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AT R 4 HE S sl tensa acopl ade extracts soluble e
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ina parte de este anticusrpe polaclenal inaunsgirifl cade se martA
cwr PASUINa W oDe Pt redlante Seowe s Lin Raldalr Y Ae Gtilade
S AMO Anlloderpe Jde Captura. £51as a0l auerpas se oaplicarin enoun
EL1SA v emparedado ue esta manera la tecnica logro delectar hasta

Q. NET g -ml de exiracto soluble ge £ aistolytica

RIAnLicurrpo de carnero contra Igé humanas.

Efte anticuerpo. obteriuo por inmuncalin:dad anteriormante ™ fus
pursficade utifiizando una columna de sefarcosa 4B ia cual tenia
scoplada Ip6 de ratén; eoste pasc e realizd para de evitar
postibles inespecifictdades an el sistens tdeads para U
actividad.el cual consistio en un ELISA de doble emparwdsado.con un
anticuerpoc monoclonal de raton C(GIR 208> como anticuerpo de
captura (es decir, un anticuerpo que inmobiiice y purisique el
receplor de INKF » en la placa de BRISAY.

Una parte de eosSie anticuerpo de carheéro Se marca con Diolink ¥
SLra PANLer S MArCoO <on peroxXidasa de rabano.

£n bate 3l titule ¥ a pruebas rigurcsas de sensibilidad v
osrecificidag Se gemastrsd gque &l smrcaje mas 1ddnec fuae 1
Protingl acon: -l ARLL CUSr PO mArcads can plioting dio Uha
sensibilidad de 0O.825 g-mt de g6 humans a uUna diluciosn de
1720 000 del antituerpo y con Una preincubacidn con suears normal
de ratdn 3 una dilucion Cinal de 180

2. -La segunda fue o estixdio de los grupos de pacientes y o grupo
control en s nmuncentayos ideados pare valorar la  activided de
cada BNtICUSrPO .
&3Deteccldn de sntigenc amibiano circulants en ef svero de
pacient es can ahsceso hepitico  amibianc. mara ol cass  dsl
antituerpd J& Cone)T artly amibad,

3 Arupe proftloemd consistio wn 4 pacientes con ancITeso

hepalL.icO amttuape y @l grupo control fueron jos sueros de 1



peErranart clinicamentes canaz

cuales Pew abr-arbagsiax

Loz ToTalladoy o ondes, +

promedio de cada grupo a una dilucion umica de 1 710, se analizxaran
en TerL L e una rueha e hipotectn 12 ~ual c1gumIe una
Misiribucion t de stuydoent(weit: prueba no demstro una diferencia
TIQrIficativa on estos Jdns grupos.

En este trabajo se discuten las posibles causas de la falla del
si1stema a3 pesas Je lac riguresas pruebas de especilicidad a las
Que fue nujeto,.docl msme modo de proponen algunas estratoglas con
el fin de encontzar el sistema jdonec para la busqueda de oote
ant{gena.

B)&‘sqm. de un anticuerpo contra el receyptor de Interferon » en
el suerc de pacientes con Lupus Eritemstoso Sistémico.wara et
camo el articuet po de carnerce anty go Pasrana marcads con

Totina,

Este zistema se probd en el svero de 4! paclientes con Lupus
Eritemtoso Sicterice ¥ como grupo control 40 personac
clinicamonte sanas.

Los resultados obtenidos., los cuales consisten en la absorbancia
obtenida de estos suercs a trexs diluciones difersntes (160,
17100, ¢+ 1200 )M, <e analizaron mediante una prueba de hipotesis
con una distribution t de Student, demostrandose una diferencia
Significativa entre «! grupo contral y =] grupo de paclientles con
Una - 021 A cualgquiers de las tres diluciones ensayadas.

Se discute ! posible papel etivlédgico Jde estea antlicuerpe =n la
enfermedad autoinmune LES Do jgual SAnsra se proponen oxpe: 1monlos
confirmatorios de¢ la presencia de este anticuerpo en el suero oo

los pacientes.
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GLOSARIO DE TERMINCS

ABTS . -~ac:do 2.2 .a7ino bis (E-etilbenzot:iazolinad-B-sulfcnico.

Ac. ~Anlicuerps

Ac’s. ~Anticuerpes

Ag. ~&ntigenc.

AHA, ~Absceso Hepatico Amibdianc.

ASF, -~Amortiguador de fosfatos 15 md,NaCl 180 mN, pH=7.2 (también

1lamade PBS por sus siglas en ingleésd)

B.-Biotina,

BCA. ~Acido Bicinconinico.

CiC. —Complejos Inmunes Circulantes.

Con A. ~Conpcaravalina A,

DAB. ~D:aminc Pencidina,

Dot Blot.-ELISLX en papel de nitrocelulesy come fase cdlida

s:zlas en inglésd

EL1SA. -Ensa'c  Inmuncenzimatice en Fase Solida Csigplas

AIA

en



Ig. -Inmunoglcbulina

IgG. ~Inmunoglobulina G

INF y. ~Interfercn Gamma

inmunoensayo de proteinas adscorbidas

.~Detezcton po

Inmmoblaot

eleciroetiticamente a papel de n

ng. ~Nanogr amos.
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Y las inmunoensayos enzimaticos.gque en fechas recientes han
sobrepasado en cuanto a st uUso a los inmuncensayos prec edentes
por amplio mrgan."’ v o=

El que lcs inmunoansayos encimiaticos esten ganande tal :mpartancia
puede deberse a los siguientes puntos:

los radiainmunoensaycs tienen los inconvenientes de producir un
ambiente paligroso,la vida media tan corta de los isdtopos usadas
Cusualmente I'*®) para unir ,problemas administratives bSasados en
la legislacidn (debids a posibles riesgos de salud D ;estos
1nconvenientes han  heche gQue asios  ensayss Sean generalmente
confinados a los experimentos endocrinoldgices Esto tambidn ha
abligado a gue se cdesarrallen produstas no radioaclivos para
obhservar los puntos finales ce esios tnsnyas.“z y =

En el caso de los reactivos flucrescentes se ha (ncrementado su

uso por medio de los anticuerpas monoclonales para la deteccidn de

RICIrOOr AN SMOS en Muesiras clinicas.Su uso estd nuy limdtade por te
aplicaciones muy particulares Yy la necesidad de un  personal
ampliamente capacitade en su usc,.lo cual contrasta caon los

. 1oy
ANNUNOEensSAYOsS enIimidlicos.

El estudio de los i1nmuncensayes esnzimitices ha llevade al
desarrallio del jnmuncensaye con enzime ligada en una fase sdélida ©
ELISA (por sus siglas en inglesd.

Este inmunoensayc tiene reactivos de largas vidas predias,es libre
de legislaciohes limitantes,es adaptable a sistemas simples,asi
com> complicadas automatizaciones;ademis de la gran variedad cde
sistemas de deteccitn con rangos gque van desde el visual al
fotoméirico, desde Cr onogenss hasta agentes luminiscentes o
flucrescentes.lo cual ha contribuide a la gran expansidn del ELISA
y Oe su aplicacidn curante los ultimos afos.' @ Y P

Por estas razones nos hem>s orientado hasia el uso del E£LISA en

los inmuncensayos precedentes.



Ahcra bPren, una ve:z cobten:des los reactivos especificaE ante
ment s onades sera menester probarles en un INMUNGensayo para s
acti v dad

En egte trabajse se plantearn 2 inmuncensavos para estlos react:ivaes:

Une es el et Deteccarn ac  antgpens  amibaane cancudante en P24
aueLs de NaCaeriter Corr, alscens Lerance amdbrans' ' @) stex es
T heieciean ge un antcuerns centhna el neceress de INF en el
Juehe de AGuentes can Dunus Sadematese Moaterice'

PAra el primer innunoensavc se utilizara el anticuerpe de conreln
anti Ifntameoesda histolwtica cepa HMI .va sea marcade y-o sinh marcar
con Biotina v para el secunds 1anuncensayo Se usara vl anticuerpe

de Carnhero antl rumanc mafcado con Perosddasa.

Par le consiguielrte coenSideramcs necesarid un breve esbeze deid
problemd qQue plantea la arablasis y de algunss aspeclos generales
acerca del Lupus Eriteratoso Sistemco.

De igual mamnera se harad el l:istads de alguncs datlos reportades en

la literatura que nas Sieraon la rase para idear estes

A AMUINcensaves

La amibhiasis ocurre en todo el mundo.Una estimacidn de 1983
indica que 480 millones de personas acarrean E histolytica en su
tracto intestinal ,un 10% el teotal (48 millonesd anualmente tienen
UbA INVASIOn en SU MUCOSa intestinal o bien va en el hxgadcf—"w
El diagndstico es avugacs prencipalmente por la observacicn de la
amiba en muestiras ya Sea direclamenle,por tlecnicas de tinfion o
bien por teécnicas de concentracion,perc el serociagnostico es una

- o™
herramienta de mAVOr DS Dara la Inmunologia

En el pasactde el serodiagneosticvo de los abscesos hepaticos
AmiDiancs estaha hasadc en la deteccion de antizuerpos circulantes

[ KR T
contra fntamoeda Alsioluviica en 1a sangre,



Esta determiracion estid perdiende su valor diagnostico ya Que se
ha comprobade gue los anticuerpes contra amiba son regularmente
producidos on am:biasis asintomitica e invas:va. Este tiene la
desventaia de que tambien se producen con {recuencia variables en
pacientes asintondal:cos, ademas cda gque el encontrar estos
Anticuerpos no tlene correlacion con el estado clinico, la
intensidad cde la nfeccidén v es mas.,los anticuerpos pueden estar
ausentes en pacientes reciontemente 1nrectadc54”°'m‘m'

La demostracion de anticuerpes conlra amiba no puede diferencilar
tan facilmente una infeccion presente ¥ una pasada,especialmente
cuando la amibiasis es endemica;ya gue en estas zonas se ha
esncontrads la persistentia de estes anticuerpes por ahos al igual
que en pacientes  a les cuales se les ha erradicado la
enfeor meday, 7 oFe

Con el fin da subsanar wstas deficilencias se ha pensado que en el
caso de amibiasis invasora e! antigeno amibianc podria ser
detectlade en suero, mediante la tecnica de ensaya
inpunoenzi matico. (FTAARAD

Tambhien se ha discutido gque la deteccicn inmhune de este antigeno,
seria de gran valor diagnastico, demastrando uwna infeccidn
presante, siends un me jor malodo o unec mas sensible Y
viable, S

De hecho,existen antecedantes de Que eso os posible.El antigenc
amibdianc circulanie ha sido demostrado en abscesos usando
cantrainm\moelectrorores:sa. ensayos en fase sclida del componente
CXq del complern.n’.a&'.en heces  por B.ISAS y en cowlejos
inmmes circulantes o come antigene seérico smamnttao'w

usando radi ol nEuNoensayos en fase salida o bien
erss 80076 e

2
MenIiondd> en L9

3
MensOnNads sn ERAD



El Lupus Erjtematoss S:stemics o LES es una enfermedad con una
gran  variedad de anormal:dages i1nmununclogicas  come sen la
activacien peli:clonal de les linfocites B, decremente en la
funcion celular suprescra,dafio en la agtividad celular citotoxaca
Yy un  gafeo  autologe en la reaccion de cuitive mixte de
lxnrochcs4‘7m
Por la multiplicidad de estos defecilos jnmunes en el LES se ha
llegade a pensar que pudtwran estar impl:cadas ancrmalidades en
las linfocinas,potentes factores ;nmunorreguladares.nol
Por su importancia inmunolégica el Interferen y (INF ) parece
ser el prancipal candidato, "®est0 es wva Ggue el INF » regula
la  blastogenesis de las celulas T ¥y B.la produccion  de
anticuerpos.la actividad celular citolexica,la funcion celular
supresora y Jla densidad de antigenes superficiales de las
ceolulas, COA™
Entonces s¢ podria postular que defectos en la produccicn de esta
linfocina podria ser una de las eticlogias de esta enfermedad,ya
que muchas de las anormalidades asociadas al LES se correlacionan

con ia actividad de esta limfocina. O

£n la literatura hay numercsos reportes de que l1os niveles de
INF , en pacientes con LES son normales © mas bien un poco
bajos, oI IO 0 contrasta con  otros reportes donde se
indica lo contrario, pero esto puede ser explicado ya que otros,
autores han reportado la presenciade un interferdn a adcide
1ab1) FERTEhe lo es el INE > ¥ a diferencia del INF o«
clasico el cual es dcado estable. por lo tanto este interferon
puede ser (y algunas veces ha sida) confundide con el INF » en
AlgUnDs reporiews QUe mencicnan titulos alios de wste ulxuno.m'&
Por otra parte alguncs autores suglieren gue hay cierta correlacion

entre los niveles de INF en general y los defeclos inmunclogicos



an LES. O™

Estoes descubrimientios aunados al reporte de que clertics
niveles de INF » pueden aunentar la produceldn de {nmunoglobullinas
por parte de linfocites B O in vitre J,provenientes de pacientes
coh LES&!T.!\D\

sulilmente diferentes el INF » inhibe la produceldn de anticuerpss
(114),

Caunque tambleén hay reportes de que en condiciones

anty DNA por parte de L en pacientes con LES D y que a 13

concentracidn serica presin\,e en es5tos pacientes, el INF no seria
suficiente para activar la preduccion de las 1nmuneglobu11nas.‘u’
nos hace pensar on =l posible papel de un anticuerpo contra el

receptor de INF ) que pudiera modificar les niveles {en cuanto a

U acecién fisioldgicad del INF »

De endistir sste anticuerpo an pacientes con LES ests nos padria
explicar muchos de los defectes inmunoldgicos presentes en el
LES; come podria ser la hiperactividad de leos LB al aciuar
mmelizands al INF » o por 1o contrarioc 1a baja actividad
supresora de los “‘T al bajar la respuesta supresora en los :'B por
bajar la cant:idad cde receptores en las ceélulas T poer la accidn de

ostle anticuerpo.
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11.1-INMUNOGLOBULINAS

las inmunoglobulinas comprenden un 20% de las proteinas sericas
¥y representan el componente del suero el cual confiere la
fnmunidad. ¥
Las inmunoglobulinas fueron llamadas originalmente gammaglcbulinas
por su migracidn tipica en electroforasis. Ahora es reconocido que
las inmunoglobulinas sigran tambidn en las regilones a, ¥ f.Esta
diversidad electroforetica refleja una variacién en el contenido
de carbohidratas y acidos de las inmunogl obulinas. '™

Todas las inmunoglobulinas tienen la estructura bidsica cansistente
en dos cadenas pesacdas (FM 55,000 por cada unad y dos cadenas
ligeras (PM 22 350C daltons? unidas por puentes disulfuro entre las
dos cadenas. ™

Cada cadend estd canformada por clerto nimero de asas (o dominios)
de dimpensiones constantes formados por uniohes anire cadenas con
puentes disulfuro (Fleischmann et al 1963, Edelman ot al 1950).‘
Los primeros 110 aminDacidos en el extremo terminal de las cadenas
pesadas vy ligeras se denomina la regidn variable y representa el
54410 de unidn con el antigeno.la porcidn remanente de las cadenas
pesadas y ligeras &s llamade region constante, 2%

la regidn comprendida entre la porcidén variable y constante es
llamada usualmente la regidn "sv‘.tch“.a"
En la regién variable se ha encontrado ciertc grade de homologia
parc tasbien se han encontrade partes hipervariables,gque se han
identificado comd las regiones gue parecen contribuir directamente
con el sitio de unisn al antigeno y produce el antigenc idictipico
encontrTado en todas las Snmunog&obulina.s.n"
Basado en jas cararteristicas antigenicas y estructurales de la
rTegictn constante,dos tipos de cadepas Jigeras y S tipcos de cadenas
pesadas han sido tﬂescx‘itras.‘asl

los tipos de cadera ligera son llamadeos kappa ¥y lamdbda.los tipos

1cnuk>. en ref 2



de cadena pesada son designados como gammra, alfa, mu, delta, v
epsilon.Estos Lipos de cadena pesada corresponden con las 5 clases
de {nmunoglobulinas conocidas come I1gCG.IgA.IgM.IgD e IGE. R
Las cadenas l:i:geras csontienen des daminios designades zomo VLoy
L. Las cadeanas pesadas contiemen los daminics \’H.CH].C!-{x Y C‘.-'I’. Un
domints azficional ,des:gnass comd CH. es esncentrade en las cadenas
posadas o v &

Cada deminio ha side ascciade cen una funcisdn bicldgica
espacifica. has

1a regisdn bisagra esti loczalizada en la cadena pesada entre les
domi nios CHl)' CHz.s:end: respansakles de la flexibilidad de la
malecula de inmunoglobulinag consiste en  aproximadamente 20
aminoicidos ¥ s rica en prelxna.'ﬁ’

£n base al Derfzi proteica chtenido por la digestidn
protealitica de las inmunoglobulinas por ciertas enzimas.estas
han side divididas en ciertas regiores gque acontinuacidn se
pencionan:

La regisn bisagra s el sitic de aczcecidn de la enzima
papaina productends dos fragmentas Fab (i faderes de antigenod y un
fragmente Fc (fraccidn eristalizable).' ™

£l fragmento Fab contiene las cadenas ligeras enteras Y el
dominioc VH y G!‘ de la cadena pesada lo cual le confiere la
hahilidad de unirse a ciertos determinantes antigénicos ,perc sin

muchas actividades binlogizas de las inmunoglabulinas
intactas, ‘=3

El fragmento Fc contiene lcos dominios C-i‘ b C}i‘ de la cadena
pesada.este No puede unirse al antigeno,perc zontiene el antigeno
de clase y algunas de las actividades b..‘.olégi::s.'ﬁ’

La pepsina ataca la cadera pesada en el otro lade del dominio L‘J'Iz.
resultands la produccidn de una molécula Flabd y péplidos pequelcs
¢ 2 fragmentos Fo',gue consistien en el damn;o CH,).B fragmento
?E;:a):c:sntiene las Zos fragmenios Fab y la regidn bhaisagra con

enlaces cdisulfuro intercadenas posadas.‘“

10



El fragments FCab)th soloc puede unirse a antigenos,sino que por su
naturalecza bivalente puede unir cruzadamentie y por consecuencia

precipitar antigencs. hiakcast

11
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112 -AMIBIASIS

La amibiasis w5 una enfermedad causada por el parisito
Entamoebda hi:zolynca.‘m'
Este parasito fue encontrado por vez primera por Ldsch en 1875 en
un paciente que sufria disenterf{a croénica asociada a la presencia
de amibas en las heces.Fue hasta 1887 cuando Kartulis demostrd el
papel patogeno de las amibaxs y describid la sxistencia de lesiones
hepaticas anmi bfanas e
Ahora bien. la E hirtolytica pertenece a la familia
Entampebidae. orden Ampebidae., clase rizdpoda, y género Entamceba;
este género agrupa a un gran nunerc de especles parasitarias
dentre de las cuales F. Aisteolytica es la mids importante desde el
23]

punte de vista elinteo. ™ El pardsito presenta el siguiente

ciclo bhiologico:
I1.24.-CICLO BIOLOGICO

Este protorcario tiene un cilclo de vida que presenta dos
fases,la forma vegetativa o Lrofozeito ¥ la forma :nfectiva o©
quis\o.a:“

El quiste »s formadoc en el (ntestino grueso y expulsade con las
heces, al =ser ingerido por un huevo hospedero, la cdpsula de
quitina que lo recubre se digiere por las secreciones intestinales
desenquistandose a nivel del intestino delgado.liberandoc una amiba
metaquistica tetranucleada. la cual tras sufrir una divisidn
nuclear ,produce ocho amibas uninucleadas © trofozoitos. Estas pasan
al.intestino grueso en donde pueden permanecer en westadoc de
comensal © peneilrar la mucosa intestinal y alcanzar el

(32,3, 7%

higadoe. A continuacidn se definen estos términos:

Quicstes. ~Los Quistes son rcuerpos redondos U ovales.con una
cubierta rigiz=a de guitina de 0.5 um de espesor.Los estados
maduras son la face (nfmctiva.orecantan cUaAlro nucleos pequefios a
diferencia de de 1los anmaduros que solo presentan un nucles gque

13



abarca casi la tercera parte del citoplasma. En conjunto miden

entre 5 y 20 um de didmetro. 38

resistente se repr

Trofozoito. ~Es  la  Torma  vegestativa del parasite v la menss
uce  por fisidn  biparia ¥ Dbate ciertas

condicianes Se¢ difersnsia en uUn quiste BES una celula sumamente
dimamiza ¥y plecnartfica,su forma v movilidad son susceptibles a les
CAmMBLOS &n SU ambienle FiSisoguimico. Entre Sus CAracleristicas mas
notables se entusnlran: su elevada capacidad prnodrtiica ¥
fagsesitica,su capacidas de adherenhdia ¥ Su mevilidad continua por
emision de seudopadeos. En conpunto sSu diametro os aproxtmadamente
de 18~60 um, T2

Ahcra yva existe un medic de cullive para mantener eh Probagasion
axenica®™ a2 los trofozsitss,con 1o cual el estudic de osiss se
ve facilitads.

En quante a la infeccion amibtanpa.es frecuente encontrar el
parasite sin causar dafo aparente en el intestine humano;sin
enbarge.por factores gue aun sSe  desconocen,en  ocasiones  este
ProtoIcarto destruve =l epitelio jntestinal provocands dissnieria
¥ colitis amabiana, En algunos casos logra invadar oLros

[-4.1)
OrQARDS , COmS #4 »)] higado, ™

1.2.2.-AMIBIASIS IMNVASORA

Los trofezetos de fntamcela Mistolylica no Se confinan unicaments
2l aintestino.sine que pueden invadir olros tejlidos coms son el
higadoe, piel, pulmeon. cerebre, stc, al disemimarse a traves de los
VASOS SANgGULl neds o linfatices. %

La invasion y destruccion de los telidos del hospedador por la
amiba =5 un acteo sulcida del parasito debido a gue las amibas
invasoras no pusden formar gquistes ¥ como consSecuensia no pueden
ASEQUrArSe UNA progenie que Infecte nuevos hospedadores es mias, si
la amiba mata al heospedadar ella muere conjuntamente. No se ha

determinadeo los factores gque determinen Que una amiba tenga un

14



129,50
compartamento ctelsr minago

La lesion imtestinal caracteristica de la amibiasis se ca si Jes
trofozcites logran penetrar la tunica muscular hasta la submucosa

proauciend: la wlcera en ‘forma de booella’Tcarasteristica ce la

amit: a efo punts de entrada,gue conduce or un cuellx
F g

pe
AangoSte a traves Jde la muccsa 3 un area nesrotica expandida en la
SUDMUCCSA.SI N iRvasion bacteriana la diseminacion subsiguiente,
puUsae hacer coalescer Jas coionias Se amibas socavando grandes
areas e la superticie mucosa con lo cual va se da la invas:ion
racteriana O

Las caracteristicas higtopastclogicas cde las lesicnes produc:idas

presiarse come un pronunciade edema en el

por las amibas pueden
epitelio wastroantestinal .con rnrfiltracion de celulas

cs. Algumas de las  ceélulas  son

pelimarfonucleares v macrofa
destruidas ) ragoecitadas despues del contacto con la amiba,En el
abhscese hepatico amibiano.er los  estadies iniciales se ha
demostrade lesiones de tipe granulomatosc.en periodes tardios.el
tefige es reemplaZade por una scla cavidad llena de materzal
ligquide gue contiene restos celulares y gque estid rodeaca por una
handa de tlejide conective gue contiene fibroblastes. Hay perdida
progresiva de ia vascularidad;los trofezcites viables se
encusntran en la cara 3interna del abscesc, entre la zcna de

. . D0,33
material necrotice ¥ 3a banda oe tejide conective.

La amibrasis :mlestinal humana sSe caracteriza porque en muchos
. 1B

CASOE N Se presentan datoes clinices de la enfermedad.

El que una amiba se convierta en mas agres:va depende de su

Oy
virulencla,

f1.2.3.-VIRULENCIA

Se cree que todas las cepas de E.Ristolviica son potencial mente
patognas ¥ la expresicn de su virulencia depende de diversos
factores.com> son los siguientes agentes:Ciertas bactersas © virus

y el colesterol'® Posibles explicaciones sSobre este efecte son



LAas slguientes

BALTIRIAS. -Tal ez pusden centribuir en la  virulencia de  una

capa,al properiionar un potencial oxido-reducior negat:veo o cual

S N2 CLel0 QuR favorece ol credimiento amibitanc D

VIRUS -Se sugtere Sue estos svirus (los cuales se han deblectade en

al@unas cepas amebranas®, puedan Ltransformar a las amebas zorn o

cual estas se haran mas  wirulentas 8@ les  wvirus :nfectantes
Lusiesen urna vida mas cortae gue 105 guistes que los pertan.la
tranamisian rapida del quiste 3 otre hospedader,permitiria la
expresion de la virulencia amibrara.por olre lade s$2 Los gquistes
fueset ingeri1dcos cuande 1% vires va perdiercm su viabilidad,la
amihy seria avirulenta.esta hipstesis explica la existencia de

amiblasis oLl

asintomalica.pere NS esSla apoyada par ninguna

»
evidencia experimental. 't

COUSTIRDL. ~Trefozoitos  de L Alstelyrice  gue  se  cultivan en

presencia de colesterol Sn mas  varulentas para animales de
exprrimentaci1on gue  cepas  cultivadas sin esta condicion. £)
desarralle de suTwlensia por es1as Cepas nNo tiens U meCanismo

N (4t
explicaco.

