel en la celda más grande de la cámara de electrolución, éstos se cubrieron 

con una solución de bicarbonato de amonio 0.4 M, SDS al 2% y ditiotreitol (DTD(BRL, 

E.U.A.) al 0.1 % (sohié:ión •overlay•¡; por último, las celdas se cubrieron con la solución 

amoniguadora de elución que contenía bicarbonato de amonio 0.05 M y SDS al 0.1 %. Las 

celdas se colocaron en el tanque de elución [concenlrador electro-eluidor modelo ECU-040 

(C.B.S. Scientific Co., E.U.A.)], que previamente se llenó con solución amortiguadora de 

elución y se le acondicionó una bomba peristáltica para recircular la solución. Se dejó en 

reposo durante 3 h, tiempo en el que actuó el DIT. Al término de este tiempo, se conectó 

el tanque a una fuente de poder y se le suministró una energía de 50 voltios durante 12-16 

h. Después, se cambió la solución amoniguadora de elución por la de diálisis que contenía 

bicarbonato de amonio 0.01 M y SOS 0.02 % y se aplicaron 80 voltios durante 20 h. 
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Posteriormente, la protelna elulda ( •200 µI) se colectó en un vial de vidrio, se 

congeló en una mezcla de acetona-hielo seco y se IiofiliW en una máquina Lyph-loclc 4.5 

(Labconco, E.U.A.). Finalmente, la protelna se disolvió en 100 µI de agua bidestiladay se 

precipitó con 400 µI de metanal/acetona (50:50), durante 12 h o más a -20'C. Para analizar 

la protelna por electroforesis, se centrifugó la muestra a 16 000 x g, en una microcentrffuga 

Eppendoñ, durante 20 min a 4 ºC y el paquete se resuspendió (1: 1) en solución 

amoniguadora de muestra 2X, se colocó en baño Marra durante 3 min, se le adicionó un 5% 

de 6-mercaptoetanol (Bio-Rad, E. U.A.), se volvió a hervir por 2 min y se colocó en hielo 

hasta eargarse en un gel de poliacrilamida al 12%. 

8. lnmunoelectrotransfenmcia de protefnll.'i a papel de nitrocelulosa 

(Westem blof). 

La inmunoelectrotransferencia (frecuentemente referida como W"ftem blotting) se usa 

para identificar antlgenos especlficos reconocidos piir anticuerpos policlonales o monoclonales 

(Ausubel Y· col., 1991). Para realizar la transferencia de las protelnas amibianas a 

nitrocelulosa se utilizó la técnica descrita en Towbin y col. (1979). 

8.1. Con un segundo anticuerpo marcado. 

Para gel pequeño se realizó lo siguiente: después de la separación electroforética de 

las protelnas, el gel de poliacrilamida se colocó en un recipiente con solución arnoniguadora 

de transferencia [Trb (Sigma, E.U.A.) 0.025 M, glicina (Sigma, E.U.A.) 0.192 M, pH 8.3 

y metano! (Merck, México) al 20%] para equilibrarlo durante 30 min. Por otro lado, se cortó 

un trozo de papel de nitrocelulosa (NC) (lmmobilon-NC, poro 0.45 µm, Millipore, E. U .A.) 

del mismo tamaño del gel y se equilibró por 10 min en la misma solución amoniguadora de 

iransferencia. Una vez equilibrados el gel y el papel, se hizo un "emparedado" de la siguiente 

manera: se colocó la unidad de transferencia (Mini trans-blot, Bio-Rad, E.U.A.), en una 

bandeja con solución amoriiguadora de transferencia, con el lado del cátodo hacia el fondo: 

primero se colocó un cojinete de fibra "scotch brite" y en seguida un trozo de papel filtro 

del tamaño de la fibra (Whatman 3, Inglaterra), previamente humedecido en la solución 

amoniguadora. Sobre el papel filtro se colocó el gel y sobre de 
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ésie, el papel de nitrocelulosa, presionando con un objeto cilíndrico para eliminar cualquier 

burbuja de aire; después se colocó otro pedazo de papel filtro y un cojinete de fibra. La 

unidad finalmenie se cerró y se colocó en Ja cámara de transferencia (Mini trans-blot, Bio

Rad, E.U.A.), se Je colocó una unidad refrigeranle y se llenó con solución amortiguadora 

de transferencia fria, colocándose posleriormenle dentro de un recipiente con hielo, esto con 

el fin de maniener la temperatura baja y evitar el sobrecalentamiento de la unidad. 

Finalmente Ja cámara se conectó a una fuente de poder (Bio-Rad modelo 250/2.5, E.U.A.) 

y la transferencia se corrió a 100 voltios, 0.2 A, durante 90 mio; se cuidó de que el amperaje 

no llegara a 0.7. 

Para gel grande, Ja transferencia se realizó en semi-seco, con el equipo de Trans-B/ot 

SD de Bio-Rad y está basada en los principios descritos en Kyhse-Andersen (1984). Después 

de la electroforesis de las proteínas, el gel ~e colocó en un recipiente con sclución 

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, metano! (Merck, México) al 20% más 

0.0375 g de SOS (Bio-Rad, E.U.A.), para 11. El gel se dejó equilibrando durante 15 min. 

Simultáneamente se cortaron pedazos de papel de NC (lmmobilon-NC, poro 0.45 µm, 

Millipore, E.U .A.) y filtro (Whatman 3, Inglaterra) del tamaño del gel y se dejaron 

equllibrando también en la misma solución amortiguadora por 15 mio. Luego, se colocaron 

Jos componentes en Ja unidad de transferencia de Ja siguiente manera: primero tres hojas de 

papel filtro sobre el ánodo de platino, pasando un objeto cilíndrico sobre la superficie para 

excluir todas las burbujas de aire, después se colocó el papel de NC y en seguida 

cuidadosamente, el gel, alineándolo en el centro de Ja membrana; se presionó 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 colocó una hoja c!e 

membrana de diálisis pre-humedecida en la solución amortiguadora de transferencia, sobre 

el papel filtro superior del primer gel. Para terminar, se colocó el cátodo sobre el 

•emparedado" y se presionó, evitando movimientos bruscos, para asegurar las aldabas. Se 

empalmó Ja cubierta protectora sobre Ja unidad, se conectaron los electrodos a una fuente de 

poder y se corrió la transferencia a 20 voltios durante 45 min, 

Cuando terminó la transferencia (grande o pequeña), la unidad se desmontó, se 
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desarmó el •emparedado" y el papel de nitrocelulosa se colocó en un recipiente con feche 

descremada (blocker, non-fa1 dry milk, Bio-Rad, E.U.A.) al 1 % en solución amortiguadora 

de fosfatos salina 10 mM-Tween, pH 7.4, [PBS-Tween: NaCI (Merck, México) ISO mM y 

po/yoxyethy/e11e sorbitan mono/aurate (Tween 20) (Sigma, E. U .A.) al O.OS%]., durante toda 

la noche a 4 ºC, esto para bloquear las uniones inespecíticas de anticuerpos. El gel se tifió 

con azul de Coomassie para verificar la eficiencia de la transferencia. Después de bloqueado 

y para la interacción con los anticuerpos, el papel en algunos casos se cortó en tiras y en 

otros se dejó completo. En el caso de las tiras, las incubaciones se realizaron en tubos de la 

marca Nunc (Dinamarca) de 4.5 mi. Para la interacción con el primer anticuerpo, el papel 

de nitrocelulosa se incubó con: el suero de ratón o conejo (diluido), con el sobrenadante de 

cultivo (entero o diluido), o con el líquido ascítico (diluido); las diluciones se realizaron con 

una solución de leche descremada al 1 % en PBS 10 mM-Tween. Esta primera interacción 

se llevó a cabo durante toda la noche a 4ºC con agitación lenta. Luego, al papel de NC se 

le tiró la solución y se lavó 3 veces con PBS iO mM-Tween, por 5 min cada lavado a 

temperatura ambiente. 

La interacción con el segundo anticuerpo (anti-ratón o anti-conejo, Sigma, E.U.A.), 

dirigido contra la región constante del primero y acoplado a la enzima peroxidasa de rábano, 

se llevó a cabo incubando el papel de NC con este anticuerpo, diluido con fa solución de 

leche descremada al 1 % en PBS 10 mM-Tween, con agitación suave durante toda la noche 

a 4ºC o durante 4 h a temperatura ambiente. Después, se lavó el papel a temperatura 

ambiente, para quitar el exceso de anticuerpo de la siguiente manera: 3 veces con PBS · IO 

mM-Tween; 2 veces con PBS 20 mM (solución amortiguadora de fosfatos salina 20 mM, pH 

7.4 y NaCI 150 mM) y una vez con solución amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 7.4. 

· Cada lavado duró 5 mio. Finalmente, se realizó la detección de los complejos antfgeno

anticuerpo incubando el papel en solución reveladora de transferencia [4-cloro-1 naftol 

(Sigma, E.U.A.) O.S mg/ml en meianol, y peróxido de hidrógeno al O.O!% (Merck, 

Alemania) disueltos en solución amortiguadora de fosfatos SO mM. El papel se mantuvo en 
agitación hasta que fueron vi~bles las bandas, momento en el que se lavó con agua 

bidestilada excesivamente para detener la reacción. 
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8.2. Con ooa lectloa marcada. 

Las lectinas son un grupo de prote(nas o glicoproternas con dos o más sitios de unión 

que reconocen secuencias espec!ficas de residuos de azúcar (Barondes, 1981). 

Después de la transferencia de las prote(nas amibianas a papel de NC, se incubó éste 

con una lec1ina marcada con peroxidasa de rábano. La lectina WGA (Whear genn agglutinin) 

de Tritic11m . vulgaris tiene una afinidad por residuos y oligómeros de N-acetil-8-J>. 

glucosamina. La WGA no contiene carbohidratos que se unan a proteínas. 

Ef siguiente mélodo se basa en el trabajo descrilO en Goding y Handman (1984) y se 

realizó de la siguiente manera: primeramente se preparó albúmina bovina ~ica (BSA) 

(Sigma, E.U.A.) al 4% en acetalo 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 ambiente en la 

oscuridad. Esta oxidación del peryodalo fue necesaria debido a que la BSA únicamente es 

un 96-99% pura y conliene impurezas de glicoprolefna que unirfan lectinas. El exceso de 

peryodalO se eliminó con glicerol (Merck, Alema'nia) a una.concentración final de 10 mM. 

Esta solución se dializó !oda la noche contra dos cambios de NaCI (Merck, México) al 0.9% 

y se diluyó en BSA 1 % para hacer una solución amortiguadora de lavado-BSA. Esta solución 

de lavado se usó para saturar los silios de unión de protefnas sobre el papel de nitrocelulosa, 

asr como para preparar las diluciones de la lectina. Después de la transferencia, el papel de 

NC se incubó a temperatura ambienle duran1e 4 h con la solución amortiguadora de lavado 

con la leclina WGA acoplada a peroxidasa [(Sigma, E.U.A.), preparada en solución 

amortiguadora de fosfa!Os, pH 6.8]. As! mismo, se colocó un control de la lectina más el 

azucar N-acelilglucosamina (Sigma, E.U.A.) 0.2 M, también en solución amortiguadora de 

lavado-BSA, por 4 h a lemperatura ambienre. Al rermino de la incubación, los papeles de NC 

se lavaron con las soluciones amortiguadoras de fosfalDs 10 mM-Tween, PBS 20 mM y 

solución de fosfa1os 50 mM, duranle S min por 3 veces. La delección de la unión de la 

lectina a las proteínas amibianas glicosiladas se realizó incubando los papeles en solución de 

revelado para transferencia y se mantuvieron en agitación hasta que las bandas se hicieroh 

visibles, momento en el que fueron lavados excesivamente con agua bidestilada para detener 

la reacción. 
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9. Emayo lnmuooenzlmátlco en fase sóUda (ELISA) para la detección de 

anticuerpos anti-amiba. 

El ensayo de ELISA (Enzyme-ünked immwwsorbentassay) (Engvall y Perlman, 1971) 

se utiliza ampliamente para la detección de anUgenos solubles y anticuerpos, y es empleado 

preferentemente para detectar anticuerpos de los sobrenadantes de hibridomas. 

Para realizar el ELISA, primeramente se obtuvieron las proteinas amibianas totales 

(antigeno), mediante el método I, se cuantificaron por el método de Lowry y se disolvieron 

a una concentración de 20 l'g/ml en solución amortiguadora de carbonatos 0.1 M; pH 9.6 

[Na,Co, (J.T. Baker, México) 0.2 M, 40 mi. más NaHCO, (J.T. Baker, México) 0.2 M, 85 

mi y H,O para 250 mi]. Con esto se recubrieron microplacas de 96 pozos de fondo plano 

(Linbro, E.U.A. o lmmulon No.!, Dynatech, E.U.A.); se colocaron 200 ,,1 por pozo y las 

placas se dejaron en incubación a 4ºC por toda la noche. Al día siguiente, se eliminó el 

sobrenadante y los pozos se lavaron 3. veces con solución amortiguadora de fosfatos salina 

lO mM-Tween, pH 7.4 (PBS-Tween)(ver sección 8.1.). Los sitios no cubiertos por el 

antígeno fueron bloqueados con leche semi-descremada (blocker, non-fa/ dry mi/k, Bio-Rad, 

·E.U.A.) al 0.5%. Las multicámaras se incubaron con el bloqueador durante 45 mina 37ºC. 

