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RESUMEN.

La amibiasis se considera de las principales parasitosis en el humano, que afecta alrededor del
10 % de la poblacion mundial. En México se (-:onsidera un imporiante problema en salud
piblica, por lo que resulta de interés toda investigacién que produzca un mejor conocimiento
en la enfermedad, tanto para lograr mejores métodos diagnésticos, como procedimientos

terapéuticos y medidas inmunoprofilacticas eficaces como el desarrollo de vacunas.

El estudio de los antigenos reconocidos durante la infeccion ha sido importante para el
conocimiento de la enfermedad, el desarrollo de métodos diagnosticos y el desarrollo de
vacunas contra la amibiasis. Por lo anterior, se procedié a la obtencién de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra una glicoproteina de Entamoebu histolytica con peso molecular de
66 kDa. Cot la ayuda del anticuerpo monoclonal 4°C; se pudo caracterizar parcialmente esta
glicoproteina la cual se encuentra expresada en la superficie del trofozoito, esto se determing
mediante el empleo de una inmunofluorescencia y DOT-ELISA, al someterla a un tratamiento
con tripsina y metaperyedato de sodio se determind que el anticuerpo monoclonal reconoce la
porcion proteica en un 64.7 % y la porcién oligosacarida en un 36.3 % de la misma. Se
realizaron ensayos de inhibicion de la unién del antigeno con el anticuerpo utilizando
diferentes monosacaridos, s¢ encontrd que la glucosamina inhibe en un 30 %, esto sugiere que
el antigeno de 66 kDa presentan en su estructura este manosacarido. Mediante ensayos de
inhibicién de la fagocitosis con el anticuerpo monoclonal, se encontré que este podia inhibir
el proceso de fagocitosis en un 26 %, por lo que esta glicoproteina de 66 kDa tiene

importancia en este proceso.

Teniendo encuenta los problemas que existen para purificar y mantener los antigenos
amibianos debido a la gran cantidad de proteasas que presenta la amiba, se decidio obtener la
imagen interna de la glicoproteina de 66 kDa mediante el empleo de anticuerpos anti -
idiotips {Ab2), por lo que se inmunizd a un conejo con la porcion Fab del anticuerpo

monoclonal (Abl) para la obtencién del anticuerpo anti - idiotipo. Mediante el empleo de una



inmunoclectrotransferencia se mostrd que el idiotipo que reconoce el anticuctpo anti -
idiotipo se encuentra expresado en la cadena pesada del anticuerpo monoclonal, se determing
que el anticuerpo anti-idiotipo era un anticuerpo Ab2B, ya que al preincubar al anticuerpo
monoclonal con el antigeno y probarlo con el anticuerpo anti-idiotipo el porciento de unién
del anticuerpo monoclonai con el anti-idiotipo disminuyo en un 50 %, ademas que para
comprobar esto se inmunizé un congjo con el anticuerpo Ab2 obteniendo asi un anticuerpo
Ab3 el cual fue capaz de reconocer a la glicoproteina de 66 kDa comprobando que el
anticuerpo anti-idiotipo es un Ab2B que expresa la imagen interna de la glicoproteina de 66
kDa. Al utilizar como antigeno la imagen intema de la glicoproteina de 66 kDa y tomando
como punto de corte una densidad optica de 0.233 podemos diferenciar los sucros de absceso
hepético amibiano, de los de portadores asintomaticos, infectados con otros parisitos y
coniroles negativos, con una sensibilidad del 91.9 % y una especificidad del 88.3%. Por lo que
hace al anticuerpo anti-idiotipo un buen candidato para el diagnéstico del absceso hepitico

amibiano.



INTRODUCCION

Entamoeba  histolytica es un  protozoario anaerobio perteneciente  al  Subphylum
Sarcomastigophora, Superclase Sarcodina, Clase Rhizopodea, Orden Amoebida y Familia
Endamoebidae. Es la Gnica especie del género Entamoeba patégena para ¢l hombre. En
comparacion al de otros parisitos su ciclo vital es relativamente simple. En {a forma
vegetativa, el trofozoito se aloja en el intestino, se reproduce por fisién binaria produciendo
bajo condiciones apropiadas un quiste mononucleado que tras dos divisiones nucleares
sucesivas forma un quiste tetranucleado tipico, éste da lugar a un metaquiste que por division
puede originar ocho trofozoitos uninucleados. La transmision a un nuevo huésped se realiza a

través de la ingestion de quistes en agua o alimentos contaminados (1).

Los wrofozoites pueden ser identificados en evacuaciones recientes, sin necesidad de una
tincién, gracias a su tipica locomocion progresiva, la presencia de pseudopodos muestran
marcada delineacion entre el ectoplasma y el endoplasma. E} nucleo suele ser invisible en
soluctén salina, cuando se colorea se observa una delicada membrana nuclear, finos granulos
de cromatina sobre la superficie interna dispuestos en unidades discretas y un pequefio
cariosoma, localizado gencralmente en posicién central; el tamafio del trofozoito puede variar
de unos 8 a 30 pm de didmetro, es fragil y sensiblc a la temperatura. La membrana plasmatica

del trofozoito es una cubierta celular apenas detectable al microscopio siendo similar a la de

otras células encarinntes Fi citanlacma  cnntiens  difarentac armansloc: cvermas dameas

ribosomas, polisomas, cuerpos helicoidales y tubulares, numerosas vacuolas mayores a 2 um,
vesiculas menores de 2 um. El trofozoito carece de mitocondrias y aparato de Golgi, su

reticulo endopldsmico consta de vesiculas finas rodeadas de al gunos ribosomas (1-3),

Los quistes de £. histolvtica son esféricos aunque en ocasiones se pueden ebservar ovalados
de un tamado promedio de 12 um, con una parcd de 125 a 150 nm de grosor. Su membrana
plasmatica frecuentemente presenta profundas invaginaciones y en su citoplasma se observan

polirribosomas, vacuolas y depésitos de glucogeno. Ademas, presentan de | a 4 nicleos que al
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igual que en los trofozoitos en solucion salina son invisibles pero visibles con técnicas
adecuadas, (1, 3).

La amibiasis como infeccién o infestacion se define como la condicion de hospedar £.
histolytica con o sin manifestaciones clinicas, las caracteristicas tanto del hospedero, como
del parisito y del medio ambiente son factores que contribuyen a la variacion clinica de la
enfermedad (4). Su distribucion es cosmopolita y la incidencia varia de una region a otra,
siendo mayor en zonas tropicales, subtropicales y en ciudades con condiciones sanitarias
deficientes donde prevalece la pobreza, la sobrepoblacion y la ignorancia (5). La amibiasis se
considera una de las principales parasitosis en el humano, que afecta alrededor del 10 % de la
poblacion mundial (6). Aproximadamente el 90 % de las personas infectadas son portadores
asintomaticos, solamente el 10 % desarrollan manifestaciones clinicas como disenteria o
amibiasis invasiva (7), la amibiasis causa alrededor de 40 000 muertes anuales ocupando el
tercer lugar de muertes causadas por parasitosis (después de la malana y la esquistosomiasis)
(8.9). En México la amibiasis se ha identificado como una enfermedad endémica que se
extiende por todo el pais independientemente de los factores geograficos o del clima, lo que la
hace un importante problema en salud publica {4). En promedio el 5.95 % de los mexicanos
ticnen anticuerpos séricos dirigidos contra £. histolytica. Esta frecuencia varia entre el 2.53 y
el 9.95 % segun su distribucion geografica. La amibiasis ocupa el cuarto lugar en frecuencia
entre las enfermedades transmisibles, con una tasa de casi el 1 % y aumenta constantemente.
En 1970 la amibiasis ocupé el cuarto tugar como causa de muente en el Hospital General de la

Secretaria de Salubridad y Asistencia y su frecuencia fluctud entre el 4.7 y 5.7 % dato

obtenido a travée de antnnciae nrctiondar a- 1o- Frineipas Luspitaies generales de ia Cluaad
de México (6). En Africa la amibiasis tiene una prevalencia del 10 %, del cual el 0.1 %
termina con amibiasis invasiva cada afio, mientras que en Estados Unidos la prevalencia de

esta enfermedad es del 4 % (8).

Los cuadros clinicos que resultan de la infeccion con £, histolytica, incluyen la infeccion
intestinal asintomatica, 1a colitis invasiva apuda o cronica, el absceso hepatico amibiano
(AHA) y er muy pocas ocasiones ameboma o invasién a otros drganos o tejidos. En la

infeccion intestinal las manifestaciones clinicas son, diarrea con moco y sangre, dolor




abdominal y fiebre. La lesién histopatolégica del colon se caracteriza por: uiceracion de la
mucosa, que puede extenderse a tos tejidos subyacentes e incluso producir perforacion de la
pared intestinal, edema y extravasacion focal subepitelial de eritrocitos. Es comin encontrar
un nimero variable de linfocitos, células plasmaticas, eosinéfilos y polimorfonucleados; la
superficie del epitelio se encuentra infiltrada localmente con eritrocitos y células inflamatorias,
a menudo con microulceraciones en el epitelio y ulceraciones de mayor tamaiio (6,7). EI
ameboma en contraste, es una tumoracion inflamatoria, se localiza con mayor frecuencia en el
ciego, son complicaciones raras, pero serias ya que se pueden confundir con tumoraciones, el

principal criterio para el diagndstico es la presencia de £. histolytica en las lesiones (9).

El absceso hepdtico ocurre en aproximadamente el 2 % de los pacientes adultos infectados con
E. histolytica en dreas endémicas, sin embargo se ha diagnosticado hasta en el 4 % de la
poblacién infectada cuando existen epidemias (es 10 veces mas frecuente en adultos que en
nifios). Los eventos morfologicos durante el absceso hepdtico han sido estudiados
expenimentalmente en hamster; en las primeras 12 horas se observa una infiltracién celular
aguda, compuesta por un gran niimero de leucocitos polimorfonucieados que se incrementan
en funcién del tiempo transcurrido, a partir de la inoculacion, los hepatocitos cercanos a las
lesiones primarias muestran cambios degenerativos que terminan en necrosis (Figura 1). En
los ultimos estadios se incrementa la extension de la necrosis, los macrdfagos y las células
epiteloides reemplazan a la mayoria de los leucocitos, a los siete dias se presenta una necrosis

extensiva asociada con la fusion de los granulomas (2,6,8).

Los estudios realizados para explicar las diferentes manifestaciones clinicas de la amibiasis
han concluido en la existencia de cepas de E. histolytica patdgenas y no patogenas (£. dispar)
indistinguibles morfolégicamente, pero distinguibles utilizando un patron de isoenzimas
{zimodemos) comprobado por Sargeaunt y col., quienes lograron diferenciar cepas en un
patron electroforético resultando cuatro isoenzimas especificas (10). Este patron es diferente
para cepas aisladas tamto de pacientes con manifestaciones clinicas como de pacientes
asintomiticos. Se han establecido 23 diferentes zimodemos, de los cuales solamente 10 se han

asociado con la amibiasis invasiva (11-13).



Figura L. Corte histolégico ded absceso hepatico amibiane, Er las primeras (2 horas del absceso
hepaitico amibiano, en hamster, se observa un aumento en la infiltracion celular, compuesta per un gran
namero de leucocitos polimorfonucleados {p) que se incrementan en funcién del tiempo. En la figura
se observa en la parte central un trofozoito (1) rodeado por un gran nimero de neutrdfilos.

