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RESUMEN

La amibiasis es una de las enfermedades que causan ¢! mayor indice de mortalidad
en todo el mundo. La infeccion es producida por la ingestion de quistes de
Entamoeba histolytica y su posterior colonizacion en la mucosa intestinal en forma
de trofozoito. En infecciones muy severas el trofozoito atraviesa la barrera intestinal
¢ invade al higado, provocando abscesos hepaticos amibianos que pueden llevar a la
muerte del paciente. La capacidad de invadir y provocar dafio a los tejidos, puede
atribuirse a varios factores que han sido agrupados dentro tres eventos principales:
1) adhesion, 2) lisis y 3) fagocitosis de la célula blanco. Dentro de estos, 1a adhesion
es un factor indispensable para llevar acabo el dafio celular. Este mecanismo es
mediado por adhesinas de la amiba, entre las que destacan las adhesinas de 260kda
(inhibida por Gal/GalNac) y de 47-52kDa (SREHP) por su importancia en los
mecanismos de virulencia de la amiba. La adhesina de 260kDa es un heterodimero
formado por una subunidad pesada de 170kDa y una subunidad ligera de 35kDa.
Dentro de la subunidad pesada se ha definido un dominio rico en cisteinas (649-
1208 aminoacidos) que media la adhesién e inhibe el complemento (denominada
170CR). Este dominio se fusioné con la secuencia genética de la proteina Glutation
S transferasa (GST) obteniendo la proteina recombinante 170CR/GST. La adhesina
SREHP es una molécula de superficie con una region extracelular rica en serinas
(52 de 233 aminoécidos), octapéptidos y dodecapéptidos repetidos en tandem. Parte
de la secuencia genética de SREHP ha sido fusionada a la proteina Antranilato
sintetasa (TrpE) dando origen a la proteina recombinante SREHP/TrpE. Hasta la
fecha se ha reportado que la inmunizacién con ambas proteinas puede prevenir el
desarrollo del absceso hepatico amibiano en animales infectados experimentalmente,
sin embargo, todavia no se han determinado los epitopos relevantes de estas
adhesinas y los mecanismo que activan la citotoxicidad celular dependiente de
contacto. Por lo que el objetivo de este trabajo fue seleccionar a los anticuerpos

monoclonales que reconocen a las dos adhesinas principales y determinar si



bloquean la adhesion celular y la formacién del absceso hepatico amibiano en
hamsteres infectados experimentalmente con trofozoitos, mediante inmunizacion
pasiva. Logramos seleccionar 12 anticuerpos monoclonales que reconocen proteinas
de membrana externa de E. histolytica. De los cuales, 3 reconocieron a la proteina
recombinante 170CR/GST (C5El, 3D7ES y C4C2) y 3 a la proteina recombinante
SREHP/TrpE (C9F10, C11E11 y C16D3). En la prueba de adhesion, los anticuerpos
monoclonales CSE1 y C4C2 anti-170CR y los anticuerpos monoclonales C9F10,
CIl11E1l y C16D3 anti-SREHP bloquearon la adhesion de los trofozoitos a
hepatocitos humanos de manera significativa, por lo que los anticuerpos C5E]
(170CR/GST) y C9F10 (SREHP/TrpE) fueron considerados para determinar su
papel protector en hamsteres infectados experimentalmente con trofozoitos de E.
histolytica. La inmunizacion pasiva con el anticuerpo monoclonal C9F10 inhibi6 la
formacién del absceso hepético amibiano en el 80% de los animales infectados
mientras que el anticuerpo CSE] inhibi6 la formacién del absceso hepatico en el

50% de los animales infectados.
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INTRODUCCION

La amibiasis es producida por el protozoario-parasito Entamoeba histolytica, el cual
se estima que infecta a 50 millones de personas en el mundo y cerca del 10%
desarrollan la enfermedad. Esta enfermedad prdduce 50 mil muertes por afio, siendo
la tercera causa de muerte por infecciones de parésitos después de la malaria y
esquistosomiasis (Walsh, J., 1988). La prevalencia de la infeccién por E. histolytica
es mas frecuente en dreas pobres y mal saneadas donde priva el hacinamiento y el
mal manejo de aguas y de excretas, este factor es preponderante para que los paises
subdesarrollados en América Latina mantengan una tasa elevada de la infeccién
(OMS, 1997).