Después, a las microplacas se les tiró el sobrenadante y se lavaron 4 veces con PBS-Tween. 

Para la identificación de anticuerpos anti-amiba se emplearon 100 µ1 por pozo, ya 

fuera de diluciones de suero de ratón (pre-inmune e inmune), de sobrenadante de cultivo o 

de lrquido ascítico. Las multicámaras se incubaron con el primer anticuerpo a 4ºC toda la 

noche o a 37ºC duranté 90 min. Luego, se retiró 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 colocó hacia abajo sobre papel absorbente para que se secara bien. Después a cada pozo 

se le agregaron 100 ,,1 del conjugado de anticuerpos de cabra anti-ratón acoplado a la enzima 

peróxidasa de rábano (Sigma, E.U.A.) a una dilución 1:10 000 en PBS-Tween con leche 

semi-descremada al 0.5 % . Las microplacas se incubaron a 37ºC durante 90 min o a 

temperatura ambiente durante 3 h. De nuevo se eliminó el sobrenadante de las placas y se 

lavaron 3 veces con la solución de PBS-Tween. Para observar la reacción enzimática, se 

añadieron 200 µI de solución reveladora con el sustrato para la enzima que consistió en t/>

fenilendiamina (Sigma, E. U .A.) y peróxido de hidrógeno (Merck, Alemania), ambos al 
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0.04%.eri s~Iución arriortiguadora de fosfato [Na,HPO, (Merck, México)] O.OS M y citrato 

[áCido clb'icii (Sigma, E.U.A.)] 0.025 M, pH 5.0. Las placas se incubaron a 37ºC, en 

oscuridad, durante 30 min o más, hasta ver claramente el color de la reacción. Para parar 

el desarrollo de la reacción se agregaron a cada pozo una gota de H, SO, 2,5 M. Las placas 

se"colocaron en un lector de microplacasfl'itertek Plus MS2, JCN Flow, E.U.A.), y se 

efectuó su lectura a una longitud de 490 nm: 

10. Inmunización de ratones de la cepa BALB/c con la proteína de 24 kDa para 

la obtención de células de bazo para fusión celular. 

La parte fundamental de este trabajo consistió en la obtención de anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra la proteína de 24 kDa de E. histo/ytica. Para tal efecto, fue 

necesario obtener inicialmente una respuesta imnune en ratones contra este antígeno. Los 

ratones son preferentemente osados para obtener anticuerpos monoclonales ya que existen 

llneas celulares de mieloma de ratón bien establecidas y además los híbridos resultan!es 

tienden a ser más estables (Dunbar, 1987). 

10.J. Aislamiento de la proteína de 24 kDa. 

La proteína de 24 kDa fue aislada a partir de geles preparativos grandes de 

poliacrilamida-SDS al 12% con muestras de proteínas obtenidas por el mélodo l. La proteína 

se identificó con ayuda de marcadores de peso molecular, se cortó del gel con un bisturl y 

las bandas colectadas se lavaron con agua bidestilada durante IO mio y se almacenaron a 

-20ºC hasta ser preparadas para inmunizarse en los animales. 

10.2. Cuantificación. 

Los geles de poliacrilamida-SDS fueron cargados con una cantidad conocida de 

protelnas totales de amiba, pero, ya separadas las protelnas, no se sabia que cantidad del total 

corresponderla a la protelna de 24 kDa. Para conocer aproximadamente la cantidad de 

proteína que se concentraba en la banda de gel, se sometió a electroforesis una pequeña 

muestra do proteínas totales amibianas en un único pozo: el gel se tiñó con azul de 

Coomassle y se destiñó con los procedimientos descritos anteriormente. Este pequeño gel se 
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colocó, cubierto con un plástico, ·en un adaptador para realizar pruebas de densitometrla en 

un espectrofoiómetro Beckman, modelo DU-7 (E.U.A.). Esta prueba se llevó.a c8bo a una 

longitud de onda de SSO nm y el aparato graficó automáticamente un 'barrido' en el que se 

localizaron los picos correspondientes a las diversos protelnas amibianas. Asimismo, se 

reali7.ó una prueba con marcadores de peso molecular. El pico correspondiente a la protelna 

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 proteína con 

respecto al resto de las proteínas amibianas. 

10.3. Esquema de lnmunlzaclón • 

. La estimulación de una respuesta inmune humoral efectiva en los ratores es critica 

para la producción de anticuerpos monoclonales dirigidos contra un antlgeno panicular. 

Como se sabe, la respuesta inmune es adaptativa, es decir, si un animal es inmunizado con 

un antlgeno al que nunca antes se habla enconttado, producirá una pequella cantidad de 

anticuerpos (respuesta primaria). Si, después de algún tiempo, el_ mismo antlgeno es 

reinmunizado, la respuesta de anticuerpos (respuesta secundaria) es más rápida, más fuerte 

(se produce más anticuerpo) y es cualitativamente diferente (se hacen diferentes tipos de 

moléculas de anticuerpo y generalmente se unen con más alta afinidad al antlgeno, en 

comparación con la respuesta primaria). Los protocolos de inmunización deben tomar en 

consideración estos rasgos de la respuesta de anticuerpos (Zola, 1987). 

Para la inmunización de los animale5 se consideraron los siguientes aspectos: 

Antígeno. Una vez que se tuvo un valor aproximado de la cantidad de proteína en las 

bandas de geles de poliacrilamida, se hizo un cálculo para inmnunizar ~so µg de ésta ¡ior 

cada ratón. Se inmunizaron 6 ratones de la cepa BALB/c en total. La mezcla para inmunizar 

se preparó de la siguiente manera: se colocó la cantidad necesaria de proteína en un 

homogenizador.de vidrio de 7 .mi (Wheaton, E.U.A.) y se agregaron 1.2 mi de solución 

amortiguadora de fosfatos salina, O. IS M, pH 7.2; con el pistilo de baja presión (tipo B) se 

homogenizó la proteína. Después, esta solución se colocó en una jeringa desechable de S mi 

(Plastipack, Becton-Dickinson, México), ~ellada en el extremo de la aguja, sin su émbolo, 

y se le adicionaron 1.2 mi 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 empleó para incrementar y estimular una buena 

respµesta contra el antígeno. Una vez agregado el adyuvante, se procedió a hacer una 

emulsión con la ayuda de una jeringa de 1 mi (sin aguja). Esta se colocó dentro de la de S 

mi, subiendo y bajando continuamente el émbolo para mezclar los componentes. U> anterior 

se realizó hasta que se obtuvo una pasta uniforme. Después, se retiró la jeringa de 1 mi y 

a la de S mi se le colocó su émbolo. Se le colocó una aguja de 18 x 38 mm (1 1/2) (Yale, 

Becton-Dickinson, México). As!, la mezcla estuvo lista para ser inmunizada en ratones. 

Animales. Se eligió la cepa de ratones BALB/c debido básicamente a que las lineas 

celulares de mieloma utilizadas para la fusión son originarias de esta cepa; además era mejor 

si posteriormente se deseaba obtener liquido ascítico de tumores. 

Se emplearon 6 ratones machos de 8 semanas de vida. Cada ratón fue marcado para 

su identificación. Se hizo una pequeña perforación en el borde de la oreja derecha utilizando 

el código de marcaje de ratones. 

Antes de ser inmunizados por primera vez, los ratones fueron sangrados para obtener 

suero preinmune. U>s animales se sangraron de la vena retroorbital, sujetándolos firmemente 

e introduciendo una pipeta Pasteur de vidrio larga, que se movió lentamente y con rotación 

axial hasta que la sangre fluyó por el tubo, Esta se colectó en tubos Eppendorf, se retrajo el 

coágulo, se dejó a 4 ºC toda la noche y al dla siguiente se colectó el suero, el cual se 

conservó a -20ºC. Este suero se probó por ELISA y Westem-blot, para detectar si 

reaccionaba con proteínas amibianas y determinar el titulo de anticuerpos. 

Inmunización. Se inmunizaron 400 µI (•SO µg) de la mezcla para cada ratón, por 

vla intraperitoneal. U>s ratones se reinmunizaron en 2 ocasiones más, con intervalos de IS 

dlas entre los retos. 

Después de la tercera inmunización, los animales se sangraron nuevamente para 

conocer el titulo de anticuerpos contra la proteína de 24 kDa. Cuatro dlas después del último 

reto, se extrajeron los bazos de aquellos ratones que presentaron la mejor respuesta humonll 

contra este antígeno. 
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11. Extracción de macrófagos de peritoneo de ratón como a!lulas alhnentadoras 

de mleloma e hibrldomas. 

Los macrófagos se utilizaron como células alimentadoras en los cultivos de cé)ulas 

de mieloma y de hibridomas. Para obtenerlos se usaron ratones hembras adultos de la cepa 

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; 

diluído 1: 1), y se fijaron a una tabla de disección. La obtención de los macrófagos se realizó 

en condiciones de esterilidad. Con pinzas y tijeras se retiró la piel del abdomen. cuidando 

de no .-asgar el peritoneo. En la cavidad peritoneal, se inyectaron 5 mi de medio Dulbecco 

(DMEM, Dulbecco's Modified Eag/e Medium, Gibco, E.U.A.) con una jeringa de 5 mi 

estéril (Plastipack, Becton-Dickinson, México), ésta se dejó insertada en la cavidad peritoneal 

y se le dio masaje al animal durante 5 min. Después se le retiró el DMEM, cuidando de no 

perforar los intestinos del ratón. 

El DMEM con células del peritoneo, se pasó a un tubo nuevo y estéril de 15 mi 

(Falcon, E.U.A.) y se centrifugó a 360 x g a 4ºC durante 5 min. El botón celular se 

rcsuspendió en el medio de cultivo adecuado, de acuerdo a su utilii.ación: para descongelar, 

propagar células de mieloma e hibridomas se usó medio Dulbccco completo [suplementado 

con 20% de suero fetal bovino (Hy-Clone, E.U.A.), previamente inactivado a 56ºC, 

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 µg/ml, 100 

Ullml de penicilina (l.akeside, México) y 100 µg/ml de estreptomicina (Lakeside, México). 

Todas .las soluciones, a excepción del suero, se esterilizaron por filtración en membranas de 

0.1 µm (Millipore, E.U.A.)]; para la selección de hibridornas se usó medio Dulbecco 

completo con el suplemento de medio HAT (Hipoxantina, Aminopterina, Timidina) 

(50X)(Sigma, E.U.A.), 2.4 mi para 120 mi de medio (Duibecco-HAT). Los macrófagos se 

sembraron en rnulticámaras de 96 6 24 pozos (Linbro, E.U.A.) o en botellas de cultivo de 

25 cm' (50 mi) o de 75 cm' (250 mi) (Falcon, E.U.A.). Se incubaron a 37ºC, en una 

atmósfera de CO, al 7% con una humedad relativa del 85 al 95 %. Antes de usarse se verificó 

que no hubiera contaminación 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 protelna 

de 24 kDa. se procedió a preparar la llnea celular de mieloma para la fusión con las células 

de bazo. 

Las células de mieloma de la llnea P3-X63-Ag8.653 (Kearney y col., 1979) fueron 

descongeladas para ser cultivadas en medio Dulbecco completo. Inicialmente se cullivaron 

en microplacas de 24 poros, previamente sembradas con macrófagos. 

12.1 Curva de crecimiento y detennlnaclón de la rase logarítmica. 

Después de que las células se descongelaron y comenzaron a crecer continuamente, 

se subdividió el cultivo para su expansión y para tener una cantidad suficiente de células para 

obtener una curva de crecimiento. La curva de crecimienta ayudó a determinar la fase 

logarftmica del cultivo y se realizó de la siguiente manera: las células de mieloma se 

cosecharon, desprendiéndase por agitación, se centrifugaron por 5 min a 360 x g a 4 ºC, se 

rcsuspendieron en un volumen de medio (p.ej. 15-20 mi), se tomó una allcuota y se contaron 

en una cámara de Neubauer. Se colocaron 5 mi de medio Dulbecco completo en 20 cajas de 

Petri de cultivo ce 60 X 15 mm (Falcan, E.U.A.) y se adicionaron aproximadamente 50,000 

células por caja. Las cajas se incubaron a 37ºC, en una atmósfera de C01 al 7%, y una 

humedad relativa del 85 al 95 % . Cada 12 h se retiraron 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 ellas. Las 

células se contaron en una cámara de Neubauer y se sacó un promedio de las dos cajas. Con 

estos datos se graficó el número de células contra el tiempo. El tiempo de división (tu) se 

calculó a partir de la siguiente expresión (Goding, 1983): 

0.693 t 

N 
In 
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donde: 

N, 

N 

e 

= tiempo transcurrido 

= número inicial de células 

= número final de células 

= 2.7183 

Cuando se conoció el tiempo de división, se sembró un inóculo para 1ener a las 

células el día de la fusión en fase logarítmica, utiliz.ando la siguiente fórmula: 

0.693 t 

N 

e 

N, 

Las células se cultivaron en medio Dulbecco completo suplementado con 8-azaguanina 

(Gibco, E.U.A.) a 20 µg/ml, durante 1 semana, con el fin de eliminar posibles células 

revertantes. Este compuesto es incorporado en los ácidos nucléicos por la enzima HGPRT 

(hipoxantina guanosina fosforibosil lransferasa) y mata a Ja célula. Así, este compuesto purgó 

a Ja población en cultivo de cualquier posible célula que hubiera revertido en Ja expresión 

de la enzima. 