Las principales caracteristicas de las cepas patdgenas de 2. fustolytica son: capacidad para
producir absceso hepatico por inoculacién en hamster, son aglutinadas en presencia de
Concanavalina A, avidez de fagocitar bacterias, perlas de poliestireno ¥ eritrocitos; esta
fagocitosis se realiza con mayor velocidad v cantidad que las cepas no patdgenas. La
eritrofagocitosis se ha considerado tradicionalmente como uno de los principales criterios para

identificar los trofozoitos patdégenos de £. stolyiica (14-16),

La fisiopatologia de la amibiasis como se menciond, se caracleriza por dafio masivo al tejido
del huésped, como resultado de la fuerte acuividad litica de la amiba; el proceso citolitico de /.

fustolvtica en cultives celulares, se ha dividido en cuatro pasos: 1) adhesion, 2) citolisis
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seguida del contacto celular, 3) fagocitosis y 4) degradacién intracelular. Las membranas
plasmaticas del trofozoito y de la célula blanco tienen un contacto intimo pero transitorio, el
cual es mediado por adhesinas, al estar en contacto ia amiba libera factores citopdticos que
inducen la perdida del potencial de membrana conduciendo a la célula blanco a un estado
prelitico. Finalmente, el trofozoito fagocita total o parcialmente la célula afectada tiberando

enzimas proteoliticas que terminan por lisar a las células. (2,8,17).

Para estudiar la participacion del sistema inmune €n respuesta a la amibiasis, ha sido necesario
definir los antigenos de £, histolytica que son reconocidos durante la infecciéon. Uno de los
problemas mas importantes en este aspecto ha sido la produccion v caracterizacién de estos
antigenos. Estudios realizados con antigenos amibianos provenientes de cultivos no axénicos
no pudieron ser interpretados, debido a la presencia de contaminantes como bacterias u otros
parasitos (18,19). A partir de 1961, con la aparicion de cultivos axénicos para k. histolytica
descrito por Diamond (20), las primeras preparaciones y estandarizaciones de antigenos
amibianos provenientes de este tipo de cultivo (21), permitieron la obtencidn de un material
antigénico heterogéneo que recibié el nombre de histolicina. Posteriormente se han venido
describiendo diferentes antigenos entre los cuales se encuentran antigenos de superficie
(protcinas, carbohidratos y lipidos), antigenos presentes en citoplasma y exoantigenos.
Algunos estudios han reportado la asociacién entre amigenos amibianos y la respuesta

inmune.

Los antigenos de superficie de trofozoitos de £ histolytica, son los primeros en ser

reconocidos por ef sistema inmune. La importancia de estos antigenos ha sido demostrada por
fa inmovilizacion de los trofarnitas intactac can cusen inmuns provenismis do sosicaics con
absceso hepatico amibiano (22,23), utilizando la reaccion especifica de anticuerpos anti-amiba
total y anti-lipopeptidofosfoglicana revelada por inmunofluorescencia (24.25) asi como la lisis

de los trofozoitos a través de 1a via clasica y alterna del complemento (26,27)

La tilizacién de diferentes metodologias basadas en el uso de distintos inhibidores de
proteasas, en la obtencidn de antigenos amibianos no ha permitido obtener antigenos de una

manera estdndar y comparables entre una extraccion y otra. Mas aun, existe diversidad entre



los antigenos descritos por un grupo y otro, ya que dependiendo del método utilizado se
obtienen diferentes patrones antigénicos amibianos (28). Esto, ha permitido estudiar diferentes
antigenos amibianos, algunos participan en la citopatogenicidad de £ histolvtica, por ejemplo,
la proteina de superficie con un peso molecular de 37 kDa, tiene la propiedad de unir
fibronectina, siendo este un mecanismo para que el trofozoito pueda destruir la matriz
extracelular y comience la invasion a otros organos (29). Otro antigeno importante descrito en
L. histolytica, es una proteina tiol cisteina, profeinasa soluble de 56 kDa, con un probable
papel en el proceso de la invasion a tejido; m viro esta enzima tiene la capacidad de degradar
colagena, fibronectina y laminina; la proteinasa es producida principalmente por cepas

patogenas y en menor cantidad por no patogenas (11,30),

Se sabe que para que el pardsito invada otros dryganos es necesario un contacto directo entre la
amiba y la célula blanco, unién mediada por adhesinas. Se han reportado diferentes antigenos
que intervienen en ¢l proceso de adhesion. Orozco ¥y col describieron una proteina de 112 kDa:
que participa en los fendémenos de adhesion. fagocitosis y efecto cilopatico; se encuentra en la
membrana plasmética asi como en membranas vacuotares, se localiza tanto en rofozoitos
vinulentos como en los avirulentos (31). Sin embargo, la adhesina de 112 kDa se encuentra
modificada en las mutantes avirulentas. Al incubar la proteina de 112 kDa en dietilamino se
obtienen dos péptidos de 50 y 70 kDa, solamente el de 70 kDa junto con la proteina de 112

kDa tienen actividad de proteasa, comprobada por su capacidad de degradar gelatina (31.32).

Las glicoproteinas de membrana se encuentran involucradas en diferentes actividades
bioldgicas de las células, entre otras la adhesion (33) Se ha nhearvadn aue ta unidn entra 1
histolytica y las células cpiteliales es mediada por la adhesion entre lectinas. Al adicionar a
cultivos galactosa y N-acetilgalactosamina (Gal vy GalNAc) en una concentracion de 50 mM,
s¢ inhibid 90 % la adhesion de £. histolyrica a su célula blanco, las células con deficiencias en
la produccion de oligosacaridos mostraron resistencia a la adhesion {34). Esta iectina se
encuentra en la membrana dei trofozoito tiene un peso molecular de 260 kDa v es un
heterodimero compuesto por dos glicoproteinas de 170 y 35 kDa unidas por puentes disulfuro.
La subunidad de 170 kDa es un antigeno altamente conservado {35) con una region nica en

cisteinas; esta proteina comparte un epitope con las subfamilia de las integrinas beta 2 las



cuales se expresan exclusivamente en leucocitos, lo que pudiera explicar la capacidad de los
trofozoitos para unirse ¢ invadir las células epiteliales (36,37); también se ha propuesto un
posible papel en la resistencia a la lisis por complemento (38). Otra lectina reportada es la de
220 kDa, se encuentra en la superficie en £. histolytica, es inhibida por oligosacaridos de N —
acetilglucosamina a concentraciones micromolares, los anticuerpos dirigidos contra esta
lectina inhiben la fagocitosis de eritrocitos del grupo B en un 54 % (39,40). Otra adhesina que
se ha estudiado es la de 66 kDa la cual participa tanto en la fagocitosis como en el efecto
citopdtico (41).

En la membrana plasmatica de k. histofytica se encuentra una proteina de 29 kDa rica en
cisteinas, presente solo en cepas patégenas, al poner en contacto esta proteina con linfocitos de
pacientes con AHA induce 1a proliferacion de estos. A través de la obtencion del cDNA y
secuenciacion de esta proteina de 29 kDa, se observo que comparte dominios con proteinas de
procaniontes (Helicobacter pvlori, Sulmonella typhimurium) que podrian estar implicadas en la
inactivacion del peroxido de hidrogeno (42-44), también se observd que esta proteina es
importante en el proceso de adhesidn y citotoxicidad de la amiba hacia la célula blanco,
ademas, es reconocida por pacientes con absceso hepatico y en menor grado por portadores

asintomadticos (45).

En estudios serologicos al usar antigenes puros o mezcla de etlos, han demostrado la presencia
de anticuerpos dirigidos contra /. histolytica en pacientes con amibiasis invasiva. Agundis y
col, identificaron una glicoproicina de membrana (Gm) de /. histolytica, capaz de ser
reconocida por el 87% de 91 sueros de pacientes con AHA, no fue reconacido por los sueros
de personas sanas, se encontrd una sensibilidad del 90% y una especificidad del 100%,
demostrando que esta Gm tiene refevancia en la respuesta inmune a esta enfermedad (46). Esta
Gm tiene un peso molecular de 35 kDa (46,47). Ademas, se ha reportado la presencia de otro

antigeno de superficie (una proteina de 96 kDa) que es reconocido por sueros de pacientes con
AHA (48).

La obtencion de anticuerpos monoclonales ha ayudado en la busqueda de antigenos relevantes

en fa respuesta inmune a este protozoario, asi, como su posible utilizacion en un método de



diagnéstico, Se han descrito algunos anticuerpos monoclonales contra componentes de
membrana plasmética de /. histofviica obtenidos a partir de la inoculacién de trofozoitos
integros. Ravdin y col. reportaron un anticuerpo monoclonal capaz de inhibir la adherencia in
vitro de I histolytica en células de ovario de hamster (49). Vohra y col. obtuvieron un
anticuerpo monoclonal dirigido contra un antigeno de superficie de 66 kDa capaz de disminuir
la adherencia y la fagocitosis de eritrocitos (42). El anticuerpo monoclonal reportado por
Mann y col. fue capaz de reconocer una proteina de adhesién de 170 kDa (32). Agundis y col.
Ieportaron un anticucrpo monoclonal IgM con cadena. ligera kappa, que reconoce una
glicoproteina de membrana plasmatica de 35 kDa especificamente su porcién oligosacarida, lo
cual se comprobé al quitar la porcion oligosacérida con metaperyodato de sodio, ocasionando
la pérdida de la interaccién entre la glicoproteina y el anticuerpo {46.47). El anticuerpo
monoclonal reportado por Bracha reconoce un antigeno de superficic de 30 kDa en cepas no
patogenas, el cual permite diferenciar entre ccpas patogenas y no patdgenas (50). Para el
diagnostico de la enfermedad, se utilizé un anticuerpo monoclonal dirigido contra una proteina
citoplasmatica de £. histolviica con un peso molecular de 84 kDa, éste se utilizé en ELISA
para la deteccién de antigenos amibianos en materia fecal, pero solamente pudo diferenciar
entre portadores y enfermos, siempre y cuando no se utilizara en un area endémica (51). Estos
anticuerpos monoclonales también se han utilizado para observar la presencia de los
trofozoitos de k. huistolytica en higado de hdmster, asi como los cambios histopatolégicos que

¢ presentan en éstos (52).

El estudio de los antigenos amibianos relevantes en la respuesta inmune s¢ han realizado a
un inconveniente de esto Gltimo, es la presencia de una gran cantidad de proteasas en la amiba,
que depradan los antigenos aun en presencia de inhibidores de proteasas. Por lo que nuestra
propuesta fue estudiar un antigeno amibiano a través de la interaccion del idiotipo (1d) con el
anticuerpo anti — idiotipo (que presente la imagen interna del antigeno). La interacci6n entre el
idiotipo y cl anticuerpo anti-idiotipo se ha empleado en investigaciones de infecciones
bacterianas, virales v parasitarias como: tnpanosomiasis africana, enfermedad de Chagas,

malaria y esquistosomiasis,



Jerne define al sistema inmune como una red de interacciones entre idiotipos los cuales se
encuentran formados por tos idiotopos (determinantes antigénicos), los idiotipos se encuentran
localizados en la regidn variable de los anticuerpos. Un anticuerpo (Ab1) puede ser reconocido
POF uno o varios anticuerpos anti-idiotipos (Ab2), y este a su vez por otro anticuerpo anti-anti-
idiotipo (Ab3) (53). En la actualidad se acepta que existen diferentes clases de idiotipos y son
los siguientes:

Idiotipos piblicos.- Son idiotipos compartidos por varios anticuerpos dirigidos contra un
mismo determiante antigénico.

Idiotipos privados.- Estos idiotipos se encuentran expresados en algunos anticuerpos dirigidos

contra un mismo determiante antigénico.

La imagen interna del antigeno se puede lograr mediante la inoculacion de animales con el
anticuerpo Abl para obtener el Ab2, inocular més animales con el Ab2 para obtener el Ab3.
Se ha observado que algunos Ab3 reaccionan con el mismo antigeno reconocido por el
anticuerpo Abl, esto es, para cada epilopo de un antigeno extraio existe un Ab2 que expresa
la imagen y por tanto la inmunizacién con el anticuerpo anti-idiotipo (Ab2) genera la
produccién de anticuerpo Ab3 que seria igual al Abl. En base a lo anterior los anticuerpos
Ab2 se han clasificado en:

Ab2a.- Son aquellos que se encuentran dirigidos contra idiotopos asociados con el
“framework” (idiotipos que se encuentran fuera del paratopo ), Ia reaccion del Abl al Ab2 no
es inhibida por et antigeno.