Actualnmente sSe ha puscade urna clasificacion de las cepas de
E. histelytica en base a la existencia de patrones :scenzimitices
diferentes enire cepas paldgenas ¥ las no paldgenas (Sargeunt 1878
¥ en Mesxico xi:b;.\: en rase a las sigulentes enIimas:¥duiscas
Leadeplucomucasa  (FOMD  ¥-aclate, 4208 paude

CHND

fesdats  oemerans

aaTuceasa (MEd v
lLas amibas patsgenas son parecadas en base a los patrones de los

2imodenss FEM » HK, (.o

Mres aspectos de clasificacion es en hase a su criotoxicidad y

eritraragocitionis al imducir absceso en ratcnes recien
-

nacy dos

b
Suiads en rei e
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1.2 4.-INMUNIDAD Y AMIRBIASIS

11 2.4, 1 ~-INNUNEDRD GHUMGRAE

Los anticuerpos en el suero Son produsidos regularmente durante
la amibiasis sinlomatica y ocasionalmente en la asintomdtica.la
etapa invasiva es acompatada de altos titules de anticuerpes.los
cuales deorecen despues del tratameento terapeutico.pera
pPersistisnde & bata soncentracion durante algunes afios. @
En la amibiasis intestirnal se ha deteciace niveles varios de
coproanticuarpes (anticuer pos en heces fecales D entre los cuales
predomina la IgA secretoria Esta inmunoglobulina se piensa gue
tiene como funcion la de unirse a los determinantes antigenicos de
1a amsba con lo cual impide Sy umen con los receptores celulares
en la celula blanea %
Esta inmunoglobulina aunada a olras,.se ha encontrade también en
Secreciones externas diversas Jcom: es el caloastre » la leche
materna en la cual,junte con la !gG} confieren inmunidad pasiva al
producted. 129,28
Esta {nmunoglobulina puede permanecer en 2! "‘exterior''wva gue es
muy resistente a la proteclisis,ademas de que puede activar la wvia
alterna del complemento.lo cual puede proporcionar cierta funcisn

w0
protectora v promueve la inflamacion. O

En areas endens cas, el ne:vel de 1nmunacl ebul inas sericas
eSpecificas es hormalments alto destacandose el titule oe la 1962
¥ en menor proporcion la mencionada IgA y la Ig.“..ds’
La exposicion continua de los trofozoitos con anticuerpes trae
cansSIigy wuna @ismanucion en lJa suscepiibilidad de la lisis por
antizuerpe y complemento. ™
Sn embargo.en 12 :rfeccitn ne hay dates gue apoyen el papel
protecior de 10s anticueTpos alhQue tn vilre s2 ha Visto que las
gammagl obul 2 nas humanas inhiben el crecimiento de ia

E. astolytica,neutralizan la patogemicidad de la amaba ¥ a IgG



rumana :(nhibe la adhesion del irefozcite a las celulas biance.En
olros estudios se ha visto que macrofagos actlivades ne
FoOLtensializan Sy gesiruccian  de  amibas  por mecion de syerc
14983

inmynes.

Es mas .se sabe Que 195 anlicuerpos se unen homogeneamente a la
Superricie ge los trofczoites (tn vitro? para  postericormente
SUlrir una cistridusion grazual hast formar peguedas vesiculas o

a
feragos finalmente en forma de  agregadcs

tcapstT QU son
moleculares Gue contiens (oS compleos antigene-anticusrps.lo
cual se sabe QYue es URAa formna ge evasion del sistem: inmane por

s
parie de la amita '

€] que los ant:icusrpss med:ien la baia en susceptibilidad de las
cepas a la lisis par ant:i:cuerpes ¥ complemente podria explicar gue
las cepas aislagas de pav:entes con gisenteria amibiana © absceso
hepatico fueran menos suscept:bles a la lisis por complementos
camparadas con las cepas no patogen.\s.")
En condiciones normales el suere humane es citeotdxice para les
trofozeiteos de D, hastolyvfice al hacer func:onal la via alterna del
conplemnsnto por meral o de la activacion del facter Bl »o.3

La £ hisiolytice activa ambas vias del complementos enh ausencia de
anticuerpas  espesyficeos permitiensc la union de C,b a ia
superficie amibiama y produciende 1a lisis de las amibas

=2
ctualmente Reed (388827 v cols

(Calderon » Schreiber &
demostraroh qQUs la amiba secreta Una proteasa soluble neuira (PM

S& NDad la cual corta el C’ en 2 fracciones idénticas a la C,a v
C & produs:das por las O convertasas tante de la via alterna come

] 2
30 .8
g la clasica de! complemente.’

2
Ment\erads £ rer 3

2

Mencisoads o re! 30
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I1.2.4.2. -INFUNDAD CELULAR
Los peutrofilos representan la respuesta inicial del hospedero a
Uha fnvasion en el higado por la £oAistolytica,pero esta linea de
derensa no o5 efectiva para destrulr a este pardsito,sucumbiendo
en ol ntenlojes mas,la destrucscioen de los neutrofiles per la
E mrtelvtice puede ser una de las eticlogias del dafie

hepatico. desarrcllade es esta enfermedacd al iiberarse los
&

N R .
lisosomas de 10s neutrefilos polimerfenucleares,

Macrefagos derivac pertenecientes a individuss no

inmunes.cuands Sson activadss con linfeocinas (secretadas despues de
la activac:ien de las celulas 1nmunes con lectinasd,fueren capaces
de  destruir amibas svirulentas., a diferencia de celulas
mononucleares perifericas.monocitos y linfocites T sin activar.la
destruccieon maxima ocurric a las 18 hrs v se reguiriercn 10
macrofagos por cada amiba,los sueros inmunmes no potenciarcoh esta
destruccion. En esta destruccion estan envueltcs mecanismos
oxidatives ¥ ne oxidat:ves de tos mcréx‘agcs,‘ﬂ)
Tambien los linfocitos T.derivados de personas no inmunizadas
previamente con £ histolytica, cuando son activaaos con
fitochemaglutinina,.o bien,los provententes de pacientes curados de
abfcese hepatico amibianc.al activarse con antigens amibianc son
capaces (i1n uitred de destruir amibas wvirulentas Ccepa HMI D v

tal parece quUe 1o hacen mediante productos solubles liberades al

o
fedl o

Hay suficiente evicdencia en la literatura de gque el mecamisno
seguido para la destruczcion de los trefozoitos de I Aistolytica
por estas dos  lineas celulares C(macrdfages activades v L’
CLLOLONICESDES COMS Sigue:

El antigenc amibianc es directamente presentadc a los L’.c bien

=ds efectivane

e por la zaplura ¥y procesamientc por parte de los
macrofagos,resulitande en una sensibilizacion especifica de los
Lf;es'.a sensibilizacion produce una proliferacién especifica ¥y
liberazion de linfocinas (especialmente INF »,el cual jJjuega un

pY-]



papel en 1a activacion de los macrofages?.Cen este el control de
este parasitc se basa en estas peblacicnes celulares,y en un

factor sclublle,el cua. SUprime v ©sta presente en el suers de los

PACIeNles INTUNITAGOS StN LA presencla de esie paras‘.'.c.'a—"'

Proteina de amiba

macrofago
sensibilizacidn de L
r ™

supresor-citotdxico (T-) / i \
inductor= t i
nduct or =hel per T‘) ! linfocitos T

citotdxicos
blastogdnesis

<+
linfocinas Ami ba

¢ INF » /
+
macrofagos activado

Figura 1. evidencia encorirada acerca da 1
Intarralazionss an \B TekpusEti 1rmune ctelular fenmtths £, RIS ICIMNILC
{(Tomade de ref oo

as
o

f1.2.5 -DIAGNOSTICO
Como ya se ha dicho el metodo estandar de btonfirmacion de un
diagnostiica de amibiasis intestinal se basa en la examinacicon
de muestras o bien Oe mucesa intestinal.para la busqueda de
trofozaitos » quistes o
Las tecnicas seguidas para lograr este propos:itce estan listadas en

1a tabla 2.



TABLA 2

TECNICAS PARA EL EXAMEN DE MUZSTRAS PARA LA
PRESENCIA DE PROTOZOARIGS INTESTINALES

—Observacidn directa: salinarsiodo
=~Tinclén directa con hematoxilina-hierro
~Tincion directa con tricromo

~Tincidn con azul de metileno

~Solucidn de Sargeaunt

-Tincion con clorazol negro E

~Formol ~1odo-merthiolate

-Fijacidn con alcohol polivinilico
~Fijacidn de Shaudin

~Formol (4-10%

-Concentracidén por flotacién conp sulfato de zinc (FAUSDD
~Flotacién salina (WILLIS

-Secdimentacién con formol-eter (RITCHIED
—Sedim=ntacion comn etil-acetato de formol
-Cultivo

-ELISA (nata auentras fecalesd
~Inmunoflucrescencia, { naic Mmuesitasd fecalec?

—Otros.
Tomado de ref 27

Una comparacicdn de estos metodos demuestra que la técnica de
eximen por concentracion con formol -~eter detecta un 40-50% mis de
infecciones que el examen directo de muestras con solucidn salina
o bien con Iode. 77
El eximen con formeol-Iodo-Merthiolate detecta un 85-92% de
muestras positivas y demuestra un 30-50% mis de infecciones por

E.histolytica que la combinacién de las otras tres tinciones ya

21



S@2 sSin copcentrar.,o bien, por metodos de concentracidn salces
(con sulfate de Zinc,o bien por eler-formold. AN
En el caso de Amibiasis jnvasora,o en algunos periodos de la
amihiasis intestinal,.no es probable encontrar el parisito en las
muestras En #stoR casos @s mis conveniente el use de las TECNICAS
SEROLOGICAS. Com> ya se ha dicho un 85-90% de los pacientes con
absceso hepatico presentan miveles de anticuerpos ciarculantes

detectables por los metodos listados en la tabla 2

TABLA 1]

TECNICAS SEROLOGICAS EN AMIBIASTIS

“Hemaglutinaction indirecta {(ITHA

~Aglutinacican con latex (LAY

“Inmunafluorescencia indirecta (IF)

“Inmunoelectroforesis (IERD

~Conttaihmuncelectroforesis (CEP o CIE D

~Mfusion en agar (Inmunodifusidnd (AGDD

-ELISA

~Fijacidn con bentonita (BF)

-Fijaciodn de complemento (CF)

- Otros. tomado de ref 77

La sensibilidad.especificidad ¥y comparabilidad de estos metcodos
varia substancialmentle .ol 1HA es alrededor de 5 wveces mis
sensitivo gque el CEP . La IHA tal wex puede detectar anticuerpes
despues de varios afhos de una invasidn amibiana.en cambio el CEP
probablemnente solo detectia cuande la amiblasts invasiva es
Actiwva. @ro

Estas Llecnicas seroldgicas tliemen varios incohvenientes en su

aplicacidn a la amibiasis va que solo un S0-80% de los pacientes

con disenterfia amibiana gue requieren hosSpitalizacidh, pressnian



anticuerpos circulantes CAmbroise-Thomas 1676, Kagan 1880, Lodel vy
Kagan 1978.‘4_\' BN UNA Droporcion mUCho wmendr presentan anticuerpos
los pacientes con diarrea por !a presencia cel pArasU.a.m‘
~OTROS

Mros tipos de diagnestice son las prurbas funcionales de posibles
Sorganos afectades como son el pulmsn, higade, cerebro, etc; esto
aunade  a posidles exploracicnes, gammagrafias, tomogralfias,
SOROGgral:a © hien rayes x, pueden llevarnos a complementar un
di agnostico certers. 77

11.Z2 6 -EPIDEMEOLOGIA

Los dateos antes mencionaics nes orientan a pensar que esta
infecercn es muy importante mundialmente; este nos lleva a

preguntas sobre la epidemicliogia de esla enfermedad. ik

Los guistes san por 1lc general ingerides con el agua contaminacda
en los tropicos, las verduras ¥y alimentes contaminados constituyen
fuentes importantes de quistes; las moscas ¥y cucarachas han side
incriminadas en  Tonas donde hay deposicidn fecal al aire
libre. ™
Esto nos deja entreveer que el problema de la infeccidn amibiana
involucra males hadbitos y cestumbres; por e)empleo los portadores
asintomiticos de quistes © aguellos Que presentan uUna ({nfeccidn
cronica se habituan a ello y pasan a ser portadores de amibilasis,
siendo posiblemente responsables de brotes epidemiolégices graves., el
fecalismo al aire libre, mala higiene local y perseonal, el que los
portadores manejen alimentos. el regado de verduras con aguas negras,
mala conservacidn y exhibicidn ce los alimentos, un pobre contrel de
1a calidad del agua potable, ajyudan a la diseminacidn de esta
enf{er medad.

Cams ps de ponsarse esto ocurre en las zonas mis densamente pobladas

y ton facilidades sanitarias suy pobres (como es el caso de MNéxico v

‘uomo»ad: on ref 277



Venazuela aonde de un 2 a2 un 15% de los nifics  requieren
nospa talizacian por diarreas asociadas a £ Arstelytica, o Dien en
institudiones mantales geriatricas o Lnf;ntxiast"t,

Tambien puede darse brotes de esta enfermecdad en poblaciones dende
las tecnicas de diagnéstico de amibias:s nd SoOn uUsadas ¢omunmente

8
¥ que pteden resullar er diagnosticos errchecs
¥ 8 &

Muchos OLres fastores pueden contribulr con la infeccich amibiana
comd son algunos de los siguientes:

[\!shquic;m_r}_.—Un.\ dieta rica en carbonhicdratos y baja en preleinas
favorece la dgisenteria amiblana en animales de experimentacion y
#n muchos casos de la enfermedad en humancs.la desnutricion parece
iTH. %4y

produc: un decremento en la inrunidad del hospedero.

Alguncs componenies alimentarios. ~Tambien parecen contrabuir en

®sta Infeccicon;estcs pueden ser el alcohel etilico, el picante »
las tortillas {cuando estas presentan concentraciones de
aflatoxinasd,
La edad. ~Este aspecio parece ser cde importancia ya que por ejemplc
nifes de alrrededor de £ ahos presenian una morbilidad demasiade

alta ante esta enfermedad vya gue en estes gl diagnestico es

sumamente difacil.

Olras enfermecades. —-Olras enfermedades intestinales pueden

sinergizar con la amidiasis o bhien dificultar su diagndsticeo
diferencial, por ejemplo tenemcs la giardasis, la enfermedad por
Ascaris, Trichuris, Entercbios. etc. ™

Particulares de ciferentes grupes. —Dentro de es0s lenemos varics

ejemplos,comd Son los inmigrantes de T~onas endémicas a zonas no

endemicas

Personas con practicas sexuales muy particulares como son oS
homosexuales, Ya que se ha visto gue en Estades Unides, los hombres
homasesuales presentan un 0% mas de riesge de presentar esta

ipfeccion que el restc de Ja pobla:;én.m'

Y por ultimoe tambien puden haber infeogciones sepiicas,las cuales

se han vistc despues de una hospitalizacicdn e intervepncidn

24



quirdrgica (principalmente a nivel del sistema digestivel,

presentando tiempo despues t:st.ulxznciocm.‘n'm

11.2.7.-MORBILIDAD Y MORTALIDAD
Aproxtmadamente un 10% de la poblacidn mundial acarrea este
parisitc en su cuerpo y solo un pequelio porcentaje sufre la
enfermedad. En algunos lugares como es México.es una de las 10
principales causas de mortalidag, 77
En 1878,una encuesta mundial detecto alrededor de 20 000
individuos infectados .de los cualexs se encontrd un 5. 95% de
personas con niveles detectables de anticuerpos usando
contrainmuncelectroforesis. 7
En la literatura mundial hay grandes limitaciohes acerca de la
prevalencia. incidencia,morbilidad y mortalidad de la amibilasis,
Probablemente el palis que tiene mayor informacidn socbre las
nuestras y diagndstice seroldgico es Mt&d:c.m
La diarrea por amibas probablemente ocurre 5-50 veces mis
frecuentemente que la enfermedad hep&tlea.m
En México,.se ha reportado gque por cada casc de amibiasis clinica
existen 4.5 portadores asintomiticos. o
En este pais la frecuencia de abscesco hepidtico amiblano es mayor
en la edad adulta y predomina en perscnas del sexs masculiho en
uha proporceidn de 5 a [t
Alrredador de un B0% de los paclentes con enfermedad hepitica
desarrollan hiveles nedibles de anticuerpos contra andba.
Bazado en la poblacildn texicana &n 1884 (77 millones de perscnas 3
se estira que 3.0 millones de personas desarrollan anticuerpos
contra esSte parisito anualmente y de 5.8 -7 millones de personas
presentan cascs eclintees que van desde moderados a
severcs. Entonces la amibiasis puede causar de 10 000-30 OO0

muertes Al ARD en México =zolaments. 77



TABLA 4

PREVALENCIA GLOBAL E INCIDENCIA DE ANIBIASIS

1684
CONTINENTE INFECCION ENFERMEDAD MUERTE
x 15° tabassas « 10° 7Y
y colities
Norte y -1 10 x 10° 10 - 3
sudamédrica
Africa 85’ 10 x 10° 10 - 3
4
Europa 20 10 x 10 —
3 ]
Asia 300 20 x 107 a 30 x 10 20 -
3 -
TOTAL 500 40 x 107 a SO0 x 10 40 - 1

tYomado de ref 27

Coms se ve en esSta tabla en 1284 probablemente 300 millones das
Persohas acarreaban el protozsariso en su traclo intestinal .en el
mejor de los casos unos 40 millones de parsonas desarrollaren
colitis y 40 000 personas murieron en este afo.

Estos estudicos han side desarrollados en los pasades 315 a 20 afies
¥y durante este pericds la prevalencia de la amibiasis paracte gue
no ha cambiado. 77



11.2.8.-TRATAMIENTO
El tratamientco de una infeccion amibiana puede llega a ser
alge complicace debido a la necesidad de utilizar upa terapia
combinada de varios medicamentos.esto debide a la asociacion vista
entre las amibas ¥ bacterias intestinales,ademis de las

31,98
toxicicdades relativas de estos medicamentos antiamibianos. »

Debide a 1la wvariabilidad de los indices de curacidn cuande
deponden de la terapeutica cen un solec medicamento ¥y debide al
peligre de :nfecciones hepaticas no detestables.en la actualidad
se recomienda .en lDs cascs con sintomatologla, el siguiente

tratamients con medicamentcs combinades:

12Para la enfermedad intest:nal leve a moderada: metronicazol mis
furcate de dilexanida © diyodohidroxXigquina; o paromomicina seguida
por clorogquina; o Turoatc cde diloxanica o diyodohidroxiquina mas

una tetraciclina seguida par cloroquina.mu

23Para la enfermedad intestinal grave (disenteria amibiana D:
dihidreemetina { o emetina 5, oxitetraciclina o fursato cde
diloxanida,.seguido por cloroquina; o metronidaZol  seguide por

furcato de diloxanida. ™

33Para complicaci:on hepatica = cualguier otra extraintestinal
=] para ameboma: metronidazol seguido de diloxanida, maAs
cloroguina, o dihidreoemetina (o emetina Jmds cloroquina y furcatc
de diloxanida. ™
TOXICIDAD

La mayoria de estos medicamentlos presentan severcs
inconvenientes debtido a su toxacidad. Por ejemplo:
Diyodohidroxiguinag -Provoca furuncoulosis, fiebre, diarrea e
interfiere en las hormonas Lxrmdeas.sm
Furcelo de dilexonidao. -Proveca sole rmales gastrointestinales,
los pacientes puden completar un Lratamiento de 10 dias sin ningun
arcidente. b

La dihidroxiemelina ~Reduce grandemente los efecios adverses



AasoCirados A la emelina consistentes en problemas presentes en
multiples &rganas. on
Ei metronidazol presenta efeclos toxicos relativamente leves a
comparacion  cen los oLlros meldicamentos come son nauseas. vomito,

(L1
ANOr&Xia ¥y una nNeultropenia reversible.

£n base a esta relat:va Ltoxicidagd actualmente se buscan

- 31.3%
medicamentos libres cde estos electos adversos.

En la actualidad con el obfete de Proporcionar Un nUeve amebicida
lurminal de alta porencla.en el tntitute de investicacidn Sterling
Winthrap se sintetiza v desarrolle 1a Quinfamida,un diclorcacettl
quineilnosl; les estudios en  adultes {tabletas v en nifes
(suspensiond han revelade cque la quinfamida es eficaz en el
tratamiente de un sclizs dia de la armibiasis en el lumen intestinal
erdnica v subaguda,can una  desificacion optima de 3200 mg
adminisirados en dosis fraccionadas ce 100 mg cada ocho horas (en
el caso de nifics menores de 2 afes la deésis s exactamente la

metaad

1.2.9.-CONTROL

Una wez gque concemcs el tTatamiento v la epiderm:ologia de esta
enfermedad se pueden dar wvarias medidas preventivas y de control
para poder erradicar esta  infeccion,las cuales se  darian  a
CORLINUACION; & URLCC emperc encontrado a esio es el que estas
medidas pueden ser muy faclles de seguir en paises del primer
mundo.en donde esta enfermedad es praclicamente i1nexistente.no
slende Io misme en aguellcs paises donde la amibiasis es endemica

{paises del tercer munged . Y

tas medidas de control consisten en mejorar la salubridad del
mdic v el manelc sanitaric de los alimentos. la aplicacidn de
NUevas herramientas en el recenscimiente ce la enfermedad (las
cuales pueden aelerminar  otras mAneras de transmision D,

determinar el posible papel del <onlaclto perscna a  persona.



A animales domestices, ¥ determinar la cantidad v calidad del agua.
El tratamiento de jos portadores es controvertido.auhque se
conviene en gue debe de proh:birce a2 tales perscnas el manejo de
alimentes Y

243 peligro de transformacion e una infeccion de lumen
agsintomatica a enrermedad tisular inwvasiva,asi coms la posible
contamimacioen amblental, deberan corsiderarse en la decision dgel
tratamento Para una Persona asintomatica que arroja

quistes. LW

No  exaste todavia un medicamento segure ¥y  eficaz  para  la
quimieprofilanis, ¥ la mescla de medicamenicos requerida para la
terapia confirman ios problemas y =] estade no satisfactorio del
tratamients de Ja amuibiasis.Es mis, en estes dias.por el gran
tienpn ce terapia reguerido Fara ia elirminacion cel
organisma,y el costo de la campafia necesaria para esto,las actuales
adminitraciones son reacias a considerar una quimicterapia masiva
a la poblacjon.ﬁ'
.

Las inwvestigacicnes futuras a large tiemps estan dirigpidas hacia
la produccidn de una vacuna efectiva.se piensa gue esta debe de
envol ver preferentemente a ia inmunidad celular.también se han
orientade a prevenir la enquistacidn ¥ exguistacidn, para
controlar y prevenir la transmisicon de la £ Aistolytica. ¥ hasta

»] momenito Se sSi1gue trabajande sobre esto. tas)



I1.3.-INTERFERONES

El Interferdn fue descubiertc en 1957 por Isaacs y Lindenmann como
un factor soluble que interfiere la replicacién viral,ademis de
poseer actividad preliferativa e inmnomodul adora potenbe.gm
Dependiendo de su célula primaria de origen.su variedad antigeénica
y al estimulo de induceidn,los interfercnes se dividen como lo

marca la tabla 8,

TABLA §

CLASIFICACION DE INTERFERONES

PM DE LA ESTARB0 00 DAD
FRIKNCOIPAL FORMA SLOCO_ AL CALOR
FUENTE ESTIMULO  HONOMERICA SILA v
INTERFERON CELULAR INDUCEOR  NATYRAL CION pH v 2
TIPO 1 CESTANDARD
a Leucocitos virus o c18-205% 10° NO =34
FHA df wra eub e

3 Fibroblasto virus o 23 0260 s1 SI

TIPO II CINMUNED

s
r Linfoeites T Mitdgenc.ant{ (20-283x 10 SI NO
g.na,l.:t\nu-
© complejos

Lrmunes

Tomado de ref(95,29.90
Come ya se ha dicho los interferones Lienen gran actividad en la

funcidn celular tal como lo muestra la tabla &



TABLA 6

ALGUNOS EFECTOS DE LOS INTERFERONES EN LA FUNCION CELULAR®™

INHIBE

-Proliferacion celular

~Crecimiento de tumores
“Diferanciacion de fibroblastos y adipocitos

ESTIMULA

“Diferenciacion celular leucdmica promielocitica ¥y monoblastica
—Fagoaclilesis por macrafagos

-Funciones de célula accesoria de macrofages CINF » 2 o,
~Secrecion de IL-1,.per los macréfages inducida por endotoxina
CINF ¥ > au

~Generacion de linfocitos T citotoxacos

—~Expresion de ant{genas de histocompatibilidad y receplores Fo en

la superficie celular

EFECTOS WMIXTOS
~Diferenciacidn de Celula eritreleucemica
~Produccion de anticuerpos

~Fenomenss inmunolcgicos mediados por células.

Estos datos nos orientan a encontrar bases para la tecria de gue
el INF pueda estar implicado en la enfermedad Lupus Eritematoss
Sistemico.



11.4-LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Osler en 1888 describic por primera vez las manifestacicnes
generales del lupus Eritematose Sistemico ¢ o LES 3
Con esto se dejo de pensar en esta enfermedad como un padecimiento
cutanec desfigurante pero no mortal,.para descubrir gue es una
enfermedad inflamatersa cronica gereralizacda,la cual sigue un
cuUrse de exacerbaciones y remisiones alternadas.La afeccion de
multiples erganos oodrre de manera caracteristica durante los
periodos de actividad de la enfermedad. o
La frecuencsa de CONtraer estla enf ermedad es mayor entre
individucs no caucdsicos (particularmente de raza negra Y que entre
los sujetos de raza blanca.la enfermedad com» ya e ha dicho
afecta Fredomi nantemente a las mujeres en edad de
procreacidn; estudics recientes han de mostrado que los estrogencs
intensifican la formacidn de anticuverpos anti DNA y aumentan la
gravedad de la nefropatia en modelos de laboratorio. Los andrégencs

[t 2
tienen un efeclo ocpuesto. s

La causa £33 desconocida pero se tienen dos teorias

principalmente acerca de la eliolofia y esLas SOn las siguientes:

1. -8 inducido por wuna  sfermedad  vicsl. ~En pactentes con LES se
han encontrade anticuerpos contra algun virus y particulas virales
come inclusiones intracelulares en los tubules renales (gque hacen
pensar en un virus de RNA tipo C 3800080

2. -Dasbelence newns. —Problemas o no balance on la inmunidad
celular » humoral.com una subsecuente {ormacidén andmala de

anticuerpos vy formacion de complejos Léxices. T

1.4 SCARACTERISTICAS CLINICAS

Sinmtlomas y signos
El LES no presenta un patron clinicoe caracterislice.El Comtenzo
puede Ser agudo o insidioso.