Cinco días antes de la fusión se sembraron dos inóculos de células de mieloma en 

medio Dulbecco completo, en botellas de cultivo de 75 cm' (Falcan, E. U.A.) para tener 25 

X 1()6 células por botella. 

12.2. Prueba de viabilidad por exclusión con azul tripano. 

La prueba de exclusión de colorante es usada para determinar el número de células 

viables presentes en una suspensión de células. Se basa en el principio de que las células que 

están vivas poseen membranas intactas que excluyen ciertos colorantes, tales como el azul 
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tripano, eosina o propidium, mientras que la• células muertas no Jo hacen. Por Jo tanto, en 

esta prueba, una célula viable tendrá un citoplasma claro, mientras que una célula muerta 

tendrá un citoplasma azul (Coligan y col., 1992). 

Para determinar Ja viabilidad, las células de mieloma o de bazo se centrifugaron 

durante 5 min a 360 • g a 4 ºC y la pastilla se resuspendió en medio Dulbecco (sin suero). 

Se tomó un volumen de las células (p.ej. 100 µI) y se mezcló 1: 1 con una solución de azul 

tripano (Gibco, U.S.A.) al 0.4% en solución amortiguadora de fosfatos pH 7.2; se dejó en 

reposo durante 3 min a temperatura ambiente. Se tomó una alícuota de Ja mezcla y se 

contaron las células, tenidas y no tenidas, en una cámara de Neubauer. El porcentaje de 

viabilidad se determinó de Ja siguiente forma: 

número total de células viables (no teñidas) 
% de viabilidad celular= ---------------- X 100 

número total de cél.ulas (tenidas y no teñidas) 

13. Fusión celular entre células de mieloma y células de bazo inmune. 

Para Ja obtención de los hibridomas, se llevaron a cabo dos fusiones, empleando Jos 

bazos de 2 ratones que presentaron los títulos más altos de anticuerpos anti-p24, tanto por 

ELISA como por Westem-blot. Para cada fusión se emplearon tubos cónicos de 15 y 50 mi 

(Falcon, E.U.A.) nuevos y estériles y se realizó Jo siguiente: 

Primeramente, Jos ratones seleccionados se sangraron para obtener una muestra de 

sus sueros; después, se anestesiaron hasta Ja muerte con cloroformo, se lavaron muy bien con 

aguabi..destilada, alcohol (953) y cloruro de benzalconio (Anti-benzil, Médco, diluido 1: 1). 

Se colocaron sobre una tabla de disección, en condiciones de esterilidad, y con pinzas y 

tijeras se procedió a abrir para levantar Ja piel y localizar el bazo, el cual se extrajo con 

cuidado y se colocó en una caja de Petri con medio Dulbecco. El bazo se disgregó en Ja 

campana de flujo laminar, utilizando pinzas y agujas estériles, picando primero y disgregando 

suavemente, posteriormente se resuspendió muy bien y se pasó a un tubo cónico de 15 mi 

con pipeta Pasieur (cada bazo por separado). Se dejó en reposo por 5 min, para sedimentar 

Jos trozos grandes de tejido; el sobrenadante se pasó a otro tubo y se dejó reposar por 1 
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mio; luego, se recuperó el sobrenadante, sin llegar a tocar el fondo y se centrifugó a 360 x 

g por 5 mio a 4ºC; el sobrenadante se eliminó y la pastilla se resuspendió muy bien agitando 

el tubo con la mano. Se adicionó un volumen de cloruro de amonio (Merck, México) 0.16 

M, amoniguado con Tris (Sigma, E.U.A.) 0.17 M, pH 7.6 en una proporción de 9:1 y con 

un pH final de 7.2, y se incubó el tubo en la mano durante 2 mio para lisar los eritrocitos. 

El tubo se llenó lentamente (por las paredes) con medio Dulbecco y se centrifugó a 360 x 

g durante 5 min a 4 ºC; las células se lavaron con Dulbecco 2 veces más de la misma 

manera, se resuspendió el botón celular en 10 mi de medio Dulbecco, se tomó una muestra 

para contar y se realizó la prueba de viabilidad con azul tripano. 

Las células de mieloma (en fase log) se despegaron por agitación fuene de la botella 

6 veces. Las células se pasaron a un tubo cónico de 50 mi y se centrifugaron a 360 x g por 

5 mina 4ºC. El sobrenadante se eliminó, la pastilla se resuspendió muy bien y se lavó 2 

veces con medio Dulbecco. El sobrenadante se eliminó, la pastilla se resuspendió muy bien 

y se adicionaron 5 mi de medio Dulbecco; se tomó una alícuota para contar y se realizó la 

prueba de viabilidad con azul tripano. 

Una vez que estuvieron listas las células de bazo y de mieloma, se realizó la fusión 

en un mbo cónico de 50 mi, siguiendo la técnica descrita en Fazekas de St. Groth y 

Scheidegger (1980). Las células se mezclaron en una relación 1:1, utilizando 3.3 x 10' 

células de bazo y el mismo número de células de mieloma;el tubo se llenó con medio 

Dulbecco y las células se centrifugaron a 360 x g por 5 mio. El sobrenadante se eliminó muy 

bien. la pastilla se r"esuspendió suavemente, con la mano y se adicionó 1 mi de 

polietilenglicol 400 (PEG 400) (Gibco, E.U.A.), dejándose 1 minen la mano con rotación 

suave. El PEG se diluyó poco a poco con medio Dulbecco, mezclando suavemente, hasta 

llegar a una concentración final de 5%. Esta mezcla celular se incubó a 37ºC por 5 mio, 

después se centrifugó a 300 x g durante 5 mio y luego, se resuspendieron en el medio de 

selección (Littlefield, 1964), llamado Dulbecco-HAT (ver sección 11). Finalmente, la mezcla 

de fusión se sembró en multicámaras de 96 pozos, fondo plano (Linbro, E. U .A.), sembradas 

previamente con macrófagos (1 ó 2 días antes); se colocaron 5 mi por multicámara, 

aproximadamente 50 µI por poro. Las multicámaras se incubaron a 37ºC, en una atmósfera 

de CO, al 7% y una humedad relativa del 90%. 
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14. Cultivo y clonación de blbridomas. 

Después de la fusión, las células se re-alimentaron cada tercer día. Durante los 

primeros 10 días con el medio Dulbecco-HAT, luego se cambió el medio de cultivo a 

Dulbecco-HT [medio Dulbecco completo con el suplemento de Hipoxantina-Timidina 

(HT)(SOX)(Sigma, E. U.A.) 2.4 mi para 120 mi) hasta el día 18, en el que se cambió este 

medio a medio Dulbecco completo. Aproximadamente 21 días después de realizada la fusión, 

se tuvo ceneza de que las únicas células sobrevivientes fueron los híbridos 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 días al microscopio. Los pozos en los que hubo clonas se registraron y 

marcaron. Cuando las colonias de células ocuparon 3/4 del poro y el medio de cultivo se 

tornó de un color amarillento, los sobrenadantes se colectaron para determinar la presencia 

de anticuerpos anti-amiba por ELISA. 

Para su propagación y clonación, los hibridomas que resultaron positivos por ELISA, 

se desprendieron del poro, se tomó el medio con una pipeta pasteur. larga y se dirigió el flujo 

hacia uno de los lados del poro, para no dailar a las células. Se transfirieron 

aproximadamente 3/4 partes del cultivo a un poro de una placa de cultivo de 24 (con 

rnacrófagos) y el resto se dejó en el poro para conservar la colonia original (ésta después se 

congeló). 

Cuando las nuevas colonias (positivas) se encontraron en la fase log de crecimiento, 

se procedió a su clonaeión por medio de la técnica de.dilución limitante. Los anticuerpos 

monoclonale' 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 clonación para 

evitar problemas de poliespecificidad y para minimizar el riesgo de sobrecrecimiento de 

células no productoras. Aunque la clonación puede realizarse por la técnica de agar suave, 

las clonas derivadas de esta técnica deben de adaptarse a cultivo líquido para que Jos 

sobrenadantes se puedan probar (Coffino y col., 1972). Debido a que la clonación por 

dilución limitante permite probar directamente los sobrenadantes, este método es mucho más 

ventajoso. La clonación por dilución limitante es un método basado en la distribución de 

Poisson: la dilución de las células en un número apropiado por poro puede maximizar la 
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proporción de poros que contienen una sola clona (Ausubel y col., 1991). i.a técnica 

empleada se basó en el trabajo de McKearn (1980). 

Las células se despegaron suavemente del pom, con una pipera Pasteur, y se pasaron 

a un tubo cónico de 15 mi (Falcon, E. U.A.); se conraron en una cámara de Neubauer, y se 

calculó el número de células por mililitro. Después, se realizaron 2 diluciones, en tubos de 

2 mi (Nunc, Dinamarca): primeramente una 1: 10, tomando del tubo de IS mi y, a partir de 

ésra otra 1:100, complerando con medio Dulbecco. De esra úllima dilución se tomó lo 

neceseÍ-io para tener aproximadamente 0.8 célula en 100 pi de medio Dulbecco completo 

(- 1 célula por poro) y se sembraron 48 poros (la mirad de una microplaca) previamente 

sembrada con macrófagos. Las multicámaras se incubaron a 37ºC en una atmósfera de C02 

al 7% con una humedád relativa del 90%. Se revisaron cuidadosamente los poros, se 

detecraron y registraron aquellos en los que se observó claramente la presencia de una sola 

colonia de células. Las clonas también se re-alimenraron cada tercer dfa. Cuando las células 

ocuparon nuevamente 3/4 partes del poro, se exp~ndieron S poros a poros grandes (placa de 

24) y se volvieron a probar Jos sobrenadantes por ELISA para corroborar la presencia de 

anticuerpos anti-amiba. Para la segunda clonación se eligió el hibridoma que dió mejor 

resulrado por ELISA y se procedió como se describió anteriormente. El resto de los cultivos 

se congeló. 

15. Coogelaclóo y descoogelaclóo de hlbrldomas. 

Para congelar los hibridomas, las células se deben encontrar en buen estado de 

crecimiento tanto en las multicámaras 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 poro 

resuspendiendo suavemente con pipeta Pasteur el fondo (evitando hacer burbujas) y, en el 

caso de las botellas, por agiración fuerte S veces consecutivas. Después, las células se 

pasaron a un tubo de 15 mi (Falcon, E. U.A.), se tomó una muestra y se conraron; se llenó 

el tubo con medio Dulbecco y se centrifugaron a 300 x g por S mina 4ºC. Se desechó ti 

sobrenadante y la pastilla de células se conservó en hielo. Inmediatamente se preparó una 

solución de dimetil-sulfóxido (DMSO)(Sigma, E. U.A.) al 10% en medio Dulbecco completo, 

se mezcló muy bien y se esterilizó por filtración a través de una membrana de 0.22 pm. Las 
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células se resuspendieron suavemente en un volumen adecuado de esla solución, manteniendo 

el tubo en hielo, se pusieron 2 x 10' o más células por criotubo; luego se i:olociiron muestras 

de 1 mi en criotubos de 2 mi (Nunc, Dinamarca), previamente rotúlados; Los tubos con las 

células se almacenaron a -70ºC de 4 a 12 h, en un ultracongelador (Forma Scientific, 

E.U.A.); posteriormente se pasaron a un tanque de nitrógeno liquido para su conservación 

permanente. La viabilidad de las células congeladas de cada uno de los lotes se verificó, para 

tener la seguridad de conlar con las clonas deseadas en el momento en que se necesitaran. 