Ab2p.- Son aquellos cuyo idiotipo es la imagen interna del antigeno, por lo que puede conferir
inmunidad en diferentes especies; la reaccion de este Ab2 al Abl se inhibe por ¢l antigeno,
Ab2y.- Reconocen un idiotipo muy cercano al sitio de combinacion del Abl Pero no son
imagenes internas; pueden inhibir la union del Abl a su antigeno v pueden ser inductores de
un respuesta Ab1 (54).

Esto se puede observar esquematicamente en la figura. 2.
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Figura 2. Redes idiotipicas. La presencia de un inmundgeno induce una respussta inmune,
caracterizada por la produccion de anticuerpos Abl. El anticuerpo Abi puede inducir una respuesta
con la produccion de anticuerpos anti — idiotipos (Ab2), el cual puede ser de tres tipos: Ab2aq,
reconocen los idiotopos asociados con el “fremwork”™, los Abp cuyo idiotipo ¢s la imagen interna del
antigeno y los Ab2y reconocen un sitio muy cercano al paratopo pero no es la imagen intema. Los
anticuerpos Ab2 también pueden inducir fa produccién de anticuerpos Ab3, que al igual que los Ab2

pueden reconocer tres regiones. Los anticuerpos Ab3B inducidos por un Ab2[, son iguales que los
Abl.

Debido a que los anticuerpos anti-idiotipo pueden presentar la tmagen interna del epitopo que
reconoce al anticuerpo Abl, es posible utilizarlos para la produccidn de vacunas, sobre todo
cuando los microorganismos son dificiles de cultivar, de obtener cantidades suficientes de
antigenos o que presenten poca inmunogenicidad como los carbohidratos, Algunas vacunas
que se han hecho en ef ambito experimental son: la vacuna contra Newseria gonorrhoeae (55),
Candida albicans (56}, Hemophilus  influenzae  (57), células de carcinomas (58).
Trypunosoma cruzi (59) y Schistosoma mansoni, en este altimo se han hecho diferentes
estudios y se ha obtenido una proteccion en ratas del 50 -- 80 % (60). Otra area de interés de
estos anticuerpos anti — idiotipo es utilizarlos en el diagnéstico clinico tal es el caso de
Schustosoma japonicum (61) y de cisticercosis (62). Estas han sido algunas aplicaciones que se

le han dado a los anticuerpos anti - idiotipo en el estudio de las diferentes enfermedades.



JUSTIFICACION

La amibiasis es un grave problemas de salud en diversas regiones del mundo, debido a su alta
frecuencia y su evidente repercusion social, resulta de especial interés toda investigacion
dirigida a un mejor conocimiento de la enfermedad, tanto en ¢l ambito de métodos
diagnésticos, como de procedimientos terapéuticos y/o medidas inmunoprofilacticas eficaces

como el desarrollo de vacunas.

Los cuadros clinicos que resultan de la infeccion con £, histolytica, incluyen; la infeccion
intestinal asintomatica, la colitis invasiva aguda o cronica, el ameboma y el absceso hepatico
amibiano (AHA). EI diagnéstico suele ser clinico. Sin embargo en ocasiones es necesario el
empleo de prucbas de gabinete y laboratorio a fin de corroborar el diagnéstico. Uno de los
mayores problemas en ¢l estudio de fa amibiasis desde el punto de vista de la respuesta
inmune ha sido la obtencién y caracterizacion de los aniigenos relevantes ya que la amiba
contiene una gran cantidad de proteasas que ocasiona que sus amtigenos sean degradados
rapidamente, ademas que el rendimiento en la obtencién de antigenos sea muy bajo. Lo
anterior se puede resolver mediante el empleo de biologia molecular o de las redes idiotipicas.
Asi, el proposito del presente trabajo fue obtener un anticuerpo monoclonat (Abt) capaz de
WAUIMACT Un WIUEEN) ¢ memorana de f. fistolyrica televante en la respuesta inmune en
humanos, producir su anticuerpo anti idiotipo (Ab2), con la imagen interna del antigeno y
determinar la capacidad dei anticuerpo Ab2 para diferenciar entre los distintos cuadros

clinicos de la enfermedad, a fin de utilizario como un posible método diagnostico.



OBJETIVO GENERAL.

Encontrar diferencias en la expresion idiotipica de los anticuerpos séricos de los pacientes can
distintos cuadros clinicos de la amibiasis, utilizando un anticuerpo anti - idiotipo que exprese
la imagen interna de una glicoproteina de membrana externa de fniamocha histolviica,

relevante en la respuesta inmune del huésped

OBJETIVOS PARTICULARES.

[. Obtener y caracterizar un anticuerpo monoclonal de ratén, dirigido contra una

glicoproteina de membrana externa de Eniamocha hustolvtica.

2. Determinar la imponancia de la glicoproteina de membrana reconocida por el anticuerpo

monoclonal.

3. Obtener y caracterizar un anticuerpo anti idiotipo, a partir del anticuerpo monoclonal de

PREN
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4. Evaluar la capacidad del anticuerpo anti idiotipe de ser reconocido por sueros de: cordon
umbilical, portadores asintomnaticos, abscese hepatico amibiano ¢ infectados con otros

parasitos.
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MATERIAL Y METODOS

AMIBAS: Se utilizaron amibas de la cepa HM1:IMSS, donadas por el Dr. V. Tsutsumi det
Centro de Investipacién y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV) las cuales se
cultivaron a 36°C, en medio TYI-S-33 pH 6.8 complementado con vitaminas y suero bovino
de adulto (Biofluids) al 20 % segin el método de Diamond y cols. (20).

EXTRACCION DE GLICOPROTEINAS DE MEMBRANA: Se utilizaron trofozoitos de
cultivo axénico cosechado en fase logaritmica, para su concentracion se centrifugaron a 1200
r.p.m./10 min. a 4°C desechandose ¢l sobrenadante y conservando ¢! paquete celular, este se
lavé por dos ocasiones con PBS (amortiguador de fosfatos 0.1 M, cloruro de sodio 0.15 M)
pH 7.2, el boton se resuspendié en una solucion de Tris 150 mM, pHMB
(parahidroximercuribenzoato) 10 mM, pH 9; los trofozoitos se rompieron en forma mecanica
con un homogeneizador de cristal (Eberbach) (28), se centrifugaron a 13000 r.p.m./30 min,, el
sobrenadante (componente sofuble) se almacené a -70°C. Para la extraccién de las
glicoproteinas (47), el botdn conteniendo a 1as membranas, se resuspendid en amortiguador de
acetato de sodio 10 mM, Tris-base 50 mM, KCl 50 mM, por 24 h a 4°C, se centrifugaron a
13000 r.p.m./10 min,, se realizaron 3 extracciones de membranas con cf mismo regulador. El
sobrenadante se almacené a -70°C, la determinacion de proteinas se realizé por el método de
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ANTICUERPOS MONOCLONALES (Ab 1)

Inmunizacién: Se inocularon ratones de la cepa Balb/c con 70 pg de glicoproteinas de
membrana de amibas, en Adyuvante Completo de Freund (ACF) por via intraperitoneal en el
tiempo cero. Posteriormente, se inocularon con 50 pg en ACF por la misma via cada 7 dias

durante 4 semanas. Tres dias después de la Gltima dosis se sangraron los ratones det plexo



retroorbital separando el suero, donde se midieron los anticuerpos dirigidos contra el extracto

de amiba por el método de inmunoensayo enzimatico (ELISA),

Fusién celular: La fusion cefular se realizo de acuerdo al método de Koller y Milstein (64). Se
utilizo el bazo de raton Balb/c previamente inmunizado con las glicoproteinas de membrana de £.
histolytica. Los linfocitos se separaron del lejido conectivo, se colocaron en medio de cultivo
DMEM (Sigma Chemical Co.), se lavaron y contaron. Para la fusién se mezclaron los linfocitos
y células de mieloma P3-X63-Ag8 en una relacion de 5:1 (linfocitos:mieloma) en un tubo de
50 ml, se centrifugaron a 1200 r.p.m./10 min. a 37° C, desechindosc cl sobrenadante, 1as células
se disgregaron suavemente y se adicioné 100 pl de Polietilenglicol 4000 (PEG |Gibco]) por cada
10 millones de células, posteriormente se agito el tubo muy suavemente durante 45 s, el PEG se
diluyé con 10 ml de medio el cual se elimind después de centrifugar. Las células se
resuspendieron  en medio de cultivo DMEM suplementado al 20 % con suero fetal de bovino
(SFB [SIGMAY]) en el volumen exacto para tener 50,000 cél / pozo, las cuales se distribuyeron en
microplacas de cultivo de 96 pozos (Nunc) y se incubaron a 37°C con una atmésfera de CO;.al
5%. Al tercer dia de haber realizado la fusién se agregé medio con HAT (hipoxantina,
aminopterina y timidina) el cambio de medio se reatizé cada tercer dia durante 14 dias, esto
con ia finalidad de seleccionar las células que se fusionaron; después de este tiempo se agrego
medio con HT (hipoxantina, timidina) por 8 dias y finalmente medio DMEM al 20 %. Las
clonas hibridas se observaron en un microscopio (Olympus), se seleccionaron aquellas colonias

que reconoCIEron a nuestro antigeno y se clonaron.

Clonacién: La clonacion se realizo por el método de dilucién limitante, se tomaron 50 wl de
cflulas hibridas, que se encontraban en confluencia, se realizé una dilucion 1:10 con medio
DMEM. De la mezcla anterior se hicieron las siguientes diluciones 1:100, 1:1000 y 1110000, se
contaron las células y se eligié la dilucion adecuada para tener | célula/pozo, las cuales se
colocaron en una microplaca con macrdfagos de peritoneo, posteriormente se seleccionaron los
pozos con una colonia la cual se resuspendié y crecié en varios pozos, se realizaron res
reclonaciones y el hibridoma seleccionado se puso en botellas para aumentar el nimero de

células.
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SUEROS:  Se utilizaron 9 sucros tomados del corddn umbilical de nifios recién nacidos
provenientes de personas que durante su embarazo no presentaron amibiasis, del Hospital de
Ginecopediatria No 3 “A” del Instituto Mexicano del Seguro Social como testigos negativos de
amibiasis, |5 sueros de personas infectadas con otros parasitos, 19 sueros de portadores
asintormaticos de £. histolytica, estos fueron donados por la Universidad Nacional Autdénoma de
México y 24 sueros de personas con absceso hepatico amibiano del Hospital General de la
Secretaria de Salud.

INMUNOENSAYO ENZIMATICO EN FASE SOLIDA (ELISA): El reconocimiento del
anticuerpo monoclonal y de los sueros (humanos) al antigeno (extracto de glicoproteinas) se
reatizo por ELISA. Se utilizaron microplacas de 96 pozos de fondo plano (Nunc maxisorp) las
cuales fueron recubiertas utilizando 100 pl/pozo de antigeno a una concentracion de 50 pg/mi
en amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.5, se incubaron 1 h a 37°C y posteriormente toda
la noche a 4°C, después las placas se lavaron 4 veces con PBS- Tween (PBS-T) al 0.05 %, los
pozos se bloguearon con PBS-Leche al 5 % (PBS-L)a 37°C/2h y se lavaron. Posteriormente
s¢ agregaron 100 pl del sobrenadante de los anticuerpos monoclonales o de los sueros diluidos
1:100 en PBS-L por dupticado; se incubaron 1 h a 37°C y toda la noche a 4°C, en el caso de
fos anticuerpos monoclonales. Los sueros se incubaron th a 37°C, las microplacas se lavaron
6 veces con PBS-T, se les agregé el conjugado anti ratén policlonal unido a peroxidasa diluido
1:1200 o conjugado anti [g G humana diluido 1:3500 (Sigma) en PBS-L, se incubd 90 min. a
37°C. El conjugado se removié al lavar 6 veces con PBS-T, se reveld agregando 100u| de
sustrato (OPD [orto-fenilendiamina] 10 mg, H,0, 0.1 %, ameortiguador de citratos 0.1 M pH 5.6)
se incubd a temperatura ambiente / 10 min., la reaccién se detuvo al agregar 100ul de acido
clorhidrico (HCI) 3 N, la placa se leyo en un lector de ELISA (Dynatech MR 5000} a una
longitud de onda de 492 nm.