La amibiasis en México es considerada un problema de salud, se estima que
aproximadamente el 8.4 % de la poblacién ha estado expuesta a la amibiasis,
resultando en 1 millén de casos de amibiasis y 1,216 mueites (Caballero y cois.,
1994). En un estudio reciente llevado a cabo por el Sistema Unico para la Vigilancia
Epidemiologica se reportaron en el afio 2000 aproximadamente 1,159,000 casos de

amibiasis intestinal y 5,700 casos de absceso hepatico amibiano (SUIVE, 2000).

La amibiasis es diagnosticada principalmente por la identificacién de parasito en las
heces 6 mediante un exudado. Sin embargo, puede existir confusién en el
diagndstico debido a que en el tracto gastrointestinal se encuentran presentes un gran
nimero de especies de Entamoeba no patégenas (E. dispar, E. coli, E. hartmanni, E.
gingivalis y E. polecki) entre las que destaca E. dispar por presentar caracteristicas
morfologicas y genéticas similares a E. histolytica. Recientemente E. dispar ha sido
considerada como la especie no patégena va que no esta asociada con los sintomas
gastrointestinales, ni con la amibiasis invasiva en los diferentes pacientes estudiados, '_
mientras que E. histolvtica es considerada la especie patdgena y el agente etiolc’agico

de la colitis amibiana y de abscesos hepéticos amibianos (Petri y cols., 1993).



La amibiasis es iniciada cuando la forma de quiste del protozoario parasito
E. histolytica es ingerido en alimentos y agua contaminada, en este estado el qﬁiste
es transportado hasta el intestino delgado donde se desenquista hacia la forma de
trofozoito gracias a la accién del jugo gastrico y los acidos biliares; los trofozoitos
que son liberados en el intestino delgado migran hasta el colon adhiriéndose al
moco coldnico y a la ldmina epitelial donde crecen, se multiplican y re-enquistan
para ser liberados junto con las heces y continuar un nuevo ciclo de infeccién
(Figura 1). En el colon los trofozoitos pueden comportarse como comensales
inofensivos cursando con una infeccién asintomética similar a la producida por E.
dispar pero bajo ciertas circunstancias como el decline en la inmunidad del
hospedero o el cambio en la flora bacteriana del intestino se puede favorecer que la
amiba invada la mucosa intestinal (Martinez-Palomo, A., 1993). En general, la
propagacion posterior de la enfermedad ocurre por extension directa desde el higado
hasta la pléura, pulmén derecho y pericardio. En casos mas graves se da la
destruccion del tejido muscular con perforacion, provocando la diseminacion de las
amibas a través del torrente sanguineo hacia el higado con mayor frecuencia,

provocando los llamados abscesos hepaticos (Brown y Neva, 1983).

Esta capacidad de invadir y provocar dafio a los tejidos puede atribuirse a varios
factores que han sido analizados con profundidad. La invasién de la mucosa
intestinal por E. histolytica es un proceso activo mediado por el parasito y pueden
ser reconocidos tres eventos principales: adhesion, citotoxicidad y fagocitosis. 1) La
adhesion de la amiba a la célula blanco es el primer paso en la produccion del
dafio. En este primer evento participan proteinas de superficie de la amiba
denominadas adhesinas que reconocen a carbohidratos presentes en la célula blanco,
ya que en presencia de ciertos monosacaridos como Galactosa 6 N-Acetil-D-
Galactosamina se inhibe la adhesion y se disminuye el dafio celular. (Ravdin y Gue-
rrant., 1981). 2) Después de la adhesion y el reconocimiento se ha observado que la

amiba inmediatamente produce dafio sobre la superficie celular mediante la libera-
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[A]= cotonizacidn no inveshva
A= Forma infectante = Enfermedad intestinal
A= Forma disgnéstics ) :
E of] = Enfexmedad extraintesting