Para descongelar las células deseadas, cuando menos con un día de anticipación se 

prepararon multlcámaras de 24 pozos o botellas de cultivo de 25 cm' eón macrófagos. La 

descongelación se hizo lo más rápidamente posible pasando el tubo del nitrógeno a un baño 

de 37ºC; ya descongelado, el contenido del tubo se pasó a un tubo cónico de 15 mi y se le 

adicionó medio Dulbecco para diluír el DMSO, evitando así que las células se dañaran. Las 

células se centrifugaron a 300 x g durante 5 min a 4 ºC y Ja pastilla se lavó una vez más con 

medio Dulbecco. Luego, Ja pastilla se resuspendió'en medio Dulbecco completo precalentado 

a 37ºC; la suspensión celular se sembró en los pozos o en las botellas y se incubó a 37ºC, 

en una atmósfera de CO, al 7% y una humedad relativa del 90%. Los cultivos se re

alimentaron cada tercer dla; se revisaron Jos días siguien1es para corrobar que las células se 

hubieran adherido a las superficies y se encontraran creciendo, 

16. Obtención a gran escala de anticuerpos monoclonales. 

16.1. Crecimiento en masa de blbridomas. 

Existen dos maneras distintas de obtener anticuerpos monoclonales a panir de la línea 

del hibridoma: mediante el crecimiento de la línea en cultivo y mediante el crecimiento de 

ésta en animales en forma de tumor. El material provenien1e del cultivo celular no está 

contaminado por otros anticuerpos, pero puede ser producido únicamente en pequeilas 

concentraciones, mientras que el material producido en animales puede estar contaminado con 

otras inmunoglobulinas, si bien puede ser obtenido en títulos más altos. En términos 

aproximados, en el liquido ascítico los anti~uerpos se encuentran 1000 veces más 

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 panir 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 colectó el liquido y el cultivo se dividió, se despegaron las 

células por agitación y se pasó aproximadamente Ja, mitad de las células a otra botella, 

suplementándolas con medio nuevo. Cuando las células se encontraron en fase log, se 

pasaron a botellas de 75 cm'. con el fin de obtener una mayor cantidad de sobrenadante y 

se dejaron en estas botellas hasta que el cultivo prácticamente murió, esto con el fin de 

acumular la mayor cantidad de anticuerpo. El sobrenadante (de un tono amarillento) se 

colectó en tubos de 50 mi (Falcon, E. U .A.) y se mantuvo a -20ºC hasta su uso. 

16.2. Inducción de tumores en ratón. 

Para realizar esto, se inyectaron 0.5 mi de Pristano (2, 6, 10, 14-

Tetrametilpentadecano, 96%, Aldrich, E.U.A.). por vía intraperitoneal, a re.tones machos 

BALB/c de 1 mes de edad, aproximadamente 10 días antes de la inoculación de los 

hibridomas. Los hibridomas deseados se sembraron de tal manera que a los 10 días las 

células se encontraran en fase log, se cosecharon, se centrifugaron, se resuspendieron y se 

contaron. Las células se lavaron y se resuspendieron en un volumen adecuado de medio 

Dulbecco, de tal manera que se inmuniuron a cada ratón 5 x 10' células en 1 mi, también 

por vía intraperitoneal: Se inmunizaron 6 ratones para cada linea celular. Cuando apareció 

la peritonitis por el tumor, el liquido ascítico se drenó del ratón en condiciones de esterilidad, 

aproximadamente cada tercer día, dependiendo del tamaño del tumor; para la colecta del 

liquido ascítico se utilizó una aguja de 18 x 38 mm (Yale, Becton-Dickinson, México), la 

cual se colocó dentro del abdomen del ratón, éste se sujetó firmemente y se le fue dando 

masaje, colectando el liquido en un tubo de 15 mi en frío, obteniendo no más de 5 mi por 

vez para evitar que el animal se descompensara y muriera. En esta forma duraron más 

tiempo produciendo los anticuerpos monoclonales. El liquido colectado se centrifugó a 360 

x g, durante 5 min a 4 ºC, para eliminar células y material paniculado, después se tomó una 

allcuota para determinar la presencia del anticuerpo esperado por Westem-blot y el resto del 
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liquido ascítico se conservó a -20'C, hasta ser precipitado con sulfato de amonio (McKearn, 

1980). 

17. Determinación del lsotlpo de los anticuerpos. 

Como se explicó, Jos anticuerpos son moléculas heteroméricas, compuestas de cadenas 

ligeras y pesadas, que contienen cada una de ellas, una región constante y una variable. Las 

regiones constantes de las cadenas pesadas, ~omprenden las µ, a, ')'l, 'Y2a, 'Y2b, 'Y3, 'Y4, 6, 

o •, dependiendo de la especie. Las regiones constantes de las inmunoglobullnas, 

frecuentemente conocidas como isotipos, determinan muchas de las propiedades de la 

molécula de anticuerpo, incluyendo la solubilidad, propiedades clectroforéticas, Ja fijación 

del complemento, Ja unión a Jos receptores Fe, y la unión a proteínas A y G. Debido a que 

el isotipo puede influir en el método de purificación, es común determinar Jos isotipos de los 

anticuerpos monoclonales u otras preparaciones de anticuerpos especlficos como parte de su 

caracterización inicial. La identificación de los isotipos puede realizarse fácilmente con un 

kit.comercial de ELISA, empleando reactivos anti-isotipos (Coligan y col., 1992). 

Para determinar el isotipo de los hibridomas obtenidos, se empleó el kit de Bio-Rad 

Laboratories (E. U .A.) Primero, se obtuvieron, ·cuantificaron e incubaron las proteínas 

amibianas totales, como se describió en la sección 9, a microplacas de 96 pozos de fondo 

plano (lmmulon No. 1, Dynatech, E.U.A.) y se colocaron 100 µI (20 µg/ml) por pozo; se 

dejó en incubación toda Ja noche a 4 'C. Al día siguiente, se removió cualquier antígeno no 

pegado enjuagando Ja placa extensivamente 3 veces con solución amortiguadora salina de 

fosfatos, pH 7.2 (PBS O.O! M). Los pozos de Ja placa se lavaron llenándola con la solución 

y agitándola por 15 segundos; después se vació el contenido vigorosamente a una tarja. Para 

prevenir uniones inespeclficas, los pozos de Ja placa se llenaron con solución bloqueadora 

(albúmina bovina sérica o leche semidescremada al 1 % en PBS) y se dejó incubar durante 

45 min; después, se lavó la placa extensivamente 3 veces con solución amortiguadora salina 

de fosfatos-Tween [100 µI de Tween W (Sigma, E. U.A.) para 200 mi]. Luego, se agregaron 

las muestras de los hibridomas, líquido de cultivo (sin diluir) o ascites (diluido 1:1000), 100 

µI por pmo. La placa se incubó durante toda la noche a 4 ºC. Después se lavó 

extensivamente 3 veces con la solución de PBS-Tween. Se agregaron los reactivos del panel 
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de anticuerpos de conejo anti-ratón, 100 µI por pozo y se llenaron las columnas de la A-H 

·con el reactivo del panel respectivo; la placa se incubó por l hora a temperatura ambiente. 

Después, se lavó extensivamente 5 veces con PBS-Tween. Se agregaron 100 µI por pozo de 

conjugado anti-conejo de cabra unido a peroxidasa de rábano, se cubrió e incubó por 1 hora. 

Pasado este tiempo, se eliminó la solución del conjugado que no reaccionó, con lavados 

exhaustivos de la placa 4 veces con PBS-Tween y 1 vez con PBS. La solución del sustrato 

de la peroxidasa (2, 2'-azino-di(3'Ctil-benzthiazolin sulfonato) y peróxido de hidrógeno) se 

preparó fresca y se agregaron 100 µ!/pozo; la placa se dejó en incubación por 20 mio a 

temperatura ambiente. Cuando las reacciones positivas fueron evidentes, la placa se colocó 

en un lector de microplacas (fitertek Plus MS2, ICN Flow, E.U.A.) y se realizó su lectura 

a 40S nm. 

18. Precipitación de inmunoglobulinas con sulfato de amonio. 

Para precipitar los anticuerpos monoclonaies obtenidos, el sobrenadante de cultivo se 

centrifugó primeramente durante 30 min, a 20000 x g a 4 ºC, con el fin de eliminar detritus 

celulares y material membranoso. La pastilla se eliminó y al sobrenadante se le adicionó el 

sulfato de amonio (Sigma, E. U.A.), en cristales a una concentración de 291 gil (50% de 

saturación), a 4 ºC con agitación suave; se dejó toda la noche para asegurarse de que 

precipitara toda la proteína. Al día siguiente, el sobrenadante ya precipitado, se centrifugó 

por l h a 20000 x g, a 4ºC. Posteriormente, el sobrenadante se guardó, para probar si 

quedaron anticuerpos, y la pastilla se disolvió en un volumen mínimo (10..20 mi) de solución 

amortiguadora de boratos (borato de sodio (borax)(Sigma, E.U.A.) 0.015 M, cloruro de 

sodio (Merck, México) O.IS M, pH 8.5) y se colocó en una bolsa de diálisis (Spectrapor, 

Spectrum Medica! Industries, !ne., E.U.A.). Se dializó contra >20 veces el volumen de 

solución de proteína, con solución amortiguadora de boratos, durante 48 h, con 4-6 cambios. 

Finalmente, los anticuerpos se colocaron en tubos Eppendorf debidamente rotulados y se 

conservaron a • 70ºC. 
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RESULTADOS 

En este trabajo iniciamos el estudio de una proteína de 24 kDa de E. histolytica que 

participa en la relación parásito-célula blanco (Rodríguez y col., 1989). Primeramente, 

realizamos una caracterización preliminar de esta molécula, antes de llevar a cabo la 

obtención de anticuerpos monoclonales. 

l. Caracterización lomunobloqufmlca de la p24. 

En el laboratorio de la Dra. Esther Orozco se contaba con un antisuero policlonal 

contra la proteína de 24 kDa. que se había obtenido mediante la inmunización de la molécula 

en conejos. Este antlgeno se había aislado a partir de geles de pol!acrilamida-SDS. Iniciamos 

nuestro trabajo, empleando este antisuero para localizar a la proteína y conocer el número 

de proteínas que eran reconocidas en geles de poliacrilamida-SDS, en una y dos dimensiones. 

También en esta parte del trabajo, se determinó 'si la proteína presentaba carbohidratos en 

su composición. 

1.1. Obtención de proteínas totales de E. hlstolytica y reconocboleoto por 

anticuerpos poUclooales aoti-p24. 

Primeramente obtuvimos las proteínas amibianas totales. Existen varias formas de 

obtener estas proteínas, nosotros decidimos obtenerlas por dos métodos diferentes, que se 

encuentran bien estandarizados en nuestro laboratorio. Las proteínas se sometieron a PAGE

SDS y los geles se tilleron 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 correspondió a la de 24 kDa. El método de 

extracción 2, al parecer. solubilizó mucho mejor a las proteínas, ya que en algunas regiones 

se observó un número mayor de bandas de proteína en donde sólo se observó una con el 

primer método (Fig. 5 A). Cuando las proteínas obtenidas por los 2 métodos, se transfirieroh 

de un gel de pollacrilamida a un papel de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos 

policlonales anti-p24, presentaron un patrón de reconocimiento diferente. En las proteínas 

del método 1, el antisuero reconoció una banda de 24 kDa, mientras que en el segundo 
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método, reconoció dos banda~ (Fig. 5 B, carriles 2 y 3). Es imporiante señalar, que el 

antisuero policlonal fue generado empleando Ja proteína de 24 kDa obtenida por el método 

l, por Jo tanto, se cortó una sola banda. Una de las dos proteínas, obtenida por el método 

2, correspondió por migración exaclamente a la proteína obtenida por el primer método, 

mientras que Ja otra, es de un mayor peso molecular (2 kDa más). Las explicaciones para 

este resuliado pueden ser diversas, quizás el método 2 solubiliz.6 mejor a las proteínas que 

se encuentran en 24 kDa o probablemente, una de las dos protefnas correspoode a un 

precursor o a un producto de degradación; inclusive existe Ja posibilidad de que una de las 

bandas sea un anificio de la técnica. También se observó un tenue reconocimiento de otras 

bandas, debido a reacción cruzada o inespecificdad. 

1.2. Determinación del número de protefuas con peso de 24 kDa 

por electroforesis en geles bi-dimensionales, 

Con el fin de determinar el número de proteínas con este mismo peso (24 kDa), 

reconocidas por el antisuero policlonal anti-p24, se realizaron geles bi-dimensionales, 

empleando muestras de proteínas tolales 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 seftalan las dos proteínas que fueron reconocidas por 

el antisuero policlonal en una dimensión, y en Ja zona de dos dimensiones se senala la 

mancha proteica que se encuentra a esa altura. Este gel se transfirió a papel de nitrocelulosa 

y se incubó con anticuerpos policlonales anti-p24. En el panel B de Ja figura se observa el 

resullado. En una dimensión Jos anticuerpos reconocieron, como ya se había observado, un 

doblete de 24 y 26 kDa, pero en Ja zona de dos dimensiones, en cambio, los anticuerpos 

reconocieron a una sola proteína. No se detecró alguna otra mancha proteica que 

correspondiera a la banda de 26 kDa, probablemente porque ésla se encuentra en muy poca 

cantidad y no fue posible deteciarla. 