DETERMINACION DE ISOTIPO: Para la determinacion de isatipo se utilizaron microplacas

previamente recubiertas con el antigeno (extracto de glicoproteinas) a una concentracion de



50pg/m! y bloqueadas, se colocaron 100 pl del anticuerpo monoclonal, e incubo 1 ha 37°C y
toda la noche a 4°C, se lavd y se adiciond 50 ul de anticuerpo de conegjo antt — [gG 1, [gG2a,
1gG2b, 1gG3, IgA, [gM, cadena x o cadena A de raton, se incubo 30 min. a temperatura ambiente,
las microplacas se lavaron 3 veces con PBS-T, se agrego el conjugado anti IgG de conejo umido a
fosfatasa, e incubo a temperatura ambiente 30 min., se lavé y se reveld con el sustrato (ABTS,
Hy0, 0.03%, amortiguador de citratos 0.01 M pH 5) incubando por 10 min. a temperatura
ambiente y se leyo a 405 nm,

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET): El extracto de glicoproteinas de membrana
de £. histolytica fue separado por medio de un gel de poliacrilamida al 10 % con SDS (PAGE —
SDS) utilizando el método de Lacmmli (65), el cual se corrio a 150 volts constantes, el gel se
deyd estabilizar por 1 h en el amortiguador de transferencia (Tris base 25 mM., glicina 192 mM,
metanot 20 %}, la transferencia se realizé segin el método de Towbin {66}, utilizando una camara
de transferencia (BIO RAD ) ef gel se transfirié a papel de nitrocelulosa a 300 mA/2 h., este se
bloqued con PBS-L incubéndolo 2 h a 37°C y toda Ja noche a 4°C, posterionmente se comé en
tiras de 5mm, las cuales fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal diluido 1:10 por2ha
37°C y durante toda ta noche a 4°C, o con los sueros diluidos 1:75 en PBS-L e incubandolos a
temperatura ambiente toda la noche, la tiras se lavaron 10 veces con PBS-T y 5 veces con PBS,
se incubaron con el conjugado anti 1gG de raton unido a peroxidasa diluido 1:120 (Sigma) o anti
IgG humana diluido 1:500 en PBS-L por | h a 37°C, se lavaron y revelaron con el sustrato de
transferencia (4-Cloro-a-naftol 0.05 %, metanol 20 %, H.0: 0.015 % en PBS), para detener la
reaccion se lavaron con agua, los pesos moleculares no se bloquearon y se tifieron con amido
negro {Bio Rad).

INMUNOFLUORESCENCIA: Trofozoitos de cultivo axénico en fase logaritmica, se
lavaron con PBS pH 7.2 y se centrifugaron a 1200 r.p.m./10 min. a 4°C, el paquete celular se
lavo tres veces. El paquete se ajusto a una concentracion de | X 10° trofozoitos/m! en PBS y

se colocaron sobre la superficic de un portaobjetos, se secaron a lemperatura ambiente y



fueron fijados con alcohol etilico por 45 min., el exceso de fijador se elimino favando con
PBS. Las preparaciones se incubaron con el anticuerpo diluido 1:10 a 37°C/30 min., se
lavaron 5 veces con PBS, se incubaron por 30 min. a 37°C con et conjugado anti 1gG de
raton unido a isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido 1:50, para eliminar el exceso de

conjugado se lavaron con PBS. La flyorescencia se leyd en un microscopio de fluorescencia
{Olympus) (17.67).

ELISA EN PAPEL (DOT-ELISA): Se utilizaron trofozoitos de cultivo axénico en fase
logaritmica, para su concentracion se centrifugaron a 1200 r.p.m./10 min. a 4°C desechandose
¢l sobrenadante, el paquete celular se lavé tres veces con PBS pH 7.2, los trofozoitos se
ajustaron a una concentracion de 1 X 107 cétulas/ml, se fijaron con formaldehido al 2 %, e
incubaron a temperatura ambiente / 10 min., se lavaron dos veces con PBS, con la finalidad de
eliminar la actividad endégena de peroxidasa, se agrego 500pl de H,O; al 3 % e incubo a
temperatura ambiente / 5 min., se lavo con PBS y se colocd 25 pi de la suspension cclular en
papel de nitrocelulosa y se incubd a 56°C / 30 min., se bloqued con PBS-L. a 37°C / 2 h, se
lavaron 4 veces con PBS-T y 3 veces con PBS, se adiciond 500 pl del anticuerpo monoclonal
diluido 1:10 en PBS-L, el cual se incubd a 37°C/1h y posicriormente toda la noche a 4°C, se
lavo e incubd con el conjugado anti Ig G de raton unido a peroxidasa 1:120, se reveld con el

sustrato para transferencia (4-Cloro-a-naftol).

INHIBICION DE LA UNION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL CON SU
ANTIGENO EMPLEANDO CARBOHIDRATOS: Se utilizaron microplacas recubiertas con
¢l antigeno a una concentracion de S0ug / ml y bloqueadas, se colocaron 100ui del anticuerpo
monoclonal y se incubé a 37°C/1 h posteriormente toda la noche a 4°C, el anticuerpo
previamente fue incubado a 37°C/1 h con diferentes carbohidratos {giucosa, glucosamina, N-
acetil-glucosamina, galactosa, galactosamina, manosa y fucosa), 2 una concentracion final de
150 mM las microplacas se lavaron con PBS-T, se adiciono ¢l conjugado anti 1gG de raton unido

a peroxidasa ¢ incubaron 90 min. / 37°C. El conjugado se removié al lavar con PBS-T, se



teveld con 100! de sustrato (OPDY, la reaccidn se detuvo al agregar 100u] de HCI 3 N, se leyd

a 492 nm. Los resultados se expresaron en porciento de inhibicién.

TRATAMIENTO DEL ANTIGENO CON TRIPSINA: El antigeno se incubé con diferentes
concentraciones de tripsina en PBS pH 7.2 de 0.25 hasta 200 pg/ml por | h a 37°C, €l antigeno se
utilizo para recubrir una microplaca de ELISA, ia cual se bloqued con PBS-L, se incubé con el
anticuerpe monoclonal diluidoe 1:20, se lavé con PBS-T, se incubd con el conjugado anti 1gG de
raton unido a peroxidasa y sc reveld con el sustrato, la reaccion se detuvo al adicionar HCl 3N y

se leyd 2 492nm. Los resultados se expresaron en porciento de perdida de reconocimiento (68).

TRATAMIENTO DEL ANTIGENO CON METAPERYODATO DE SODIO: Una
microplaca de ELISA previamente recubierta con el antigeno a una concentracion de 50 pg/ml se
incubo con diferentes concentraciones de metaperyodato de sodio en amortiguador de acetatos
{0.05 M pH 4.6) desde 0.025 hasta 0.1 M, tada la noche a 4°C y se lavd con PBS-T. Se bloqueé
con PBS-L., se incubd con el anticuerpo monoclonal diluido 1:20 y se lavo con PBS-T. Enseguida
se incubé con el conjugado anti IgG de raton unido a peroxidasa y se reveld con el sustrato
(OPD), la reaccién se detuvo al adicionar HCI 3N y se leyo a 492nm. Los resultados se

expresaron en porciento de perdida de reconocimiento (68).

FAGOCITOSIS: Se utilizaron trofozoitos de cultivo axénico en fase logaritmica, para su
concentracion se centrifugaron a 1200 r.p.m./10 min. a 4°C desechandose el sobrenadante, el
paquete celular que se lavo con PBS pH 7.2 y se ajustd a una concentracién de 1 X 10°
trofozoitos/ml en medio TYS-33, se adicioné 200ul de trofozoitos/pozo a placas de 4 pozos
(Nunc ), que previamente se les habia colocado 200 pl de medio TYS-33, se incubaron a
36°C/1 h, se lavaron en dos ocasiones con medio, se les agregd 200 pl de entrocitos frescos
de humano (tipo A Rh +) ajustados con medio a una concentracion de 1 X 10° células/ml. se

incubaron a 36°C / 10 min,, se lavaron dos veces con PBS, se les agregd amortiguador de



lisis, el cual se dejo incubar a temperatura ambiente/6 min,, s¢ lavaron con PBS, se fijaron con
400 pl de paraformaldheido al 3 % en PBS 0.1 M pH 7.4 y finalmente se conto el nimero de

eritrocitos fagocitados por 100 trofozoitos en un microscopio Olympus {15-§7).

INHIBICION DE LA FAGOCITOSIS: Se utilizaron trofozoitos ajustados a una
concentracion de 1 X 10° trofozoitos/ml en medio TYS-33, colocando 200ul de suspension
célular/pozo, se incubaron a 36°C/1 h, se lavaron en dos ocasiones con medio, se incubaron
con el anticuerpo monoclonal diluido en medio TYS-33 1:5, 1:10 y 1:20, a 4°C/30 min,, se
lavaron y se colocaron 200 pl de eritrocitos a una concentracion de 1 X 10 células/ml, se
incubaren a 36°C/10 min,, se lavaron, se les agregd amortiguador de lisis, se incubd a
lemperatura ambiente / 6 min., posteriormente se lavaron con PBS para eliminar todos los
enitrocitos, se fijaron con 400 pl de paraformaidheido y se comod ¢l numero de eritrocitos

fagocitados por 100 trofozoitos (15,16). Los resultados se expresaron en porciento de

inhibicion de fagocitosis

PREPARACION DEL ANTICUERPO ANTEIDIOTIPO (Ab 2): Se obtuvo la porcion
F(ab): de! anticuerpo monoclonal. El anticuerpo se dializé en amortiguador de acetatos pH 4.5
durante 3 h, sc adiciond la pepsina en una relacién de 2 myg de enzima por cada 100 mg de
anticuerpo, se incubo toda la noche a 37°C, se ajusté el pHa 7.4 y se dializo en PBS. Se paso
PO e wolunia de sopimdex G- 100, para separar 1a fraccion Hab), Se utilizaron conegjos
Nueva Zelanda de 2 Kg. de peso, 10s cuales fueron inmunizados con 300 ug del F(ab), en
ACF (Gibco), por via intradémmica cada quince dias durante 2 meses hasta obtener una buena
respucesta, una semana después de la iltima inmunizacion se sangraron los conejos cortando la
vena marginal de la oreja, previamente dilatada con xilol. El suero obtenido se fracciond en

tubos eppendorf y se guardaron a - 70°C.



PURIFICACION DEL ANTICUERPO ANTI-IDIOTIPO: Las gammaglobulinas de conejo
anti-idiotipo (anti-1d} se obtuvieron al precipitar el suero de conejo anti-ld con sulfato de amonio
al 33 %, se resuspendieron y dializaron en PBS, estas se pasaron por una columna de sepharosa
4B (Pharmacia Fine Chemicals) la cual fue activada con CNBr {bromuro de ciandpeno) y
acoplada a gammaglobulina normal de ratén (GNR) en una concentracion de 5 mg de GNR / mi
de sepharosa, los anticuerpos de conejo se aplicaron por la columna la fraccion retenida se
eliminé con glicina 0.1 M pH 2.3, para comprobar que el suero de conejo reconocia al anticuerpo
monoclonal pero no a GNR se utilizd 1a técnica de ELISA; las microplacas fueron recubiertas con
concentractones crecientes (logaritmicas) de GNR y anticuerpo monoclonal, se adiciond 100 pl
del anticuerpo anti-Id a una concentracion de 40 pg/ml, se incubd 1 ha 37°C y toda la noche a
4°C se adicion? el conjugado anti-IgG de conejo dituido 1:800, se incub6 1 h a 37°C, se revelo
con ¢l sustrato para ELISA (OPD) vy se ley6 a 492 nm. Cuando el anticuerpo de conejo anti-Id

tnicamente reconocio al monoclonal se guardé a - 70 °C hasta su uso.