Figura 1.- Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. La infeccidn por Entamoeba histolytica
ocurre por ingestion de quistes maduros (1) en alimentos, agua 0 manos contaminados con
heces. El desenquistamiento (2) ocurre en el intestino delgado y los trofozoitos (3) son
liberados y migran al colon. Los trofozoitos se reproducen por fisidn binaria y producen
quistes (4) que se eliminan con las heces. Debido a la proteccién de la pared, los quistes
pueden sobrevivir dias 0 semanas en el medio externo y son los responsables de transmision.
Los trofozoitos en el medio extemo mueren ripidamente. En muchos casos los trofozoitos
permanecen confinados en Ja luz intestinal (A: infeccién no invasiva) de los infectados,
quienes son entonces portadores asintomaticos o eliminadores de quistes. En algunos
individuos los trofozoitos invaden la mucosa intestinal (B: enfermedad intestinal), o a través
de la circulacién, invaden el higado, pulmones cerebro etc. (C: enfermedad extraintestinal). Se
ha establecido que las formas invasivas y no invasivas representan especies separadas: E.
histolytica y E. dispar respectivamente, que son morfoldgicamente indistinguibles. (Tomado
de Amibiasis, CDC, Atlanta, 1999). f
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cién de proteasas como colagenasas y cistein proteasas entre las mas importantes
(Mufioz y cols., 1984; Keene y cols., 1990) y proteinas formadoras de poros que
alteran la permeabilidad de la membrana plasmatica que conlleva a la lisis celular
(Young y cols., 1982; Rosales-Encina y cols., 1987; Leippe y cols., 1994) y 3)
finalmente la amiba puede fagocitar los restos celulares; este mecanismo en pruebas
in vitro puede ser bloqueado mediante farmacos como la citocalasina B y D ciue
inhiben la polimerizacién de los filamentos de actina de la amiba (Ravdin y
Guerrant., 1981)(Figura 2).

Otros factores involucrados en la patogenicidad de la amiba son los mecanismos de
‘evasién de la respuesta inmune del hospedero; dentro de los mecanismos maés
importantes se encuentra ¢l alto recambio molecular en la membrana de la amiba
que modula su comportamiento virulento como la variacion antigénica y la
capacidad para deshacerse de anticuerpos unidos a su membrana por medio de la
ingestién 6 exfoliacion de estos (Calderdn y cols., 1980); también se ha descrito que
es capaz de perder la susceptibilidad a la lisis por el complemento durante su
adaptacion a tratamientos repetitivos de suero, este fendmeno podria estar mediado
por la adhesina de 260kDa, la cual posee la capacidad de inhibir la actividad del
complejo de ataque a membrana (MAC). Se ha observado que las cistein proteasas
de la amiba degradan inmunoglobulinas de clase IgG, IgM e IgA, evitando su
accion sobre los trofozoitos y la accion del complemento (Tran y cols., 1998).
Recientemente también se ha observado que E. histolytica pudiera estar jugando un
papel importante en la muerte celular de la célula blanco de una manera directa o
indirecta mediante el fenémeno de apoptosis. La sefial de apoptosis cominmente es
transmitida mediante el ligando de Fas (Fas L) o el receptor del factor de necrosis
tumoral (TNF R). Sin embargo, los trofozoitos parecen inducir apoptosis por una via
alterna a estas dos principales ya qﬁe son capaces de inducir apoptosis en céluias
murinas desprovistas del ligando de Fas 6 del receptor de TNF (Ragland y cols.,

1994; Velazquez y cols., 1998, SeydelyStanley 1998). ?

4



trofozpitos

capa serosa metastasis via vena porta Cavidad pentoneal

Figura 2.- Mecanismos de patogenicidad de E. histolytica. 1) Los trofozoitos colonizan la
superficie mucosa del intestino grueso, adhiriéndose a la capa mucosa e ingieren bacterias y
restos celulares del lumen. La adhesién es mediada principalmente por la lectina de 260kDa. 2) El
rompimiento de la barrera mucosa puede llevar a la muerte dependiente de contacto de las células
epiteliales. La iectina de 260kDa juega un papel importante en la actividad citolitica.
Adicionalmente el rompimiento del tejido de la matriz extracelular (MEC) implica que las
proteasas estan también involucradas en la patogénesis. 3) Los trofozoitos pueden continuar
avanzando lateralmente y hacia abajo en la submucosa produciendo una ulcera en forma de boton
de camisa. Loos neutrofilos y otros efectores inmunes también son lisados. 4) Los trofozoitos
también pueden penetrar en la capa muscular'y serosa provocando una perforacion intestinal. La
perforacion de la pared intestinal es un evento dramatico que puede llevar a la peritonitis y
filtracion en la cavidad abdominal. 5) Los trofozoitos también pueden ganan acceso al sistema
circulatorio y pueden ser diseminados. El higado es sitio primario de la amibiasis extraintestinal y
la diseminacion hematégena a otros organos es raro. La metastasis al higado involucra la vena
porta, la cual acarrea sangre del colon directamente al higado. La diseminacidén a otros tejidos
mas frecuente vincula la extension directa de las lesiones hepaticas o coldnicas . ‘