Por Jo lanto, el suero policlonal anti-p24, reconoció fuertemente en geles de dos 

dimensiones una proteína de peso molecular a 24 kDa y con un punto isoeléctrico con una 

ligera tendencia a ácido ( =5.5). Este punto isoeléctrico se determinó en base a patrones 

obtenidos anteriormente (Rodríguez y col., 1989). 
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En base a estos resultados, no sablamos en realidad cuantas protelnas de .. 24 kDa 

eran reconocidas por el anticuerpo policlonal anti-p24, pero pensamos que el método 1 serla 

mejor para aislar a la protelna de 24 kDa, con el fin de inmunizarla en animales para la 

ob!"nción de anticuerpos monoclonales. Un suero generado de esta manera contendría a las 

dos proteínas, en el caso de que se tratara de las dos que se reconocen en protelnas del 

método 2 en una dimensión. No se inmunizaron las dos bandas porque entonces el trabajo 

de obtener los anticuerpos se habrla duplicado. 

1.3. Deteccl6n de carbohldratos en la p24. 

También era interesante ·dentro de la caracterización de la protelna, conocer si 

presenta carbohidratos en su composición, es decir, si es una glicoprotelna. Para esto, se 

utilizaron dos técnicas: una fue la tinción de geles de poliacrilamida por la técnica de PAS, 

y la otra, empleó una lectina acoplada a la enzima peroxldasa de rábano, la cual fue 

delectada en ensayos tipo Westem-b/01. 

1.3.1. Tlnclón de PAS. 

El resultado de la tinción de un gel de poliacrilamida-SDS por la técnica de PAS se 

muestra en la Figura 7. Se corrieron las protelnas totales de amiba (método 1) y la p24 kDa 

electroelulda, a partir de muestras de geles preparativos grandes, en minigeles al 12 % 

(carriles 1 y 2). La proteína electroelulda nos sirvió como control para localizar y verificar 

que fuera la misma proteína, ya que en los geles teñidos con PAS, los marcadores de peso 

molecular quedaron demasiado teñidos, por lo que fueron dificiles de distinguir. 

Se sabe que la composición de carbohidratos de una glicoproteína constituye una 

porción baja en toda la molécula, por lo que para lograr un buen nivel de resolución los geles 

se cargaron con cantidades excesivas tanto de las protelnas totales como de la protelna 

electroelulda. 

La protelna de 24 kDa fue detectada er. las dos muestras, lo que nos indicó que se 

trata tle una glicoprotelna. También se realizó esta tinción con muestras de protelnas del 

método 2. sin embargo no se distinguió si se tiñeron 1 ó 2 bandas a la altura de 24 kDa (dato 

no mostrado). 
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Figura 5. Reconocimiento de la protelna de 24 kDa por anticuerpos poUclonales 

antl-p24. 

Las proteínas de E. histo/ytica fueron sometidas a electroforesis. transferidas a papel 

de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos policlonafes anli-p24. 

Panel A. Gel de PAGE-SDS tefildo con azul de Coomassie, 

Carril l. Marcadores de peso molecular (BRL, E.U.A.). 

Carril 2. Proteínas rotales (método 1). (25 µg) 

. Carril 3. Proteínas totales (método 2), (25 µg) 

Panel B. lnmunoefectrorransferencia. 

Carril l. Marcadores de peso molecular. 

Carril 2. Proteínas totales (método 1). (25 µg) 

Carril 3. Proteínas totales (método 2). (25 µg) 
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Figura 6. Reconocimiento de anticuerpos pollclonales antl-p24 en geles 

bi-dlmenslonales. 

1: 

" 

Las prote!nas 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. 

Panel A. Gel bi-dimensional de prote!nas totales teñido con azul de Coomassie .. · 

· 'carril l. M.arcadores de peso molecular. 

Carril 2. Prote!nas totales una dimensión (mécodo 2). (60 µg) 

Zona de 2-D. 1.5 mg de prote(nas. 

Panel B. lnmunoelectrotransferencia. 

Carril l. Marcadores de peso molecular. 

Carril 2. Prote!nas totales una dimensión (m~todo 2). (60 µg) 

Zona de 2-D. 1.5 mg de prote!nas. 
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'" 

Flgur8 7, Tindón de PAS. 

Se sometieron a electroforesis las protelnas torales de E. h/stolyt/ca, asl corno la p24 
' ' 

electroelulda y el gel se tlftó por la técnica de PAS. · 

Gel de PAGE-SDS 12% 

Carril l. Protclnas totales (m~ 1). (140 ,.g). 

cmu 2. Protclna de 24 kDa eleclroelulda. ( • 10 ,.¡). 
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3.2. Reconocimiento por una lectina. 

Otra forma para determinar si la protelna de 24 kDa era una glicoproteína fue 

utilizando una lectina, la WGA acoplada a peroxidasa de rábano. Se corrieron minigeles de 

poliacrilamida-SDS con proteínas 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 

reconoció vari'.15 proteínas de la amiba, entre éslaS a la de 24 kDa. En el panel B, se, observa 

que no hubo reconocimiento de la proteína cuando se inhibió la unión de la lectina por un 

exceso del azúcar N-acetil D-glucosamina. Aún bajo estas condiciones, se observó el 

reconocimiento de una proteína de alto peso molecular, muy probablemente correspondiente 

a la de 220 kDa reportada por el grupo de Rosales-Encina y col., (1987). 

Este resultado confirmó la observación anterior, señalando que la proteína de 24 kDa 

era una glicoproteína, con carbohidratos del tipo de la N-acetil-D-glucosamina. 

2. Obtención de anticuerpos monoclonales anti-p24. 

Como se ha mencionado, el principal objetivo fue la obtención de anticuerpos 

monoclonales contra la p24. La mayoría de los trabajos reportados sobre anticuerpos 

monoclonales contra E. histolytica han utilizado los trofozoítos completos como antígeno. En 

nuestro caso, se pretendía obtener los anticuerpos específicamente contra esta molécula y 

para ello, la estrategia consistió en obtener esta proteína a partir de geles de poliacrilamida

SDS bajo condiciones reductoras. Se inmunizó esta proteína en ratones hasta obtener un título 

alto de anticuerpos para asegurar el éxito en la fusión con células de mieloma. 

2.1. Obtención de la p24. 

Primeramente se cultivaron en forma masiva los trofozoítos de la. clona A y se 

extrajeron las proteínas totales siguiendo el método l. Después, se prepararon varios geles 

preparativos de poliacrilamida-SDS grandes y se cargaron con estas muestras de proteínas. 

Al término de las corridas los geles se tiñeron con azul de Coomassie y se cortó la proteína 

de 24 kDa, evitando llevarse alguna de las proteínas vecinas. Estas ba~das de geles se 

colectaron y conservaron a -20ºC hasta el momento de inmunizarse en ratones. En la Figura 

9 panel A, se muestra el tipo de geles a partir de los cuales se aisló la proteína. En el panel 
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B se observa el resultado de la electroelución de la prote!na de 24 kDa, que fue una sola 

banda de prorelna. Esre minigel con la proteína electroelu!da se transfirió a papel de 

nitrocelulosa y se incubó con anticuerpos policlonales anri-p24. En el panel C, se observa 

que los anticuerpos reconocieron como se esperaba, a la protefna. Estos resultados nos dieron 

la seguridad de que se estaba cortando una sola banda de proteína. Por lo tanto, se decidió 

comenzar la inmunización de ratones con esta molécula para obtener células productoras de 

anticuerpos. 

2.2. Esquema de inmunlzaclón de la p24. 

Antes de comeni.ar a inmuni:r.ar, fue necesario tener un valor aproximado de la 

canridad adecuada de proteína, de tal manera que se pudiera obtener una respuesta humoral 

efectiva en los animales. Para determinar esto, se sometieron a electroforesis en un minigel 

las protelnas rotales de amiba (método !). Después, esre gel se colocó en el adaptador para 

realizar pruebas de densiromerrfa de un especrrofotómerro de Ja marca Beckm1111. El resultado 

se muestra en la Figura JO. Se obtuvieron varios picos que correspondieron a las prorclnas 

separadas. Se midieron las distancias recorridas y se identificó el pico correspondiente a la 

prore!na de 24 kDa. Se realiz.aron varias comparaciones en peso del pedazo de papel 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. Esre daro, aunque indirecto, nos pcrmirió estimar que de los 

5000 µg de protefnas rotales habfan ., 150 µg de prore{na de 24 kDa en un gel preparativo 

grande. Posteriormente, se calculó el volumen necesario para inmunii.ar la cantidad de banda 

equivalente a 50 µg de proteína por ratón. 

Con esre daro se comenzó a inmunizar a ratones de la cepa BALB/c, cada 15 dfas, 

y se realiz.aron emulsiones l: 1 con adyuvante de Freund. 

2.3. Detenninación del titulo de anticuerpos. 

Antes de intentar la fusión de células para producir anticuerpos monoclonales era 

indispensable conocer el rrrulo de anticuerpos en los sueros de los animales inmunizados con 

el anrlgeno de interés. Mientras se contara con rfrulos altos de anticuerpos, mayores serian 

las posibilidades de éxito en una fusión. El rlrulo de anticuerpos se determinó de dos 
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F"ogura 8. Reconocimiento de la p24 por una lectlna. 

Las proteínas totales de E. hürolyrica se separaron en geles de PAGE-SDS, se 

transfirieron a papel de nitrocelulosa y se incubaron con la lectina WGA acoplada a 

peroxidasa. 

Panel A. lnmunoelectrotransferencia de un gel de PAGE-SDS al 12% incubado con 

la lectina WGA. 

Carril l. Marcadores de peso molecular. 

Carril 2. Proteínas totales de amiba (método 1).(10 µg). 

Panel B. lnmunoelectrotransfcrencia de un gel de PAGE-SDS al 12% incubado.con 

el azúcar N-aeetil-D-glucosamina 0.2 M junto con la lectina WGA acoplada 

a peroxidasa. 

Carril l. Marcadores de peso molecular. 

Carril 2. Proteínas totales de amiba (método 1). (10 µg). 
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E u nos 

Figura 9. Obtención de la p24. 

Para la inmunización de ratones con la p24, se sometieron a electroforesis en geles 

preparativos grandes a las protelnas totales de E. lristolytica, se tineron con azul de 

Coomassie y se cortó la banda correspondiente a la protelna de 24 kDa. La p24 se 

electroeluyó de las bandas, se semetió a PAGE-SDS, se transfirió a papel de 

nitrocelulosa y se incubó con anticuerpos policlonales anti-p24. 

Panel A. Gel preparativo al 12%. 

C.arril l. Marcadores de peso molecular. 

Carril 2. Proteínas totales (método 1). (5 mg). 

Panel B. Gel al 12 % . 

Carril l. Marcadores de peso molecular. 

Clmil 2. Protelna de 24 kDa electroelulda (5 ¡¡g). 

Panel C. lnmunoelectrotransferencia del gel anterior. 

Carril l. Marcadores de peso molecular. 

Carril 2. Protelna de 24 kDa electroelulda (5 ¡¡g). 
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~~ 10. Amlllls densltomftrlco de lll!l protefnas amlblanas totales. ., 

Se miÍestra el barrido a SSO nm de una muestra de prote!nas totales de E. histolylica 

(mEtrldo 1) separada en un gel de PAGE-SDS al 12%. Se sellala'.:el pico 

correspondiente a la p24, ·as! como el inclo y. terminación del gel, los cuales fueron 

determinados midiendo lu diallDCiu correspondientes en el gel. 
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maneras: por ELISA y por ensayos de inmunoelectrotransferencia. Ambas técnicas nos 

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

fusión. 

2.3.1. ELISA. 

Los valores de la determinación del tftulo por ELISA se muestran en la Tabla S. Se 

incubaron las protefnas totales de amiba obtenidas por el método I, en microplacas de 96 

pozos y se incubaron con diferentes diluciones de los sueros de los ratones inmunizados (por 

duplicado). Se empleó un segundo anticuerpo de cabra anti-ratón acoplado a peroxidasa de 

rábano y la unión de estos anticuerpos se detectó mediante la reacción con el sustrato <P· 

• fenilendiamina. Se realizó la lectura de las reacciones a ur.a longitud de onda de 490 nm en 

un lector de microplacas y se obtuvo un promedio de las .lecturas. Por este mé1odo se 

obtuvieron valores de dilución de entre 1: 10000. y 1: 15000 (enmarcados), en comparación 

con los valores del control negativo. El ratón 3 fué el que dió valores más bajos de thulo por 

este mé1odo; el resto de los ratones presentaron buenos tftulos. 

Tibia 5. Tilulaclón de los sueros de n16n por ELtSA. 