DETECCION DEL IDIOTIPO (1) EN EL ANTICUERPO MONOCLONAL: Para separar
cadena ligera de cadena pesada, el anticuerpo monoclonal se sometid a un campo eléctrico en
geles de poliacritamida al 10 % en condiciones reductoras (con SDS), a los cuales se aplicaron
150 volts, los geles se estabilizaron por 30 min. en amontiguador de transferencia, posteriormente
se transfirieron a pape! de nitrocelulosa a 300 mA/2 h. Ei papel de nitrocelulosa se bloques al
incubarlo 2 h a 37°C con PBS-L. toda la noche a 4°C. El papel se cortd en tiras de Smm, las
cuales fueron incubadas con los antisueros | h a 37°C v toda la noche a 4°C se ocunaron Ins
siguientes sueros: anti-Id de conejo como problema y como testigo suero anti Ig G de raton, se
lavaron 6 veces con PBS-T y 3 veces con PBS, se incubaron con el conjugado anti [gG de conejo
unido a peroxidasa diluido 1:100 PBS-L por | ha 37°C, se lavaron y se revelaron con el sustrato
para transferencia (4-Cloro-a-naftol), para detener la reaccion se lavaron con agua. Se determinéd

la banda de reaccion de acuerdo al testigo positivo Y pesos moleculares.
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INHIBICION DE LA UNION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL CON EL
ANTICUERPO ANTI IDIOTIPO UTILIZANDO AL ANTIGENO O AL ANTICUERPO
MONOCLONAL: Esta prueba se realizo para determinar si a) el anticuerpo anti-ld reconoce al

idiotipo y b) determinar si el anticuerpo anti-idiotipo es del tipo o, B o ¥ (69).

a)

b}

Inbibicién del anticuerpo anti-ld por el idiotipo: Microplacas para ELISA fueron
recubiertas con 100 pi del anticuerpo monoctonal (idiotipo) a una concentracion de 10 pg/ml,
se bloquearon con PBS-L, s¢ adicioné ¢l sobrenadante de la mezcla que se realizd en tubos
eppendorf con cantidades constantes del anticuerpo anti-Id y concentraciones crecientes del
{0, 275, 55, 11 y 22 pg/ml) previamente incubados a 37°C/2 h (fase liquida), los
sobrenadantes se incubaron en la microplaca por | h a 37°C y toda la noche a 4°C (fase
s6lida), se adicioné ¢l conjugado anti 1gG de conejo-peroxidasa diluido 1:800 en PBS-L, se
tevelo con el sustrato para ELISA (OPD), la reaccion se detuvo con HCl 3 N y se leyo a
492nm. Los resultados se expresaron en porciento de inhibicion

Inhibicién del idiotipo por unidn del antigeno: : Microplacas para ELISA fueron
recubicrtas con 100 pl del anticuerpo anti-Id a una concentracion de 10 pg/mi, se bloquearon
con PBS-L, después se adiciond el sobrenadante de la mezcla realizada con cantidades
constantes del anticuerpo monoclonal y concentraciones crecientes (0, 0.3, 1,25, 5, 75, 10y
15 pg/ml) del extracto de glicoprotcinas de membrana de £ histolylica  previamente
incubados a 37°C/2 h (fase liquida), se incubaron en la microplaca por 1 h a 37°C y toda la
nosht 3 100 (TGS sdida), pusicuuiiucine ¢ adicion i conjugaao ant gL de raon umdo a
peroxidasa, se revelo con el sustrato para ELISA (OPD), la reaccion se detuvo con HCl 3 Ny
se leyd a 492 nm. Los resultados se expresaron en porciento de union del anticuerpo

monocional con el anticuerpo anti idiotipo.

DETECCION DEL IDIOTIPO EN SUEROS: Se determind por ELISA utilizando como

antigenos el anticuerpo anti-Id y gammaglobulina normal de conejo {GNC) a una concentracion

de 10 pg/ml. Se utilizaron sueros de pacientes con absceso hepatico armbiano, portadores

24



asintomaticos, infectados con otros pardsitos y como lestigos negativos suero del cordon
umbilical diluidos 1:100. La mitad de las microplacas se recubrieron con el anticuerpo anti-ld y la
otra mitad con GNC, se bloquearon, se adicionaron los sueros diluidos 1100 en PBS-L lo cual se
realizd por duplicado, se incubaron 1 h a 37°C, se lavaron con PBS-T, se agregé el conjugado
anti IgG humano unido a peroxidasa, se revelé con el sustrato para ELISA (OPD) se detuvo la
reaccion y se leyd a 492 nm. La densidad optica obtenida con la GNR se resto de la densidad
optica con el anticuerpo anti —1d.

OBTENCION DEL ANTICUERPO Ab3 (Anticuerpo anti — anti Id): Se utilizaron conejos
Nueva Zelanda de 2 Kg. de peso, los cuales fueron inmunizados con 25 ug del anticuerpo
anti- idiotipo (Ab 2) en ACF, por via intradermica cada quince dias durante 2 meses, una
semana después de la ultima inmunizacion se sangraron los conejos cortando la vena marginal

de la oreja previamente dilatada con xilol. E) suero obtenido se fracciond y se guarda a - 70°C.

CARACTERIZACION DEL ANTICUERPQ Ab3: Para la caracterizacion del anticuetpo
Ab 3 se utilizo la técnica de ELISA. Microplacas previamente recubiertas con 100 ul/pozo del
antigeno (extracto de glicoproteinas) a una concentracion de 50 pg/ml se bloquearon con
PBS-L e incubaron 1 h a 37°C con el anticuerpo Ab 3 diluide 1:25, 1:50, 1:100 y 1:200 en
PBS-L, posteriormente se lavaron con PBS-T, se adicioné el conjugado anti | £G de congjo unido

a peroxidasa, se teveld con el sustrato para ELISA (OPD) se detuvo la reaccion v se levé a 492

nm.

Para comprobar que el anticuerpo Ab 3 reconocia la misma banda que el anticuerpo monoclonal
(Ab 1) serealizé una inmunoelectrotransferencia. El extracto de glicoproteinas de membrana de
E. histolytica fue separado por medio de un gel de poliactilamida al 10 % con SDS, se transfirié a
papel de nitrocelulosa a 300 mA/2 h. El papel de nitrocelulosa se bloqued con PBS-L
ncubéndolo 2 h a 37°C y toda la noche a 4°C. El papel se corto en tiras de Smm, las cuales

fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal (Abl) por 2 h a 37°C posteriormente toda la
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noche 2 4°C, o con el anticuerpo Ab3 diluido 1:25 en PBS-L ¢ incubado a temperatura ambiente
toda la noche, las tiras se lavaron 10 veces con PBS-T y § veces con PBS, se incubaron con el
conjugado anti [gG de ratén unido a peroxidasa diluido 1:120 o anti-conejo diluido 1:500 en
PBS-L por t ha 37°C, se lavaron y revelaron con el sustrato para transferencia (4-Cl-a-naftot),
para detener la reaccidn se lavaron con agua, los pesos moleculares no se bloguearon y se tifieron

con amido negro.

PRUEBA ESTADISTICA: La comparacton entre los distintes grupos: 1)suero del cordon
umbilical, 2)infectados con otros pardsitos, 3)portadores asintomaticos y 4)AHA, utilizando
como antigeno el anticuerpo anti idiotipo se hizo con la prueba paramétrica ANOVA, a fin de
determinar la sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de AHA, primero se determing

el mejor punto de corte de fa prueba mediante la construccion de una curva RQC,



RESULTADOS.

Para la realizacién de este trabajo se utilizo la cepa patégena HMI:IMSS de fniamoebu
histolytica, la cual previamemte fue inoculada en higado de hamster, para utilizar los
trofozoitos recuperados del absceso hepético amibiano, con la finalidad de asegurar la

virulencia de la cepa, que se pierde durante cultivos axénicos prolongados.

Las amibas fueron cultivadas en medio axénico complementado y cosechadas cuando se
encontraban en fase logaritmica de crecimiento, en virtud del alto contenido de proteasas de la
amiba, anles de romper los trofozoitos en forma mecanica sc resuspendieron en amortiguador
de tris con inhibidor de proteasas (pHMB); la extraccion de glicoproteinas se realizo tres veces
utilizando un amortiguador. Para comprobar que en el extracto se encontraban glicoproteinas
se procedi¢ a determinar la concentracién de proteinas y carbohidratos, dando como resuitado
una relacién carbohidrato:proteina de 1:1.7, asegurando que en el extracto se encontraban

glicoproteinas.

El peso molecular de las diferentes proteinas presentes en el extracto de glicoproteinas se
determind en condiciones reductoras en geles de poliacrilamida con SDS al 10 %, pudiendo

observar 11 bandas que van desde 20 kDa de peso molecular hasta mas de 200 kDa (Figura 3).

Utilizando el método de Kéller y Milstein se realizé la fusion con linfocitos de bazo de ratén
Balb/ic inmunizado y células de mieloma P3-x63-Ag8, para !a obtencion del anticuerno
monoclonal. De la fusion se obtuvicron |4 hibridomas, de éstos 4 eran hibridomas secretores
de anticuerpos con la capacidad de reconocer el extracto de glicoproteinas. La tectura mas alta
en ELISA la dio el sobrenadante del hibridoma 4F3, la cual fue de 1.976 en D.O (densidad
dptica), por lo que se selecciond pana su clonacién, de esta clonacidn se obtuvo crecimiento en
seis pozos, estos hibridomas reconocieron al antigeno pero presentaban mezcla de isotipos lgG
€ 1gM, por lo que se sclecciond uno de ellos para reclonarlo. Realizando otras dos
reclonaciones mas, se selecciond al anticuerpo monoctonal 4F3B4B7E4CT (4°Cy) que
presentaba un sole isotipo (IgG) v buen reconocimiento al antigeno (Figura 4). A fin de

aumentar la concentracion del anticuerpo se inocularon las células productoras del anficuerpo
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monoclonal con pristano en la cavidad peritoneal de ratones Balb/c hembras, para la
produccion de liquido de ascitis, el cual se cuantificé empleando la técnica de ELISA

dandonos una D.O de 0.800 con una dilucion de 1:20.

Figura 3. Fairdn eleciroiorenco del extracto de ghicoproteinas de £, histolytica. El extracto de
glicoproteinas de membrana de /. Mstolvtica se corrid en condiciones reductoras en gel de
poliacrilamida al 10 % con SDS. En el carril a) se muestran los marcadores de peso molecular, en el
carril b) el extracto de glicoproteinas
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Una vez seleccionado y clonado el anticuerpo monoclonal 4°C;, se procedio a su
caracterizacién. La determinacion del isotipo del anticuerpo se realizo por la técnica de
ELISA, se encontré que el anticuerpo monoclonal presenta una cadena pesada de clase 1gG1 y

una cadena ligera x,

La figura 5 muestra una inmunoeletrotransferencia donde se corrid el extracto de
glicoproteinas, se incubd con el anticuerpo monoctonal diluido 1:10 y como control negativo
se utilizo sobrenadante de las células P3-x63-Ag8. Dando como resultado el reconocimiento

del anticuerpo monoclonal 4°C; por una glicoproteina de 66 kDa,

Figura 5. Reconocimiento de Ia
glicoproteina de 66 kDa por el
anticuerpo monoclonal {4°C,). Se realizo
una IET det extracto de glicoproteinas de
E. histolytica 1a cual se incubd con el
anticuerpo  monoclonal b) y con el
sobrenadante de células P3-x63-Ag8 ),
por 2 h a 37°C y durante toda la noche a
4°C. Los marcadores de peso molecular se
tifieron con amido negro a). Como se puede
observar el anticuerpo monoclonal reconoce
una banda de 66 kDa.
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Establecido el reconocimiento del anticuerpo monoclonal 4°C, se investigé que porcion de la
glicoproteina de 66 kDa (oliposacarida o proteica) es reconocida por el anticuerpo, se trato al
antigeno con diferentes concentraciones de tripsina, para eliminar la porcion proteica del
antigeno y observar si disminuia la interaccién antigeno — anticuerpo, se encontré que fa unién
del anticuerpo 4°C5 con su antigeno disminuy6 en un 64.7 % a una concentracion de tripsina
de 200 pg/ml, por lo que se infiere que el anticuerpo monoclonal reconoce preferentemente la

porcion proteica del antigeno. Figura 6.