Antecedentes

Los factores anteriormente descritos pﬁrccen ser los de mayor relevancia en modelos
experimentales in vifro e in vivo. Sin embargo, la importancia de la adhesion como
un mecanismo crucial en la virulencia de la amiba ha sido demostrada por ﬁar’ios
investigadores {Takeuchi y Phillips., 1975; Mora-Galindo y cols., 1978; Ravdin y
Guerrant.; 1981; Li, E. ¥ cols ., 1988; Rosales-Encina y cols., 1987). Recientemente
se ha confirmado que la adhesion de los trofozoitos con la célula blanco es necesaria
para que los demas factores de citotoxicidad (e.g. amebaporos, cistein proteasas y
fosfolipasa A) actiien en la lisis celular 6 en la colonizacién e invasién del tejido

intestinal (Lopez y cols., 2000).

Existen evidencias que indican que la adhesién del trofozoito a la célula blanco es
mediada por adhesinas. Estas proteinas han sido localizadas en la membrana externa
de los trofozoitos de E. histolytica. Hasta la fecha han sido caracterizadas un gran
numero de adhesinas con diferente peso molecular (260, 220, 150, 112, 66 y 52-
47kDa). Dentro de este grupo destacan por su importancia en los mecanismos
adhesion y virulencia de la amiba, la adhesina de 260kDa denominada lectina
inhibible por Gal/GalNac (Galactosa y N-Acetil-D-Galactosamina)(Petri y cols.,
1987a) y la adhesina de 52-47kDa denominada SREHP de la abreviacidn en inglés
serine rich Entamoeba histolytica protein (Stanley y cols., 1990).

La adhesina inhibida por Gal/GalNac es una molécula compleja que tiene
propiedades de lectina ya que se une a residuos de carbohidratos con Galactosa y N-
Acetil-D-Galactosamina expuestos en las glicoproteinas de la célula blanco; esta
proteina es considerada esencial para el dafio ocasionado en la célula blanco, debido
a que en presencia de Galactosa y N-Acetil-D-Galactosamina se inhibe el dafio
celular en un modelo in vitre (Ravdin y Guerrant., 1981). Esta proteina también se
ha visto involucrada en mediar la resistencia a lisis por los componentes del

complemento (Braga v cols., 1992). La lectina inhibible por Gal/GalNac es un
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heterodimero de 260kDa formado por una subunidad pesada de 170kDa y una
subunidad ligera de 35kDa unidas por enlaces disulfuro. La subunidad pesada de
170kDa es mas inmunogénica que la subunidad ligera de 35kDa ya que anticuerpos
monoclonales y policlonales obtenidos contra la proteina de 260kDa nativa 6
desnaturalizada reconocen sdélo a la subunidad de 170kDa. Los anticuerpos
monoclonales obtenidos contra la subunidad pesada bloquean la adherencia de la
amiba a las células epiteliales del ovario del hdmster chino (células CHO) y a
mucinas colonicas, sugiriendo que el dominio de adhesién reside dentro de la
subunidéd pesada (Petri y cols., 1987b). Sin embargo, la localizacion del dominio de
adhesion en la regién 170kDa esta en controversia ya que ain no se determina su

localizacién (Lotter y cols., 1997; Tavares y cols., 2000).

Los genes que codifican para la subunidad pesada y ligera son miembros de una
familia de multigenes con cinco a siete miembros (Ramakrishnan y cols., 1996). La
subunidad pesada de 170kDa es codificada por cinco de estos genes, tres de los
cuales codifican polipéptidos similares en el 95% de sus aminoacidos. La secuencia
de aminoacidos derivados de los tres genes sugiere que la subunidad pesada es una
proteina integral de membrana, con dominios citoplasmico, f[ransmembranai y
extracelular. El dominio extracelular puede ser divido en tres regiones de acuerdo a°
la composicion de aminoacidos: los aminoacidos amino-terminales del 1 a 187
tienen 3.2% de cisteina y 2.1% de triptofano, los aminoacidos 188-378 estan
desprovistos de cisteinas y los aminoacidos 378 a 1209 tiene 10.8% de residuos de
cisteina, por lo cual se le denomina a esta regién como rica en cisteinas (170CR)
(Mann y cols., 1991)(Figura 3A). Dentro de esta secuencia se ha definido que la