DJLUCION AA.TON 1 RATON J RATON J RATON 4 RATOS 5 RATON ' CONTROL + 

1:500 0.1!17 0.261 

~ 
0.405 0.164 0.292 0.505 

1:1000 0.143 0.180 8 0.276 0.119 0.18!1 
1:5000 0.102 0.108 0.053 0.111 0.081 0.07!1 CO!lrlTROL • 

1:10000 0.0!10 0.075 0.051 0.0!10 0.064 0.067 0.065 
1:15000 0.066 0.072 0.057 0.067 0,065 0.067 
1:20000 0.061 0.065 o.oso 0.064 0.057 0.056 
1:25000 0.061 0,056 0.04!1 0,062 0.05!1 0.056 

NOTAr LOS VALORES DE DESVIACION ESTANDAR NO FUERON MAYORES DE 0.005 
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2.3.2. Western-blot. 

Para analizar mejor el titulo de los sueros de los ratones, y conocer si reconoc(an 

especfficamente al andgeno inmunizado, se realizaron ensayos de inmunoelectrotransferencia. 

Se corrieron minigeles de PAGE-SDS al 12% con protefnas totales de amiba, obtenidas por 

el método I, y se transfirieron a papel de nitrocelulosa. Los papeles de nitrocelulosa se 

cortaron en tiras pequellas 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 visualiz.aclón del 

. reconocimiento fue mejor pues se apreció claramente que los antisueros reconocieron a la 

protefna de 24 kDa. Por este método se obtuvieron reconocimientos hasta de 1 :32000. Los 

resultados coincidieron con los del ELISA, sugiriendo que los ratones I, 2, 4, S y 6 

presentaron una fuerte respuesta inmune humoral contra la protefna de 24 kDa, y por lo 

tanto, los consideramos buenos candidatos para la obtención de los anticuerpos monoclonales. 

2.4. Determinación de la r- logarítmica de creclmlento de la linea de mieloma. 

Cuando los ratones alcanzaron dtulos altos de anticuerpos ( > 25000). se preparó la 

Unea celular de mieloma para la fusión con las células de bazo. Para ésto, era importante 

tener a las células de mieloma en fase logarltmica de crecimiento el dfa de la fusión ya que 

esto aumentarla las probabilidades de tener hlbridos productores de anticuerpos. Para conocer 

el momento en el que las células se encontraban en ese punto, se realizó una curva de 

crecimiento. Las células de mieloma se cultivaron con un inóculo inicial, en varias cajas de 

Petri, y fueron cuantificadas cada 12 horas, durante S dfas. Los valores de conteo de células 

se muestran en la figura 12, as! como la gráfica que se obtuvo con estos datos. 

Para calcular el momento en el que las células se encontraban en fase logar!tmica se 

emplearon los siguientes cálculos: 

Primero se determinó el tiempo de división de las células a partir de la expresión: 

0.693 t 
to=-----

N 

In N0 
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Figura 11. Reconocimiento de los sueros de ratón Inmunizados con la p24 por 

inmunoelectrotransferencia. 

Las proteínas totales de E. histolytica se sometieron a electroforesis y se transfirieron 

a papel de nitrocelulosa. El papel se cortó en tiras, que fueron incubadas con 

diferentes diluciones de los sueros de los ratones inmunizados 3 veces con la p24. 

Carriles l. Sueros pre-inmunes de cada ratón 1 :2000. 

Carriles 2. Dilución 1 :2000 

Carriles 3. Dilución 1:4000 

Carriles 4. Dilución 1:8000 

Carriles s. Diluc1ón 1:.16000 

Carriles 6. Dilución 1 :32000 
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Figura 12. Curva de crecimiento. Llnea c:elufar de mleloma. 

Se cultivaron 20 cajas de Petri con SO 000 células de mieloma cada una. Cada 12 

horas se contó el numero de células en 2 de ellas. De los valores obtenidos en las dos 

cajas se sacó un promedio. Los resultados de los conteos 5c muestran en la tabla y 

en la gráfica. A partir de estos valores se determinó la fase IOgañtmica del cultivo de 

mieloma. 
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donde 
t = tiempo transcurrido 
N, = número inicial de células 
N = número final de células 

= 2.7183 

sustituyendo en Ja ecuación 

0.693 (108 h) 74.84 
to= =---

(1.467 X 10 ') In 29.3S 

In (S X 10') 

t0 = 22.2 h 

Cuando se ~noció el tiempo de división de nuestro cultivo de mieloma, se planeó la 

fusión con cuatro días de anticipación. Se necesilaban, de acuerdo con el protocolo de fusión, 

SO millones de células de mieloma en fase Jog para ese día. Para conocer el número inicial 

de células de los cultivos, se empleó el siguiente cálculo: 

N 

No=----

0.693 t 

e t0 

SO X 10' 

----- = 3, 633, 720 células. 

0.693 (84 h) 

e= 22.2 h 
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Se sembraron entonces dos inóculos de mieloma, cada uno con 3.6 x JO' células, en 

botellas de 75 cm '. 

También se cultivó un pequefio número de células para probar la eficiencia del medio 

Dulbecco-HAT. Una botella de cultivo de 25 cm' se sembró con células de mieloma en 

crecimiento continuo y se le adicionaron 7 mi medio Dulbecco-HAT. La población murió 

totalmente a los 4 días, lo que nos indicó que el mieloma estaba bien sensibilizado a la acción 

de la aminopterina y que no había células revertantes. 

2.5. Fusión celolar. 

Se realizaron dos fusiones. Una con las células de bazo del ratón #4 y la segunda con 

las células del ratón #5. Del bazo del ratón #4 se obtuvieron, 37.6 x 10' células y del ratón 

#5, 38.3 x 10' células. De los dos inóculos sembrados con células de mieloma se obtuvieron 

del primero 41.5 x 10' células y del segundo 54.3 x 106 células. las células se fusionaron 

en una relación 1: 1. Los productos de la primera fusión se sembraron en 2 mlcroplacas de 

cultivo de 96 pozos, mientras que los de la segunda en 3. 

2.5.1 Eílciencla de fusión. 

De un total de 480 pozos sembrados con células fusionadas, en 219 de ellos se 

presentó crecimiento de híbridos en el medio de selección HAT. Este número correspondió 

al 45.6 % de los pozos sembrados (Tabla 6). De estos hibridomas. sólo 11 dieron reacción 

positiva en las micropfacas sembradas con protelnas totales, por ensayos de ELISA. De 

acuerdo a estos datos, la eficiencia de obtención de hibridomas productores de anticuerpos 

fue del S.02 % (Tabla 6). 

Los 11 hibridomas positivos se expandiemn a una microplaca de 24 pozos y de ah! 

se donaron por primera vez, congelando una porción de cada uno de los cultivos. La 

clonación de cada uno se realizó por dilución limitante en la mitad de una microplaca de 96 

pozos. Después. se probaron por ELISA los sobrenadantes de cada uno de Jos pozos en 

donde se desarrolló una colonia de células, para asegurarnos que fueran monoclonales. Los 

híbridos 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 



T•bla 6, Ellcltn<la de lllsl6n en la obCencl6a de lllltlcuel'JIQS inoao<lo.....,, 

EFICIENCIA RELACION 

FVSION 219/480 

HIBRIDOMAS POSITIVOS 11/219 5.0 

Onicamente aquellos hfbridos con una sola clona. Finalmente, Jos hibridomas positivos se 

expandieron a una placa de 24 pozos y, cuando se contó con suficiente sobrenadante de 

cultivo, se probaron por inmunoelectrotransferencia. En Jos diversos pasos de clonación se 

congelaron varios viales con muestras de células. Toda esta secuencia de clonaciones se 

esquematiza en Ja Figura 13. 

2.5.2 El1clenda de clonllclón. 

Todos los hibridomas positivos fueron clonados una vez y sólamente algunos, emre 

ellos los que se reportan al final, fueron clonados dos veces. La eficiencia de clonación osciló 

entre el 11.8 y el 14 % , es decir, este porcentaje correspondió a los pozos en donde. se 
consiguieron crecimientos con sólo una colonia de hfbridomas. La Tabla 7 resume estos 

valores para los diferentes hibridomas. 

La Figura 14 esquematiu el pedigree de los tres hibridomas estables que se 

obtuvieron al final del :rabajo de cultivo, que fueron el.D4•4•H6·B10, el D5•4•F7•A10 y el 

D7•4•H2•Bll. 

Después de clonar dos veces a los hibridomas que mejor respuesta positiva dieron, 

tanto por ELISA como por inmunoelectrotransferencia, se procedió a cul!ivarlos masivamente 

y también a propagarlos en forma de tumor en ratones. Para inducir Jos tumores se 

inyéctaron S x 106 células del hibridoma por ratón. De Jos tres hibridomas, el D4•4·H6•810 
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Tibio 7. Ellclonclo do clonad6a do blbrldonw. 

RELACION DE POZOS CON 1 SOLA CLONA 

HIBRIDOMA lo CLONACION "' 1tt CLONACION "' 
C4•4 6/41 12.s 
04•4 ., .. 12.S 4148 l.J 
ES•4 4/41 8.J 9/48 18.7 

A.2•5 7/41 14.S 4/41 l.J 

D5•4 13/48 27.0 ll/48 45.1 

D7•4 1/48 16.6 25/48 5Z.O 
G4•3 2/41 4.1 

,U•S 7/41 14.S 5/48 10.4 
E4•J 5141 10.4 

H4•3 9/41 11.7 

03•5 -

fue el que mejor indujo tumores en los ratones, ya que se obtuvo una proporción de 4/6; para 

los otros la proporción fue de 2-3/6. 

J. Caracterización de los anticuerpos monoclonales. 

Los tres hibridomas estables obtenidos se comenzaron a caraccerizar parcialm~nte, 

primero determinando su isotipo; después se purificaron y se probaron en ensayos tipo 

Western blot. 

3.1. Detennlnación del lsotlpo de los anlicuerpos monoclonales. 

Antes de purificar a los anticuerpos monoclonales, se les determinó 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 lgM y tener cadenas ligeras de Ja clase • 

(enmarcados). De los hibridomas DS·4·F7·AIO y D7·4·H2·Bll se colocó sobrenadante de 

cultivo, miemras que del D4·4·H6•810 se colocó líquido ascítico diluldo 1: 10000. Esce 
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Flgura 13. Obtención de anticuerpos munoclonales antl·p24. 

En este esquema se muestran la secuencia de eventos y los datos obtenidos durante 

el cultivo celular para la obtención de los anticuerpos monoclonales. 

Después de la fusión, se indican a la izquierda el número de pozos en donde crecieron 

híbridos y a la derecha el número de pozos positivos (anti·p24) por ELISA. 

En la primera y segunda clonaciones se indican a la izquierda el número de pozos 

sembrados de cada hibridoma y a la derecha, el número de poms en donde creció una 

sola clona. Para la expansión, solamente se eligió de cada hibridoma, la clona que dió 

los valores más altos por ELISA. 
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Figura 14. Ptdigne de los tres blbridoma.s estables obtenidos, 
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Tabla 8. DttermlnacJ6n del lsotfpo de los an1icuerpos monoclonales. 

HIBRIDOMA HIBRIDOMA lllBRIDOMA CONTROL D5•4•F7•A 10 D7•4•H2•UJ1 D4'4•116•BIO 

ANTl·f&GI O.USJ 0.194 O.llS 0.175 

ANTl·faG2a 0.004 0.024 0,135 0.069 

ANTf.11G2b 0.042 0.062 0.011 0.102 

ANTf.laG3 0.092 O.DIJ 0,119 0.442 

ANTf.l1M 11.ml 11.11421 [@.?) 0.499 

ANTf.laA O.OJ6 0,061 0,033 0.074 

CADENA KAPPA @:!!] ¡o.mi !o.mi D.401 

CADENA LAMBDA 0.051 0,070 o.osu O.OSI 

CONTROL: SUERO DE RATON ANTl-p24 (DILUIDO 1:1000). 

último reaccionó Íigeramente menos fuerte que los demás, pero la lectura de placa nos 

comprobó que era iambién de la clase lgM. 

3.2. Reconocimiento y título. 

La Figura 15 muestra el reconocimiento de los anticuerpos monoclonales sobre 

proteínas totales de E. histolytica. Se realizó una electroforesis de proteínas totales de amiba 

obtenidas por el mé1odo 1 y el gel se transfirió a papel de nitrocelulosa. Después. éste se 

conó en tiras y se incubó con diluciones de los anticuerpos monoclonales ya precipilados con 

sulfato de amonio. Todos los anticuerpos monoclonales ob1enidos reconocieron a la proteína 

de 24 kDa. Los aniicuerpos monoclonales D4·4·Hei•BIO y DS•4•f7•A 10 presenlaron una 

reacción cruzada con una proteína de "'32 ·kDa. 

Los anticuerpos monoclonales D5·4·f7·AIO y D7•4•H2·Bl 1 presentaron un título de. 

hasta 1:100, mientras que el D4•4•Hei•BIO tuvo un thulo de 1:10, por ensayos de 

inmunelectrotransferencia. Estos anticuerpos fueron purificados de sobrenadante de cultivo. 

Por último, se probó la respuesta de uno de estos anticuerpos monoclonales en geles 
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bi-dimensionales, para tratar de detectar si reconocía a una o dos proielnas, as! como a la 

pro!elna de 32 kDa, y comparar el resultado con los anticuerpos policlonales anti-p24 (Fig. 