Porciento de unign

Conc. de tripsina (ug/mi)

Figura 6. Porciento de unidn del anficuerpo monoclonal con el antisena tratado ron tringina Fl
antigeno {extracto de glicoproteinas) se traio con diferentes concentraciones de tripsina (0.25, 2.5, 25,
100 y 200 ug/ml) por 1 ha 37°C, con la finalidad de eliminar la porcion proteica del antigeno, este
antigeno se incubo con el anticuerpe monoclional diluido 1:20, La grafica muestra que el anticuerpo
monoclonal pierde el reconocimiento por el antigeno tratado, lo que indica que el anticuerpo esta
dirigido principalmente contra la porcién proteica.

El antigeno se tratd con metaperyodato de sodio a diferentes concentracianes, los resultados
demuestran que el reconocimiento del anticuerpo monoclenal por su antigeno disminuye en un

36.3 % a una concentracion de metaperyodato de sodio de 0.75 M. Figura 7.
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Figura 7. Porciento de unién del anticuerpo monoclonal con el antigeno tratado con
metaperyodato de sodio. El antigeno (extracto de glicoproteinas) se trato con diferentes
concentraciones de metaperyodato de sodio (0.025, 0.05, 0.075 y 0.1 M) toda la noche a 4°C, con la
finalidad de eliminar la porcion oligosacirida del antigeno, el antigeno se incubd con el anticuerpo
monoclonal dituido 1:20. La grafica muesira que la interaccion antigeno - anticuerpo, sc inhibe en un
36.3 % al tratar el antigeno con metaperyodato.

Por tanto se investigd que monosacaridos podrian estar actuando en esta interaccion: el
anticuerpo monoclonal se pre-incubé con los siguientes monosacaridos a una concentracion
final de 150 mM: glucosamina plucosa  N-acetil-plncasaming mannea,  oalartnea,
galactosamina y fucosa, Los monosacandos que mejor inhibicron la interaccion entre el
anticuerpo monoclonal y el antigeno en aproximadamente un 30 % fueron la glucosamina yla
glucosa, los monosaciridos que tuvieron un porciento de inhibicion menor al 12 % fueron la
galactosa y la fucosa (Figura 8). Estos resultados muestran la participacion principal de la

glucosamina en el reconacimiento del anticuerpo monoclonal a la glicoproteina.
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Figura 8: Iohibicitn de Ila interaccién antigenc—anticuerpo monoclonal empleando
carbohidratos. El anticuerpo 4°C; s¢ preincubd a 37°C / | h con diferentes monosaciridos (glucosa,
glucosamina, GlucNAc, manosa, galactosamina, galactos y fucosa) a una conc. final de 150 mM,
posterionmente ¢l anticuerpo monoclonal se incubd con el antigero. Mostrando que la glucosa y
glucosamina inhiben en un 27.7 y 29.1 % respectivamente ¢l reconocimiente del anticuerpo por ¢l
extracto de glicoporteinas.

La localizacion de la glicoproteina de 66 kDa en la amiba, se realizé por inmunofluorescencia.
Los trofozoitos de E. histolytica se fijaron con alcohol etilico, se incubaron en presencia del
anticuerpo diluido y con el conjugado anti 1gG de ratén unido a fluoresceina se pudo observar
que toda la superficie del trofozoito presentaba fluorescencia, demostrando que la
glicoproteina se encuentra en [a superficie de /2. fustolyrica, el control negativo por el contrario
no presentd fluorescencia en la superficie de la amiba. Figura 9. Otro ensayo que demostro la
presencia de esta glicoproteina de 66 kDa sobre la superficie de la amiba fue la técnica de
DOT ELISA, ¢n 1a cual se utilizaron trofozoitos fijados con formaldehido, nuestros resultados
muesiran el reconocimiento del anticuerpo monoclonal en la superficie de £ histolyvtica,
similar al control positivo (suero de conejo anti amiba), en contrasle en el control negativo

(suero normal de ratdn) no se observo dicha reaccion. Figura 10.



Figura 9. Inmunofluorescencia de frofozoitos de E. histolytica utilizando el anticuerpo
monoclonal, Los trofozoitos se incubaron con el anticuerpo monoclonal y con suero normal de ratén, a
37°C/30 min. Dando una fluorescencia positiva cuando se incubaron con el anticuerpo monoclonal a) y
b} y una fluorescencia negativa con suero normat de ratén ¢).



Figura 10. DOT-ELISA de trofozoitos de E. histolytica empleando el anticuerpo monoclonal Los
papeles de nitrocelulosa con trofozoitos fijados con formaldehido al 2% se incubaran con- a) suero
normal de ratén como control negative, b} suero de conejo anti emiba como control positivo y ¢) el
anticuerpo monoclonal. Como se observa en la figura el anticuerpo (4°C;) tuvo una reaccion positiva
stmilar a la del control positivo.

La figura I | muestra una inmunoelectrotransferencia del extracto de glicoproteinas, en la cual
se observa que los sucros de AHA y en menor grado portadores asintomaticos, reconocen
diferentes bandas del extracto de £, histolytica incluyendo la de 66 kDa. Los sueros del cordon

umbilical y otros parasitos reconocen pocas o ninguna de las bandas del exiracto,

Los resultados muestran que la glicoproteina de 66 kDa es reconocida por sueros de AHA y
por el anticuerpo monoclonal de ratén, sugiriendo que este antigeno juega un papel importante

en la respuesta inmune contra £. histolytica 1anto en humanos como en ratén

La proteina de 66 kDa se encuentra glicosilada ¥y se expresa en la superficie del trofozoito,
estas caracteristicas la hacen ser un buen candidato en ¢! proceso de adhesion y/o fagocitosis
de la amiba. Para determinar si esta glicoproteina intervenia en el proceso de fagocitosis, se
procedio ha realizar la prueba de inhibicion de la tagocitosis utilizando el anticuerpo 4°C;,
como control positivo de fagocitosis se incubaron los trofozoitos con eritrocitos humanos, para
la prueba de inhibicion los trofozoitos previamente incubados con el anticuerpo monocional se

incubaron con los eritrocitos, Figura §2. Para determinar la actividad fagocitica se conto el



numero de entrocitos fagocitados por cada 100 Hofozoitos. Los resuiltados muestran que el
proceso de fagocitosis se inhibio en un 26 %, 20 % y 15 % al preincubar ios eritrocitos con el

anticuerpo monoclonal diluido 1:5, 1:10 y 1:20 respectivamente. Figura 13.

Figura 11. Inmunoeelectrotranferencia del extracto de glicoproteinas de E. histolytica. Se realizéd
una [ET del extracto de glicoproteinas de E. hisiolytica la cual se incubé con: el anticeerpo monoclonal
U}, SUETDS GE ADSCESD NEPanco atmbang c) y d), de ponadores asintomancos ¢) y f), infectados con
otros parasitos g) y h) y suero del cordén umbilical i), toda la noche a femperatura ambiente. Los
marcadores de peso molecular se tifieron con amido negro a). La flecha indica la banda de 66 kDa
reconocida por ¢l anticverpo y por algunos sueros de pacicntes
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Figura 12. Fa%ocitosis de eritrocitos humanos por trofozoitos de E. histolytica. Los trofozoitos se
incubaron a 37°C/10 min con eritrocitos humanos figura a), en la figura b) se observan trofozoitos sin
eritracitos y en ¢) eritrocitos fagocitados por trefozoitos previamente incubados a 4°C/30 min. con el
anticuerpo monoclonal.
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Figura 13 Inhibicién de la fogocitosis por «l anticuerpo monoclonal 4°Cy. La fagocitosis de los
eritrocitos humanos por los trofozoitos se inhibié en un 26, 20y |5 % al preincubar a 4°C/30 min los
trofozoitos con el anticuerpo monoclonal diluido 1:5. 1:10 y 1:220 @ ). El 100 % de fagocitosis

obtuvo al incubar los trofozoitos con eritrocitos sin ser preincubados con el anticuerpo monoclonal (‘i

El anticuerpo anti idiotipo (Ab 2) se obtuve utilizando el idiotipo (Id) de ta region variable del
anticuerpo monoclonal (4°C;), el anticuerpo anti Id se purificé por afinidad en columna de
sepharosa 4B acoplada a gamma normal de raton (GNR), con la intencion de climinar los
anticHernne ane racnnnciaran detacmisooeoo SRNEINICES yuv wu Tuwscn Goi iiiotipo, para
comprobar que el anticuerpo anti Id no reconocia la GNR se utilizé la técnica de ELISA enla
que se pudo observar que el anticuerpo anti Id no reconoce GNR pero es capaz de reconocer al

anticuerpo monoclonal (Figura 14),
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Figura 14. Reconocimiento del anticuerpo anti-Id por su antigeno. Utilizando como antigeno
diferentes concentraciones (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 y 10 ug/ml) del anticuerpo monoclonal (4°Cy) o de
gamma normal de raton (GNR) ¢ incubandol h a 37°C con e} anticuerpo anti-Id. Se puede observar que
<l anticuerpo anti-1d reconoce al anticuerpo monoclonal.

La caracterizacion del anticuerpo anti idiotipo se determiné por la capacidad del anticuerpo
anti Id para reconocer al Id. En una microplaca de ELISA recubierta con el idiotipo
{anticuerpo monoclonal) se adiciond el sobrenadante de la fase liquida (cantidades constantes
del anticuerpo anti - Id incubadas con concentraciones crecientes del Id). Al revelar la placa se
observé que conforme se aumentaron las concentraciones del idiotipo en la fase liquida se
disminuyé el reconocimiento del anticuerpo anti Id a su Id en la fase solida (microplaca), esto o
expresamos en porciento de inhibicidn, obteniendo hasta un 81.8 % de inhibicion, demostrando

que el anticuerpo anti ~ Id reconoce a su Id (Figura 15).
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Figura 15, Inhibicién de Ia interaccién idiotipo (anticuerpo monoclonal) — anticuerpo anti —Id. Se
preincubo el anticuerpo anti Id con concentraciones crecientes del Id a 37°C / ! h en fase tiquida La
mezcla se adiciond a una microplaca recubierta con el Id para determinar ia unién del anticuerpo anti - Id.
En Is grifica podemos observar que conforme va aumentando la concentracion del Id homélogo en la fase
liquida va aumentando el porciento de inhibicion del anticyerpo ant — Id en la fase solida.