8



Los sintomas generales incluven fiebre,pérdida de peso,malestar y
letargo. Cualquier drganc de cualquier sistema puecde estar

8

afectado. * A continuacisdn se hace una deseripeién breve de las

posibles manifestaciones clinicas en algunos drgancs ¥y sistemas:

1.-Plel.~La lesidn cutinea mids comin es una erupcidn eritematosa
que afecta zonas del cuerpo expuestas de manera crénica a la luz
ultravioleta. Ademds,se pueden obser var vesiculas,.manchas de
vitiligo,nodulos subcutaneos y engrosamiento de la piel,son

(s 1)
comunes las lesiones vasculfticas.

2. ~Articulaciones y miksculos.-la poliartralgia o artritis es la
manifestacicdn mis comin del LES (90%0.La artritis es simdtrica y
puede alterar cualguier articulacién del cuerpo.Pude asemejarse a
la artritis reumatoide pero sin las lesiones oseas tan intensas.la
necrosis avascular &¢sea es un hallazge frecuente.lLa cabeza del
fémur es 1la afectada con mayor frecuencia.Son frecuentes las

mialgias con o sin miosis franca. hael

3. ~Corazdn.-La pericarditis es la forma mis comin de afeccidn
cardiaca y puede ser la primera manifestacidn del LES Suele ser
benigna,solec con ligera molestia tordxica y frote pericdrdico;perc
en ocasxiones hay pericarditis grave gue provoca taponamiento.la
endocarditis del Lupus Eritematoso Sistémico es muy dificiil de

diaghosticar, e

4. -Pulmdpes. ~La forma mis comun de afeccidn pulmonar luposa es la
enfermedad pulmonar intersticial restrictiva que puede ser
asintomitica e identificable solc mediante pruebas de funcidn
pulmonar,Otras manifestaciones pulmohares pueden ser hipertension

pulmonar ,hemorragia alveoc]ar.neumotdrax,hemotdrax y vasculitis. -

5. -Riflon. -La afeccidn renal constituye una caracteristica grave
muy frecushte on los enfermos con LES (85X de nerrftisd. ™

El estudic del tejitde renal mediante microscopia electromica e
inounofluarescencia ha descubierto cuatro lesiones histoldgicas

relacionadas conh caracteristicas cli{nicas muy precisas:



adGlomerulonafritis mesangial. ~Caracterizada por hipercelularidad

Y depdsito de complejos inmunes en el msangio.m'

pYGlomerulonefritis focml. -Con  proliferacidn segmentaria en menos
del S0% de los glomerulos. Deposicidén de complejos inmunes en el
mesangico Y en el subendotelio del capilar glomerular;puede

progresar a una lesidn proliferativa difusa. ™

) Giomerulonefritis profiferativa difusa. ~Caracterizada por una
proliferacidn celuylar extensa en mis del 50X de los plomérulos. Los
complejos inmunitarios se depositan en SuU mayor parte eh los
subendotelios. Este procesc conduce con frecuiencia a insuficiencia

y
renal. ™

D Glomeruonefritis membranal. ~En el la celularidad glomerular

es normal ,pero la memnbrana basal de los capilares ests
engrosada. Lo camplejos inmunitarios se depositan principalmente en
las sreas subepiteliales ¥y membrancsa. Esta lesidn se asocla con &l
desarrsllo de (nsuficiencia renal. ™™

8. -Sistema nervioso.-La afeccidn cerebral es una complicacidn que
pone an peligro la vida de los enfermos con LES, Puede presentarse
desde psicosis, depresidn, hasta convulsiones y afectar los
nervios craneales, meningitis aséptica, migrafia. herritis

periférica y accidentes vasculo :tr'brglos.m’

7.-Sizstema vascular.-En el LES las manifestaciones de la
vasculitis incluyen hemorragias en astilla,infartos de la pulpa
digital,en las gque son grastrointestinales provocan diarrea,
colecistitis,pancreatitis,dolor abdominal.la neurcpatia perifé-
rica en ‘‘media y guante’' del LES se debe al dafo a

- -
DeQqUeNnOS VASOE.

En base a estos dafRos se pueden encontrar generalmente los

sigientes datos de laboratorio,los cuales ayudan al diagndstico de
esta enferoedad:

3¢



1T.4.3.1.~DATOS DE LABORATORIO

La anemia es la menifestacidén mis comin en el LES; un 80% de los
enfermes presentan uUna anamia normocromica nermoci{tica.per la
supresidén funcional de 1a medul a osea. La leucopenia v
trombocilonenia S presentan con t‘recuenC.lA..(,"

La cuenta leucocitaria ne excede de 4 000/ml.la mayoria de los
cuales son linfocitos. El analisis gQeneral de orina muestra
hematuria.protesnuria v cilindros de eritrocitos y de leucocitos.

En el Lupus del sistema nervicse central.la concentracidn de
proteinas del ligquido cefalorraquideo esti elevada, en algunas
ocasiones exisle una linfocitosis  leve, lLos pacientes can
enfermedad focal del sistema nervioso central pueden t(ener

anlicuerpos anti neurcnales en el liguide co:’alorraquidm,m

11.4.2.-DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Este diagndstico se puede llavar a cabo a diferentes niveles:
A} PROTEINAS Y COMPLEMENTO

Un 80% de los enfermos con LES presentan elevacidn de las
giobul inas e,y y.-En la enfermedad activa el complemento en el
Suero esta frecuenlemente disminuido a causa del aumendlo en SU
CONSUMO para formar complejos inmunes, por reduccicén en suU sintes:s
© por una combinacicon de ambos factores.Los factores C..C‘ ¥y la
attividad total del complemento hemolitico estan disminuides, en
tante Qque 1a del complejo de atague C’_, aunenta durante la
enfermedad. Hay presencia de cripglobulinas en forma de complejos

(BB
circulantes con wl complemento.

B) AUTOANTICUERFOS
A este nivel el diagneostico esta a su ver dividide en los
siguientes puntos:
1YFencmano de Celua LE. -Este fendmeno fue descrito por primera
vez en 1848 por Hargraves Es una celula fagocitiza,un neutrdéfilo
en general que engloba a2 la masa nuclear liberada por otras



célul as. Se puede preparar al incubar al suero del paciente con LES
¥- la sangre entera (o la capa leucocitariad) de un donadar
normal . Sin embargo.esta técnica relativamente engorrosa y poco

sensible s mis bien de tipo nistérico. *3%

2)Anticuetpos  antinucleares{AAN ) -Los  anticuerpos antinucleares
pPeriehecen a casi cualgquiera de los tipos de inmunoglebulinas,
#SLOS SON comunmente vistos por inmunoflucrescencia destacandose ©
patrones morfoldgicos de tincidn;siende que solo cuatro tienen
significade clinico y solo tres estan asociados al LES Estes tres
son los siguientes:

AdPatnen C‘Asmepenes’ *(difuso o sélided. -Dade por anticuerpos
antihistona. En este patrdn,el nuclec muestra tincién uniforme ¥y
difusa, ™

Dl Patren * ‘delinesds’" Cafelpado o perifériced,-Es dado par la
pPresencia de anticuerpos anti DNA—ds y para las nuclecproteinas
solubles en leucocitos humanos se denpcta mejor el patrdn.

CInatren ‘' ‘metsade’ ' . —Refleia presencla de anticuerpos contra
constituyentes nucleares diferentes al DNA (el antigenoc smiSmithd
Y ®! antigeno RNP (ribonucleocproteinadl)l extraibles del nucleo por
medioc de solucidn salina;el antigeno RNP puede cruTar con otLras
enfer medades. ™

B Anticusrpos anti DNA. -En el suero de pacientes con LES se pusden
encontrar I tipos de anticuerpos anti DNA.

Ad¥onsrs DS de una dra (o filamento).-Sala © desnaturalizada
Canti DNA~ss).

DI Corrura DA de dedle tra o *° pative' "Canti DNA-ds). - vy

W ansicusans gus  Asaccisna  centra  cusiguiera da lao dss Cuma
© dos tiras>. ™

Estos anticuerpos pueden ser IgG o IgM.Los titules altos de

anticuerpos anti DNA—is se ven esenclalmente en el LES En
cOntraste los anticuerpos anti DNA-—<s son inespecificeos y pueden
hallarse en otras enfermedades autolnmunes. ™



Los anticusrpuos ant: DNA puadenn meadi [ S por Fijacion e
complements . los anticuerpos DNA-ds de elevada avidér estdn
intimumente ligados conm la aparicidn de transtorne renal.

4 Anticuerpos  an?i erntjocitanos. ~Estos  anticuerpes Se dan con una

frecunncla del 10-GS*

¥ pusden ser detectados mediante la prueba

&L
de Coombs;la anemia oS rara.’

8 Anticoagulanies ciculatorios y anticusrpos antiplaguetarios. -
En un 10~15% de los pacientes con LES se desarrclla al parecer un
Anticuer PO canlra un fosfalipido,el cual prolonga los tiempos de

troaboplastina parcial ¥ protrombina;déste puede dar una reaccidn

YIRL falsa pesityea También Sor han desarito anticuer pos
especaficos  anti Factor $I31 y pueden estar asociados por sud
potencia a hemorragias.los anticuerpos contra las plaguetas se
encueniran en un 7S5-80% de los enfermos con LES;ests anticuerpo no
inhibe 13 retraccidn del coagulo. probablemente inducen
trombocitopenia por efecto directo sobre la membrana de la

superficie de las plAquaLns.mm

GFactores reumatoides. ~Casi un 30% Jde los enfermos con  LES
tiene una prueba positiva de fijacisdn del ldtex para los factores

reumatof des. R

73Anticuerpos anticitopldsmicos. ~Numercsos anticuerpos anticito-
plasmicos {antimitocondriales,antirribasdmicos y antiliscsdmicosdhan

sido hallados en enfermos con LES Estas  anticuerpos no  son

espocificos de arganc ni de especie. Los anticuerpos

antirribosémicos son halladozs en wl suero de un 25-50% de los

pacientes.El determinante antigénico principal es ol RNA
.

ribosdmico.

C) MHC y LES
A wste nivel se han encontrado a ultimas fechas los siguientes
puntos.los suales pueden servir para complementar un diagnéstico:

I5HLA ~fe ha tratado de buscar un factor genstico asociado a esta
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anfer—medad En fechas recientes se ha encontrado cierte grado de
relacidn con el LES y los alelos del HLA;en un tiempo el LES fue,
muy relacionadoe con e} HLA-B8.,en la actualidad se le asocia con
DR2 y DR3 (750, T

2)Anticuerpos. ~Tal parece que la formacion de anticuerpos en estia
enfermedad esta delerminadd gemeticamente en parie;por ejemplo es
nas probable gque los pactentes con HLA DRZ produzcan anticuerpos
anty DNA~ds.en tantlo que quienes tisnen HLA DR3 y HLA DR? producen
anticuerpes anti DNA-ss-a. ™%

Por otro lado en 1999 se demosird gque en el LES se encuentran
Aanticuerpos contra proleinas Que Se UnNen a uUna region promotora

del gen Que codifica las proteinas clase I HLA Azt

Complemento. ~Entre los locs HLA-B y HLA-DR,se localizan cuatro
locy gue codifican a las moleculas de clase I11I gue son proteinas
Que codifican ComdO COnNvVertLasas de C,.la C’ v C.;Vars.xs de)leciones
gendlicas a este nivel parecen corrslacionar claramente con un
sSindrome semejante al LES, @0y

En 1087 se demostréd que se podian usar los complotipes (o
haplotipos del! complementad como marcadores del MHC.y como
marcadores de predisposicion gendtica para padecer LES; y en
especial los sigulentes: S 01 y SC 30-2. o

Hay otro tipo de Lupus.el cual es da gran importancia en
nuestre sistema de busqueda de un Ac contra el receptor de

INF r.ya que podria implicar un falso poesitive en nuestros suercs.

11. 4. 3. ~Sindrome lupoide tnducido por medicamentos

Cierios medicamenios pusden praovoecar uh cuadre
semeartie al lupus en individece sensblegiesice
mech camentce pusden ser la hidralanma y la proe
cavnarm dapuedsn vnducit altrelgias,artritis,
eruUPpSIdn CUlaTEG Y anlifuerpos CoTra DNa de
raraments. Ls anermedad habilusimenis sesaparece
cuwands ol medcaments sa descontireada.
Lo lisla de medicomentios que indusen sets epicdo
ouments rdprdamerte incluyesnd> hosls el mowmento
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mis de 21 medicamentosnlguncs sjemplos son los
sguieniesiarmticoncepiives orales,antithiolicos
como -on(.l.n;- sulfonamidas.grisesiulving vy penie
cilamda.

.4 4.-TRATAMIENTO

Tependiends de la gravedad de la enfermedad,quizi no necesite
tratamiento el enferme o bien puede ser minimo Caspirina,antipa~
1Uudicos) o intenso (glucocorticoides, medicamentos cltoldxicos),
tambien es sabido gque en el LES puede ocurrir la remisidén
espontanea. '™
Lo arriba expuestce implica que el uso de estos medicamentos se
basa en el grado de avance de la enfermedad y el tratamiento se da
de la sigulente manera:
La aspirina o algun farmaco antiinflamatorio no esteroide de accion
rapida es indicade cuando el sintoma predominante ws la
Arlritis,sin afectar oLros argancs significativamentie,
Los antipaludicos son el tratamiento cuande la plel y las mucosas
estan afectadas de manera predominate;sclc o5 necesario evitar la
toxiclidad retineana. el
El emplec de glucocorticoides por via general en &l LES grave
puede suprimir la actividad de la enfermedad,prolongando la vida
{en ausencia de LES fulminante 1la administracian de

glucocorticoides es peligrosas o Lnneces;rx;,)f“’

Investigaciones recientes indican que uno © mis curses de
tratamiento ‘‘intermitente’” (por ejemple 1S mgrkgrsdia por via
intravencsa durante tres dias) pueden Ser eficaces en pacientes
con enfermedad refractarta.

Si el estado clinico e inmunoldégico del enfermc no mejora o si
ocurren efectos colaterales graves por el  tratamiento con
glucocoriicolides, estd indicada la terapeutica {nmuncsSuprescra con
agentes citotdxicos, como es la ciclofosfamida, clorambucil o

azatroprina. Por causar efectos colaterales Crand cidad



hepdtica.cancer. supresidn de la mddula osead estos medicamentos
debon ser empleados con discrecfidn. La tasa de supervivencia de S
aflos de los enfermce con LES ha mejorade notoriamente cdurante la

dltima décuda ¥ en la actualidad se aproxdma a un BO-804 e

Asi.en el presente Lrabajo se produjeron dos anticuerpos gue
determinaron antigeno soluble de £ histolwtica e Ig& humana
respectivamente.de forma especifica.Estes anticuerpos abarcan
varios de los campos trabajados actuaimente en la Inmunologia.
Para probar su aclividad se disefaron dos inmunoensayos para
éstos.con el fin de desarrcliar los objelivos expuestos a

continuacidn,

40



--OBJETIVOS



II1L-OBJETVOS

OBETIVOS GENERALES
- Optener un anticuerpe peliclional por inmunopurificacion. el
cual determine antigeno lolal de Entamoeda histolytica, asic

mismo determinar su sensibilidad

L Oblener un anticuerpa paliclonal especifico que determane 1g6

humana y determinar su grado de sensibilidad.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Probar la actividad del anticuerpe de conejeo anti L htsiclytice
por  medio de un inmunoensayo enzi:matice en fase sclida
CELISAY para 1a Deteccidcn de antigenc amibianc en ol suero de
pacintes con absceso hepdtico amibiano.

" Probar la actividad del anticuerpo de carnero anti Ig& humana
en el {nmuncensayo Busqueda de un  anticuerpe  contra el
receptor de ntarferdn gamma en el suero de pacientes con
Lupus Eitematoso Sistémico.



v
MATERIAL Y METODOS

A)Ac DE CONEJO ANTI AMIBA
B)Ac DE CARNERO ANTI! IgG
HUMANA

TRATAMIENTC ESTADISTICO
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IV-MATERIAL Y METODOS

La presente seccicn sera separida en dos apartadoes con el
fin te cumplir las dos propuestas mencichada en la seccion de
objetl vos. 13Un apartado que trata sobre un anticuerpo
inmunepurificado dirigido contra antigeno de E.histolytica
Y acoplado a un marcador.
2)El segundo es sobre un anticuerpo inmunopurificado dirigido
contra Igd humana acoplado a un marcadar.

Cada apartado a su ver consta de 2 partes:

La primesra es relativa a la inmunopurificaciodn.acoplamiento a un
marcador,sobre pruebas rigurosas de sensibilidad y especificidad de
estos anticuerpos con el {in de gque puedan actuar como reactivos

para inmunoensayos.

La segunda que trata sobre la prueba de la actividad de cada uno de

es10s anticuerpos en los i1nhrundensayos disefacgos para este efecto y

Que ya fueron mencionados anteriormente en INTRODUCCION.

A cantinuacidn se indican los materiales y metodologias utiliradas

en esta tesis.
IVA.-ANTICUERPO DE CONEJO ANTI £ hiscolytica
IV.1.1 . -OBTENOON DEL. ANTXCUERPO
1V.1.1.1. ~-ACONDICIONAMIENTO DEL SUERO
Para tal efecto se hize un "‘'‘bance’ ' con dos lotes de suercs
de conejo anti £ Aistolytica,los cuales se encontraban a ~70°¢
en un ullracongelador REVCO wen el laboratoric No.iS del

departamento de Bilologia Celular del CINVESTAV IPN. Estos lotes
fueren los sigulientes:

1Jlote 169-B productor de *‘caps’’mediancs T 100 ol 3

2> Lote 2¢VII-BO de suero de conejc anti £ hlstolytica cepa HM1I-A
¢ 100 m1 3.

Estos lotes se descongelaron dejandolos llegar a una



temperatura de 4°C sobre haelo picado de 1al forma gue se evitd

la desnaturalizacidn de las pro'.einas.:

Los lotes se meIclaron » clarificaron pacandolos dos weces por un
prefiltro ¢ de los usados para esterilizacaion por filtracidn > EI
suero se fillré otras 2 veces con papel Whatman No S0 y por ¢ltimo

2 veces con un filtro Millipoars conh un poro de 0.8 micras.

IV. 1. 1. 2. -INMUNOPURFICACION DEL ANTICUERPO DE CONEJD ANTI

L. histelytica

IVIILIL 201 ~OBTENCION DEL EXTRACTO SOLUBLE DE £ histolytica CEPA
Jig o1

Durante & dias se eXpandid £ .histolytica cepa Hmaen 1280
tubos de cullivo de 13 ml de capacidad ctonteniendo 10 mi de medio
de cultive TYI-S-33 de Diamonds™”
ternera ¢ Micrelab:B0S ) al 15% y complementads com una mezcla

vitaminica de Diamonds ( North American Biological D> al 1.85%

suplementades con suero  de

Iv.1.1.2,1.1.~Cosecha de ambas

adla monocapa de ambas adherida a las paredes de cada tubo fué
desprendida por medio de un proceso de enfriamiento a 4°”C en hielo

-

picado par T minutos.

b)E]l medio de cultivo se decantd en bolellas de pldstico de 2350
ml ( 6 bolellas ) y #stas se centrifugaron a 400 x g por 3 minutos

a 4°C en una centrifuga refrigerada DamonsIEC Diwvision.

cdlos paquetes celulares obtenidos de las botellas se dejaron en

aproximadamente 30 ml del medic,estes se pasaron a tubos conicos

1
Eeic se Mo con 1odas las proteinas traboradas en ssta i

2|.a E. histolylilca cepa HMLIMSS o8 ura cepa aiweloda de  un  pacients
con ambiasis ini eetinal por Margarita de la TOrre (Centro Medico
macionall. De la iorre u., De la HOoX-COulurier " L., y sepulveda [ B
Lo Gultivos Axsnicon de Entamceda histolytica. Arch. Invest.

mMed. México. Z i(suppl 1 N10D-172



de apruximadanente 40 ml ¢ Se centrifugaron a 320 x g por 3
miputos.

drEl resto de la monocape de amibas se desprendid de los tubos por-
medi o de un pipelLeo constante utilizando aproximadamente 5 ml de
ASF-A ( amartiguador de Josfatos 15 mM, NaCl 175 mM. pH 7.2
-tambien llamade PBS por sus s:iglas en Inglwes-3 frio.centrifugando
el  contenido de los tubos a  las mismas condiciones arriba
anvtadas,en tubos conicos Jde 40 ml.

23los pagquetes oblenidos de 2os incisos ¢ y d se lavaron otras dos
3
vecrs con ASF-AL

En el ultim: lavadd we contaron los celulos
per medio de un hemacuidmelro utilizando la re-
alla para leucooitcs.enconirandose aproximada-
menle 100 mllones de ambas.

IV.1.1.2.1.2. -Obtencidn del extracto soluble de E.histolytica.

OLos 100 millones de amibac se resuspendieron en 10 ml de una
solucidn de ASF con triton x- 100 ¢ Sigma ) al 0.5% e Iodoacetamida
C Calbiochem 3 40mM. despues del ultima lavadoe.

O Se dejo actuar el detergente {ncubando la mezcla por 1 hr.

“idla mezcla se centrifugd a 80 000 w g por 1 hr a 8°C wn una
ultracentrifuga ¢ Beckman modelo 1-5-500 con un rotor B0 ti 3 con el
freno puesto. esto fue para descartar lo no disuelto por el

detergente. Se obtuvieron aproximadamente 10 ml de extracto.

Este antigens se olicuatd y we guards
a - '.'ooc Frevia delerminalisn de proteina por,
medio del meiodo del diido Meinconinico BCA)
oblerendose una fOmcamtranidn 36 4. DaBd mgoml.

Manual de malodss del Lab. 13, B.oologla cslular CINVESTAV IPN

4 veor aper<hce A
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Egtle extraris se utilizd coms el antigenc aceplade a la coclumna de

afinidad para gque a €1 se unah los anticuerpos especificos.

Iv.1.1. 2.2 . ~ACOTLADIENTO OE FROTEING A SIFAROSA &F

IV.1.1.2.2. 1 -~Acondicionamiento del Exfracte soluble de
E histolytica

24.742 g de proteina amibiana ¢ 2 viales de 2.5 m
cada uno ) se descongelaron y colocaron en un tubo cénico plastico
de aprosdmadamente S0 ml . Estos 3 ml de proteina se llevaron a 20
ml con un amdortiguador de carbonates 0.2 M v se comprobd gue el pH
final de la mexcla fuera de 9.2 € para o cual se ulilizo un papel

pH D,

IV.1.1.2.2. 2. -Activacidn de la Sefarosa 48 con Bromwo de Gandgeno

., (6D
>

ad Sigutends el método de March € 1874 se prepard un paguete

de sefarosa &4 B ( Farmacia Fipe Chemicals ) mezclande 10 nl de gel
[Sefarasa 4B prelavada 2 veces por medio de centrifugacidn a 320 x
w durante 3 nunutes con 15 ml de carbonato de sodic ¢ J.7 Bacler 2

2 M1 con 10 m! de carbonato de sodic 2 M en un tubo de 50 ml.

bd £l gel se resuspendid v se transfiris o un vaso de precipitades
de 50 ml sometido en agua.-hxelos en aglitacion moderada en bhase al

diagrama siguiente:

S

8. 1o actworsn se  hace a 4L se  logra we  ocoplomentis  de  un  wna
maysr a L33 \ograde a 1emferatura ammente (Calderdn EN datos ~o
publacados



ﬁg 2 esistema de enfriamiento para ta activacidn de setfarosa
4-B,por weho de Bromurs de srandgeno. 3. —vaso de sniriomento,

2. =vVass interno, 3. =agua~-hele, 4. =parra magnética, S, ~oel on
activacidn

€ 1 ml de una mezcla de bromuro de ciandgene € Sigma D3 en
acetonitrilo redestilado ¢ J.T.Backer D a una concentracidn de 2
ng-ml ( almacenado a - 20°¢ d,se virtio poco a poce en el sistema

aumentando la velocidad de agitacién durante 2 minutos.

dlPasado este tiempo Se transfirid inmediatamente la mezcla a un
embude de filtro porose adaptade a un matraz Kitasato de 2
litros., el escape de la bomba tenia el drenaje orientads hacia el
techo de Una campana de extraceidn,para evitar la intoxicacion dei

operador,.por las vapores venenosos extraldos.
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odLa sefarosa ya activada se lav secuencialmente con las sig.
scluciones:

13 200 m! de amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 8.8

2d 200 ml de agua desionizada.

3D 200 ml de amortiguador de carbonatos 0.2 M pH 9.8

En cada lavado se tuvo cuidado de due no se resecara el gel.

IV.1.2.2. 2. 3. -~Acoplamiento de Prcoteina de amba a la Sefarcsa 48
Activada

Siguiendo el método modificado de Axdn € 1867 37 y March
€ 1874 >
pldstico € un tubo cdnico de B0 ml D donde se enconiraban los 20 ml

de protelna,a un pH de 9.5 en un amortiguador de carbonatos 0.21 M

la masa de gel aun himeda sw transfirio a un reciplente

osta mezcla se dejd incubar por 24 hrs a &°c.