region rica en cisteinas contiene los posibles sitios que median la adhesion y la |
inhibicion del complefnento (Lotter y cols., 1997). Parte de la secuencia que codifica
para la region rica en cisteinas (170CR) de la subunidad de 17kaa (aminoacidos
649 al 1209) ha sido utilizada para producir una proteina recombinante. La

secuencia de esta porcion se fusiond con la proteina glutation S transferasa (GST)
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b

para purificar a las proteinas recombinantes. Esta proteina recombinante
170CR/GST es antigenicamente similar a la proteina nativa ya que es reconocida
por suero de pacientes con absceso hepatico en un 90% de los casos (Zhang;r> y
cols., 1992). En ensayos de inmunizacién con la proteina recombinante 170CR/GST
en jerbos, la formacién del absceso hepatico amibiano disminuye en el 27% de los
animales infectados en comparacién con el grupo control con 81% de animales

infectados (Mann y Petri., 1991).

Por otra parte la proteina SREHP fue obtenida mediante el aislamiento de RNAm de
una cepa patogénica de E. histolytica (HM1:IMSS). La proteina nativa SREHP
migra en una regién de 52 a 47kDa en SDS-PAGE, sin embargo, el pépti'do
codificado tiene un tamafio de 25kDa, por lo que se sugiere que esta sufre
modificaciones post-transcripcionales. La secuencia de aminoacidos derivados c:iel
¢DNA de esta clona presenta una alto contenido de serinas (52 de 233 aminodcidos),
una posible secuencia sefial, multiples octapéptidos y dodecapeptidos repetidos len
tandem y una region transmembranal. Esta estructura primaria es similar en'la
secuencia de aminoacidos a los antigenos repetitivos de Plasmodium falciparum en

la fase de circumsporozoito (Stanley y cols., 1990)(Figura 3B).

La funcién de la proteina SREHP parece estar relacionada con la adhesion amibiana,
esto se demostro gracias a la creacién de una proteina recombinante de la SREHP
acoplada a la proteina Antranilato sintetasa (TrpE)(Stanley y cols., 1990); la
obtencion de anticuerpos policlonales contra la proteina quimera (SREHP/TrpE),
inhiben la adhesion de la amiba a células epiteliales CHO en un 70%. (Stanley\ y
cols., 1990). Sin embargo, hasta el momento no se ha encontrado un sitio de unién a
carbohidratos que pudiera relacionarse con este efecto. En pruebas posteriores con la
proteina recombinante SREHP/TrpE, se ha encontrado que tiene una aita
inmunogenicidad ya que alrededor del 80% de los sueros de pacientes con absceso

hepatico amibiano tienen anticuerpos que reaccionan contra esta proteina (Staniey y
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PR 170CR
PS C-T PC Rica-en-Cisteinas T™M.CT
1 649 1202 1291

B PR SREHP
PS AC DO ™
110 52 222 233

Figura 3.- Representacion ¢squematica de las Proteinas Recombinantes 170CR y SREHP de
E. histolytica. A) 170CR forma parte de la porcion rica en cisteinas, esta region parecé ser
altamente inmunogénica y se ha encontrado que participa en la adhesion y la inhibicion del
complemento; PS: péptido sefial, C-T: regién de cisteinas y treoninas, PC: region pobre en
cisteinas, TM: region transmembranal y CT: regién citoplasmica. B) La recombinante SREHP
contiene parte de la region de aminoacidos con carga y la regién de péptidos repetidos en
tandem. PS: péptido sefial, TM: region transmembranal, AC: amino4cidos con carga positiva

y péptidos repetidos en tandem; D: dodecapéptidos y O: octapéptidos.



cols., 1991). En ensayos de inmunizacion de jerbos con la proteina recombinante
SREHP/TrpE la formacién de abscesos hepaticos amibianos disminuyé en el 64%

de los animales infectados (Zhang y cols., 1994).