Para delerminar en que cadena del anticuerpo monoclonal se exnress al idintinn se realiza ino
IET del anticuerpo monoclonal en condiciones reductores para la separacion de las cadenas
ligeras de las pesada, se incubé con el anticuerpo anti Id, se colocéd suero anti lgGl y ant
cadena ligera x (dato no mostrado), dando como resultado el reconocimiento de la cadena
pesada por el anticuerpo anti-idiotipo, por lo que el idiotipo se encuentra expresado en esta

cadena (Figura 16).
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Figura 16. Expresién del idiotipo en el anticuerpo monoclonal. Se realizd una electroforesis en
condiciones reductoras del anticuerpo monoclonal se transfirié a papel de nitrocelulosa v se incubo con el
anticucrpo anti IgG1 de ratén b) y con el anticuerpo anti id c), fos marcadores de peso molecular se tifieron
con amido negro a). La flecha muestra que ¢l anticuerpo anti-ld reconoce la misma banda que reconoce el
anticuerpo anti IgG 1,

Con el fin de definir la clase del anticucrpo anti Id ( Ab2c. Ab2B o Ah2v} se itilizamn
microplacas para ELISA recubiertas con el anticuerpo anti-Id (fase sélida) a las cuales se les
adicioné el sobrenadante fase liquida (cantidades constantes del anticuerpo monoclonal [Id]
incubadas con concentraciones crecientes del extracto de glicoproteinas). E! resultado se expreso
en porciento de unién del idiotipo (anticuerpo monoclonal) al anticuerpo anti Id. Como se
observa en la figura 17 al aumentar la concentracion del antigeno en la fase liquida, el porciento
de unién del anticuerpo monoclonal (Id} al anticuerpo anti Id (fase solida) disminuye un 50%,
descartando que el anticuerpo anti Id sea un Ab2a ya que se sabe que la interaccion Abl con

Ab2a no se ve afectada por el antigeno. A diferencia en nuestros resultados se vio afectada en un
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50 %, por 1o que queda ia posibilidad de ser un Ab28 o un Ab2y, ya que la interaccion del Abl

con cualquiera de los anteriores se ve afectada por el antigeno.
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Figura 17, Porciento de unién del idiotipo (anticuerpo monoclonal) al anticuerpo anti — Id. Se
preincubd el anticuerpo monoctonal con concentrzciones crecientes del antigeno (0, 0.3, 1.25,5,75, 10y
15 pgfmt} 1 h a 37°C en fase liquida. La mezcla se adiciond a una microplaca recubierta con el anticuerpo
anti — Id, para determinar la union Id-anticuerpo anti 1d Ja cual se vio inhibida en un 50 % cuando el
anticuerpo monoclonal se preincubo con el antigeno.

Para comprobar si era un Ab2f (la imagen intema del antigeno} se obtuvo el anticuerpo Ab3,
que fue capaz de reconocer al antigeno onginal, al emplear microplacas recubiertas con el
extracto de glicoproteinas. El resultado cbtenido fue una D.O. de 1.133 a una dilucién 1:25, por
lo tanto el anticuerpo Ab3 reconoce ¢l extracto de glicoproteinas (Figura 18). A fin de comprobar
que el anticuerpo Ab3 reconoce el mismo antigeno que el anticuerpo monoclonal se realizé una
[ET, observado que el anticuerpo Ab3 reconoce la misma banda que ¢l anticuerpo monoclonal,
confirmando que el anticuerpo anti 1d es un anticuerpo Ab2f que presenta la imagen interna det

antigeno (Figural9).
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Figura 18. Reconocimiento del extracto de glicoproteinas de E histolytica por el anticuerpe Ab3.
Microplacas de ELISA recubiertas con el extracto de glicoproteinas fueron incubadas | h a 37°C con
diferentes diluctones del anticuerpo Ab3. Con esta grifica se demucstra que el anticuerpo Ab3 reconoce al
extracio de glicoproteinas, por lo que el anticeerpo anti — 1d es un Ab2p.

Figura 19. Reconocimiento del la glicoproteina
de 66 kDa por et anticuerpo Ab3. La IET del
CALGUIU UG JUVUPLUGILES, 36 HICUDO POF Z 1L 8 347
posteriormente toda la noche a 4°C con el
anticeerpo monoclonal b) y con ¢l anticuerpo Ab3
c), los marcadores de peso molecular se tifieron con
amido negro a). En la figum se puede observar que
tanto el anticuerpo monoclonal como el Ab3
reconocen la misma banda de 66 kDa.
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La expresion idiotipica de los sueros de pacientes sc realizé a través de la técnica de ELISA, sc
acopld a microplacas el anticuerpo anti idiotipo (Ab2B) que expresa la imagen interna del
antigeno, posteriormente se incubaron con sueros de personas infectadas con otros parasitos,

absceso hepdtico amibiano, portadores asintomaticos y se utilizo como testigo negativo sucros
del cordon umbsitical (Tabla 1),

GRUPO | NUMERO MEDIA DS VALOR VALOR
DE SUEROS MAXIMO | MINIMO

Cordén 9 0.118 0.074 0.267 0.071
umbilical
Otros 15 0.124 0.054 0.243 0.046
parasitos
Portadores 19 0.199 0.076 0.410 0.082
asintomaticos
AHA 24 0.423 0.159 0.800 0.200

Tabla i. Media y desviaci6n estindar de los distintos grupos de trabajo . En esta tabla se mucstran
las medias y desviaciones estandar (DS) de los diferentes grupos de trabajo, al utilizar al anticuerpo
mti idiotipo como antigeno en la técnica de ELISA, al igual que ¢] valor maximo y minimo para cada
uno.

Coma nuectros reenltadne nracantaron un dicrribuziin nomma! 50 GHNIE 3 pructa parancuiva

ANOVA para comparar los diferentes grupos y determinar si existian diferencias entre ellos.
Los resultados obtenidos muestran que el grupo de AHA es diferente al de portadores
asintomaticos, infectados con otros parasitos y del cordén umbilical {negativos) con una p
0.005. En cambio, no se encontré una diferencia significativa entre los grupos de: portadores
asintomaticos, otros parisitos y cordon umbilical. Por lo que al utilizar el anticuerpo anti -1d
como antigeno nos permite diferenciar entre el suero proveniente de pacientes con AHA de

aqueilos que no lo padecen.
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Utilizando la curva ROC se determing como punto de corte una lectura de 0.233 en D.O. con
una sensibilidad del 91.6 % y una especificidad del §8.3 % Figura 20.
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Figura 20. Densidad éptica de sueros utilizando al anticuerpo anti-ld como antigeno. La grifica nos
muestra las diferentes lecturas en D.0O a 492 nm, asi como las medias de los diferentes grupos (1cordén
umbilical, 2 otros parasitos, 3 portadores asintomaticos y 4 AHA). Tomando como punto de corte la
lectura de 0.233 tenemos una sensibilidad del 91.6 % y una especificidad del 88.3 % para detectar el AHA.
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DISCUSION.

La amibiasis es una infeccion parasitaria de distribucién cosmopolita causada por el
protozoarnio Enfamaoeba histolytica, aproximadamente el 10 % de 1a pobiacion mundial padece
amibiasis (6). En México es un problema de salud publica, con una prevalencia del 4.49 %
{70}, to que lo sitia como uno de los paises con mayor incidencia, tanto en su forma

sintomtica como asintomatica, de aqui la importancia de realizar estudios de este parasito en
nuestro pais.

La ambiasis se define como la condicién de hospedar £ histolytica con o sin manifestaciones
clinicas (4), estos parasitos se han aislado tanto en personas con la enfermedad activa como en
portadores asintoraticos, las cepas son indistinguibles en su morfologia. Se ha observado que
presentan diferentes zimodemos (patrén enzimatico), debido a ello se han denominado cepas
patogenas, aquellas aisladas de pacientes con amibiasis y manifestaciones clinicas que presentan
determinado patron enzimético, en cambio las cepas aisladas de pacientes asintomaticos ¢on un
zimodemo determinado, son cepas no patGgenas las cuales son incapaces de producir absceso
hepidtico (10,12).

En México se aislo la cepa HM1:IMSS de £ histolytica apartir de un absceso hepitico amibiano,
esta cepa s¢ ha utilizado mundialmente para el estudio de la amibiasis, por o que decidimos
utilizarla en este trabajo. Se sabe qgue al mantener los trofozoitos en medias de enitive avénicne
pierden patogenicidad y esta es recuperada al pasarlos por animales susceptibles a la enfermedad.
Los trofozoitos utilizados en este estudio se inocularon en hamster por vena porta, con el fin de
producir absceso hepdtico amibiano, asi como recuperar del absceso los trofozoitos y cultivarlos
en medio axénico complementado para utilizarlos en los diferentes experimentos, esto se realizo

con el fin de asegurar la patogenicidad de las amibas utilizadas.

La caracterizacién de los componentes antigénicos de £. kistolvtica ha sido una de las metas

principales en ¢l estudio de este parasito. La identificacion de tales antigenos es relevante
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tanto para el mejoramiento de los métodos diagnosticos como para el andlisis de la reaccion
inmune en ¢l huésped y la posibilidad de inducir proteccion. Los prnimeros intentos para
caracterizar la composicion antigénica de £ Aistolytica no fueron muy halagadores debido a
que las amibas eran cultivadas en presencia de bacterias del tracto intestinal o en asociacion
con otros protozoarios, Sin embargo, a partir de 1969 este tipo de estudios se facilité por el

desarrollo del cultivo axénico (20).

La identificacion de los antigenos que participan directamente en la relacion huésped parasito ha
sido uno de los aspectos cruciales en trabajos realizados en Entamocba histolytica. Para el estudio
de estos antigenos amibianos se ha utilizado tanto anticuerpos policlonales como anticuerpos
monoclonales;, en 1987 se realizd la caracterizacion de una proteina de superficie de 2.
histolytica con caracteristicas de lectina de 220 kDa con 1a ayuda de un anticuerpo monoclonal
{8B3) dirigido contra esta proteina (37). En 1989 se describié una adhesina de 112 kDa (17,32)
y utilizando anticuerpos policlonales se determiné la importancia de la misma; también
utilizando anticuerpos monoclonales se logrd aislar y caracterizar un antigeno de superficie de
96 kDa en cepas patégenas de . histolytica (48), otra proteina caracterizada con la ayuda de

anticuerpos monoclonales fue fa de 29 kDa (45).

Nuestro grupo decidié obtener un anticuerpo monoclonal de raton dingido contra una
glicoproteina de superficie de £. histolytica, ya que los antigenos de superficie de trofozoitos
de E. histolytica son los primeros en ser reconocidos por el sistema inmune, La presencia e

importancia de estos antigenos, ha sido demostrada por la inmovilizacion de los trofozoitos
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contraparie el estudio realizado por De la Torre y col. (71) utilizando sueros de pacientes con
AHA, encontrd que los antigenos presentes en ¢l citosol tienen una menor cantidad de
determinantes antigénicos reconocidos por los sueros, que la de los antigenos de membrana
plasmatica. y de estos (ltimos la porcion mas antigénica correspondia a las glicoproteinas; se
utilizéd un extracto nco en glicoproteinas de superficie con ¢! fin de obtener un anticuerpo

monoclonal capaz de reconocer una de las glicoproteinas de superficie de L. histolviica.
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Las diferencias en el peso molecular de los antigenos reportados se debe principalmente a la
metodologia utilizada para la extraccion del antigeno asi como al tipo de cepa utilizada. Lo
anterior fue reportado por Argiello al encontrar diferentes patrones electroforéticos en la

obtencién de un mismo extracto amibiano, por diferentes metodologias (28).

Existen reportes de diferentes antigenos inmunodominantes en pacientes con absceso hepatico
amibiano, como los antigenos de 125 112, 170, 96, 90, 67, 56, 43, 35, 30, 29, 24 kDa entre
otros (46, 72, 73, 74). En 1990 se reporté que los antigenos inmunodominantes en personas
curadas que padecieron AHA, fueron los de: 8, 13, 18, 22, 29, 38, 45, 67 y 94 kDa (75), los
antigenos reconocidos por madres embarazadas sin amibiasis fueron de 93, 133, 122 y 78 kDa

(76). En nuestro trabajo encontramos que un antigeno de 66 kDa también es reconocido por

los sueros de AHA.

El anticuerpo monoclonal que obtuvimos lo denominamos 4°C;, utilizando una IET se
demostro que este anticuerpo reconoce una glicoproteina de 66 kDa. Este anticuerpo utilizé

para caracterizar parcialmente a la glicoproteina de 66 kDa.