Iv.i.i.2.2 3.1, -Enewscoraniento de los grupos reactives

adAl término de la incubacidn acoplante,se adiciconaron 2 ml de
glicina 1.75 M en un amertiguador de carbonatas 0.1 M pH 8.8
resuspendiendo el gel; a continuacidn se incubd la mezcla por

1.5 hrs a temperatura ambiente.

B)Terminada la incubacidn se procedid a centrifugar a 320 x g por
3 minutos y se recogio el scobrenadante guardando en refrigeracicn
para calculos posLerlores.S

cJE]l material no acoplado se desprendic del gel lavandolo con las
siguientes soluciones en forma secuencial por medico del embudo de
filtro poraso.
12 400 ml de amortiguador de acetatos 0.1 M C Baker
analized JpH 4.8 can NaCl (Baker> O0.S M
2> 400 ml de Urea ¢ Bicrad 2 2 M conteniendo 0.5 M de NaQl
-3

al oelerminar la COMCePLESSLON e proteina o casa uro e loe

sobrenadantes fue posible determirar sl grado de ocoplamento.



JA) 400 nd de amortliguador de carbonatos ¢.1 M con NaQl
0.8 M pH 10
4> 400 ml de ASF
ddla conjugacion se llevo a termino en el incise ¢ y el gel
acoplado a la proteina respecliva se guardd por separado en tubos
conicaos plaslticos en presencia de azida de sodiec al 0.1% p/v en

friv ¢ 49 > para eviltar contaminacion y fragmentacisn proteolitica

de la proteina acopl ada, o™
A)
NH,
~C"’0
3] ‘ l 4]
Q c\(/n o
.41’\ ) ‘&/%‘f "4L oL
n\
n-vc?c-nn O——=C emtity O?C—N"
a)
Tomado de rel 1
o
N L
L4 ° -0
. 4 N b)
B)
NH
—o—&—wur
- oM
B\C-mh N Nl—('
—o 7
fh 3 «A ~Estruciura mpotstica de la weinrosa Seapues de 1o
aclivaiidn con ONBr. Notlar Lo presencia oe .midncarhonatos:
araciclicos biCiclcon
B, -Reaccién de acoplom.ento oentire loa grupoe amino

PrimInod y loe tmddcarbonatos ciclicom



IV.L.1. 2.3, ~INMUNOPURIFECACION DEL SUERO DE CONESO ANTL E. histclytica
POR CROMATOGRAFIL DE AFINDLD
a)Se montd una columna de 8 om de altura por 1.5 cm de didmetro

con ol gel de sefarcsa 4B-extractio de amiba;se dejd seaimentar.

b)Se lavd la columna con 25 ml de ASF para quitar los restos de
azida de sodio.

rara evitar la acaion de las protecsas
de la amiba que pudieran activarse con et
lavodo.se corrié tambien la columna con
30 ml de lodoacetamida 2 mat en PRS.

e) 80 ml de suerc de conejo ant: L. histolytica acondicionade en el
punto IV .1.1.1 se centrifugaron a 11 180 x g en un rotor 80 t@
par 45 minulog ¥ se Pasaron por la columna reciclande 2 veces el

suero.

ddSe lavt la columna con 70 ml de ASF recogiende el volumen de
lavado vn alicuotas de 2 m! por medic de un colector de {racciocnes
GILSON; determinande vl puntc en el cual se habia removido la
totalidad de los contaminantes por el metodo descrito en el
apdndice B

edlUna vez gQue ya no habia proteina en el volumen de lavado se
procedid a desprender los anticuerpos especificos unidos a la
calumna por medio de un camhic de pH.Para estc se eluyd la columna
con glicina 0.2 N pH 2. 8%
voluimen de elucidn wn tubos por medio del colector de fracciohes.
on cada tubo habja 288 )l de un amartiyguader de Tris-HC1 1 M
{ Tris { hidrowimetil Ddamonio metanc)  Calbiochem > pH 8. el cual
neutralizaba 4 Ja glicina llewvando a la mezcla a un pH de 7.57

recogiendose alicuotas de 2 ml del

-

‘s Lresunogl obulinas son i ssiables on ™o o alcalinc. En medio

ando son eslables AT muy poca LISmPO.



Se obmerva wl jicc de protelnas por
*} wetodo orTibo deacriio obisriendoss

8.5 ml de antizuarpo de coneps aru £, hrwtelylica.

sepecitico. la 1gurs 4 ea wn oromalagrama
WEICO de @sle PrOcesrs.

34,8 ml de este anticuerpo se dialitaran en 500 ml

He sondin 0.1 M pH 8 por 24 hro.para una pasteriar b

de bicarbonatoe

otinilacién

PIEl anticuerpo restante Se dializd en 300 ml de ASF con cambio

cada 24 hrs { un total de & cambios de ASF 2,

Kl anticusrpa ael anciss g se Quar-
do & ~r0°e previa delerminasidn de olLeina
por el melodo del scide bicimconirico oble-
Mandose w™ coNnveniracior de 374, Daf ugeoml

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
Ac DE CONEJO ANTI AMIBA

ASSOASANKCLA B8 rur:

No a3 nba

e - RN
Linack: 08 12 08 sorel y Elgvor ow &

s £ P v B0 Metodo BCA

Fig {.~cromatograma 1ipise do 1a elumsn de

un ac por

cromatogralia e aflimdad, Bn la figura oporece o xOMa de lavoda
de lom SO LAY POS urdos ireapesifitaments ¥ -l »egurds marca la

alucion Sel as onpesifico por canb.os Je PH. Ente
aheervd por sl meiods de BCa.

gv.r apendhce A

cromalograma e



IV.1.1.3. -ACOP{AMENTO DEL Ac DE CONEJO ANT E.hitotytica A BIOTINA

Iv.i 1,31, ~BIOTINILACEOMN

AYComs ya se indicd en w®l inciso f del puntec IV.1.1.2.3,
4.5 ml de este anticuerpe se dializaron en carbonate de sodio O.1M
pH B.0O

BY)Se pesaron 1.1481 mg del reactive de biotinilacidén ENZOTIN
¢ ester de biotin N-hidroxi{ succinamida ) y se discolvieron en | ml
de Dimetil sulfdxide (¢ DMSO Baker analized J.Esta solucidn se
disolvio 1:2 en DMSO para obtener una concenlracicn final de O.57

mg-ml la cual es igual a la del anticuerpo de conejo contra amiba.

©3840 w1l de la sclucidn de EN2OTIN en DMSO ¢ 0.57 mg-ml 3 se
adicionaron a ¢.5 ml del Ac de conejo contra E. histolytica ( es
decir en una relacicn de .12 gl de l!a soslucian de EMZ2OTIN por
cada ml! de proteina 3, esta merxcla se homogeneizo y se incubd la

mezcla toda la noche a 47¢

ddla mezcla se dializd en SO0 ml de ASF con 3 cambicos en B hrs
para despues dejar dializar en 2 ¥ de ASF por 2 dias.

@) el dializado se ultracentrifugs a B0 S00 x g por 30 minutos en un

rotor 65 i TS

El amicuerpd ®e olicuotd prewvia
determinacidn de proteiha i{apendice A
por al meloda de BCA oblsniendoss
4Te. 83 pugsmlconcervandose a - ?u°c

IV.1.1.3. 2. -DETERMIN&CION DEL GRADO DE BIOTINILACION FPOR DOT BLOT EN
PAPEL DE NMTROCELULOSA

a2Un papel de nitrocelulosa de 11 x 8 cn se remo)d en agua
bidestilada E] papel se monlcd en un aparate par Dot Blot,el cual
podia ser drenado por vacio.

b) diluciones cuddruples seriadas se pusieron en el aparato ¢ 50

=2



Par paso 3 conensandc desae 3500 haita legar a 1:DIE 000, Halcas
astmelricas de Linta chima diluida 1:2 en ASF se pusieron com

referencia. Por medio del vacio se drens ol aparato.

crCada poro,.los rarcados con la tinta china v los que contenian el
anticuer po diluido,.se lavaren corn 200 1l de ASF. Drenandose cada
vesz ol aparato

ddE)l papel de mitrocelulosa,una ver removido cuidadosamente de 12

placa,se enjuaad en agua, lavandose por 3 oCasiones

e2El papel su saturd con Bloutto al Sk ( leche descremada al S% en
ASF, EDTA 3 nM y azida de sodio al 0.1% ) dejandose incubar por 1 hr
a a7%.

fipasado este tiempo se lavo con agua el papel, haciendose 3

lavados mas copn ASF-tween 20 al 0.05 %, decantandose ripidamente
cada ver ¢l recipiente.

El papel se puso en un vaso con ASF-tween 20 al 0.05%,el! vaso

contenia una redilla, la cual separaba 21 papel de una barta
sagnetica vonlenida en ]l fondo del sistema. Este sistema ce pusa

en agitacion por 18 rmunutos.

@lal terminar este Liempo se puso en contacto el papel con 40 ml de
una dilucicn de 172500 de estreptavidina peroxidasa ¢ ZYMED 3 por 490
minutes a 37°C

el papel se lavo una ver mis con ASF-Tween al 0. 05% poniendose

en agitacion.en el sistema anlteriormente descrito.por 15 minutos.

1dDurante e=ste tiempoe se prepard la solucidn siguiente,la cual
contenia el sustrato de revelado:

235 g de tetraclorhidrato de 3.3° diamino benzidina ¢ DAB
sigma J,.se pusieron &« diselver en 45 ml de agua bidestilada con
agitacion, obteniendote un pH aproxamadamente de 3; este se ajustc a
un pH de 11 ton NaOk 1IN con el fin de llavar la solucidn a un pH
de T.5, una eI hecho esto se le afadio SO ul de HIO’ ¢ es Zecir 1

ul de peroxido de hidrogeno por ml de solucion de revelado .



JOEl papel ya lavado se puso en un recipiente plastico para
fotografia { aproxtmadamente S0 ml de voltmen D,el cual contenia la
mezcla de DAB. Se dujo desarrollar el color de los pozos por 15 mn
con agitacion constante,en este momento se pusieron 3 ml de CuClz
al Sf.‘g v Se dejo incubar por otres 5 minutos mis.

¥JEl papel se lavéd con agua corriente,se seco utilizando papel
secanle y aire caltente se-:o,]o

una bistimlacian razenadbls rasulta en
una mancha positiva a una .:orsc.ntraui‘rl menor
de ¢ ng de proteina biotinlada.

1V.i. 1.4 =TITUACION DEL ANTICUERPO DE  CONEXD ANl £ histolytica
WARCADO CON BIOTINA.

Esta titulacidén se hizo siguiendo el protoceclo general del
métods de ELISA descrito en el apendice C, con las siguientes
correcciohes:
adla placa se forréd gon 10 pgsml del Ac de coneje  anti
E.Awstolytica HMI sin marcar como anticuerpo de captura ¢ S0

#d D, exceptuando la fila H, donde se pusc ASF.

B)Coms antigenc se usé 5 pg/ml del extracto soluble de
E.histolytica preparado eh el punto IV.1.1.2.2.C 50 ul ) exceptuands
filas C y D, en doende se utilizd ASF,

coComo segundo ligando se pusieren dilucicnes dobles seriadas del Ac de
conejo anti amiba marcado con biotina.para esto se comenzo desde
20 wgrml hasta llegar a 8.7 x 10° wgrml .Esto se hizo exceptuande

@
KEmte reoctive fijo la colorocidn de las monchas ol eecarse el papel.

10 X

FPrecauciones: el DAN £ carcanogenieo. Todo -l material on contacte
con Friry mazcla debs v sumerguds -n una solucién de hipocloris de
sodio comercial por 1t hr con ol fin ge nautralizarle.

11'l>|- Colderdn, ~(Maruscrite re publicadel,



la fila E.

ddPara observar la preswncia del Ac de conpejo anti E. histolytica
biotinilado se agregé SO ul de estreptavidina-peroxidasa a una

dilucién de 1{,2500 reveandose o reaccidn con ABTS.

Como blance se ulilizo la linea de poros gue no contenia A de
coneiod Liotinilado. El experimentu se hizo por triplicado.

£l titule se considers ern estas condi-
ciones come la dilucion de anticuerpd gque
daba una abeorbancia cercana a: 1.0

IV.1. 1.5, -DETERMINACION DE LA CANTIDAD MINMA DE Ag DE E.histolytica
RECONDTIDA POR FL Ac DE CONEJO CONTRA AWMIBA MARCADD CON RIOTMNA.
En este ensayo se utilizd el método general de ELISA para

ver la sensibilidad del anticuerpo.

Los cambios al protocolo general del ELISA fueron los sig:
adla placa se forréd con 10 ugrml del Ac de conejo  anti

E. histolytica como anticuerpo de captura.

bBlComo antigeno se ulilizd el extracio seluble de amiba ¢ filas A y
B 3>, Albimina € filas E y F JY.en diluciones cuddruples seriadas
comenzando desde 20 pg-/ml hasta terminar con 4.768 x 107° pgoml .

En las filas C y D se puso ASF y en la fila H.pozos ( 1-6 ) 6 pgs/ml
de extracto scluble de amiba y en los pozos 7-12, 6 wgs/ml de
albimina.

€2El segundo ligando consistid en el Ac de conejo anti £ histolytice
marcado c¢on biotina a una concentracidn de 0.3185 pgeml

exceptuando la fila H,

ddLa presenca del Ac biotinilade se demostrdé usando
esireptavidina-Po a una concentracidn de 12500
12

@3 como blanco se utilizd la fila M.
12
o

contidad LICIC Y reconacida por osle anticuerpo fue aquella



IV.1. 2. -BEEMNACON DE NESPECFICOADES BN B
Ac DE CONEJO ANTI £. histolytica Y PRUEBA DE
SU ACTIVDAD

1V.3.2. 1. -RECONOCIMENTD A ELIMINACION DE LAS POSBUS
ISPECIRCIDADES DL ANTICUERPO DE CONEJO ANTI £. hustolytica

En el punto IV.1.1.4 ( wl cual describe la titulacidn de esle
anticuerpo J se prold la reazstividad cruzada de este anticuerpo
contra el contaminante mis comin del Ag de amiba,el svero
bovino.En este punto se prueba la proteina mis abundante de suero

bovino.la albumina. %

IV.L. 2. 1. 1. ~-DETERMNALION DEL PATRON DE RECONOCIMENTO DEL Ac DE
CONELO CONTRA E.Ahistolytica MARCADS CON BIOTINA SOBRE Ag DIE
F. histolytica INMUNOTRANSFERIDO & PAPEL DE NMTIROCTLULOSA,

ad3 tiras de papel de nitrocelulocsa con 1.2 mg de extracto soluble
de E.histolytica en bandas proteicas adsorbidas
electrostaticamente en este Laborat;orio (para mis detalles ver
raf (S7) J.se pusieron en una placa para innuncdeteccion y se
saturaron los sitios activos remanentes con Blotto al SX C Leche
descremada Sveltex al 5%, EDTA 3mN, azida de sodic 0.1% JD.a razén de
1 mlotira,dejandose incubar por § hr a 37°C.

BOComo primer ligando se puso:
Tira 1. -ASF @ mlrtira
Tira 2 y 3.-Ac de conejo anti £ histolytica. bistinilado
a una concentracidén de 1.25 go/ml y a razon
de ¢ ml-tira. las tiras se incubaron por 40

©
ranutocs a 37 C.

c)Coma segundw ligando se uUtilizd estreptavidipa-Po 12500
€1 miA/tirad incudando por 40 minutes a 37°%C.

hiucrdn del ag donde todawvia daba una absorbarkia X 0.8



ddla reaccion se reveld usando DAB ¢ la preparacicén se enuncia en
el inuiso i del punto IV.1.1.3.2 > a razcn de 1 ml-scanal dejandose

reaccionar la mezcla por 25 minutos.

ella reaccion se  paro  sumergiende las  t:rax  en  agua para
enjiuagarlas Una vez hechoe estos se pusieron a secar usande papel

swecante v atre caliente.

Estas tiras se compararon con otras tiras del msmo lote.las
cuales fuwron tefRtdas con azul de Coomasie al 0.1% pare ver el

patrdén electroforético del extracto soluble de amiba.

Tincidn:

. 3 .
13a Lxr.’:s1 se lavaron cenh agua corriente.

2)Se sumergleron en una solucidn de aziyl de Coomasie { R-250 3 al
0.1% en MeOH ¢ BRaker D> al 50% por 10 min.

3DUna vexr pasado el tiemnpo se deslifercn las tiras con metancd al

S0% » dcido acetico al 10% durante 7 minutos.

4JLas tiras se colocaron en papel secante y se secaron con aire
calientes.

Utilizands marcadores de pesoc
molecular se pude irarar un grdfico
de pess wmolecular conira ll.p&o

determunar los  pesos moleculares de
las proteinas reconocidas por
ac de conejo contra £.hist.

13:-1&- tiras esslaban almocenados en FAS con arida de sodo al O.1m

14

Purante ol corrimiants electroloretico siempre e corren marcadores

. caso pretefidos t BIORAD » pora determirar

e pono molecutar,e

los pesce molecularee de las proteiras de amiba.



Iv.1.2. 2, -PRUEBA DE 1A ACTMBAD 138 A DE CONESD ANTY

L. histolytiia

PEYECCCON O AT RMPIBIAND COFTULANTE E™ EZL SUEPR0e DO
FRLLENTES €GN ARSTESD HEFPKTECT ANIPILMT

Matuerial biloldgico.~Se conte con I3 suerss de  pacientes  son

apscesc hepatice amibiane activo.con datos claricos de amibtasis v
1=

gammagratia pesitiva Jde abscesoe hepatico’. Les suercs Jde eSlos
enfermss se usaron  como fuente  de antigenc. El N1 vel de

ANLL SURr PO circuiantes cantra E hrstoivtica Tue deter minado

previamente en el laborater:o 1gual 30 se conts con 18
U O Qe personac “anas sin Jdatos ciinicos e ia
enfermrdad.obteny dos  del bance Ze sangre del hospatal La Rara

IMSE, Meigco DF y del labaratorio de Analisis Clinicos, FES-T LhAM,

P otocalo de ligandos.-Los 110an?os $e pus:19ron s:guiende <! oruen

dado er la tabla 7.

18
TTwamades per el oM en v, Miguel et 3t remepatal dba RAZANMS S Mexizz

. F.



TABLA 7

PROTOCOLO DE UNION EN RUSQUEDA DE AG AMIBIANO

-- .- -—----SERICOQ____ ————— -
He

Ligannae Tdent: dad 1k Jande concentrazion
Ac captura Ac cencle ve F histolyvtica 10 p-sml

1" 13 gandc Susro de paciente 1.4Q

27 ligande Ac conejo vs £ Austolyilaica GURES paml

marcacc con brotina

27y 1gands estrepltavidina-Po 12500

El sistema 3o Mize siguiende el melodoe general de ELISA.usando la

tecniea de " '‘doble sandwich’®.

Comndiciones generales del ensayo
AlCada swearo o paiorte <e ensayd per cuadryplicado,

bren cada caca 32 haro una curva con Ag soluble de amiba como
centrol pouitive: usande dilucienes de 1 20, S, 1.25 v 0. 2120 wgrml en

ez del swerc do paciente.

0o
o

NLSIOy

=la fifa H no ce 1ncubo <on Ac de cenejo anty £

marcadst TON DIotita o) fual se utilize tomo blanco.

ddSiguiendoe este protocole en cada gaja se colocaron 18 sueros de
facientes ¥ un suerc normal.Cada <caja se hizo por  duplicade

SIpaciadas con un dia de diferencla entre cada experimento.

La froura B nos muesira una elemplo de €3%e ensalo.

&l
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FIB 5. -prowscole  para 1o deteccidn de  ag  ambianc  circulante  an
pacientes con AMA.
Do oate modo »e trata Se apmplificar una determinasién de owts
amtigero por KLISA. Los waeros »e snsayaron por
cuadruplicadosiende ol  grups A  une  filo  <on  estos  susros ol iguol
que ot grupo P B 28 cuol ] otra porie de susrosLcomo control
POBUVE B8  UBS uNRA  curva  patrdn  de Ag ombians y  como  control
negolivo suerce normales y PBS,



1v.2. -ANTICUERPO DE CARNERG ANT! IoG HUMANA

Iv.2.1. -OBTENQON DEL. ANTICUERPO.
IV.2.1.1. -ACONDICIONAMIINTO Dft SUERO DE CARNERO ANTI Igf HUMANA.

Este anticuerpo se inmunopurificd en I88Z. cbLeniendose un
Ac de carnero anti IgG humana con una concentracidn de 18

oa)

ma-ml .Entonces para su uso se descongelaron y juntaron 4 viales

da S00 ul del anticuerpo arriba mencionado.

IV.2.1. 2 -INMUNOPURIFICACION DEL Ac DE CARNERD ANT! ighfi HUMANA.

IV.2.1.2. . -OBTENCION DEL ANTIGEND PARA LA CROMATOGRAFLA DE
AFINIDAD

IV.2.1.2.1.1. ~Acondicionamiento del suero de ratdn.

13 34 =1 e un lote de inmunoglobulinas de raton fraccionhadas por
sulfato de ameonio  saturado a  una concentracién  final del
53%, fueron dializadas en 450 ml de un amortiguador de fosfatos
0.0t M pH 7.3, llevandose a cabo 2 cambics de este durante 24
hrs. lLa membrana de didlisis ( Arthur Thomas D usada retenia un rangs

de entre 12 x 10° v 14 x 10® de peso molwcular.

23 Las inmunoglobulinas de raton se centrifugaron a 80 500 x g

por 30 minutlos en una ultracentrifuga Beckman, usando un roter 80

e
A ssie sobrenadante le determind
proteina por el métcde de FOLIN obteriendans
15. 1200 mg- ml. Cormiderands que lemamss Oprex.
30 mi.pe cobiuve 333 il ™3 de proleina.
18
1 vm



IV.2. 1.2 1.2 -Obtencian de las  igG  de  ratdm  pot  cromatografia  de
ntercambio idnico.

a2Se preparo una rfase solida para CIO consistente en DE-SZ Whatman
preaciivada ¢ Duetil-anino etil celulosa 3, hidratando las esferas en

agua deatilada y deaereandolas en vacio por 30 minutos.

) Se montd una celumna con estas esferas en un Lampon de fosfates

10 mM pH 7.3 » se lavé la columna con 20 ml de este amortiguador.

¢ 30 ml de las lg's de ratdn se corrleron tomando alicuotas de
aproximadamente 4 ml € equivalente a BO gotas-stubo 2 utilizands un
colectar de fracciones GILSON.

aproximadaments en el tubo No st
»e abeorbio tods el suero.el restanie se
sluyd con 3 mil del amortiguador de fos-
fatos 20 ™.

dd la columna se lavd ron 18 ml del buffer de fosfatas 10 oM.

#3las IgG de ratdén fijadas a la DE-S52 se eluyeron utilizando una
alta concentracién de sales por medio de S0 ml de NaCL ©.2 M en
amor Liguador de fosfatos 10 ok pH 7.0'%

Ca3a pico de proteinaa se deter—
mind haciends una prusba rdpida de
deteccion de proteinas utilhizando el

melodo descrilo en el apendice B.

fODw este modo se obtuvieron aproximadamente B ml de IgG de ratdn
purificadas,las cuales se guardaron a - 0% para su posterior
uso.

La concentrocidn de proteina
fus det .;..mm por medio del metcde
de BCA oblemeéndose una concentracidn
de $4. Prec mpomi,

Estas Jg's se wulilizaron acopladas a una columna,para la

cromatograria de afinidad.

2 ‘ver aperdice A



IV.2.1. 2.2 ~LCOPLAMIENTO DE PROTEINA & SEFAROSAL <B
IV.2.1.& £ 1. ~Acondicionamiente de las lgG de ratdn.

A B 5T de TG de raten purificacda per DE-52 ¢ 1.3 ml 3 se

e

n

L4

les hizo wi tratamiento arripa mencionado en el punto
vy 2. 2.8

Iv.2.1. 2. 3 2 -Activacidn  de la  sefarasa 48 con  bromwo de

PN

ciandgenc y acoplamiesnto de la proteina a la sefarosa.

Estos pasos se Sigu.arfon en base a lo expuesto en los puntos
IVv.ii.1.2.22 ¥ IV.1.1.2. 2. 3 ,con excepcion de que la glicina
1.75 M utilizada para el enmascaramiento de los grupos reactives
se dejd en contacto con la mexcla de sefarcsa 48 e IgG de raton

durante 2.5 hrs a temperatura ambiente,

IV.2 1.2 3. -BLOGUEO DE LAS RELACCIONES INESFECIFICAS CONTRA 1g6 DE
RATON DEL Ac DE CARNERO ANTD bl HRIMANL FOR NEDIO DE CROMATOGRAFIA
DE AFoNSDAD

adPara  este experimento se utilizo una columna de sefarcsa
4B-acoplada a Ig8 de ratdn de las dimensiones usadas para la
columna gdel punto anterior,dejandose 1 hr para que
sedimentara. Esta columna fue lavada con 15 ml de ASF,

BY1.5 ml del & de carnero purificade por i1nmunoafi nidad™™
€ aproximadamentes 20 ma ) se pasaron por la columna, reciclandose 3
veres en la columna; dejandose consumir el suero cada vez.

c)Se volvio a pasar =] anticuerpo recogiendese fracciones de 1 ml
par tubo € vl equivalente a 20 gotas-tubo ), al consumirse el suero
s¢ carric la columna con 3 ml mds de ASF,

ddla columna se eluyd con 25 ml de ASF observando el pico de
proteinas come Se eaplicd anteracrmente ( incisw e del punto

Iv.ioyi.2 3.



edUn pool der aproxd madamente 12 ml de anticuerpo se
ultracentrifugd a 80 8500 x g en un rotor 85 i por 30 min.