Si bien, la funcion de la proteina SREHP esta actualmente tratindose de definir, se
ha descubierto que la proteina nativa promueve la migracion de la amiba in vftro,
por lo que se especula que la proteina SREHP también pudiera servir como una
sefial de atraccion entre los trofozoitos de E, histolytica e incrementar la producci(’)n
de factores solubles (ameboporos, cistein proteasas, colagenasa, fosfolipasas A etc.)

involucrados en la invasion y destruccién del tejido. (Stanley y cols., 1995).

Hasta la fecha se reporta que la inmunizacion con los antigenos amibianos
recombinantes 170CR/GST y SREHP/TrpE, pueden prevenir el desarrollo de
absceso hepatico amibiano en animales infectados experimentalmente; esto también
se mostré mediante la inmunizacion pasiva de ratones con inmunodeficiencia severa
combinada (abreviado en inglés SCID) con anticuerpos mono y policlonales que
reconocen a las proteinas recombinantes 170CR/GST y SREHP/TrpE. Se han
encontrado anticuerpos en animales inmunizados con la subunidad de 170kDa que
reconocen epitopos capaces de inhibir o epitopos capaces de incrementar la adhesion
celular de los trofozoitos a su célula blanco en pruebas in vitro (Petri y Ravdin.,
1991). Sin embargo, aunque anticuerpos policlonales anti-SREHP protegen .la
formacion de abscesos hepaticos amibianos aun no se ha definido un epitopo

relevante de esta proteina en la virulencia de 1a amiba (Zhang y cols., 1994).

A pesar de la importancia de este parasito, falta mucho por conocer acerca de la
inmunidad protectora contra la infeccion amibiana. Un mejor entendimiento de la
naturaleza protectora contra E. histolytica puede proveer informacion de la
patogénesis amibiana, como un factor critico en el des'arrollo de una vacuna para

prevenir la amibiasis. Las pruebas de inmunizacion con los antigenos amibianos
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recombinantes de la SREHP/GST y 170CR/TrpE relacionados con la adhesion,
pueden proteger del desarrollo de los abscesos hepaticos amibianos en diferentes
modelos experimentales in vivo (jerbos, ratones con inmunodeficiencia severa
combinada y hamsteres). Este efecto protector también ha sido demostrado mediante
la inmunizacion pasiva en ratones SCID con anticuerpos policlonales anti-E.
histolytica, anticuerpos policlonales de humano anti-amiba obtenidos de pacientes
con absceso hepatico amibiano y con anticuerpos monoclonales contra antigends de
lipofosfoglicano de superficie de la amiba (Cheng y cols., 1998). Este sistema
parece ser de gran utilidad para determinar el papel que juegan estas proteinas en los
mecanismos de virulencia de la amiba y en la localizacién de los epitopos
relevantes de adhesion y citotoxicidad de estas proteinas, asi como la identificacién
de nuevos componentes de la membrana involucrados en los mecanismos de

adhesion y virulencia de la amiba.

Justificacion

A pesar del avance que se ha tenido en el estudio de la amibiasis, esta es considelfada
todavia como un problema de salud publica. La alta frecuencia de la infeccién en
todo €] mundo, ain despierta el interés de los investigadores por intentar desarrollar
nuevas estrategias contra la amibiasis. El conocimiento sobre los mecanismosl de
patogenicidad ha contribuido al descubrimiento de antigenos que pueden genérar
una respuesta inmune protectora. Dentro de estos antigenos destacan la proteina
SREHP y la subunidad pesada de 170kDa de la lectina inhibible por Gal/GalNac que
estan involucradas en los mecanismos de adhesion, sin embargo ain no se ha
determinado como participan en la proteccién de animales infectados experimen-
talmente. Por lo que es importante ampliar los estudios sobre las proteinas que
participan en los mecanismos de adhesion de la amiba Yy su.papel en la citotoxicidad
dependiente de contacto. El reconocimiento de estas proteinas mediante la creacién
de anticuerpos monocionales ha contribuido a determinar el papel que juegan en la

produccion de dafio hepatico amibiano (Stanley y cols., 1994; Petri, W., 1996;
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Veldzquez y cols., 1995; Gonzalez-Valle, R., 1996).

En base a estos antecedentes nosotros decidimos evaluar el reconocimiento de un
panel de 18 anticuerpos monoclonales anti-proteinas de membrana de E. histolytica,
contra dos de los principales antigenos de E. histolytica; la proteina SREHP y:una
porcion de la subunidad pesada de 170kDa denominada 170CR en sus versiones
recombinantes (SREHP/TrpE y 170CR/GST) y establecer el papel de proteccion que
tienen en la formacion del absceso hepatico amibiano en un grupo de hamsteres

infectados experimentalmente con trofozoitos de £ histolytica.