A través de inmunofluorecencia indirecta y DOT-ELISA con trofozoitos fijados, se demostrd
la presencia de esta glicoproteina (66 kDa) en la superficie de la amiba. Estas mismas técnicas

se han utilizado para poner de manifiesto antigenos de superficie (17, 50, 39,77)

Para determinar la porcién reconocida de 1a glicoproteina por el anticuerpo 4°C,, esta se traté
cult Uipsina O melaperyodato de sodio. La porcion proteica se degrado, catahizando con
tripsina ta hidrolisis de los enlaces peptidicos en los que el grupo carboxilo esta dado por un
residuo de lisina o arginina (78), la porcidn oligosacarida se elimind con metaperyodato de
sodio que actia a nivel de grupos OH. Con estos tratamientos se determing que la interaccion
antigeno (extracto de glicoproteinas) con el anticuerpo (4°C) disminuye en un 64.7 % cuando
se degrada la porcion proteica y cuando se elimina la porcion oligosacarida el reconocimiento
disminuye en un 36.3 %, asegurando que nuestro anticuerpo monocional reconoce una
glicoproteina, principalmente en su porcién proteica y en menor grado la porcion

oligosacarida; este mismo proceso se utilizo para caracterizar antigenos de L. histolyiica,
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como la proteina de superficie de 29 kDa en la cual el anticuerpo monoclonal perdio la
interaccion con el antigeno tratado con tripsina pero no con metaperyodato de sodio (45). El
ejemplo inverso es el del anticuerpe monoclonal 346 donde la interaccion con el antigeno se
ve afectada por el metaperyodato de sodio (46).

Los trofozoitos de E. histolytica presentan en su superficie glicoproteinas, las cuales contienen
residuos de manosa o glucosa expuestos al exterior, esto se demostré al observar la union de la
lectina Concanavalina A a los trofozoitos amibianos y durante la punficacién de
glicoproteinas utilizando columnas con Concanavalina A (79,80), lectina que tiene
especificidad para unir o-D-manosa y en menor grado a-D-glucosa y o-D-N-
acetilglucosamina (81), con estos resultados podemos asumir que las glicoproteinas
purificadas en esta forma presentan estos aziicares; sin embarge no podemos descartar la
presencia de otros residuos de aziicares. Con esta informacién y ya que la interaccion de
nuestro anticuerpo monoclonal (4°Cy) con el antigeno se ve disminuida en un 36.3 % al
eliminar azicares, se realizaron inhibiciones con diferentes monosacaridos para determinar los
que pudieran intervenir en el reconocimiento del antigeno con anticuerpo, encontrando que la
glucosamina inhibid casi en un 30 % la union del anticuerpo con ¢l antigeno, resultado que

sugiere que la glicoproteina de 66 kDa presenta en su estructura glucosamina.

La caracterizacion de los antigenos amibianos ha ayudado en el conocimiento de los
mecanismos involucrados en la interaccion del trofozoito con el huésped, y los medios por los
cuales este parasito puede invadir a distintos drganos como ¢l higado, esto esta en relacion a
1as propiedades de su membrana, lales como la capacidad de adhenrse a cetulas blanco, de

lisar y de fagocitar indistintamente eritrocitos del grupo O, A o B (4, 82).

La adherencia y la fagocitosis se encuentran mediadas por diferentes antigenos de superficie.
Se sabe que en la adhesion y fagocitosis pueden estar involucrados higandos unidos a
receptores especificos en la superficie celular. Se ha sugendo que hay una interaccion entre las
glicoproteinas de superficie de las células fagociticas y los carbohidratos localizados en las
particulas extrafias. Las lectinas tienen la propiedad de reconocer carbohidrates, por lo que

permiten el aislamiento de componentes glicosilados en diferentes células (83).
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La fagocitosis es el proceso mediante el cual se internalizan particulas, inicia con la
interaccion entre las moléculas de superficie de la célula fagocitica y la célula blanco. Los
trofozoitos de £. histolytica se consideran células fagociticas con la capacidad de internalizar

diferentes particulas y células (15), y la fagocitosis sc considera uno de los principales factores

de virulencia de la amiba (14).

Nuestro anticuerpo monoclonal, reconoce una glicoproteina de superficie con peso molecutar
de 66 kDa, Iz cual es reconocida por sueros de AHA. Al realizar la inhibicion de ta fagocitosis
con ¢l anticuerpo monoclonal (4°C;), se encontrd que esta era inhibida en un 26 %,
demostrando que esta glicoproteina podria participar en ¢l proceso de fagocitosis y esta de
acuerdo con lo encontrado por el grupo de Vohra, en el que un anticuerpo monoclonal dirigido
contra un antigeno de 66 kDa proveniente de la cepa NIH:200 de [, histolytica, inhibe ¢n un
50 % la fagocitosis {41). Existen otras moléculas que participan cn el proceso de fagocitosis

como la lectina de 220 kDa (37) y la adhesina de 112 kDa (32,32,38) previamente descritas.

Uno de los mayores problemas que existen en ¢l estudio de la amibiasis ha sido la obtencion y
caracterizacién de los antigenos relevantes, Este problema se debe en parte a que a amiba
contiene un gran cantidad de proteasas lo que ocasiona la degradacion de los anligenos
amuibianos ain en presencia de inhibidores de proteasas, ademas del bajo rendimiento en la
obtencion de antigenos. Esto ha ocasionado buscar nuevas estrategias para la obtencion de

estos antigenos.

Una forma de obtener antigeno amibiano sin extracrlo de los trofozoitos, es obteniendo la
imagen interna de éste. Los antigenos provocan una respuesta en la que hay produccion de
anticuerpos (Abl) con un idiotipo determinado, capaces de reconocer al antigeno: estos
anticuerpos a su vez pueden inducir la produccion de anticuerpos anti idiotipo (Ab2), los
cuales tienen la caracteristica de presentar (Ab2B) o no (Ab2a, Ab2y) la imagen interna del

antigeno (53,54).
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Otros estudios han utilizando los anticuerpos Ab2 como una posible vacuna. Los anticuerpos
Ab2 que expresan la imagen intema del antigenos provenientes de: Schistosoma marnsoni,
Candida albicans y Haemophilus influenzae (60,56,57), han conferido inmunidad activa, en
modelos experimentales contra las enfermedades causadas por estos patogenos. Los
anticuerpos Ab2 también han sido utilizados como antigeno para el diagnéstico de la
cisticercosis bovina, en la que se obtuvo un anticuerpo anti idiotipo con la imagen interna del

antigeno que les permitié diagnosticar esta enfermedad (62).

Nosotros obtuvimos un anticuerpo anti ~ idiotipo (Ab2), a partir del anticuerpo monoclonal
4°Cy. De acuerdo a la clasificacion de los anticuerpos Ab2, basada en sus caracteristicas fisicas
telacionadas al sitio de union del antigeno y a los resultados obtenidos en este trabajo se
demostré que nuestro anticuerpo anti — idiotipo es un anticuerpe Ab2pB (imagen interna del
antigeno), ya que la unién del anticuerpo monoclonal (Ab1) con el anticuerpe anti — idiotipo
se inhtbié en un 50 % por el antigeno.

Los anticuerpos Ab2f inducen la produccion de anticuerpos Ab3, que al igual que los Abl
reconocen el antigeno onginal. Al inmunizar un conejo con nuestro anticuerpo Ab2 obtuvimos
anticuerpos Ab3 con la capacidad de reconocer a la glicoproteina de 66 kDa, con lo que

confirmamos que nuestro anticuerpo anti — idiotipo contiene la imagen interna del antigeno.

Sc han reatizado diferentes estudios en la amibiasis, utilizando anticuerpos monoclonales,
antigenos puros o mezcla de ellos para el diagnéstico de diferentes entidades clinicas de la
enfermedad. En 1994 se publico un trabajo que utilizo €] anticuerpo monoclonal (20/7D), para
delecldr ¢i UIOTOZoONO ge £ mstoiylica en heces de pacientes con disenteria, con una
sensibtlidad del 87 % y una especificidad del 100 % (51). Utilizando también anticuerpos
monoclonales dinigidos contra ¢l antigeno de 170 kDa se pudo detectar en heces trofozoitos de
E. histolytica con una sensibilidad del 93 % y una especificidad del 95 % comparada con el

cultivo de trofozoitos.

Utilizando nuestro anticuerpo Ab2f} que expresa la imagen interna del la glicoproteina de 66
kDa que tienec importancia en el proceso de fagocitosis, determinamos que este era capaz de

diferenciar entre los sucros de AHA, portadores asintomaticos, infectados con otros parasitos y
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del cordon umbilical (testigo negativo). Los resultados muestran que al utilizar al anticuerpo
Ab2B como antigeno y tomando como punto de corte una densidad optica de 0.233 podemos
diferenciar los sueros de AHA, de los de portadores asintomaticos, infectados con otros

parasitos y controles negativos. Con una sensibilidad del 919 % y una cspecificidad del
88.3%.

Utilizado antigenos puros como el de 170 kDa se ha podido diferenciar entre sueros de colitis
amibiana, portadores asintomaticos y personas sanas, teniendo una sensibilidad del 94 %
especificidad del 90 % (84, 85). También se ha ocupado como antigeno extracto de /.
histolytica para discernir entre los sueros de AHA, disenteria amibiana y personas sanas,
obteniendo una especificidad del 100% y una sensibilidad del 89.5 % en pacientes con AHA
(86), sin embargo la desventaja es la degradacién de los antigenos por las proteasas y el bajo
rendimientos de estos, esto se ha solucionado en parte mediante e uso de proteinas
recombinantes en el diagnéstico de la amibiasis invasiva, por ejemplo la proteina
recombinante del antigeno de 170 kDa en el diagnéstico de amibiasis invasiva obtuvo una
sensibilidad del 90 % la cual es mas baja que cuando se utiliza el antigeno purificado det
trofozoito, esto se pudo deber a que son proteinas recambinantes y en ellas no se obtiene la
porcion oligosacarida del antigeno que es reconocida por los sueros, lo que pudiera ocasionar

que no sea reconocida por todos los sueros (87).

En contraste al utilizar los anticuerpos anti idiotipo que expresan la imagen interna del
antigeno se evita este problema ya que nuestro anticuerpo reconoce las porcion proteica ¥
SligGsataiida dul aligeny, y csia €5 14 iMAagen 1aNIo proteica como ohgosacanda de éste en
los distintos sueros, lo cual seria una ventaja sobre la utilizacion de las proteinas
recombinantes las cuales no presentan la porcion oligosacarida de las glicoproteinas. Aunado a

esto la sensibilidad v especificidad que se obtuvo fue buena,

Por lo anterior podemos inferir que la produccion del anticuerpos anti - idiotipo es una buena
alternativa para contar con la imagen del antigeno, sin necesidad de purificarlo, conociendo

que el alto contenido de proteasas presentes en la amiba dificulla la purificacion v



caracterizacion de antigenos amibianos asi como su mantenimiento, ademas de ser un buen

candidato para el diagnéstico del AHA.

De igual manera cabe la posibilidad de investigar si nuestro anticuerpo anti idiotipo (Ab2p)
pudicra conferir proteccion al hamster y evitar en éste la formacion de absceso hepético
amibiano posterior a la administracién del trofozoito, en dado caso podria considerarse como

un buen candidato para su empleo como vacuna.
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CONCLUSIONES.

En este trabajo obtuvimos un anticuerpo monoclonal (4°C7) con capacidad de reconocer un

antigeno de superficie de Entamoeba histolytica.

El antigeno se expresa en la superficie del trofozoito de £ histolvtica, es una glicoproteina con
peso molecular de 66 kDa, que en su porcion oligosacdrida contiene principalmente

glucosamina.

La glicoproteina de 66 kDa puede inhibir la fagocitosis en un 26 %, por lo que se encuentra
involucrada en el proceso de fagocitosis, probablemente la interaccion que existe entre la

glicoproteina y el entrocitos sea una interaccion tipo lectina.

A través de |z produccién de anticuerpos anti — idiotipo, utilizando el anticuerpo Ab2f con la
imagen intema de este antigeno, se pudo diferenciar entre los sueros de AHA de los sueros de
corddn umbilical, infectados con otros pardsitos y portadores asintomaticos, con una
sensibilidad del 91.6 % y una especificidad del 88.3 % tomando como punto de corte una

lectura de 0.233 en D.O. Por lo que lo hace un buen candidato para el diagnostico de AHA,

Lo antenior abre la posibilidad det empleo del anticuerpos anti-idiotipo (Ab2p) como antigeno
en el diagndstico del absceso hepatico amibiano, incluso tratar de conferir proteccion

utilizando este modelo contra este parasito.
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