£ - sdobrenadanie se alicusio y se
guardd o -0 C Frevia aelerminacior. de
proteinas por el metods 36 BCA  obleriendcss
Una CONCemlracion de T. 8BS g mi.

fOLa fraccion retenida en la columna fue eluida con glicina 0.2 M
pPH 7.2 utilizandose aproximadamente S0 ml del amortiguador para
tal efecto.Con wsto la columna gqueds lista para syolverse a usar

guardandose a 6°C en ASF con 0.1% de azida de sodio. et

IV.2.1. 3. -ALOPLAMIENTO DEL  ANTICUERPO DE CARMERD ANTI g6 HUMANA A
UN MARCADOR

IV, 2,1.3. 1, ~ACOFLAMIENT O DEIL AC DE CARNERD CONTRA (g6 HUMANA &
FEROXIDASLE DE RABANO

Para tal efecto se utilizd el método de 2 paseos con
@lutaraldehido, en el cual primero se acopla el glutaraldehido a
la peroxidasa de rdbano pura ( HRP J,para después purificar la
mercla de HRP-glutaraldehido y afladirse a la sclucicn de

anticuerpo.

ad10 mp de HRP ( RZ=3 Calbiochem ) se disolvieron en 0.2 ml de un
amor tiguador de fosfatos O.1R pH 8.8 con 1.25% de
glutaraldehido,dejandose en reposs por 18 hrs a  temperatura
ambiente.

BIla solucdn e filird en una columna de sefadex O 25 columna fina
{ Sigma 2 de 0.8 x 18 cm,la cual estaba equlibrada con NaQl

0.18M, con el fin de remover el exceso de glutaraldehido.

cdlas {racclones scnteniendo la HRP activada ¢ de color café ) se
Juntaran obtenivndocse BOO ]l de volimen: esta solucidn se llevd a 1
ml con un tampon de carbonatos 0.1M pH 9.5, para obtener una
concentracidn final de 10 mg-ml.



Esta solucion se dialazd con un buffer de carbonatlos 0.1M pH 8.5

42 1 ml del anticuerpo de carnero anti IgG humana { S mgsml D se

fdializo en NaCl O.15M,vl cual tenia un pH  entre 8.0-9.5

edSe mezclaron las scluciones de los inciseos ¢ y d.dejandose por
24 nrs a 4°c.
€5 0.1 ml de lisina O0.2M ¢ Sigma 2 se agregaron. dejandose incubar la

mezcla po otras & hrs a 4%,

@la solucion resultante se dializd en ASF por 24 hrs. oo

EL anticusrps marcads se alicuotd
on tutos plasticos de O. % ml con BOw
de sullalc de amomo saturade,guardan-
dame en un frascs obscuro a Aac.la\ comn
1o marca la refersnciciemm previa determi-
nacion de proteina por ol melpdo de BCA
oblemandoss una concentracion de
4. 1700 mgoml.

IV.2.1.3. 2 -ACOPLAMIENTO DER HC DE CARNERO ANTD IgG HUMNANA A
BIOTDING
85 ml cel anticuerpe a una concentracisdn de S mg-ml Se

dializaron en N;HCOS 0.1M pH = 8 durante una noche en frio.

IV..2.1.3.2.1. -Botinllacicn

La biotinmilacion se sigmio come 1o  indica el punto
IV.1.1.3.1 utilizandose 3 mp-BO0ul de ENZOTIN en DMSO.obteniendose
un anticuerpe de carneru biotinilado con una concentracidn de

5. 3833 mgeml .

IV.2.1.3.1.2. -Doterminacicn  del grado de biotindacisn por Dot Hot en
papel de nitroceluosa

Para tal efecto se utilizd el protocolo marcado en el punto
IV.1.1.3.2. pon:endose las siguientes cantidades del anticuwerps i

los pozos: 1, 2, &4, B, 16 ¥y 32 ny ude proteina para !a deterninacion.



IV, 2.1 4. -TIMRACION  DF 10§ ANTICUERPOS ACOPLADOS A UN  MARCADOR

IV.2.8.4.1. -TEITULACION DEL ANTECUERTO DE CARNERO ANTE g0 HUMAND
HMARCADO CON PLRGAIDASA
Se determind el t:tulc de este anticuwrpo usando el metodeo de

ELISA con las siguientes correcciones:

al La placa fue farrada con S Lgsml de 190 de humano { puriricada
. N 0

por una columne  de intercambio 1dnico »h 10838, > en este

labaratorio 3 usande 50 pl por pozo.la placa se forrd esxceptuando

ia fila E,en donde s puso ASF.

DIComo primer ligando se pusieron diluciones dobles serjadas del Ac
de carnere ant! IgG humana marcado con pern.\ud-sa"e. comenzando de
una dilucidn de {200 hasta llegar a la de 1/20 4800.Esto se hizo
con excepcion de las filas C ¥y D.

edla reacci{idn se revelc con ABTS usando como blanco los pozos de

las filax C y D

IV.2.1.4.2 ~-TITUAACION DEL AC DF CARNERO ANTE foG HUMANA MARCADOD
CON BIOTINA

Esta titulacion siguio o]l protocolo descrito en el punto
IV.2.1. 4.1, con las sigulentes excepciones.
adHube una fila mds la cual se forrd con IgG humana € fila F O
S3En vex del Ac de carnerc anti IglG humana marcado con peroxidasa
se usd el marcado con Miotina.
cIEn este caso hubo  un  segundo ligando el cual consistid en
estreptavidina~perosi gasa a una dilucidn de 1.2500., exceptuando la
fila ¥

18

Para  usar  ssle  anticuerps  peroxidads fue o ot derls &

-~ wSlamen arigiaal -n PRE Sesiues de desezhar ol SAS al -1 Y por

(aom
wlittateninivgatidn 5 ¢ 78 % § on una meorciuga Kpendort 300,



Iv.2.1. 5. -DETIRMINACION DE LA SENSHAIAD DE 105 ANTICUERPOS

BIDTINA
El ensayo siguid los lineamientos generales del ensayo de
ELISA A continuacisdn se marcan los cambios hechos a este protocolo

en esta determdnacion:

adlas fslas A » 8§ de la placa se forraron con 1g6 humana € con las
caracteristicas expuestas en el inciso a del punto IV.1.1.8 23 en
diluciones dobles seriadas.vomenzando desde 20 pg-ml para terminar

con 8.76 x 107 pgsml L En las filas € ¥ D se utilizd ASF.

biLa placa se saturd con glicina al 10% en ASF en vez de gelatina
al Q. BN en ASKF,

clComs primer ligando se usé el anticuerpo de carnhero contra 1gG
humana biotinilado a una dilucidn de 120 OO0 preincubado con 10%

de suero de ratén.

d) Para revelar la presencia del Ac de carnerc biotinilado se
utiliszd la esptreptavidina=-Po ¢ ZYMED ) a uma dilucioh de 1.2 ECO.

@) Como blanco se utilizaron las filas C y D..‘g

La figura 6 muestra una determinacicn tipica.

19 m



o0 & >» Ppre~n

1gG HUMANA {mcg/mi}
fib f.srcotocots de wdertificacion de ia sensmbilidad del
onlicust po de Carnero anta g0 Sumana marcads cor biotira. Este s
uwn .mmpio de ta delermnaridn e la sansibrlidad e wite

anLCueT PO For ™D de ELISA. Comd blanco »e utihizaron lon Nlas

C v P las tuales carediac. Jel anticusrps tstimiado.

Iv.2.1.5. 2. ~-DETERMINALCION DT LA CANTIDAD MIASHA DE 1gd HUMANA
RECONOCHDA FOR EL Ac DE CARNERO ANTI 0gG HUNANA MARCADD CON

FEROAIDLASA
Lus canbios operados en el polocelo pgeneral de ELISA

segurdo sun los Siguientes:

A2z T1laa A ¥ B de lua placa Le forraron con 1¢S5 humana ¢ ver
caracteristicas dadas en el inci3zs a ael punto IV.1.1.5 D> en

diluciones dobles seriadas partiende de 5 wpgoml hasta llegar a

0.008976 jygrm)l . En las filas € y D se utilizsd ASF,



BLYEL ligando fuw ml Ac de carnera cantra IgG humana percoxidado a
ura diluclidn de § /2000

¢ coms blarco s utilairaron las filas &y D 20

Iv.2. 2 - BEMNACON DE POSHE ES NESPECFCICADES BN

LOS NMUNOREACTVOS Y PRUEBA DE SU ACTVDAD

IV. 2. 2.1 -RICONOCRIENTO Y FUMINACION Ot 1AS POSIBLES
INESPECIAICIDADES Of L0S INMUNOREACTIVOS.
1IV.2.2.1 . 1. ~Rc DE CARNERD ANTD {(gb& DE HUHAND HARCADO CON
PEROCKIDASA
Iv.2.2.1.1. 1. ~Determwnacidn  de ta diucisn de suero normal de
humano con ol maenor fondo inespecifico (o background) ante este
antxcuarpo.

La determinacicn se hizo siguiendo el método general de
ELISA con las siguientes condiciones:
a¥La cafa no se forrd con ningun antigeno,si no gque solo se forro
con galatina al O. SN en ASF a 4°C por toda una noche.

bI)Comy primer lipando se usaron 8 diferentes steros normales de

humano a las siguientes diluciones: concentrado, 1-85, 1-1285, y 1,500

por duplicado.

En la calumna 1 comd antigens se usd ASF.

c)Coma segundo ligando se usd Ac de carnero anti IgG humana
marcado con peroxidasa a una dilucion de 1-2000. esxceptuande la
fila H,

dICome blance se usd la fila K.

a dilucion buscado {ue agquella en la
que se tuve la mayor concsnitansn de suesrs
humars  pers  gue en el  gimterma no  diera  una
atesrt-aniia .2
20 -
Prara mayor aetatle de loe Fambios aparadoe ontre ol PIOLOCSLD
determnacidn de ta swnerbilidadg dat Ac de carneso POrox>aAaID v

warcado ¢on biotina ver RESULTADOS

"

-l



Iv.2.2.1.2. ~Rc DE CARNERO ANTZ 1gG DE HUMANOG NARCADO CON BIOTINA

Iv.2.2.1. 2. 1. -Determinacidn de la diducidn de suero normal de humano
con o! menor fondo nespecifico [ background} ante asto
anticuerpo .

La determinacidn se hizd sigulendo el metodo marcado en
el punto en el punlo IV.2.2.1.1.1 ¢ con excepcidn de gue en el
inciso ¢ se uso vl Ac de carnero anti IgG de humano marcado con
biotina & una dilucidn de 1/20 000 y que existe un inciso d ) el
sual marca el uso de estreptavidina-Po para revelar la

presencia del Ac biotinilado.

Iv.a.2.1.2.1. -Busquada de remcciohes inespecificas del Ac de
carnero biotinlado contra IgG de ratdn.

Esta determinacidn se hizo Lambien siguiendo el protocolo
da ELISA con las siguientes excepclones:

allas filas A.C.y H se forraron cton 10 wgrs/ml de un anticuerpo de
captura qQue consistio en un anticuerpo monoclional de ratsén contra
el receptor de INF » llamado GIR-208 ( preparado en el
laboratorio 2.

bdla placa se saturd con glicina al 10N en ASF por 1 hr a 37%¢

cl)Como primer ligands se puso:

Columnas 1,2.3,4,5 y 8 ASF.

Columnas 7.8,9.,10,11 y 12 extracto de mebrana plasmitica de
placenta humana, comoc fuwnte de receptor de INF », diluido 1.30.
Incubando por 40 min. a 37°¢C

HE 2° ligando consistico en:

Columnas 1,2.:3.7.8, ¥ S ASF.

Columnas 4,5,56,10.11 y 12 suero humano diluido 1/50
C preincubado par 1 K a tesperatura ambuente con suero normal de
ratén a una dilucidn final de 110D



Estoe tigandes v inmcubaren por 1 hr oa a7

v

®)E]l Ac de carners contra 1g6 de rumane Sfiotinilado se puso en
modal tdades:

120 tutde 1020 OO0 on las €Colas A - B

Sl ndge 1-30 000 pre:incubasc ¢on suerce normal de raton i Se
1nsubed TOhr a temperaturs ambiente Z:ijuzae 1-4 MO0 ceon 10% de suers
tormal de raten O 2 omgoml o de protesta aprosximadamenie 3§, en las
filax L, D
Incsubandose 40 mir o 3

1ifare 1 evelar Ya presencia del As bPleotinilado se revelo con

por 4Q min a 37°C.

estrepLavidina-Fet oxadata b

@3Como blancc se uso ta rila H,la cual ne teraa Ac de carnerc

Diotinilade.

iviz.z.2 -PRUEBA DI LA ACTMOAD DIl ANTCUERPO  Df CARNERO

ANTI 1gf HUMANA ACOPIADO A BIOTINA.

BUSUEDA DE N &c CONIRS EL PECEPTIR DE OXF » EN EL SUERT &
PACIENTES CON LUPUS EFRITEMATOSD SITEMICO

Material bioldgico.-~Para el experimentc se conto con 40 sueros de
pacientes con SLE provenientes de !a coleccien del Dr Denats
Alarcon.del Departamento de Inmuineologra del Instituto de Nutricion
‘*Salvador Subiran'’ an 1885,

Los suercs se utaron come fuente del Ac contra receptor e INF .
del mismo medo se conte con 41 suercs normales de perscnas sin

dates clinicos de 1a entermagad en cudsticon € tal coms se insita en

el punto IV.I.2 2 0

Protocolo de los ligandos. -Los L1g5anacs se pusieron sgurencs el

ordenam ento expuest= en la tabla 8



tracion

Az caprura Al monocloanal de raten 5 pgemi 2 trs 37C
GI® 208 < iF .:rs a
- $¢
1 tigardo Membrana piasmsatica de L1730 40 min 3772
v acenta humana coamg
fuente Se r INF >
<igandc Suer> Qe paviuvnte 180010100 . 1 a =T
1.509.
- o,
a*" {igando Ac de carnero anti 120 oQe S0 min 3TC
IgZ humana-bictinilade
© ligando estreptavidina-Pe 12500 40 min 37°C
21
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per

suetros de patiente ¥ un suers NOrmai



@YEl Ac de carnero anti 100 de humanc se preincubo a temperatura
ambiente en una dilucidn de 174 000 con 10% de suero normal de
raitgn € como dilucion final 2, por una hora; al terminpar la
preincubacion se diluyd el Ac en una preporcion de 1.5 de tal modo

que al final obtuvimos un Ac diluido a 1-20 0OO0.

fOEl blance copsistioc en la fila H. la cual tenja todos los
ligandos sxceptuando la fyente del receptor de INF p.C el suero de
Paciente fue un sueroc normal a wna dilucidn de 1800 3.

glCada caja se hizo por duplicado.espaciandose los experimentos
por un dia.

La figura 7 nos muesira un experimento comun de este sistema.
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Ditveiont

SN %0
3362 hos
3316 143500
3327
3361

BLANCGO
Dilucico: 1750 1100
Fl} 7.-Prb\acoka du thisgqueda de un anticuerpo conmtra ol Tecesplor
de INF ¥,
Do ooie modo »e trale de e emplificar una determinacién tipica de
onle ani\Cuerpa per ELISA. Loa uereos (13 enpayaron por trwplicody a
trew dilucrores difereniss 1/30.4/400 v 1/300. Be ssts irde e
abtuve otra fila para usare ends ererpiifirads por ot suero 3340
sn  esta figurai. SN er el sueie marmal.  Comea  conttol  nNegolive  me  ued  ura
fila con suerd> normal y sin receplor de INF » .



1v.3. -TRATAMIENTO ESTADISTICO

IV.3.1. -MEDDAS O TENDENQA CENTRAL Y DE DISPERSIONN.

En cada uno de l10s L1pmunoensayos se obtivieron las medias v
desviaciones estandar de cada uno de 103 suerocs de los pacientes
¥ de los controlecs de vada enfermedad.

Los grupus de pacientes y cuntroles tuvieron nuneros egu:valentes
de sujetos

Dwi mismo modo so cbtuvieron jas medias y desviacliones estandar
asociadas a cada grupo.

En cuanto a las diluciones trabajadas se dio lo siguliente:

a3En el casco del ensayc de ‘"Duteccidn de Ag amibiane circulante
en el suerc de pacientes con A.H A '',se cbtuvieron los pardmetros

para una scla dilucidn de sueroc y que fue 1-10.

pIPara el ensays de °‘'Busqueda de un Ac conlra el receptor de INF
>y en el suero de paclentes con SLE '',se obtuvieron 3 pardmetros
POr suero auwcsados a cada una de lag diluciones usadas:

1,50, 1100 y t-500.

IV. 3. 2. -INFERENQA ESTADSTICA

Wilizando la ectadistica inferencial ce intentd llegar
a una decisidén acerca de las poblaciones de cada
grupo de pacientes.examinando solo uha pequela proporcién de los

mismos. Por medio de la prueba de mpo't_esss‘m"

IV.3.2.1. -PRUEBA DF HIPOTESS.

El procedimiento sSeguideo puede resumirse ern estos pasos:

1. -Datost Se analizarcn les par ametros obtenidos en los
inmuncensayos ¢ absorbancia y dilucidn ) de los pacientes contra los
dutos de los controles.

2. -Suposicliones: Para ambos i nmunoensayos Se contd con la

suponiclieén de que los daios constituyven dos muesiras aletorias



independentes  en cada  RRUnOensayL.cada  Una  extrajida  de  una
poblacitdn dastribuida de manera  aproximadamente normal,con
varianza poblacional desconocida,pero come Un estinador contanpas
can  las desviaciones estandar de las muesttas,

Eslo  nos  lleva & des  supesiciones aparte de las  arriba
menclonadas,sobre las varianzas poblacionales:

adque 1as varfanzas sean iguales.Para el caso  del vnsayoe  de
Busqueda g Ag asubiaie SiTculante en pacientes con AHA,

Esto dade gque los datcs de cada grupe fueron obltenides de dos
myestras poblacionales seme jantes,en cuante a s9 estrato
poblacional v lugar de procedencia ( ambos del Hospital La RAZA y
lugares aledabos al porte de la ciudad 2, se considerd que las

varianzas poblacionales aunque desconocidas pueden ser iguales,

bBlque sean desiguales. Para el caso del ensayo de Deteccicdn de un
Ac contra wl receplor de INF » en el suero de pacientes con LES
Esto dado que en esle ensayc se supuso Jue los grupos control y
de pacientes con LES provienen de poblaciones con varianzas
desconocidas vy desiguales.va que los sueras fueron obtenidos en
afias diferentes ( LES 1833 y control 18390 3 y del grupe de LES no se
conucen muchos datos ( comd es5 el lugar de procedencia de los
pacientes, tiempo de enfermedad, muchas de las caracteristicas

clinicas, ete. 3.

4. ~Estadistica de pruvrbaiEsta se calcula a2 partir de los datos de

la muestra.

Dependiendo de la prueba se utilizaron las siguientes estadisticas

de prueba:;

adVarianzas iguales. - e - %>
L = v %

Donde: = valor promedic muestra i

LA Al
-

= v .t contrel



N pURmere de nedi Ol ones electuadas

no" media poblacional

wiia de la varianza
Allenes

2
s 0 Estimacion man
cwmun de tas §

N in - 1) s + {a ~ 1) £
op I e e g C1.12
n *+n ~ 2
v 2 2
dende @ s svarianza
de la
mMUsSLra
s =“deuvia-
cidn
bBIVarianzas desiguales: estandar
- - donde:
¢ = :: T, 2 c"'\-. “e) m—m——g (2D Cada parametro
< tiane o) signifi-

cadoe dado ante-
riormente.
Sola L =indica una
distribucidn aprox
L con grades Zde
libertad modifica-~
dos.

S -Distribucidn de la estadisticha de prueba. ~
En ambog INMURCEnRSANVOS la estadistica sigue una
distribucidn L o aprox: madamente L.

Con Jos sipuientes prades de libertad:
ADVArianzas iguales g2 =nt o, - -4

BYvarianzas desipuales. —Para =8te casc se usa un valor modsficado
de 1os graoos Jde litertad: va que Mo es carrecto usar el valor

precedente
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donde ¢’ esta distribuida api oxinadanenie coms ¢

1v. 3.2 2. -INTEIRVAID DE CONFIANZA (FSTIMACIGNY

e puds obServar la variabaildad de

Py medio de este netodc :

cada uns de los dats ¥ 1legar a conclusiofes fa s
(51

particulares.

Se uso la distribusion t por las consideracicohes va expuestas v la

formula a usar fue la siguiente:
coeficiente de confliabilidad 3 x ( error estandar

Estimador =

12

2 Lt {1 - aEd ) soa

80
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V.~ RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
V.4 . ~Ac DE CONEJO ANTI £ Aistolvtica

V. 1.1. ~OBTENCOON DEL EXTRACTO SOLURLEDE F. histolytica PARA LA
CONLIGATION CON SEFARQSA 48

Dz la melodologlia wxpUesta an el punto Iv.i.1.28.1 s
obtuvieran Aproxi medamente 10 ml e un extracto amibiano
contenienda  una  concenlracitn  equivalenle a 4. 9484 upgoml  de
protefna par el meélodgo de BCA,correspondiente a 49.484 mg de
proteinala expurencia marca gue pusde obtenerse 800 wg de
pra!.ein-v‘mllun'u' de amibas,lo gue implica gue en 100 millones
de sllas,.se obtlendria tedricaments BO mg.esto nos proporciona un
61, 85% de efeclividad de la cosecha.

v.1. 2. -DETERMINAQON R GRADO DE EFECTIVIDAD DEL. ACOPLAMENTO 06
PROTEINA A SEFAROSA 48

Por mddioc del metodo de FAlin se determinog el grado de
efoctividad de esle acoplamiento.Se utilizd 21 mitodo de Folin
dado que la glicina presente en la mexcla proteica con el fin de
wnmASCarar los grupos reacltivos., causd una interferencia con el
mdtods de BIA.
Para esta deternunpacicon se Ulalizd como blance la glicina 1.8 M

=1 un tampon de rarbonatos U1 pH 8.5

Vo1l 201, -ACDPLAMENTD D€L EXTRALTO SOIUSIT DF AMEBA A SEFAROSA @

™ la incubacidn de la sefarosa acoplada ¥y la glicina se
obluvieron aproximadamentes 19 ml de este schrenadante con un total
de 12.82403 mo ude proteina:para ¢l acoplamiento se usaron 24. 742 mg
de proteira del extracto scluble de amibalo que implica que

ohtuvimes un 4B 17% de efeclividad del acoplamiento.



v.1. 3. -DETERMNACON DEL. GRADO DE BOTHNLACON DEL. ANTICUERPO OE
CONEJO ANTI AMBA POR MEDXD DE DOT 8®LOT.

La figura B muestra los resultados obtepidos en esta
determinacidn. Come se puede ver,el grado de biotinilacidn de este
anticuerpo fue razonablemente bueno ya que la mancha del grado de

blotinllacidn se pueds observar entre un rango de proteina de 3-17

ng

CAumne 3 &4 5

» Flia

1 2
e ¢

‘. ® B » B

»t Y o

. . |
Dilucidn’ 2000 1000 32" 126 513" © pectranco

‘
b 200 70 gy H v ng Prateina

! Biotinilada

fig B.eorads de  biotimlacian  del  ac  de  comex  amti L. histolytice. marce
sen Malina, el erminacion par Dt »lot: marcends ta dlucisn del Ac

¥ ®u szjuivalenis en nanparamas de proteina.
V.1 4-TITULAGON DEL AC DE CONEJX) ANTI £. histolytica MARCADO CON

SOCTNA.
S muestira la curva de litulacion del anticuerpo

La rfigura =S
¥ compara esta conl una curva obtemida sulc con ASF. Esta es una cde

las formas de reportar esta titulacidn demostrande el grado ce
UNLGN especifica Oel anticuerpo a unae tata s1n el antigenc {curva
con  solo ASF 2. COmo  puede observarse el titulo fue a una

concentraciun Jel anticuerpo de O,.3125 woomi.



TITULO CONTRA Ag DE AMIBA
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Fig Q.ericvio  del  ac  de  comer ants E Aist.marcade  con  biotina. £n
ia figura también e miestra ta unién irerpecifica del anticuer po
con la caya o estas diluciones.

V.1.5 -DETERMNACON DE LA SENSELIDAD DEL. AC DE CONEJO ANTI
L. histolytica MARCADO CON BIOTINA

En este punto se reporta la cantidad minima de extracte
soluble de L Aistolyttca determinado por este anticuerpo. Como
muestra la figura 10 la cantidad de extracto de amiba donde la
determinacidn todavia da una absorbancia mayor a 0.3 es a una
dilucidén de 0.3125 ugs/ml de proteina de amiba. En esta figura se ve
tambien que ol cohlabdnanle nds comdn de este oxiracte amibhhrano.la
albumina sdrica bcvina"u'.da una absorbancia de practicasente O a

estly concentracion.



Derl resul Ltado de esta experiencia.se puede sacar
extrapolaciones interesantes,ya que si considerames que nuestro
anLicuetpo reconoce hasta 0. 3125 pgs/ml de antigeno amibiano y dado
Que el cuerpo humane tiene aproximadamente S 2 de sangre en
promedio, podemos decir que nuestro anticuerpo detecta hasta 1. 5625
mg de proleina amubiana en el cuerpo humano.En el laboratorio se
ha visto que ! millon de amibas produce aproximadamente B00 wg de
proteina lo que implica que nuestro inmunoensayo puede detectar la
proleina producida por la destruccidn de 1.9831 millones de amibas

en el cuerpo humano.