7). Se corrió un gel de dos dimensiones con proteínas totales obienidas por el método 2, se 

transfirió a papel de nitrocelulosa y se incubó con el anticuerpo monoclonal D.5•4•F7•A10. 

Es!e anticuerpo reconoció una sola banda y mancha de proteína de 24 kDa tanto en una 

dimensión como en dos, respectivamenie (Fig. 16). No se observó reconocimiento alguno 

ni de la otra banda de 26 kDa ni de la de 32 kDa. La mancha detectada en dos dimensiones 

se observó mucho más abajo que la que se habla detectado con an!erioridad (ver Fig. 6). 
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Figura IS. Reconocimiento de los 1111ticuerpos monoclonales sobre las proteínas 

totales de E. hlstalytú:a. 

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

papel de nitrocelulosa. El papel se cortó e~ tiras que se incubaron con los anticuerpos 

monoclonales. 

l. Marcadores de peso molecular. 

2. Anticuerpo monoclonal D4·4·H6·BIO. Dilución 1:10 

3. Anticuerpo monoclonal D5·4·F7·AIO. Dilución 1:50 

4. Anticuerpo monoclonal D7·4·H2·BI l. Dilución 1:50 

5. Control ( +) suero de ratón anti-p24. Dilución 1 :2000. 
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f! l DOS 

. Figura 16. Reconocimiento del anticuerpo monoclonal D5·4·F7·A10 en un gel de 

2-D triiosferldo a itltroi:elulosa. 

··:Las proteínas totiles se separaron por electroforesis bi-dimensional y se transfirieron 

. a papel de nitrocelulosa. ·El papel se incubó con el anticuerpo monoclonal 

. D5•4•F7·A10 . 

. Panel A. Gel bi-dimensional al 12 % teñido con azul de Coomassie. 

Carril l. Marcadores de peso molecular. 

Carril 2. Proteínas totales (método 2). (60 µg). 

' Zona de 2-D. 1.5 mg. 

Panel B. lnmunoelectrotransferencia . 

. Carril l. Marcadores de peso molecular. 

'Carril 2. Proteínas totales (método 2). (60 µg). 

·Zona de 2-D. 1.5 mg 

Dilución del anticuerpo monoclonal l:IO 
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DISCUSION 

La p24 de E. hlstolytica es una molécula que se adhiere a eritrocitos y cuyos niveles 

de expresión parecen estar disminuidos en cepas no patógenas de este parásito (Rodrlguez 

y col., 1989; Vargas, 1994). 

El grupo de trabajo de la Dra. Orozco se ha propuesto conocer la estructura de esla 

protelna y determinar el papel que tiene en la relación parásito-célula blanco, al traiar de 

especificar principalmente si se puede considerar como una adhesina o no. Si su expresión 

se eocuentra modificada en cepas no patógenas de E. histolytica y en mulantes deficientes en 

adhesión, esto nos indicarla que se trala de un antlgeno que presenla variabilidad, lo que 

permitirla emplearlo en inmunodiagnóstico o para ensayos de vacunación. Como se ha 

mencionado a lo largo del trabajo, los anticuerpos monoclonales son reactivos imporiantes 

que podrlan ayudarnos eficazmente para la caracterización estructural y funcional de esia 

protelna. Hasla donde sabemos, no se han obteni~o anticuerpos monoclonales contra la p24 

espec!ficarnente ni se han determinado cuál o cuáles son los sitios alcerados de la molécula 

en cepas no patógenas. 

En base a lo anterior, nuestro objetivo general fue la caracteriución 

inmunobioquímica de la p24 y dentro de ella, la obtención de anticuerpos monoclonales 

contra esla molécula. 

El trabajo se dividió en dos partes principalmente. En la primera se realizó una 

caracterización preliminar de la p24, mientras que en la segunda, se obtuvieron y 

caracterizaron parcialmente los anticuerpos monoclonales. 

1. Caracterización preliminar de la p24. 

Primeramente, se identificó a la p24 con anticueipos policlonales anti-p24, en 

muestras de proteínas totales obtenidas por dos métodos diferentes, el método 1 que emplea 

el inhibidor de proteasas p-HMB y el método 2 que utiliza el inhibidor NEM, medianil: 

ensayos tipo Western blot. Los anticuerpos policlonales reconocieron en las muestras del 

método 1 a una proteína de 24 kDa, mientras que en las del 2, deteciaron un doblete de 24 

y 26 kDa (ver Flg.5). Las explicaciones para este resultado pueden ser varias, empezando 
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por las diferencias en los métodos de extracción. 

E. histo/ytica posee varias enzimas con actividad de proteasa, principalmente del tipo 

de las cisteina-proteasas, aunque también presenta del 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 extracción de proteínas deben adicionar agentes que inhiban o reduzcan la 

actividad proteolítica de estas enzimas. El método 1 es rápido, emplea el 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 autoproteolftica amibiana 

(Avila y col., 1985). Este método es un lisado crudo sin pasos intermedios de purificación 

proteica. En cambio el método 2, que es más largo, emplea otro inhibidor de cisteina 

proteasas -el NEM-, al parecer menos efectivo que elp-HMB (Pérez-Montfort y col., 1987); 

incluye pasos de precipitación (con ácido acético) y separación (centrifugación) de fracciones 

del lisado amibiano. Además, se adiciona NP-40, un detergente no iónico, que ayuda a 

solubllizar . las proteínas, posiblemente a la p26, mientras que el método 1 no lleva 

detergentes y por lo tanto no lo hace. Este método permitió una resolución en las bandas que 

no observamos con el método l, por ejemplo, a los niveles de 50, 35 y 24 kDa, en geles 

tellidos con azul de Coomassie (ver Fig. 5a). En conclusión, el método 2 reveló dos bandas 

polipeptídicas que fueron reconocidas por anticuerpos policlonales anti-p24. 

Una de estas dos bandas corresponderla por migración a la p24 del método 1. La otra 

banda pesa .. 26 kDa. Quizás esta banda podría corresponder a un precursor de la primera. 

Se sabe que muchos péptidos, gliooproteínas y hormonas se sintetizan como precursores, los 

cuales son posteriormente procesados. Algunos poseen secuencias cortas (de 15 aminoácidos, 

pero otros hasta incluso 200) que durante el procesamiento de la proteína se escinden y dan 

lugar a una proteína funcionalmente madura (Kreil, 1990). Sin embargo, es dificil detectar 

precursores en un sistema como el que se empleó, porque muchos de los precursores de 

proteínas se han identificado con el empleo de técnicas altamente sensibles como 

experimentos de marcaje radioactivo, siguiendo el curso del procesamiento. En una 

extracción de proteínas se encuentra mayoritariamente el producto maduro y en muy poca 

cantidad los precursores, pero en el doblete que se identificó ninguna de las bandas parece 

encontrarse en muy poca cantidad. 
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Otra explicación al doblete identificado serla que la proteína de menor peso es un 

producto de degradación de la mayor. Esta degradación serla pequena puesto que se 

encuentran muy cen:anas las bandas. Es posible que en este método, el NEM no sea 

totalmente eficaz en la eliminación de la actividad autoproteolítica amibiana. Como se explicó 

anteriormente, el NEM inhibe la actividad de cisteina-proteasa, pero E. hlstolytica presenta 

además otras actividades, por lo que es posible que alguna de ellas haya actuado sobre la 

p24. Si la degradación fuera debida a esto, sería adecuado el empleo de una mezcla de 

inhibidores 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 

lap26. 

Si fueran dos proteínas muy relacionadas inmunogénicamente (epltopos compartidos) 

no se sabría entonces cuál es la que se une a eritrocito~ y si se deseaba obtener anticuerpos 

monoclonales contra la p24, habría sido entonces necesario obtenerlos contra las dos 

proteínas. Si se tratara de dos proteínas, serla muy probable que se encontraran en la banda 

del método 1, ya que el antisuero policlonal anti-p24 fue generado cortando esta única banda 

de geles de poliacrilamida. 

Por estas ramnes, se decidió emplear esta única proteína del mé!IJ<!o l como antlgeno 

para la inmunización de animales. 

Con el fin de precisar el número de proteínas reconocidas por anticuerpos policlonales 

.anti-p24, se realizaron geles bi-dimensionales con muestras de proteínas del método 2 y se 

transfirieron a NC, esperando detectar a las dos proteínas de 24 y 26 kDa. Sin embargo, los 

resultados no fueron lo suficientemente claros, ya que en muestras de una dimensión los 

anticuerpos reconocieron el doblete que se había observado con anterioridad, pero en la zona 

de dos dimensiones reconocieron a una sola mancha de proteína, la que correspondió a la de 

menor peso (ver Fig. 6). La banda de 26 kDa debe de estar presente, pero por alguna razón 

no fue detectada por el antisuero policlonal anti-p24. Es posible que sean en realidad varias 

proteínas con este mismo peso molecular pero en poca cantid&d, que escapan a la deteccióq 

en dos dimensiones con el uso de anticuerpos mareados con peroxidasa. Analizando los gele4 

con azul de Coomassie, se observó una mancha muy tenue a esa altura (ver Fig .. 6). U\ 
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detección en Jos geles se podría mejorar empleando sistemas más sensibles como tinción con 

plata o radioactividad. 

En conclusión, una mancha proteica de 24 kDa se detectó en muesttas del método 2 

en geles bi-dimensionales por anticuerpos policlonales anti-p24, sin embargo, éstos 

reconocieron en una dimensión a dos protelnas. La otra banda no se detectó por la razón 

explicada anteriormente. 

Posteriormente, se determinó si esta banda de protelna contiene azúcares. Con el fin 

de precisar el papel de la p24 en el proceso de la adhesión celular es significativo saber si 

es una glicoprotelna. Se sabe que las glicoprotelnas juegan un papel importante en el 

reconocimiento entre las células, al formar parte de las membranas y dentro de éstas, 

participar en complejos proteicos con una o más glicoprotelnas. Cuando una célula 

interacciona con un substrato particular (fibronectina, laminina, colágenas, proteoglicanos, 

etc.) o con ligandos en Ja superficie de otra célula, la información para decidir si forma un 

.complejo adhesivo o no reside en la arquitectura molecular de estas glicoprotelnas; dicha 

información debe ser transmitida a elementos del citoesqueleto y a otras protelnas de la 

membr~na. Si existe la correcta combinación de señales moleculares, la célula comenzará a 

formar un complejo de adhesión (Damsky y col., 1984). 

En E. histQ/ytlca se han determinado los tipos de carbohidratos presentes en su 

superficie, los cuales corresponden a glucosa, manosa, a-metil-manósido, fucosa, maltosa, 

y lactosa (Ravdin y col., 1985). Las técnicas empleadas para Ja definición del carácter 

gllcoproteico, tinción de PAS y Jectina acoplada a peroxidasa, indicaron que se trata de una 

glicoprotelna. La técnica: de PAS únicamente nos indicó que Ja tinción de bandas fue seftal 

de Ja presencia de oligosacáridos. La p24 se tiñó por esta técnica, en muestras de protelnas 

del método 1 asl como en muestras de Ja protelna electroelulda (ver Fig. 7). Este último 

reconocimiento se observó un poco difuso porque se colocó una muestra grande de protelna. 

Por otra parte, Joyce y Ravdin (1988) reportaron que la protelna de 24.S kDa no contiene 

residuos de manosa, por Jo que no es reconocida por Ja lectina Con A. Rodrlguez, en su tesis 

doctoral observó que la p24 no era reconocida por Ja Jectina Con A pero si por la WGA, que 

reconoce residuos de N-acetil-D-glucosamina (Rodríguez, 1990). En el presente trabajo, se 

corroboró este resultado: la lectina reconoció en protelnas totales de E. hisro/ytica a Ja p24 
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junio con otras 8 proteínas (Fig. 9 A). El reconocimienlo no fue muy intenso en lodos los 

casos, a pesar de que se colocó un exceso de protelna, tal vez porque el azúcar representa 

una porción baja dentro de las moléculas, posiblemente el reconocimienlo se mejore si la 

lectina se emplea más concentrada. Cuando se realizó el experimento de competencia Oectina 

más N-acetil-D-glucosamina) la unión de la lectina se inhibió casi por completo, ya que se 

pudo observar un tenue reconocimiento de algunas protelnas de alto peso molecular (Fig. 8 

B). La inhibición lota! se podrla lograr con el uso de concentraciones mayores de N-acetil-D

glucosamina. 

El carácter glicoproteico de esta molécula resultará importante en estudios donde se 

analice el reconocimiento o no por anticuerpos monoclonales de este tipo de epltopos y más 

si se. deseara estudiar a futuro la capacidad protectora de este antlgeno en animales de 

experimentación, ya que muchas moléculas con esta capacidad, son glicoproteínas. A través 

del uso del virus vaccinia, como vector de expresión, se han podido obtener varias 

glicoproteínas recombinantes que han logrado proteger a animales de experimentación y 

hospederos naturales de algunas infecciones virales como herpes simplex tipo 1 y 2 

(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 eslomatitis vesicular (Mackett y col., 

1985). 