Ac DE CONEJO B. vs E. nistelyucsa

CANTIDAD MINIMA RECONOCIDA DE Az AMIBLANO i
1505 - -
i Ag ANIBAND a7
2 1200+ @.@ uptiwa
Lz ] , .
= o.soe-,L ¥,
é ‘ /
| P
0.600+ e
g | s
0300 ¢ A° . .
' e °
.00 i o o0

J0C0L  00:0 000 1090  10.000
EXTRACTO SCLUBLE AMIBA { ug, mi )

rq .ot grafico noa muestira e cantidad minima de Ag amibiane
que puede reconocer on anticuerpo ' comparo ol grado de reaccisn
ireepelifica que ca el contaminants albuimina




V.1 6 -RECONOCEEMTC YV ELLEACON CE INESPECFICDALCES
DEL ANTICUERPO DE CONEJO ANTI ANMBA

Voioool - REARDIONES SRUTADAS

La princigal {uente :

la

Ger At s cordra el antigens o . R S OUS e
axenicatmentie,on 1a presencia de
PrfoSentes on el Rme-dio eon el fual = har vado estes parasitosg

YA Que Se encuent?an oao o bidan nemBrana
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. 230,30
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esta proteina (aldbuminad es practicamente hula. 23t Rabla de una

busna esreeciicidad por parte del anticuerpe.

v.1. 6 2 DETRMINADIGN  DEL PATRON  DE RECONODMIENTO DRt Ac DE CONEID
CONTRA £ Ruwrolervoas MARGADD CON BIDTINA

La figura M TuUesira la sdentifizacian ae ias
epapeci i c1dagdes  (naunes de este  antiacuerps, Sy reactividad  se
definio mediante lnmunablat con el ohjeto de definir hacia cuantos
diferentes anligends e Qencraronh antlizuerpos. En estas figura
tanmbien se muestiran los diferentes pesos molecllares de [ as
Proleinas presentes en ol patron del extracio amibiano.lies cuales
fueron determinagos meedlante el grarzue 23.a el cual fue presarads
en hase a la franja de narcadores Jtira 12 presente en 2a figura.
Por ecte medio se pudo delelrmnar gue nueslio anl.iclerpd CoORtra
amiba esia diragide preferesmtenente contra | ociTerentes Zan
Proleicas de las I8 proteinas: vislas en el patron eleciroforetlico

Utira 3D tefido con azil oe Soonasie
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CURVA PATRON
Marcadares de Peso Moleautar
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fili N-Blerva  wutizada para te determimar el pess  midy da
Ras w Bandas prolecas abtemdan del patron slectroforescad del
A3 de L. hisieolvtica feia  curve  esta bhasado  en Lo marcadores  de
ress molecular y en el B de su cormimenio en la eleciroforesia

V1T -DETECOION DE ARTIGENG AMIBIANG JIRCULANTE EX EL SUERC DE
PACIENTES CON ARSCESO HEFATICO AMIBIAND

v.1. 7.1 -DATOS

En la figura 12 s presentan los resultados obtenidos en el
ensayo en el suerce Ze 14 pacientes con AHA v cunce contr el
neygativo &) promedioc de la prueba en 16 suerss de personas

clinicamente narnales.

En ewata fagura se  anexan el titulo de anticuerpos cantra
€ usziclytica de Cadea patiente.observandose a simple vista una
posible relacion (M ttaa ehire G« cantidad de A amibianT
Circulanie ¥ el tirta.c de anticuverpss del maand suers  Jil s i

1,100, Esto &5 ldgico de pensar ya qQue los anticuer pos  Puc JeT



llevar a cabo un “‘clareade’” del antigeno circulante sacandele de
circulacidn.Por el numero de datlos que ceontames esto ne Se ha

podido comprebar.

V.1.7.2. ~-ESTADISTICA

V.1.7.2.1. ~Medidas de tendencia central y de dispersicn.
La meédia ¥y desviacidn estandar obtuenida de cada grupo  se

reportan a continuac:on en la tabla 9

fig. 12.+Prueba por ELISA en busca de Anligenc de
amiba en @] suero de pacientes con A H A (Ad;y la determinacion
del ti{tulo de anticuerpos centra £ hAistolwtica (B)., Leos numerocs
dados corresponden al pumere control de los pacientes.El suero
No. 42 no fue determinado en cuanto a su cantidad de Ac contra
E.histolytiea. SN implica ol promedio de la determinacidn de 18
sSuercs normales.



Ag AMIBIANO CIRCULANTE
Pauenmconabseeaohepmm

Abeorbancie
0.20

aw

0.0

006

0.00 -
S 5 S 96 38 42 1 22 B3 P4 25 #O 27 28 SN
NG de svero
12 A) B osoon v B sA 0

Ac CIRCULANTE vs E. hgﬂﬂg
Pacientes con absceso hepatioo amibianc

Absorbarcia
3.0

- \\

\

RO M e

\!

“mbimim NN A

8 6 31 38 88 41 21 22 23 24 26 20 27 28
NO 8 suBro
12 B) 10 biwoon 1400




TABLA 8

MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL Y DISPERSION EN EL ENSAYO DE BUSQUEDA
DE Ag AMIBIANO CIRCULANTE

A A CONTROL

MEDI A ARITMETICA i‘- 0. 0789 §== 0.0452

DESVI ACION ESTANDAR s,= 0.0655 s_= 0.0335
n 14 16

V.1,7.2.2. -hierancia Estadistice.

Datos., -Los datos fueron las absorbancias obtenidas del ensayo de un
grupa de 14 pacientes con A.H A y un grupo control (<18
individuosd,a una sola dilucidn de 110, los cuales estin contenidos

en la tabla S.¥y se contrastaron usando las siguientes hipdtesis

Hipdtesis. - k‘a: H HE o

IA: u‘— p=‘ o]
Yy con la suposicicn de que las varianmas poblacionales son
1g\.|a‘\os1

Distribucidn de la Estadistica de prueba.-Cuando la hipdtesis
nula es verdadera.la wstadistica de prueba sigue la distribucion t

e Situdent con L n‘-a Qradeas de libtertad. = = 28

Regla de Decisidn, —Considerando wun a =0.1 ,les valcres

1

R 1Y e commderara 1la stra EpoLdn que ias variansas sean

desigusieny los resullodse ne varan mgsficstivamente.

=33



criticos do L fueron = 1.70131 . Se aceptéd Io.ya que la estadistica
de prueba entro en el siguiente intervalo

-1.7011 < Leﬂ‘w‘w‘c < 31,7013

Como Decisidn Clinica. -Se encontré que en base a los datos,no se puede
conpcluir  que las dos meédias de la poblacicn sean diferentes.



V.2.-A- DE CARNERO ANTI 13G HUMANA

v.2.1. -OBTENGSN DE i5G DE RATSN PARA LA CONJUGACKN CON SEFAROSA
48,

De la didlisis de un lote de ifnmunoglobulinas de ratdén seo
obtuvieron 333.€818 my de proteina por el mdtodo de Folin.La
subsecuente purificacion por cromatogralia de intercambio idnico
reportd B @l de IgS de ratldn con una cantidad de proteina
equivalente a 279.31 mg.Este nos deja unos 54.3018 mg  de
inmunoglubulinas y otras proteinas gque son no  son  IgG.El
corrimiento electrofordtico de esta proteina (dato no mostradol,
el cual muesira una ampiia gama de bandas hace pensar” en NN
posible error en la purificacion (ver punto V.2.6.2 de esta misma
seccidnd.

v. 2.2, -DETERMINAQGON DEL.. GRADO DE BFECTIVDAD DEL ACOPLAMENTO DE
i9G DE RATON A SEFAROSA 4B

Dve la incubacion se obtuviercon 16.7 ml del sobrenadante
con una cantidad total de proteina de 16,1842 mg.dado qus para el
accplamiento se utilizaron 54.9146 mg de IgG de ratén,entonces

cbtuvimos un £§3.64% de elfeciividad del acoplamiento.

v. 2. 3. -DETERMINAQON DEL. GRADO DE BOTINLAQON DEL ANTICUERPO

DE CARNERO CONTRA IgG HUMANA BIOTNLADO POR MEDXO DE DOT BLOT.
La figura 13 muestra 1os resultados de este experimento

demostrando un buen gradoe de biotinilacidn.dado que la mancha

descrita todavia es ©observable a unos 2 ng de proteina

biotinilada.

B
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marcods con biotina, Determinacion por Dot alouit Ac e diluye
fpara  obterer la  cantidad de  AS sguccalemiea o o ea de proteira
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V.24, -TITULACKON DE LOS ANTICUERPOS

V.a. 4.1, -TITRADION  DEL AT DF CARNFRD ANTI Ipf  HUMANA  KARCADD [ON
PEROXINASA.
En e figura 14 3e mnuestran los resullades  de esta

Litvlagidn. En esta grafica y en la del mismo anticuerpa pero

marcado coh biotina.se muestira olro modo de repocriar estus
fesuitados » gue es el de anclusr la Utuon inespecirica a los
dulous de la tatulacidee sostrando wune sole curveies declir.3e redlain

witos dalos o low dados Sobre =l antigenos.

El titulo de este anticuerps fue o une dilucicn de éste de



RWIRQ Fa ANTI gl HUMANA

AT CARSNL
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Fig  Mera  dilceisn 2 ia ceal  detaria  de  wearss  este  anticuerps

tue cetarminass an bawe a -sie sxperLmerio pare oblerer saroe Que
on los siperimenins posieriores sipan ia ley de Beer.

V.2.4.1 -TIMUACIN DEL AC DE CARNERD  ANT1 1p6 HUMANA KARCADOD CON
BITNA

La figura 15 nos muestra esta titulacidn.donds se puede
abservar gue la dilucisn donde la aboarbancia eves mavor oS igual a

1.0 ws a una dulucisin tel Ao de 1.20 O00.
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i 19 sPor  medic  de  este  grafico  se  delermind  que  wesie  antigus
Liouralads deber.a de iilizag be a una dilacion de 1720 (ST 1) o
da @l

-l ANl iuerpo ante una canliaaa S s ma - mi de 1ga rhumana

abesrbancia de aprcxamadamente 1. O

V. 2. 5. -SENSELIDAD DE LOS ANTICUERPOS ACOPLADOS A UN MARCADOR.

V.2 5. 1. -DETERMINACION  DE 1A CANTIDAD MNIMA  DE  Igf  HUMANA
RECONOCIDA POR R Ac DE  CARMERO  ANTT  Igf  HUMANA  MARCADO CON

RIDTINA
Tai como lo marca la figura 15. en estas condiciches el
Jde IgG humana

anticuerpo detectd hasta ura dilucion de 0.625 ma-mi
lo que implite 31.25 ng Oe esta proteina en cada pozo (va que

FuSineas B2 Ll Je eata Jilaeldnl.
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V.2 5. 2 -DITTRMINACION  DF LA SENSIBRDAD Dt AL DE CARNIROD  ANTY
Wi HUMANA MARCADO CON PEROXIDASA

Como se puede ver en los puntos IV.2.01.5.1 » IV.E2.1.85.2 de
materjal ¥ melodonx la determinacidn de Ja sensibilidad de estos
dos anlicuerpas dalieres en 1o metlodslogia de esta determinacion. En
arden cronolonico el tipo e Jdelerminacadn del punto IV.2.1.5.2,
fue primers al Jdel punto IV.2.1.5.1,  BEstos Jos anticuerpos fueron
BRSaYados para Cuneewr SU sensibulidad segun el punte IV.E1LS.2.
encontrapdsse Que el anticuerpe hiotimlade tenis una sensibilidad
€ veres oakcr Que 2l Rarvado con peranidasa,

Este dats aunade al del resultado del punte V.2.6.1.1 en vl sual



no se vio diferencia entre diluciones del suero normal humanc nos
1levd a duscartar este anticuerpe para posteriores

detarminaciones.

La metodologia descritz en el punto IV.2.1.5.1 se descubriu
despues trabajando en las inespecificidades del Ac de carnero
bivtinilade. For tanto,para seguir correctamente con la metodologia
Se tuvo que determinar otra vez la sensibilidad de este anticuerpo
siguiernda las condiciones reportadas »n el punto IV.2.1.5.1 Cesto
Ya no se hizc sobre el anticuerpco peroxidado ya gque dite se habia

decartado antes).

V. 2.0. -RECONOCMENTO ¥ ELMNACON DE INESPECFICDADES
DE LOS ANTICUERPOS

v.2.5.1. -DETIRMINADON  Df LA DiUCION DEt  SUERD OfF PACENTE A USAR
EN 105 INMUNOENSAYOS CON £l Ac DE CARNIRO ANT Ig6 HUMANA.

V.2.8.1.1. -Ac de carnero anti igG humano marcado con peroxidasa

Conw una prueba mas de la calidud de estos anticuerpos se
trato de determinar la dilucidn de suers normal humano a la
cual la absorbancia debida a una unicén inespecifica (en la placa
previamente saturada) sea menor de 0.2 2
En el casc de este anticuerpo peroxudado los valores obtes.dos
varian dentro de un rangs gue va de O a 0.088 .perc estas
abLsorbancias no siguen un orden en cuanto a las dilucizries
ensavadas,.ni por la wvariacién de suvero.Estec ., aunado a la
sensibilidad mostrada por el anticuerpo . nos llevo a deseczharlo
Dara experimentou Dosteriores.

3

Lo cual (1] una sosorbansia de fernds razanable.va que abssrbancias
T il 08 e e [T ET 19 dufsreraciar de Las dadas salamerie [ 214 in

wariabilidad del metodo.



Para evperimentos pUSLer 1o es

V.2.8&.2.2. -Antcuerpo  de carnereo  anti IgG  humana marcado con
bictina.
En este caso s1 se vieron diferencias entre diluciones en

los 9 sueros ensayados.la tabla 10 marca los resultacos promedio de

esLe ensayD.

TABLA :0

ACTIVIDAD INESPECIFICA DE LOS SUEROS HUMANGS NORMALES
RECONOCIDOS POR EL Ac CARNERO ANTI IgG HUMANA B.

DILUCION ABSORBANCIA PROMEDIO
Concentrado o, 8788
128 O. 2878
1125 o.1822
1 700 0.1417
Fondo CLoTas
Ealos [ Y los rewultadon promedio de > sueros humanos
probadse. £1 tondo eqavale a ta nespecificidad que da ot

anmacusrpo viotimlads a uTa Slucion de 1720 000 tands nz exisle
suers humans algunc en loe prssy

£n realidad no se ve yran difrencia entre las diluciones 1185 y
1,500, por lo cual se considero que era itndiferente el wusar

cualquiera de estas diluciones en los experimentos subsecuentex.

v.2. 6. 2. REACDIONES NESPECFICAS DL Ac DE CARNERD S0 TINLADG
CONTRA iy DE RATON.

L.a figura 7 nos dusarrolla esquematicamente 1as variablec
involucradas en este experiments asi como Jas resultados obtenidos



S A S. A S A S A
VARD ABLES e PR Jut A S
S ™ s ™
[ ®
LlJ LJ‘.J LLJ LLJ
-3 Lbew-d b=~ L--=d
COLUNBAS 1.2.3 4.5.6 T.B.8 10.11.18
RESULTADOS
FELAS YARIABILES
A 1.31 1.826 1.737 z.2 Ac bro-
tirnilade
az X o.0%0 0. o388 o.oa8 o, 122
(ro prevc
con SN
ratén.
B 0. 088 0. 285 0.248% 0. 487 Casrece
- de aAc de
ax o. 018 o. 050 o.012 o. 030
captura
c 0.038 0. 428 0.263 . 567 Ac bierin-
nilade
. = o.00s S. 017 v.021 o.012
prewvnc.
con 1s30
8N raoton
o 5. 007 0. 048 o088 0.1:86 toreces de
. Ac de cap-
ex 2 o.vos o.oco0s c.v07 v.011
Ttura
claves: SA=astreplavidina-ro U™ - ac bioumlade
SH =suero normal humanrc & = mecepior INF
L.d
1" =ac de captura Ltm===d = pozo
Fig. =l smuseira tas columnas de 1o Flaca de ELISA on forma
esquemaiiia. POr otro Lado marca las froan de la placa  con

laa conaciones dadas er. el punto IV, 2.2.1, 2.1
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v.2.7. ~-BUSQUEDA DE UN ANTICUERPO CONTRA Bl RECEPTOR DE 4NF » ENEL
SUVERO DE PACIERTES CON LGPUS ZRITEMATOSO SHTEMICC

v.2.7.1. -DATOS

fa ﬂglra 18 preseanta los datos obtenides del ensays de 40
SUeras Jde pacientexs con LES en este s:istema,as: mismo cada grafica se
acompana del promedio de la determinacioh del sSUero oe 41 parsonas
sanas. El suvero 3318 fue una clara desviacidn de los patrones.por 1o
Ltanto fue sacado de las medias en base a ho influenciar <omn su

magnitud los resultados ohtenides Fste suero sera tratado aparte.

v.2. 7.2, -FITAMSTICA
¥.2.7.2.1. -Modidas de Tendancia central y de Dispersidn
Las mad{idas de esios Gos Grupos en cuento a las diferentes

diluciones ensayadas se reportar en Ia tabla 131,

TABLA 11

MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL Y DISPERSION EN EL ENSAYO DE BUSQUEDA
DE UM ANTICUERPD CONTRA INF »

DAL UCIOMN NEDIA ARITMETICL DESYIASION ST a
LES ;‘ s, 39
150 0. 3288 0.1110

1100 o. 2553 0.1182

1500 0.1418 0. 0332

CONTROL. x_ s 4

1 B0 ¢. 1935 0814

1o1e o0.1622 Q. 0608

1800 0. 0008 0. 0201

101



ﬂq §.~rrueba por KL1SA en  busca de una anticusrps  comtra el TINF

¥ en e\ puers de pacientes con LEE.Kn cada  grdfico en cada  suero

estan marcodos tos r.-ul\n_do- de emia determnacicn a E ] diluciones
dilerenims. a tecw  rumerce de  susro ts les debe de anteponer el
prefi)e 33 el cual -~z we marca  par cusstiones de espocicy. En cada
galico es  arexa los  resuliados de el  promedic  de 44 suercs

normales . denolados coms SN.
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Ac vs Receptor de INF gamma
Pacientes con LES

18&"0618"54674931516927 40 11 28 22 43 23 SN

No ds Suero
R o 150 =8 o v100 o500 BB SN 50
SN 1300 3 1600
LES 1 A osde fmard de S0 ankapones 18 A)

neetua B8

Ac v8 RECEPTOR INF gamma
Suero de pacientes con LES

3072 17 70 2174 13 13 84 63 70 58 11 24 46 58 80 18 25 80 B
No suero

[T OO o 10 73 on. 1800 SN 18D
AR TR ) 73 sw 1800 13 B)




v.2.7.2.2. -inforencia Estadistica

v.2.7.2.2.1. ~-Preba de Hipdtesss

Datox. -Lox dates son las absorbancitas obtenidas de! ensayo por
E1ISA de un grupo de pacientes con LES y un grupo control en un
ansaAyC de basqueda de un Ac contra rlNF y estos datos estan
contenidas en 1a tabla 11

Estos datos se contrastaraon usando 1as siguirentes hipdtesas:
Hipitesis. - X = m - = 0
ﬁ -] 1 ﬂ:

X =@~ m xO
A 1 <

Y con la suposicidn de Que las VArianTas son desxgule-sa.

Distribocidn de la Estadistica de prusba.—Cuando la hipdtesis
nula es  verdadera.,la estadistica Jde prueba se daistribuye
Aaproxi madamente comd la distriducisn t de Student.con los grados
de libertad dade on @l incise S D del punte 1V.3.2.1 de materaal y
et OSos

Regla de Decisidn. —En este inmuncersayc se trabajo con 3 valores
de a loct cuales son: 0.1,0.08 y O.01:usando unos grados de
libertad modificados los cuales dependen de la dilucicon usada.

180 af' =71, 3468
1,100 af =58, 4TS
1 800 &4 =78. 2978

de modo que los valores criticos de L varian con los valores de o
Y d8 la dilucion usada Com® Se expresa en la tabla 12

2

Coresasrar que e variarzas or rgusles ~o camto

sustantialmeis loe resuliodos.
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TABLA 12

REGLA DE DECISION

cea- o DRLTCEON . L [ R SRR -1,
WOWEE. I :
SHIGNIF D CANCER .
'
O e |
wvalenes : 2 ), 5869 t 1.6707 z 1.684
<caiticeo i
@ = 0. 05 i
valenen H T 1.9945 z 2.0003 T 1.990
Chedaceaa ¢
o = Q.02 '
valeaco : T 2.6480 * 2.5603 * 2.6388
crsticen
Rechazandose & en cada Case a menas que ia

>
> < 2
Latcutags?Ne Cada caso. enire en ol intervalo correspondiente.
Estadistica ds Prueba Calculada.-Utilizandese 1a farmula
indicada en el :nctsoa 4 se construys la siguiente tabla 13 la cual

contiene los valores de la estadistica en cada allucion.

TABLA 13

ESTADISTICA DE PRUEBA CALCULADA LES

DIRCTON TQNLCMLQDA

150 S DSy

1100 4. 4674

1300 5. 94068 )
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Decisidn Clinica.-Como puede observarse por estos resultados,los
datos presentados nos llevan a la conclusidn de que las medias

poblacionales s! son diferentes significativamente entre si hasta
con una P 2 0.1

V. 2. 7.2, 2 2. ~lntervalos de Confisna

Por medio de este metodo se Lrato de hacer mas evidente la
conclusidén a la Que hemos llegado arriba,del msmo modo se trato
de observar particuiaridades inherantes a esta determinacion. Por
cada dilucidh se hicteran 3 intevalos de confianza,uno por cada

valor de x utilizado. bLos valores de o rfueron .01,0.05 y 0.1

La tahla 14 wuestra los intervalos de confianza por dilucion
utilizadsa;
11

para su desarralleo se conto con los datos de la tabla
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TABIA M

ESTIMACION DE Ac CONTRA RECEPTOR DE INF

ceeen DRRUTION 150, 10 L300 .
NOVYED DE

SIGNIFICANCEL

an 0.1 0.18%91,0. 227 0.1385,0.1878 0H.0864,0.1123

L = 2. 7045

an 0,08 0.1878,.0. 2182 0.1430,1.1814 0.08M ,0. 1091

t = 2, 0211

o= 0.01 0.1721,0.2149 0.1482,0.1782 0.08168.0.107S
1L = 1.6829

En un esfuerzo de hacer mis evidente las particularidades
inherentes al use de los intervales de coenfianza se milize un
artifugio usado en produccidn de procesos industriales.el cual
tiene come fin el poder observar cuando este se sale de control y
rebasa ios estandares permitidos.Esto es una carta contrel wen
donde se grafican 3 lineas,los cuales son llamados limites.estos
son el lLimite Central,el Inferior y el Supericr;estos siguen los
lineamientos vistos en los intervalos de confianza.

Los graficos 18 muestran un ejemplo de esto utilizande un
8% de confianza (es decir,limites de * 3 errcres estandar.de
ancho),el cual s @1 mis ancho y tiene mayor probabilidad de
incluir los datos particulares de loc swveres problesma En estos
graficous aunque presentan lcos limites mas anchos como intervalo,se
nota que casi todes los datos de los sueros vaclados en el

grafice salen Jde vste intervalc.
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La aplicacidn de eixto. sistemas de intervalos de confianze a

nuestros sueros problema nos llevan a interesantes observaciones

13La gran maywria soh diferentes a la pedia de lus controles con
un 99% de confianza (F £ 0.013 ,en Lodas las diluciocnes,con las
siguientes excepclones:El suerc 3363 sclo es diferente a la media
de Jos controles en una dalucidn 2-8G0,perw von una P01,y a una
dilucion de 1500 con una P=0.0l,estoc no pasa en la dilucidn
1100,

2) Lus sueros 3314, 3322 y 3323 son diferentes a la media de los
conlrales con unma P=0.01 a una dilucidn de 180 pero si los
diluimos a 1100 son diferentes solo con una P:=0.1 .El! suero 3322
ho es diferente a partir de la dilucidn 1100 .Los sueros 3314 y
3323 vuelven a ser difercntes a la media de los conlroles eh una
dilucidn 1.800,.con una P<0.01

3DEl suero 3311 es diferente a la media control con una P=0.01
dilujdo 150 ¥ 1-100.10 cual no pasa a una dilucidn de 1,500 donde
solo es diferente con una P=0.05

40Los siguientes sueros no son diferentes a la media control en
ninguna dilucidn: 3356.3324.3328.
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M' 8. “Muestra de una forma graifica un intervalo de confianza
con un 99% de confianza (el cual es el mis ancho y cabria esperar
que en 61 entrasen la mayor cantidad de sueros J, por medio de un
grifico de contrel de Shewhart.En esta figura solo se muestran los
sueros a una dilucion de 1.850

A los numerocs de sueros hay Qque anteponerlies el prefije 33 (el
cual no se presenta por funciones de espacial; L INF N -es el
Limite inferior Médio el cual exr 1a média aritmética del grupo
control menos 3 errores estandar;L SUP K. -Es el limite superior:
medio y MEDIA SN, - la media de l1la determinacion de 431 suercs

normales.

Cartas como estas.con las diferentes dilucicnes Yy niveles de a
correspondientet.nos llavaron a los resultados evxpuestos e~ el
punte V.2.7.2.2.2.
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~AC vs RECEPTOR INF gamma
PACIEENTES CON LES
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V1.-DISCUSION

Durante los Gltimos 20 afos se han utilizads anticuerpos unidos
a marcadores,comc una herramienta para la investigacicdn de muchos
aspectos de la Biliogquimtca y Medicina,incluyvends estudios de la
astructura de las anticuerpos, cainetica de reacciones inmunes,

sinteslis de protefnas v terapia del cancer. ¥

Desde 1868 aflo e®n gue su uso se extendid a la medicidn de
antigenos solubles por las técnicas llamadas de ensayo
inmunoradiométrice y actualmente por medio de los eansayocs

inmunoenzimiticos,la Inmunoclogia ha sufrido un gran auge.‘g"ﬂ‘

Debido a esto en el presente trabajo =@e buscd llecar a la
obtencidn de dos anticuerpas los cuales fueran especificos y de

titule elevado.para que en base a wstos logrdramos obtener 2
inmunorwaclivos que pudieran ser usades en tdpicos interesantes de
la Inmunologia.coms son la Inmunoparasilologia vy la posible

elucidacidn de eliologias en la Medicina Humana.

Para tal efecto se procedid a dar un tratamiento a 2

anticuerpos para poder llegar a la obtencicén de dos reactivos
bialdgicos los cuales detectaron especificamente antigenc de
E. histolytica e IgG humana respectivamenlLe.
Estos anticuerpos sufrieron procesos de marcaje,.purificaciones
por inmuncafinidad ¥ pruebas rigurosas de sensibilidad y
especificidad. De wstoo procesos  obtuvimos los siguientes
anticuerpos : 1040 U coness anid E histolvtico cena XMl v e de
carners csntia 9p¥ Aumoana marcados ambos con biotina.

Durante el proceno de selwccidn mencionado arriba.se descartd un

tercer anticuerpo gue fue un Ac de carnero contra IgG de humano
marcado Lon perdaidaza en buse a su titulo ne tan alito.a su
pobre sensibilidad v especificidad tal coms lo awrcan (c¢i puntos

V.2.4.1.¥V.2.5. 2 y V.2 6.1.1. de RESULTADOS.
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Lep 2 antiluerpos opten: dos Qe este modo pueden twr cons: deracdss
como inmunerreactives en base a qus cumplen j1os reguisitos dados

por Miies v hales en rvase t

Primero. ~En un nsuncensaye du prueba,la respuesta de medicioen

Tuwe detectadble a muy baja concentracisn del producto.

Sogundo ~Todns ios compuestss N CONDCIGOS FEACCIONATON On Tencr
preparcion en vl ensayo.

y TVercero. -El rprocedimiente indicacdo para !a pruaba de cada
Anticuerpe 4o un Yonao muy bajo v los cambios an la respues:
abservada fueron en direcia proporcidn a los cambies en la
congsentraciaen del producto,

Las caracteristicas cuantitativas de estos anlicuerpos se

resumen oen la tabla 1%

TABLA IS

INMUNOREACTIVOS: CARACTERISTICAS

Ac HARCLDOR voTLRO SENSIPIL 0 DAL FLNDO
Musml sAbscrh.

Conejo Biotina Q.3125 wgrml 0. 312% o

ant Ag amirbiaroe

E.hust.

Carnero _Biotina 1+/20 000 0. 825 £.08

ant o

15a humag
Ig6 humana

Como es de notarse o] marcaje con biotina resultd mas acorde &
nuestras necesidades,.esto basado on la amplificacidn tan grande
e la Tespussta y a la especificidad que da el sistema de

xmmtamﬁc o ref sz
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Bal Ca g, ¥a que 1L ene el SiSuema estreplavidine-ii.otina una

dumaciaci i

En base 4 esics resdiledos se Glilizeron esSLo5 anticuerpos en dos

inmunRensayous 1deadocs para probar su actividad A continuacion
discutlimas aspectlos apsrlantes de eslos (RRUNOERSayes.y poer ende

Aaspeclos inherenles a NUeSLros anlicuerpos.

SISTEMA DE DETECCION DE Ao DE AMIBA CIRCULANTE EN EL SUERQ DE
PACIENTES CON AHA

e trate de Jdesarrcilar un método

En el presente trabajo
especifico  y  manejable para el di agnastico de infecciones

amiblanas presentes,basade en la deleccidon  de componentes

amibianos en la circulac:ien de pacientes con AHAL

Esta idea astuve basada en ia consideracicn de Gue el
higado. siendo un organo muy irrigado.al destirulr algunas
amibas,probablemente libere antigenss anibianos a la circulacidn.
les cuales podrian detectarse en el suero .mediente la teécnica de
2NEAYD INMUNOeENTL matico.

Para este efecto se produjws un anticuerpe gue scle receohwce
antigens de £ Arstolwylica.e]l cual pas> por rigurosas pruebas de
especificidad {grafica Q) v dio una sensibilidad gue en e¢se momento
consideamcs adecuada.al lograr detectar el antigeno

carctlante,eguivalente & la destrusceioe  de  aproninadamente =

millones de amibas en el cuerpo humano. iver pum~ts Iv.1 1. 5.
For las resulltados espuestos eh la seccidn correspondiente

podenas obsertar Jue todavia no hemas llegads a la zens:bilidad
v especificitad hecesaria para el desarrcllo de este

Jude fueslfo sSisStera hHho disSSrimina.con un hlvel de Sigh

apreciable,los suerss de pacientes con AHA v los

persanas cliricamente sanas hasta el moments no hemo I ugrado
discernir s la  falla  del s51sleRa  radica en  una pobfe

especificidad o sensibilidad del sistema . va gue come hemos
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repar Cada ol L1ntema « rass favorablements las pruebas ce
aspecificidad a las Qque lo sometimos y para decir gque el faile
Fadica on Ja sonslliaad dol AanticUe™nhM, 281 1A menrester Prodar 1o
SUSr S S0 un Slsteha Lo MAS PArsc1dt Al pusstras

La busgueda 3o un S1stema que Setoedl * el A3 amibland circulante

e pacienton N oamibiasis 1nvasara e remonta desde 18578 nasta

Hawesl! o diAa, nigurends met cdes e las mas WAl Ladas

raracters Ltiicas.

La tabla 18 nos muestra algunos de los daton obtenides en estos
531SLemas  Usands LechNifan de rallSIDRURCeNSave  y 90 ensayss
IOMUNSENT L Mat t o0s [ a) W RIS Lieinpe UDiICa nuestro  ensave  entte

QELOS,

ns



TABLA 18
DETECCION DE Ag AMIBIANO CIRCULANTE:
COMPARACION DE SISTEMAS

Le DE [\3 NIVEL OE
LVIOR TATTUFZ TUFRLTICACIONT DETILIOR ITIZTZLCLoM PRUTE
ut:nrvn;u;c: CONE SO NO CONEJO 1 na ————
we' ANTS anT 1
AMIBA AMIBA-FOS
FATASA
Lo . asbscesa
” conE Lo NGO COoRTJO 4 Ny
= an hams?
ANT ANT .
dorado
AMINA AMIBA- PO
YT o &
rFiILLAL HUMARO =13 COoRL IO 40 ng
2 ANTS ANTI ————
v 25
AMID A AMIBA-1
Ve oy
VINAVAK 10 DE NO SCONEJIO POSITIVS
.o wonEd e soile ANTE Trituios e
ANT poT HUMAND - PO Mavores A
AMIWA Daw 1100
o
Chws - . S aST T
CANDHRI HUMANG ST HUMARD FOSITIVC
an AnNTE ANTI tiitulos -
ANMIDA AMIBATPO Moy oY ae 3
2 Desv. St.
Iel comira:
vaty -
HOHINEN CONE IO 51 CuNEID aprex compley
e ANTI ANTY i2s 10 wa itnmunes
HUMA N E. ki, T = artafac

las ac
manco-an

amiba
EL NUESTRGQ conkso £1 QAONE SO 1S ag
wa ANT S ANTI ———
L.k =t E. ko=t =RTIT
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CONTINUACION. .

INESFECIFEICIDAD TEENDCTL
HERNANBET, NO SE rRoao KN ELISA
.z FAGIENTES
RESAND PIY ALOUNOS FALSO® ZL1sA
-z FOSITIVOES Vv EN OTROS

CASOS DIY P ALYOS
POASITIVOS

LETNRE COMPLEJOS PRECTIPITADON RADI QI NMUNOENSAYO
=2 YOR FOE.%IN PRECIPITAR
NO LOR DETECTA

VINAvar COMPLESQS FREGIFITAPOS ELISA
so rom raEe.

aaNpH g CUALITATIVO ELISA
LE )

MONIMEN NO PETEGTA ANTIOENG RADICINMUNOENSAYC
no AMIBIANO LIBRE,

PETRCTA FACINNTES
EIN ANTEGCRDENTES

EL NUESTRO RO PISTINOUE PACIENTES
o DEf CONTROLKS

Come  puede observarse en esta tabla,ya existen una gran
catt:dad de sistemas deteccidn,por lo cual el obietivo

de 1. produceidn  de

sistemd ne erfa e} de llecar a

dessubrir antigenc anifienc warculante en 2] suerz de esiow

pacientes.sino.de lleza a un sistema due cumpliera los reguasil

para poder ser llevacdec a una escala mayor en el diagnodstico.en



cuanto a que el cohjugade fuera economico.de un mavel alto de
reactividad.establilidad para su uso en areas diffciles de guardar
O conservar ¥ el usc de SUSLratlcs menos CArcinogenicos come es el
caso del ASTS. %

En cuanto al sistema. se tratd de abiener uno con un tiempo de
desarrolle del ensayo menor a 1 dia, ya que Jlos sislemas
anterior mente expuestos tienen tiempos de desarrolle de entre 1 a
T dias ; esto es ya que, exceptuando 3 sistemas (incluido el

nuesLrol,. ostos sistemas necesitan la precipitacidn de los
antigenos amibianos en forma de complejos inmunes (1o que itmplica
incubaciones mayores de 5 hrs).(’o‘"‘vm
Por esto no se uso esta precipitacidn en nuesiro sistema ademas de
que se ha encontrado gue la preciplitacicon de los complejos inmunes
implica un agrupamiento del antigeno.pero a la wvez al-
‘‘secusstrar”t”’ moleculas  de agua.m desnaturaliza en clerta
manera al antigenc descubriendoe epitopes para los cuales tal wvez-
no tengamas anlicuerpos. Ademis de que esta precipitacidn puede
traer consigo conglomerades de otras particulas gque nos pusdan dar
reacciones Anespecificasa. por 1o cual  esta operacidn no Se)

efectuc en nuestro sistema.

Algunos autores dan clertes argumentos los cuales pueden ser

aplicados a 1a falla de nuestro sistsma:

En la India,en lgﬁanﬁ.llg‘m\os Aautores proponen gque muchos de los
antigenos amibianos c¢irculantes en el suero de los pacientes
pusden ser inmUNOEENRicas en humanos,pero no serlo para conejos.al
fallar un sistema desarrollade por ellos con anticuerpos de
cone jo.Es necesario hacer nolar que esto se contradice con varios
de los sistemas reportados en la tabla .G

Los mismos aulores =n 19843 raportan la naturaleza de la proteina,

amibiana presente en 10s inmunocomplejcs localiTados en los
2
Dr. calderdn idotoe ne pudblicodonr

wencionads an ref ap



pacientes con AHA.como una proteina de membrana con un peso
molecular de 33 000 Ma y la  cual no es extraible por
detergentes;com® se recordari nuesire antigeno usado para la
inmunopurificacion de nuestro anticuer~.eS una proteina extraible
por Triton X-100 al 0.8% 4

Por otra parte.el gque Mexico sea una 2ona endémica en cuanto a
amibiasis.nos permite una razonable duda en cuanto a que nuestres
controles fuesen ‘‘Climcamente sanos'’'.ya que no queda descartada

una amibiasis asintomidtica en humanos en muchos de ellos.

Nosotros sablames de antemano que el presente sistena presentaba
muchos riesgos, ya que s posSible que los productos de secrecion o
de desintegracidn de 1o Lrofozoitos en el Lejido hepatico, [uecen
capturadoes eficientenente por les polimor fonucleares Yy los
fagocitos mononucleares que circundan a la zona de lesion de la
amiba.lo que redunda enh una baja cantidad de antigeno, ademas de
posibles efectos de prozona en presencia de altas cantidades de
anticuerpos circulantes anti amiba. pero en base a los datcs

reportados se corrid el riesge al buscar este antigeno

Otro de los objetives de la busqueda de este sistema eora el de,
obtener una herramienta de gran valor en el estudio de la Biologia
Molecular e Inmunoquimica de E.histolytica;esto para un pos:ble
descubrimento de ta identicdad de los antigencos circulantes con
relevancia inmunoprotectora contra la enfermedad ya que sobre este
punto Se sabe que hay inmunogenicidad efectiva en las fracciones
lisoscomal y ribosomal.as: mismoe se han localizado componentes
antigenicos sobre la superficie del parasito;esto tal wvex viene
dade por un intercambic entre las membranas plasmitica
citoplasmitica recicladas.

En este laboratorioc se han hecho otros estudios encaminaceos a

esto: En un estudioc de 30 suercs,estos reconocian diferente patron

4
Estos datow fusron sncontrados cuarda ya e kabia Lermnrads la

fass sxperimental.
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antigenico de la membrana plasmitica de la £ histolytica detectade
por inmunoblol.sin embargoe 2 bandas prominentes,la de 166 kDa y la
de 200 kDa,fueron reveladas com» un comin depomihador por la

2.
mayoria de los sueros de estos pacientes. ™

El presente sistema se esiructurd comd una posible continuacion de
oste trabajc a largo plazo.

Otra de las aplicacionss de este sistema son las siguientes:

la habilidad de demostrar antigenos especificos en la amibias:s
activa pusde ayvudar al estudic de la epideniologia en estx
enfer medad  al poderse  seguir de esta mahera el curso del
tratam{enta™”

Algunos autores han  hecho algunos estudios en base a esto
utilizando los sistemas desarrcollades por ellos v que nos muestran
ejemplos de que 1o arriba expuesto es posible.

En 1g82

niveles de CIC pertenecienies a pacientes africanos comparados con

*“’se encontre una diferencta sfgnificativa entre los

los niveles de las pacientes ftalianos,.siendo mayor el nivel en el
case de los primercos pacientes. En esta experiencia se usd como
indicador la fijacion del componente C,q del complemento por parte
de los compleos inmunes.

Por otro lado en el mismo afio se logrd ver la persistencia del,
antigenc ami bfano en el suaro de pacientes con AHA, wttilizando un
metodo muy parecido al nuestro; la persistencia se siguid durante &
semanas enh pacientes a los cuales se les estaba tratando para
eliminar la enfermegdad De este modo se encontro gue en 14
pacientes dos de ellos dejaron de mostrar el antigenc a las dos
semanas del tratamiento ¥ solo dos pacienles siguieron mosirando
el antigeno amib:ano despues de B semanas de tratamientoc aungue ya

no mastraban signos de la enfer pedad. '



BUSQUEDA DE UN A- CONTRA RECEPTOR DE INF , EN EL SUERO DE
PACIENTES CON LES

El LES es una enfermecad Son anormalidades inmunclogicas, le
que redunda en una enfermedacd de eti10l x1a desconocida gue afecta
multiples organos Las manilestacicnes clinicas mas comunes en esta

enfermecdad (artraitis.dermatytes, va

11:1s N plomerulenefraitis)

estan todas asoctiadas cen la depos:i:cien de complejos 1nmunes, por
lo tante tambien Se consiaera esta enfermedad come caracter:zada
rar U hiper produccaon e anlicuer pos conmtra diferentes
antigenos (Pesrn
Por 1a multiplicidad we estos  defectos 1mmune s en la

enfermedad.una gran cantica

de investicadores han llegadoe a

Pensar que pueden estar am das ancrmalicdades en las linfecinas

TO.A9,22,0.80, 18 700 \ =
esto ya que el INF

¥ Bn especial  wen el INF,S
regula la blastogenesis de las celulas T y B, la produccidn de
anticuerpos, la actividad celular citoloxica. la produccion de

anticuerpos, la actividad celular citotomaca, la f

c:or celular

suprescra v la densidad  de antigenes  superticirales  de las
celulas; si1endo muchas de estas acciones parecicas a las

anormalidades vistas el el LES

Estos datos nos orientan a enconirar bases para la teoria de que

el INF pueda estar i1mpl:icado en esta enfermedad.

La literatura cienlifica tiene oOtras observaciones scbre el

iTer

pasible papel del INF en el LES. Por elemplo:
Estudics inictales mastrarorn concentraciones elsvadas de especies
no derfinidas de INF en pacientes con LES.en especial en pacientes

Te, 20

con enfermedad activa, Es mas.se ha encontrade un INF a,el

. Ta
cu2l o5 acidoe labil.igual gue el INF 1nmune. ©°
Tamdien se  ha adentificasc  un ancremento en i3 adeniials
2'.5'sintetasa  inducide peor INF en celulas mononucleares de

pacientes con LES. Por otre lade.en el LES murine,se har cobservade
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concentracionms normales de INF » en linfocitos HMRL-1 estimul ados

con Concanavalina A (Con A) a pesar e los valores bajos de 1L-2

174,70.41.30, 20 N
en cultives similares, v come Se sabe la IL-Z  es

[T

recRsaria para la produccion del IKNF
Linfocites estimulades con Con A Jde todas las subcepas con

lupus en las primeras etapas de la vida,proguclan concentracy ones

mas bajtas de INF » en comparacion con testigos normales. e

Un dato gue da pie a Duestra tecria es el gque ratones NIR-Y

tratagos con tnducteres de INT » o INF o mostraren uana enfermedad

acelerana que $e manifeste por muertle Yy glomerulonefrit:s mas

tempranas,;»ncontrandese remision de la enfermedad por accion  de

anticuerpos contra IHE » v o, T8O

Estoe se Ve apoyvads por el date de gque ¢l INF puede provocar,

les cuales activan a su ve:s

Itnfoproliferacion ae

linfocitos T

Ahora trabajande sobre ootla premisa se ha intentadoe llegar a
conocer la i1dentidad del tipn de INF el cual puede actuar er el
LES, por 105 dates antes mencionados podriames pensar que el INF a
esta aumentade en el LES (tantoe en su forma clasica.come en la

1nestable a pH < & D el 1INF » esta en cantidad normal o un poco

baja.la cuesticon es el gque el INF » es aproximadamente 250 veces

mas potente N SU AcCion inmunorregulatoria gque el INF tipoe 1 v

1cs niveles ode INF o son a2 1o mas & veces mayores que los de INF »

en el suerc de los pacaenrtes.lo cual se aleja muchs de esle

Ty
dats. For ejemple en 1881 se enconire gue el tratamiento de

o
ratones hibridos de la cepa (NIB N:\I’DF‘ con 3.2 x 10 unidades de

INF 1 resulta =n un incremento en ia incidencia de
\ Y »
glomerulonelfritis » muerte,a comparacion de las B 7 x 1d unidades
1Ry

de)l tipo 1] necesarias para obtener un efecto simalar.
Auniggue 2n 1237 otroes autores progonen gue la localizacion de
niveles altos de INF » en el LEE, leoecalizades en les drgancs

L
linfeoides., pueden dar reacciones 1 Anunes tn wvive Jda

-
V]
n



unica explicacion posible del efecto del INF » cuande se encuentra
en concentracionss normales O poco bajas podria Ser la existencia
de un anticuerpo contra el receptor de INF » en el suero de estos
pacientes,e]l cual pueda modificar la cantidas (en cuanto a accion
fisi10légicad del INF ». -

Al competsr con el INF » por su si1tio de un:icen en la superfacie
celular, 1a adherencia Gl Aanticuerps podria prodoci una
diversidaa e efectos come se ha visto en otras  enfermedades

iTer
aut ol nmunes' *

1MRloques de la funcidh pur la degradacion acelerada del resceplor

coms eSS el caso de la Miastenta gravis

231 mi tacion de la activydad de un receptor normal mente
estimulado,como es el caso de la enfernedad de Graves y en el caso
de la Acantosis nigricans con Diabetes. ™0

Por ejemplo en 1888 en USA repcorid el caso de una mujer gue
presentaba las caracteristicas clinicas del LES ¥ una severa
hipoglucemnta,esta Paciente presentabha anticuerpos Tanrtra el
receptor de 1RSUiina, N SRSCRLTANaese oLra causa para su
hipogl ucemia.

El tratamiento con corticosteroides 2 altas Jdesis resualtaren en

N -]
una restauracion de la eugiucemia.

En el presente trahao se planties comd uno de los objet:vos el
llegar a un sistema capal de deteclar este anticuerpo en pacientes
con LES,los resultagos oblenidos sugleren la presencia de este
anticuerps en el suere de los pacientes analifades (yver punto
V.2 7. 2.82.1 de resucltades).

Para este efecto se zonto con g~ A Ze carnero ¢eontra Igl de
humano 1nmunopurificads,el cual tenia los niveles de especificicad
» sensidilidad requerioos para el ensayo.

Por el grado de sensi>:l:dad de nuestro anti cuerpo ¥ dads que que
en los pacientes cor LES la absarbancia promedio de la dilucidn

1.5 fue de aprocermadamente O 3.padriames llega a pensar gue Je
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exigLIT wile BNLICUAT PO en €l suverco de los paclentes,lal wveX
sslaria a una concenlraciédn de 31.285 pg-ml en el suerc ae los

pactentes.

Como se observa en las figuras 1B ¥y 18 estle ensayo Ppartece
indicar que a todas las diluciones en una gran mayotia de los
SUeros de los pacientes se encuentran diferencias significaliwvas
on relacidn a su absarbancia promedic contra el arupe contrel.esto
nas hace pensar en la posible exislenc:a del anrtizcusrps dirigido
contrta ¢! receplor de INF ; humano.la presentia de estle anticuerps
podris fer indicativo del grade de actividad de 1a enfermedad en
1os pacientes
£s una lAStima el no comndcet muchos de estos suerss lo cual
vendria a confirmar esta suposicion al conocer la gravedad de la
ohfermadad suflrida por los pacientes cuy™ ensayd Presenta maysr
absorbancia ¢y tal se2 pavor cantidad de anticuernsd. Coms son
los pacdientes 3316, 353A82,3380.¢ Mien la de los pacientes Gue no
fogran diferenciarse del valor medio de los controles (por ejemplo
el ARGB, AXze D Tal Farese  gue  dss sueras  tuviersna una
dilucidn de ! SO0 una alEArRANS1A menRSr Incluse qQue La madia de
1os Ccontralss,es dacir gque salen pOr el extreme 1zquierde (o
manord de las intervalos de confianTa a Ltodos los niveles de
Significancia a esta diliion,.mosotros fid podemos enconlrar  un

K1gnificade cliricd A esio

E€tas resullasns todavia ne san concluventes sobre la existencia
del citade anticuerpo.es menester hacer eon el ruturo  algumes
experimentios confirmatorics

Ya gQue nueslros resultades nos orientan haclia la ewxastencia
de este anticuerpo & valido hacer algunas especul 2ciones sobre

el posible papel de este anticuerpo  en la enfermedad.

et sestian Se peTspettivos
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1. ~EXISTENCIA COMO UN ANTICUERPOD ANTI IDIOTIPO.

Daspues del descubrimienio en 1863 en forma jndependiente por
Kunrel ¥ Ovdin de la capaci:dad de un organismo de producir un
anticuerpo dirigico contra otro y en 1874 la proposicidn de Jerne
de la red {(diotipo-anti 1diolipo;se ha intentado dar muchos
fendmenns  autocinmunes la explicacion de defectos en la red

tdiotipo-antl idiotipa. © %7

En el LES ge han reportado la existencia de este Lipo de
anticuerpos,en especial contra anticuerpas antt DNA con ldiotipos,
que van desde el O0-81_.el! Id-L1S y en especial contra el idiotipo
publico Id-i1g.e, Theee
Es mis, Abdou It ale.enccnu‘ar\:r\ que existen allas concentraciones
de anticuerpcs anti-tdiotipo perteneciantes a anticuerpos
dirigidos contra DhNA presenies en e! suerc de pacientes con Lupus
&N remsion.

Alguncs autores sugleren gue ©stos anticuerpes pueden interferir
on la Suncion regulatoria de laos L’ v conducir hacia la proeduccién
de autoanticuerpos, Tt
Esto tambien puede sSer clerto para el caso de anlticuerpos contra
1dictipos de anticuerpos conlra interferen,los cuales pudieran ser
producs dos con el fin cde inhabir la formacion de los
segundes Y
Por 1o menos se han encontrado anticusrpes contra INF o Caungque en
solc un paciente de 40 suercss ehsa.yadcrs)w por lo Gque no es tan
descabellado pensar en la existencia de un Ac anti Jdiolape contra

un Ac anti INF ».

La existencia de posibles anticuerpos contra INF » podrian sclo
existir al principie de la enfermedacd,tal vexz si1 fuera cierfta la
teoria de gue la eticlogria de esta enfermecdad pueda ser urn virus

12 -
tipe T, el cual produzca una infeccidn  persistente que se

3
Mersionads sn refl 2das
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comporte como un LES,.con lo cual se produciri{a una deficiencia
complemento y se permitiri{a un aumentoc de inmunocomplejos los cual
inducirian la produccion de INF ; an cantidades anormales. ™

Este anticuerpo anti-idiotipo podr{ia mimetizar la accisn del
INF » al unirse a su receptor;esto se ha visto en anticuerpos anti
idiotiplicos preparados contra la 1insulina hovina.los cuales
tmitan la accidn de la tnsulina al unirse a sus receplores en

tejidos ¥ estimular su accion rissm.c"gxc‘\.w”

Otros autores't ™ sustentan que los anticuerpos anti
idiotipices tienen relacidn con nefritis severas wvistas en el
Lupus ¥y consideran interesante la posibilidad de que ciertos
autoanticuerpes anti idiotipices  puedan  por inmunoselecel o,

aumentar la produccion de auteanticuerpos patogéni:os““

.Esta
inmunoseleccidén de idiotipos ha sido documentada en pacientes con
neoplasmas de células B  seguidoes de tratamientos con anti
1diotipos heterdlogos (Meeker et al 1985)7 ¥ en ratones con
enfermedad parecida al Lupus tratados coh anti idiotspos
alogénicoes (Hahn v Ebling 1983)Sbuscahdc evidendla de promocioh de
nefritis por autcanticuerpos contlra ldiotipos. teer

Es MAS, &N 1 oea)g se inyecte a ratones BALB e con
lipopalisacaridos.demostrande la deposicidén en los glomerulos
renales de complejos inmunes conteniends un {diotlipo especifico (+

ey

153 ¥ su respectivo antt fdiotipe.