2. Anticuerpos monoclonales contra la p24. 

Para la obtención de anticuerpos monoclonales, fue necesario estandarizar muchas 

variables como la fuente de donde se podía obtener el antígeno, la cantidad del mismo, la vía 

de administración, el esquema de inmunización, la determinación del título de anticuerpos 

antes de. intentar la fusión de células, probar y establecer bien las pruebas por ELISA e 

inmunoelectrotransferencia, determinar la fase. logarltmica de crecimiento del cultivo de 

mieloma, mejorar la eficiencia de clonación, etc. 

Para obtener el antlgeno, se pensó en la posibilidad de emplear a la proteína 

electroeluída (purificada), pero los rendimientos al final del proceso fueron may bajos y era 

necesario realizar muchos geles preparativos para obtener las muestras para electroelución 
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(Hunkapiller y col., 1983). Si el resuliado del reconocimiento de proteínas en geles bi

dimensionales hubiera quedado claro, se hubiera podido emplear la mancha de proteína 

separada, aunque también la cantidad de muestra es muy reducida, si bien esta técnica es más 

tina: Por lo tanto, se empleó el antfgeno de geles preparativos grandes de poliacrilamida

SDS, con muestras del método 1 de extracción de proteínas, con el cual se detectó una sola 

banda de 24 kDa. 

Después, fue necesario determinar la cantidad de proteína a inmunizar. El intervalo 

de antígeno para los ratones se encuentra entre los !O a 50 µg por animal. Para obtener el 

dato de la cantidad de proteína en las bandas de los geles de poliaerilamida, se realizó un 

ariálisis densitométrico de una muestra de proteinas totales y se determinó el porcentaje que 

representaba la p24. El resultado que se obtuvo, aunque indirecto, fue de mucha utilidad para 

realizar los cálculos e inmunizar a cada animal con SO µg de la p24. 

En experimentos preliminares se había probado la inmunización de los animales 

únicamente con la proteína del gel de poliacrilamida (sin adyuvante), pero ios títulos de los 

sueros por El.ISA fueron bajos (datos no mostrados). Entonces se empleó una mezcla del gel 

de poliacrilamida con adyuvante, la cual fue mucho más efectiva, a juzgar por Jos resultados 

de las titulaciones por ELISA e inmunoelectrotransferencia (ver Tabla S y Fig. 11). 

Con este protocolo de inmunización, después de tres retos se determinó el título de 

anticuerpos de los animales. Para los ensayos de ELISA, hubiera sido ideal poder incubar 

en las microplacas como antígeno únicamente a la protefna de 24 kDa; de esta manera se 

hubieran obtenido unos· valores de título mucho más altos por ELISA, porque en las pruebas 

se incubaron a las protefnas totales. En los ensayos tipo Western blot, se observó claramente 

el réconocimiento. de la p24, lo que permitió concluir que el esquema de inmunización había 

sido efectivo. 

Para incrementar las posibilidades de éxito en la obtención de anticuerpos 

monoclonales, era importante conocer el momento en el que las células de -mieloma se 

encontraban en fase logarltmica de crecimiento. En esta etapa las células se encuentran en 

óptimas cóndiciones de cultivo y creciendo a mayor velocidad. El resulrado final en horas, 

fue muy íinporrante ya que ayudó ramo para la fusión corno para posteriormente obtener una 

bue11a inducción de tumores en los animales. 
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En lo que respecta a la fusión de las células, se realizó primeramente una fusión con 

los bazos de los ratones 1 y 6, que presentaron muy buenos títulos de anticuerpos anti-p24. 

Sin embargo, este intento no tuvo éxito, ya que no hubo crecimiento de hfbridos muy 

probablemente debido a un error en la preparación del PEG. Después, se realizó otra fusión 

con los ratones 4 y 5. Los animales recibieron en total 5 retos con la p24. De las fusiones 

se obtuvieron 11 hibridomas parentales y de éstos, 10 se clonaron una vez y sólamente 6 se 

clonaron dos veces. Faltó todavla analizar muchos otros hibridomas, en lo que se conoce 

como el análisis de selección de variantes. 

La clonación de los hibridomas por dilución limitante fue necesaria para. evitar que 

crecieran variables no productoras y principalmente asegurar que los cultivos fueran 

monoclonales. Para algunos hibridomas, en la primera clonación, observamos que disminuyó 

la producción de anticuerpos. Esto se puede explicar por los fenómenos de inestabilidad 

cromosómica, que involucran la pérdida de las cadenas de inmunoglobulinas detectadas en 

los hibridomas. Una célula diploide de ratón tiene 40 cromosomas; por lo tanto, un hfbrido 

de las dos células tendrá 80 cromosomas inicialmente. Un genoma asl e> inestable y pierde 

cromosomas durante los primeros días de cultivo. la pérdida de algunos cromosomas resulta 

en el cese del crecimiento. Obviamente, la pérdida de los cromosomas involucrados en la 

slntesis o secreción de las inmunoglobulinas, resulta en hfbridos no productores (Kohler, 

1980; Zola, 1987). Esta posibilidad siempre está latente, por lo que es recomendable clonar 

siempre que el titulo de anticuerpos sea bajo o decaiga. En términos generales, en la segunda 

clonación los tltulos de' anticuerpos se incrementaron. 

Los anticuerpos monoclonales se pueden comenzar a caracterizar por su especificidad, 

isotipo, titulo, afinidad de unión, 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, el D4·4·H6·BIO y el D5·4·F7·AIO, mostraron reactividad cruzada con una 

proteína de aproximadamente 32 kDa (ver Fig. 16). El primero reconoció más fuertemente 

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

que los epítopos reconocidos son diferentes. No se habla 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 epltopos bien definidos pueden mostrar 

reactividad cruzada al reconocer secuencias muy parecidas o semejantes en estructura. lls 

importante mencionar también, que los anticuerpos monoclonales que se obtuvieron pueden 

o no reconocer a los mismos determinantes antigénicos de la proteína nativa, ya que el 

antlgeno que se inmunizó se obtuvo desnaturalizado. Esto se podría determinar cuando se 

realicen ensayos con estos anticuerpos in vivo o en el reconocimiento de papeles de NC con 

la protelna nativa. 

Dentro de la caracterización de los anticuerpos monoclonales, se determinó su 

isotipo. Era importante definir el isotipo de los anticuerpos ya que permitirla establecer 

algunas de sus propiedades, por ejemplo si fijaba complemento o si se unla a protelna A, lo 

que ayudarla a elegir el método de su purificación. Cuando se determinó el isotipo de. los 

anticuerpos monoclonales obtenidos, todos correspondieron a la clase lgM. El hecho de que 

estos anticuerpos pertenezcan a esta subclase y nci a otra como la IgG, podrla deberse quizás 

a que están dirigidos contra carbohidratos. Se ha observado que cuando se producen 

anticuerpos, por ejemplo, contra la pared celular de las bacterias, compuestas de 

carbohidratos, se obtienen anticuerpos de la clase IgM (Ada, 1992). También es posible que 

la p24 sea un antlgeno independiente de células T. Este tipo de antlgenos inducen un tipo de 

respuesta caracterlstka, al ser pollmeros que presentan múltiples copias de un epltopo en 

particular. La unión de este antlgeno polimérico a diferentes moléculas de anticuerpos sobre 

la superficie de las células B es suficente para estimular a estas células a proliferar y a 

secretar anticuerpos. Sin embargo, nunca existe una diferenciación de las células y la 

respuesta humoral presenta todas las características de una respuesta primaria (Harlow y 

Lane, 1988). También es posible que se haya inducido tolerancia en los animales. 

Retomando la cuestión del reconocimiento de 2 bandas de 24 y 26 kDa en las 

muestras de protelnas del método 2, se probó la respue5ta de uno de estos anticuerpos 

monoclonales, el D5·4·F7·AIO, en el reconocimiento en geles bi-dimensionales con Ja!; 

protelnas totales transferidas a nitrocelulosa. Este anticuerpo reconoció una sola banda de 

protelna en muestras de una dimensión y una sola mancha proteica en la zona de dos 

dimensiones, la misma que se había observado anteriormente. Esta mancha en dos 
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dimensiones se observó más abajo del peso de 24 kDa, tal vez debido a las condiciones de 

· corrida de los geles, las proteínas del gel de dos dimensiones migraron más rápido que las 

de una dimensión. En el reconocimiento en una dimensión, no se deteetó el doblete, ni 

tampoco a la proteína de 32 kDa. Quizás este anticuerpo monoclonal reconoció un epítopo 

que no eslá presente en la proteína de 26 kDa. Retomando Ja ii11erpretación de los resultados 

anteriores en geles de dos dimensiones pero con anticuerpos policlonales anli-p24, es lambién 

posible que Ja p26 fuera un artificio de la técnica, que ahora con el uso de un anticuerpo 

monoclonal desapareció por completo. 

3. Perspectivas. 

Primeramente, para determinar si son dos proteínas o una se pueden realizar 

experimentos de mapeo peptldico. Ambas proteínas se pueden conar de geles de 

poliacrilarnida, electroeluirse y tratarse con enzimas que las corren 6n fragmentos que se 

pueden analizar en geles de poliacrilamida y observar el tamano y número de los fragmentos 

generados. Posteriormente, estos geles se pueden transferir a nitrocelulosa e incubar con Jos 

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 desiacan el uso para diagnóstico, para la localización de 

antlgenos en tejidos u órganos.(en inmunofluorescencia, marcaje con peroxidasa, etc.), para 

la caracterización de las proteínas en cepas y clonas mutantes en algunas de las propiedades 

de virulencia de los parásitos, para inlentar inducir inmunidad pro1ec1ora, etc. 

Es importame determinar también al principio la naturaleza del epílopo que reconocen 

los anticuerpos monoclonales, si es carbohidrato o proteína. Esta información determinará 

su futura aplicación en experimentos. 

En E. histolytica será importante emplear estos anticuerpos monoclonales en pruebas 

de inhibición de funciones amibianas como Ja adhesión, la eritrofagocilosis, el efeclb 

citopático y citolóxico. Los resultados que arrojen estas pruebas nos ayudarán a especificar 

el papel de la p24 en estos fenómenos, para principalmente, establecer si es una adhesina o 

no. 
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Los anticuerpos monoclonales deberan probarse en ensayos de 

inmunoelecttotransferencia en proteínas de cepas patógenas y no patógenas, as! como en 

protelnas de mutan!CS delicienres en adhesión. 

Un uso importante de los. anticuerpos monoclonales es en el análisis topográfico de 

las protelnas que reconocen. Este análisis proporciona información sobre Ja orientación, sitios 

de unión a ligandos y sitios de unión a carbohidratos. Si la proteína de interés es de 

membrana, este enfoque resulta mucho más útil. Las protelnas de membrana poseen sitios 

muy caracterlsticos: carbohidratos (siempre extracelularmentc), llpidos unidos covalentementc 

(cercanos a la bicapa lipldica) y aminoácidos fosforilados (siempre intracelularmente) 

(Godlng, 1983). 

Finalmente, una mezcla de estos anticuerpos monoclonales podría servir para realizar 

un escrutinio en una genoteca de expresión, construida en un vector como l'.gtll (Young y 

Davis, 1983), para detectar la secuencia de DNA que codifica para Ja p24. 
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CONCLUSIONES 

Con base a los resultados obtenidos en esta teSis se concluyó que: 

l. Mediante electroforesis en una y dos dimensiones se determinó que entre las 

prote!nas de Entamoeba histo/ytica existe al menos una prote!na de 24 kDa. 

2. Esta prote!na es una glicoprote!na 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 reacción cruzada con una prote!na de 32 kDa. Los tres anticuerpos 

monoclonales pertenecen a la subclase IgM. 
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APENDICE 

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

Biosate ........................ 
Glucosa ........................ 
NaCI ........................ 
KH,PO, (anhidro) ........................ 
K2HP0,·3H20 ........................ 
L-Cistefna ........................ 
Acido ascórbico ........................ 
Citrato férrico de amonio ........................ 
H,O (desionizada) c.b.p. ........................ 
pH 6.8 

2. Medio de cultivo (completo) para hibridomas. 

Medio DMEM (alta glucosa) 
(Gibco No. de Catálogo 430-2800EB) 

Suero fetal bovino 

Glutamina (200 mM) 

Glicina (0.15 mM) 

2-Mercaptoetanol (0.01 M) 

Fungiwna (250 µg/ml) 

Penicilina/Estreptomicina 
(I0,000 u/100 mi; I0,000 µg/ml) 

JO.O g 

IO.O g 

2.0 g 

0.6 g 

1.3 g 

1.2 g 

0.2 g 

0.02 g 

870 mi 

100.0 mi 

20.0ml 

l.Oml 

0.2ml 

0.Sml 

0.1 mi 

0.5 mi 
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