?rt erido en ae

I
taem

o,
tdem
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2. ~CONO ACTIVADORES POLICLONALES DE by

Se considera que la anormalidad inmune mis relacionada con la
patogentia del LES es la hiperactividad de les L‘.esta
hiperactividad esta manifestada por un incremento en el numero de
celulas formadoras de anticuerpos, hipergammaglobulinemta

policlional y produccién de autoanticuer pes(zz.u.ro‘. L

os factores
responsables de esta anormalidad son probremente comprendidos.

Modelos murinos nos hacen llegar a pensar en un defeclo inherente
a las cdlulas B.al cual las hace ser hiperrespomdedoras a factores
exter nos que activen 2 estas.o bien haber predisposicidn

123,34,291
gendtica.

Por ejemplo Theofilopoulos v col-&g.xs‘o han demostrado que las cepas,
NiB-w y BXsb de ratones desarrollan  una proliferacidn ¥y
diferenciacton de Ceélulas 8 en respuesta in vitre a cambies eh
linfocinas y en signos activadores.

Esto podria ser aplicado al interferon ya gue este puede actuar
comd un factor de diferenclacidn de células B (BCDF por sus siglas

en ingl gg) 12765®

v ademis de que este puede acelerar .l
desarrollo de ia enfermedad autoinmune en los modelos murimos del:
LES. El concepto dado arriba sobre el potidle papel de un Ac anty
idictipico.come el responsable del anticuarpo contra el receptor
de INF » puede explicar mucho de esto.

Es cierto gQue el INF » durante algunas circunstiancias pueds
suprimir la (nmunidad humora.l"m Y la mediada por celulas,perc
rambien baje olras circunstancias este puede aumentar la

orL22
produccian de anticuerpoes 2

Jda fagocitesis de macrofages y la
citotoxicidad de los linfocitos.El aumento de la produccicn de,
anticuerpos on el raidn por el INF Lipo I es de 10-100 veces
superior gue ol producido por el INF tipo 3,4

Al gunos n.u\.cres‘”"" dicen que el INF > produce activacicon o

inhibicicn dependiendo doe ia ddsis ¢ altas dosas decrecen i3

10
wencionade en ref 22
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producctdn de Ac's y désis bajas la estimulan D.del tipo de
INFy Cver adelante).el tiempo de administracidn relative a los
elfectos bivldgices medidos y 1a presencia de otros factores
inmunomodul adores Yy hormonales.
En el LES tambidn hay reportes contradictories scbre exio,par
ejemplo Golbus et aL“”.roporLA que el INF » Iin wvitro aplicade a
células B de pacientes con LES,aumenta 1la produceidn de
inmunogiobulinas y Braude y eols™  dice gque wn condiciones
ligeramente diferentex el INF » =suprime in vutiro la sintesis y
secrecidn espontinea de anticuerpos anti DNA por parte de los L-
de pacientes con LES.al igual gque la sintesis inducida por ia
presencia del antigeno.
Las Unicas diferencias entre estos 2 ensayoes fueron sl tiempo de
tnpcubacidn del INF » con las células Cen =] segundo ensayo el
Liempo fue de 16 dias cuando en o] primero es de ¢ dias con otros
6 dias sin INF 3.y la purificacidn de los L_(en el primer ensayo
s mis exhaustiwva la purificacién dejando solo en contacto con
macr&fagos a los L.)
En ambos casos se usaron INF y purificado y otro recombinante a
las mismas concentraciones C10-10 000 unidades~pozo.d

Hay obtros muchos repories contradictorios con este respecto.
pero una gran proporcidn de los que dicen que wl INF y inhibe
1a produccicdn de tnaunoglabulinas ho tienen otro remedio que el de
admitir qQue el INF »y produce un aumsente on la Sintesis de RNA v
que el INF y s necesarlo para la produccicn de placas liticas en,
respuesia a eritrocitos de carnerc por parte de L. de estos
pacientes. hnkiid

Un estudico mas exhaustivo me ha ilevado a pensar gue €5 mis
factidle la hipdilesis de que el INF (y en este Caso nuestro
anticuerpod aumenta la produccion de inmunoglobulinas pere sole
después de una previa sensibilizacidn de estas celulas permitiendo
que actuien en mayor grade a u\&t.égenos“n'u’.
necesaria lxa participacidn de macrofages via IL-~1 para este

adenas de gue es
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efecto,lo cual ha sido repoortada en 1981 % y en 1968‘"’ al ver

que el INF » falla al activar celulas B purificadas, aun de grupes
hiperrrespondedores de anticuerpos, ademas de gque la produccién de
INF z2ze elimina o decrece al quitar los macrefages.lo mismo pasa

caon la produccian de {nmunogl obulinas, O

3. ~ACCION SOBRE LINFOCITOS T

Oiras de las caracieristicas inmunologicas del LES es la baja
actividad suprescra de los ‘..T;par ejemple en 1882 ,encontraron
que I..T supresores do paclentes con LES activados con el varus de
Epstein—Barr no gan el decremenlo hormal Vviste en las celulas
formadoras de placa In viiro usandc L. autologos.en contraste con

rat
les L normales.

11.70. 80, 20 1

Al gunos autores ' presunmen [ue -as aberracilones
inmunalaglcas asociadas con el LES, como es la,
hipergammagl obulinemsa, auloanticuer pos, complejos i1nmunes, la
blastogenesis de linfocitos deprimida, v la

baia actividad suprescora de los LT. pueden ser mediadas en parte

por el interferon inmune circulantie {(y cOm® NESOLTOS pensames por
el posible anticuerpo encontrado) . esto ya que el INF 7, produce
todas estas, v mas, funciones,

Esta acgicon dada al interferon es una de las teorias o mecanismos
inmunopatolagicos de enfermedades autoinmunes,que es una bajda
actividad supresora,hiperactividad de celulas helper o por olro
lade yna resistencia de las celul as B a los mensajes

(22,3m N
SUpTresores s eSLe uitime tal parece gQue No @S lo gue ocurre

en ol LES como ha dicho Tsokos et al” >,

al demcsirar que los L.
formadores de placa itn vitre. S1 acatan ios mensajes SJpresares e
LT SUPfesSOres aloQeniccs de pacientes sanos.

Otra accion del INF » en los L, podtria ser el aumentar la
actividad celular citeoitoxica.c bien el fencmencs de ciltotoxicidad
dependients de anticuerpas mediada por las celulas®>*' 1o cual,

es comun en el LES ~ podria explicar muchos de los dafos
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obser vados #n esta enfermedad.

Ex ruy posible gque este anticuerpo no presente ninguna actiwvidad
de INF > es mas tal ver no esteé dirigido epecificamente contra el
receptor de INF » ya que actualmenie sSe ha sugerido que el
esspectro  de aulvantiduerpos del Lupus puede no  ser tan
anplioc,pussto que los anticuerpos manonucleares anli DNA derivados
del homhre y del ratén can LES . reaccionan con muchas sustanci as,
(coms es la cardioiipina,dcido fosfatidico.fosfatidilglicerol,
factor anticocagulante del Lupus.pelinucledtidosd cuyas estructuras
contiensan grupos faosfatos enlazades como diesteres. Entonces
delerminados aulocanticuerpos pueden unirfse a un epitcpe que
contiene fosfodidsteres,presente en d:versas moleculas biologicas

disiribuidas ampliamentes en todo el organismo, 7o

Este anticuerpo aungue nNo presenlara ninguna actividad parecida al,
Interferon y» podria causar muchos de los dafos vistos en el LES ya
que al unirse a les linfocitos podria encontrar en la gama de
anticuerpas antilinfocitos vistos en esta enfermedad,la actividad
CIlOLENXICA en @slos paclientes es un hecho. 7%

El mecanismo de accion de estos anticuerpos en la destruccidn de
los linfocitos podria ser el siguiente:

Los anticuer pas *n  presencia de complemento,(el cual se
sncuenira en baja concentrarz:on perc existe), pueden interferir con
la tipificacian ge los HLA ¥ con ciertas activicades funcionales
com> #s la respuesta proliferativa a los  aloantigencs. Estos
ANLiCUer pos pueden ser lJiberados de la superfic:e de las celulas T
en forma de inmunocomplejos.engrosands la gamma de estos vista en
la enfermeoas.y coms tales pueden blogquear la accidn de esLos
linfocitos o contraiduir con e depdsitlo de complejos que conducen
a la vasculitas y nefritis. Esio tambien podria expilcar el aumento
de 1a rexccion dada en una mezcla de Linfoitos MNLOS Vista en la

o0
enler medad en CussSLIOn. * '
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4. -COMO INDUCTOR DE ANTIGENOS MHC

Un uUltime punto a discutir es la relacidn de este posible
anticuerpe con el sistema HLA » la influencia del aumento de
antigencs de histocompatibilidad dada por el INF en relacidn con
el LES.
El Interferon aumenta en gran medicda la expresion de los antigencs
del complejo principal de histocompatibilidad (HMO:
Los clase I humancs: HLA-A .8, C v /I-microglobulina, los de clase IT
© los antigenos Ia de ratun.les de clase 111 o del complemento y
antigenos factor B expresados por fagocitos mononuclieares;de la
rLsma rarera aumenta la expresidn de receptores Fc en la

{83,934
superficie celular.

Esta capacidad puede afectar la inmunidad mediada por células. Y
Come se ha dicho en Generalidades rmuchos procesos autolinmunes estan
asociados con una inapropiada expresién de moléculas MHC en

especial de clase Il ;en el LES hay una gran ascctiacidn con les
antigencs HLA DR-2 y 3 7m0 ERTY y algunes autores han
asociade los niveles encontrades de INF » con la expresidén andmala

(99,222
de estos antigenossCen especial en pacientes con eritemad.

@ .
se ha encontradeo una asociacidn entre el

Actualmente (1888)
HLA cw 7 y pacientes hiperesponsiveos al INF y.en cuanto a su

produccicon de inmunoglobulinas.con respecto al LES.

Es interesante hacer notar que el HLA ¢cw 7 es un desequilibric de
unidn de los serotipos HLA DR 2 v 3. a2

En 1690 Kawakami®® asocio la expresicon de antigenos MHC II en

ratones ¥y una tirciditis producida por autcanticuerpos.Encontreé

que la administracidn de INF » en ratones induce la produccidn de .
molecul as MHI b &4 er las célul as foliculares Cvisto por

inmunoquimica indirectad y una baja de las horoonas '[' T,
sdricas.la produccidn o presencia de antitiroglobulinas ¥
anticuerpos antimicrosomales,sugiere que la produccidn de los
antigencs NMHC 1] inducen estos anlicuerpof,esto et muy posible que

pudiera pasar eonh @l LES

13



En wl caso del LES purino.anticuerpos contra el  antigene Ia
produce remision de la enfermedad (Edelman 11;833”.
Ee mic,el! que el MHC esta presente en el cromecsema 8 vy gue

12
Rassibargt M por otre lade .Yungu"

reporien gue e! gene para la
eMpresion especie-especifica del receptor de INF » este localizade
an este mismo cromosoma es de gran relevancia.

Otro heche (mportante es e] descubrimento de Le Bouterl:ier ¥
cols™ de que on pactentes con LES se han encontrade anticuarpos
contra dos proteinas regul adoras [ llamadas HLA F1 (B85 kDad y HLA
Fz (&8 kDad ) de una secuencia inducida por el INF » para la
expreston del Ag HLA AZ2.-una protetna clase I+ (HLA-A2-ICS por sus
siglas en 1ngles Y. Esta propiedad persiste despues de la absorcion
de los sueros de los pacientes con LES en una columna de afinidad

con DNA diferente a los nucledlidos del HLA-AZ-ICS.

Con  estas elucubraciones del papel patdgeno de nuestro
anticuerpa encontradoe en la enfermedac autecinmune LES no queremos
decir que este zea la eticlogia de esta enfermedad., nosotros
consideramos Que simplemente es otra de las manifestaciones

inmunologicas presentes en el LES.

13

3
Marcicnads or ref se

12

Mencionads en ref 22
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PEREPRGTIVAS

Los resul tados de esta Ltesis todavia pueden ser
complementados . para lo cual projonemas las siguientes

investigaciones para un futuro:

ADEn el casco del sistema ‘‘Deteccidn de antigeno amibianc

circulante en el suerc de pacientes con AHA®®

1dActualmente so estad inltentado radiomarcar el anticuerpo de
conejo especifico para E histolytica.en un intento de aumentar

su sensibilidad.

2>3Disefar un métado mis *tlimpio® "que el de precipitar,
innunccomple jos con polietilenglicol,para concentrar el antigenc

amibians a partir del suero de los pacientes.

A3 Obtenar otro suero de conejo contra F histolytica con un titule
de anticuerpos mayor a 1/72000 [E1 '‘banco’’ de sueros utilizados en
esta tesis tenia un titulo aproximado de 1/1800 {(date no
mostrada) lo cual implica que era muy baje) y tratamiento de este.

B €n e}l caso del sistema de **Busqueda de un anticuerpo

contra el receptor de INF » en el suerc de pacientes con LES *°.

15 Determinar si este anticuerpo es en realidad contra el receptor
de INF y por medic de inmunoblot al transferir un cofrimiento
slectroforétice de receptor purificado y ver que el anticuerpo

reacciona &¢2nira la banda del receptor.
2) Neterminar S a este anlicuerpo se le puede considerar un Ac

anti Sdiotipe por medio de columnas de afinidad las cuales tengan
acoplados los distintes anticuerpos que originan al anticuverpo
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El Ac contra INF y. por ejemplo 3

3) Determinacidn de su actividad:,
En un sistema para la determinacidn de la actividad bicldégica
del INF » poner e! suerc de alguno de los paclientes cn Lu.ulos,
altos (por ejemplo e 33UG 3 y probar una cantidad de INF
7+ pudiendoze encontrar dos opcicnes:
ad El ({{tuloc del suero que inhiba un B0% de la actividad de INF
r-

B> &1 el anticuerpc mimetiza la accidn de un receptor activado
por INF . ver el tLitulo del svero gue aumente un 50% la
actividad de INF p.

42 Probar en @] sistema @l Ac salamente, es decir. sin INF 7.,
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VIL=~ CONCLUSIONES

El Ac de carnerc anti IgG cde humano . en las condiciones
trabajadas,.no da una aparente 1nespecificidad,por lo tanto se
puede considerar come esSpecifico.de un gran titulo y una
sensihilidad conveniente contra IgG humana.

Los gradosde sensibilidad y especificidad del Ac de conejo
anti £ histolytica no fueren convenientes en el ensayce ideado

para su actividad.

Los datos presentados en &1 punto V. 2.7 sugieren la presencia
de un anticuerpoc contra ®1 receptor de INF y en el suero de

algunos pacientes con Lupus Eritematose Sistémico.

Los resultados obtenidos sobre el Inmuncensays de " “‘Deteccidn
de Antigens Amibianc circulante en el suero de pacientes con
AHA'® ,tpodavia no son concluyentes sobre la presencia de este
en los paclentes.
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APENDICE A
MICROMETODO DE DETERMINACION DE PROTEINAS

1.~ CUANTIFICACION DE PROTEINAS CON KL REACTIVO ©ODE ACIDO
BOCINCONINICO <BCA>

1-SOLUCIONES

adV|olucidn de acido Biginconinico Czal disddica,FIERCEDX al 4% en
agua desionfzada. S ml de BZA al 4% equivale a 0.2 gr de BCA en S
ml de agua.

b)Sslucidn reactiva A .- 200 ul de Cu&)‘ % en los 5 ml de BCA 4%,
con agitacidn wvigorosa para disgregar el precipltado wverde

formado.

edSolucidn reactiva B.-Mmzclar la solucién reactiva A con 5.2 od
de microreactivo A :N.-'COSB‘;.I.S?‘ NaOH ¥y 1.6% de tartrato de sodic

pH=11.25 Cajfustado con NaHCOs)J con agitacian.

dIEstandar de AIbUidnha Serica boevina T30 gond

2. -MATERIAL

adCaja para ELISA

b ASF

cdlectar de ELISA (Lab Svstems Unizian II D con filtro de 550 nm.

3. -METODO
ad8e puso uha fila de ASF (100 uld come blanco.

BYSe mcrtd una curva patron en cada experimento de la sig. forma:
IDE! eo.undar de albumina se diluve o 10D pgrml en ASF.

1IYCun ¢l extdndar e hlzo la curva potrdi cun & ai1luclSies de la
albumina  por duplicado (10-80 L2 gque eguivale o 1-8 Lo de

proteina por pozod.

IS puso en cada experimento la muestra problema en 3 diluciohes

"a
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di ferentes por triplicado Jeancentradoe. 210y 10100 ) de Lal forma
que la cantidad de proteina ootrara en el rango de proleina de la
curva.

AVA Cada et e e adicions el valumen necesario de ASF para

aforar a 100 4}
edAd cianar & cade poso 100 pl de selucion reactiva,

fOba caia se 2ncubd por 2 hrs a temperatura ambiente.

Alas pozon se leseron sn el sspectrofotometra de ELISEA a S60nn

T2y
usando coma blanco lo pozns con ASE
La grafica 20 mas presenld una CUrva patron  pronedis

caracteristica de este proced: mientos

CURVA DF CALIBRACION/NETODO BCA

Y SR e
m]L. i
! -
0.2 - - '
: 2£76S ,
EXSERIMENT !
ARSGRIANCIA {560 o.tsl ALES !
nn X e |
) b — Culva !
i ! LINEARIZAD
| T8 A . . L X
,: : T o
0. ’/
£ :
I3 : .
a : N : A H
3 1 T Y - L (3 r 1]
CANTIDAD DF PROTEINA [ug)
rl) 20. ~curva potr T pora wa determinacion de Froteinus ot wl
mainds de DCA wsIDT e ® &t anaar Alhumina Ser.ca Bovara
My mi, Bads  que W iaso  experimen ee  W3s  eata tarvada marva
presentasa ez el FIoTemd S8 IO OSlerminaiones. KN esia  granca e
P esentan ioe EEITRY _n Lirealizar » Lineolixados e Tesuilados

vmauss en sela lesis e S uvieton o8 la curva lLinealizads

..
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I -DETERMING 100 DE FROTEINAS POR L1 METCDO DE FOLIN

1. -SOLUCONES

adReactive alcalinc (B ml D.-5 mi de! reactive A (carbonato de
sodio al 2 5% KaOH €.128 KN se mezclarcn con 100 Ml de una
solucidn 1:1 de la solucidn B con la B'[Solueidn B:1 25 de
CuSD..suluclén B*: 2. 5% Je tartralo de sodio (J.T. Bakerd] bISOO w1

del reactl:ivo de Folin. =300 ul del reactive de fenol Falin-Ciocateu

se diluvéd con 200 ul de ASF. edEstdndar de Ovoulbumina 1 mgoml

2. -MATERIAL

adcaja de ELISA

b ASF

ePlector de ELISA con filtro de 692 nm

a. -METODO

adla primera fila se usd comod blancw poniendo 16 ol de ASF.

DOEn cada experimenie Se monld una curva patron usande el
estindar de ovcalbdmina 1 mgeml,ponivndo en  los oS por
duplicado de (-8 w. del estindar,lo cual equivale a 1-B pg de
protuina.

llas mustras problema se diluyeron por duplicado.de tal manera
Que un volimen menss de 18 ul contenga unma cantidad egquivalente a

1-8 wug de proteina
ddCada pazo se afci s a 168 ]l de valumen coh ASF.

w)En cada poZo se ddicioparon 150 pl de la solucidn alcalina y se
esperd por 15 mun

fiFfazado este L. e puso 18 &l del reacti.n d- Felln diluide

dw jundo dnvubar 3G min o tesperatura anbiente. .tasads er ref

s
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GIPasado vsle LivaDd se lerd la caja en un lector e ELISA a una

T

B30 am, usandi. Cokw Blanco laa poros de ASE.

[
7

La grafica 21 muestra una curva patron promecio usandce

e%ta twcnica.

CURV e PETRONZUFTOBE SE FOTIY

Lanh

vhoD AT
2 it

Lhanv oo L
i &

r «

5
CANTIDAD BE PROTEINA fug)

fig Thecorva  pou para ia  delermnazism  de proteinas por .l
meinds de ralin usneas ar sstananr de Duslabumina T maom, AT taaa
SXEBTL e TU D - haTo LI furva Patt N poT o 1ants esla -
ol promeds S L erperimenios. Bn e&la  graliif se  presenian  ioe
EETE - Linealhizon v [ N L ELREEN rtesuliades usIdoe -
snta tees e Sttus T T o ta Turwa Lineatizada.

Zn la Tessa Se cont

S von eston 2 metodos S
delerminacion de oroielnas.usandose Ccon mayW! frecuencia

Gl Acado MEriioonamaes va Quies e e v gntleriwride

MES ADOT L. Slador el Salones

ol el genles o L.

WEAISE N eEta (e5.50 Ademas e QUe DO Se pUde Jsarl Landien FaAl e n

formnato d= determanacion Se pProteinas postcolumnas.
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En algunas ocasiones (marcado =n material » metodosd) se
usc el metodo de lowry expuesto; en estas condiciones se
TECUrrio a este métode cuande se necesitaba el resultado en un
tiempo relativamente corto para seguir con algun protocolo ©
bien en el caso de Qque la nuestra problema contuviera algun
aminoacico libre en la mexcla proteica gque interfiriera con el

motodo de BCA (come 1o es la gl;c;m\.\.'n'



APENDICE B

PRUEBA RAPIDA DE DETECCION DE PROTEITAS POST-ELUCION EN COLUMNA
POR EL METODO DE BCA

En este apendice se ¢a uwna pruebs cualitetiv-a para la

deteccion  rapida de un pice de  proteinas eluids de una

SOl UPNA Cremilodrafaca 4tilezanrds el netodo de detersunacion de

protefnas del BCA.

La mayoria de estas cromatografias se realizZan en  cuartos

e

refrigerados para evitar despaturalizacion de proleinas o en e
caso del Ag amibianc:la act:vacidn de proteasas que puedan digerss
las proteinas eluidas;este melodo ewvita el ltediose procedimeento
Que hay que usar en eslos Casos cuando No Se cuenta con un detector
de proteinas acoplade al colector de fracciones.ya gue el netodo
al poderse !levar a una raja de ELISA.puede ser llevado a donde

Sera .
SOLIKDONES ¥ MATERIRL

Ver la secoion oo

espondiente del Apendice A para el mdtodo

arZoms blancu Se Ulil.du L00 Wl de ASF en Ja prisera fila.
BY 10wl de cada Luse Srtoercdo Ce fa cromatografila e put.eron ern
cada pozo de la cala de ELISA,.previamente Mmarcaaos los SISt COn

el numerce correspanz.ente al (ubo en cuesslicn.

oY 5O ul de agua des.onizada se adiciond a cada porsc.

dia Ccada pazo Hes ie agreasd 10 ui de ila solucidén
3 N

Fewtli vy, homopene. Jal 30 lua meTcla. .

S anad ~e »e [l da T3 o empd pare wer - o enlor
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oM 2 3 T minulos despuss Se podia wver el dearrolle de celor en les

POIes con una cantidad de proteina importante (basado en ref Y2

La grafica 22 conmpara o#site metcode Con Clro mitede mUy comun
en e51L 08 caseos,la apsorbancia de las protelnas a 280
nmﬁ,x)t\ser\undose Jue dan rescltlados practicamente iguales,siendo
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PROCEDIMEENTO GENERAL PARA EL DESARROLLO DEL ANALISIS
|NMUNOENZINATICO EN FASE SOLIDA ¢ ELISA )

1. -Se forre la placa para ELISA (Nunc-Inmuncplate,Maxisorp,Thomas
Scientific) con Ag disuelto en un tampon de carbonatos C(Bakerd
O.1IN pH 0. 6™ para antigenos purificades se usoe una
concentracidn de 5 pgrml y para antigencos complejos © no
purificados se usd 25 pg- ml.
AdSe depositaron S0 4l por pozo.dejandose una fila como
blanco.
bBlse incubd por 2 hrs a 37%C.o bien toda la noche a 45C.
cdel ligquide sobrenadante se aspird de leos pazos usando
vacio.
Dla caja se lavd B8 veces con ASF usando un lavador de
cajas de ELISA CElcawash Brandrayd

2. -850 ul de una solucicn de gelatina (Bakerd al O.5% en ASF se
depositd en tada pozd can el proposito de saturar la supearficie
libhre de los poaTos.

AdSe Incubo 1A caga par 1 he a 37°C.

EMEL liquido Se aspird y e lave la caja B veces con

AST-twesn 20 (sigmad al O.05Y.

3. -Se apgrefaron diluciones del sUero inmune diluide en ASF-tween
20 al 0. OBN-pelatinx al 0.5% a razédn de S0 pl por pozo.

aAdSe tncube por 40 minutos a 37%¢.

DE] exceso no acoplads se lave con ASF-iween 20 al

Q.OBN 8 \eces CONSeCUtiVas

4. ~E£1 segunde anticuerpe (el cual estida conjugade con  un
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marcador) se FuUsSc en une dilucion aprepirada en ASF-lween 20 al

0.05% y gelatina al QO.5% en volumenes de SO ] por pozo.

adSe incubd por 40 minutos a 37%.

DYEl exceso no acoplade se lavo con ASF-tween 20 al
0. 05% 6 vecas

5. -A  cada pocu se le adicviond 100 Wl de ADTS

conke
[T W W)
sustrato.

aldE]l sustrato vstiba preparado de la sig.nanera:
a 11 ml de ABRTS f(acido &,2' azino bis (3-etil
benzoliazolina>-6-sulfdnico {Boehringer Manhneym
GMBHY) a una razon de 137 mg. 250 ml de un butrfer de
citrato-fosfato 0.32 M pH 4.28,s5e le agrego 11
pardxido de hidréogenoc al 30% (HzOzBaker al =
bise dejd reposar por 30 min.

ul de

She Y

clse leyd la caja vn el lector de ELISA a una ¥=41S nm.

Este es ol protocolo general seguido #n cada ensayc. Para cada

ensaye se dan las vorrecciones particulares pertanentes
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