OBJETIVO GENERAL

Determinar en hémsteres infectados experimentalmente con trofozoitos de
Entamoeba histolytica la proteccién al dafio hepatico amibiano por inmunizacién

pasiva con anticuerpos monoclonales anti-proteinas de superficie de E. histolytica.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar el reconocimiento a proteinas de superficie de trofozoitos de amiba
por anticuerpos monoclonales anti-proteinas de membrana de Entamoeba

histolytica.

2.- Determinar el reconocimiento a las proteinas recombinantes 170CR/GST y
SREHP/TrpE por los anticuerpos monoclonales que reconocen proteinas de

superficie de trofozoitos de Entamoeba histolytica.

3.- Determinar la inhibicion de la adhesion de trofozoitos de Entamoeba histolytica
(HM1:IMSS) a hepatocitos humanos (HepG2) mediante anticuerpos monoclon?les

anti-proteinas de membrana de Entamoeba histolytica en un modelo in vitro.

4.- Valorar el dafio hepatico amibiano en hamsteres infectados experimentalmente
que recibieron la inmunizacién pasiva de anticuerpos monocionales anti- adhesmas
de Entamoeba histolytica mediante analisis histolégico del higado y la evaluacmn

del porcentaje de dafio hepatico amibiano.
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Lote de 18 Anticuerpos !
Monoclonales

—EmETEEEEE= ~ ;
: Amplificacion y i '
purificacién de los ! _ '
! anticuerpos ! > ¢ |
monoclonales — - !
N ,' Reconocimiento a proteinas de
superficie de los trofozoitos de E.
histolytica (HM1:IMSS)
o TmTmmEEmEsmEEm - ‘. s
: Marcaje de anticuerpos | Microscopia de
| p(l):I;l(jlc?nales' con 1 > — Fluorescencia y
rescermna 1 :
e e Do ; FLUORESCENCIA + Confocal
Especificidad por las adhesinas de E. _
histolytica en su forma recombinante :
170CR/GST y SREHP/TrpE
rTmEEEEEEmEEs- hY s
| Marcaie de anticuerpos > '
I . . . ]
: polictonales con Biotina I ¢ RECONOCIMIENTO + .

Bloqueo de la adhesidon de los
trofozoitos a hepatocitos humanos
(HepG2) por los anticuerpos

monoclonales anti-adhesinas !

Microscopia de
P | Contraste de Fases y
BLOQUEO + Confocal

Efecto de los anticuerpos monoclonales
anti-170CR y anti-SREHP en la
proteccion del absceso hepatico

amibiano en hamsteres

14



MATERIALES Y METODOS

CULTIVOS CELULARES

Entamoeba histolytica (Cepa: HM1-IMSS).

Los trofozoitos de las cepas HMI1-IMSS de Entamoeba histolytica se cultivaron
axenicamente en tubos de vidrio en medio BI-S-33 suplementado al 10% con suero
bovino (ver Apéndice) a 37°C durante ~ 72 hr (Diamond y cols., 1979). Una vez
alcanzada la confluencia, los trofozoitos fueron cosechados mediante el cambio del
medio de cultivo para descartar las amibas no adheridas al tubo mientras que los
trofozoitos adheridos fueron incubados en agua-hielo (~ a 4°C) durante 10 min para
despegarlos con flujos repetidos de medio con la pipeta. La suspension obtenida fue
centrifugada a 1,500 rpm para concentrar a los trofozoitos y cuantificarlos.
Finalmente los trofozoitos contados fueron ajustados con un volumen de medio BI-

S-33 (suplementado) de acuerdo al nimero de trofozoitos requerido.

Linea celular de hepatocitos humanos (HepG2).

La linea celular HepG2 (ATCC HB 8065) fue cultivada en botellas de plastico de
25cm? con medio DMEM suplementado con suero de ternera bovino al 10% (ver
Apéndice) a una temperatura de 37°C y una atmosfera de 5% de CO,. Alas 72 hro
hasta que las células se encontraban al 80% de confluencia; se cosecharon con
Tripsina (0.055%) y EDTA (0.58mM) diluidas en PBS (pH 7.4)(ver Apéndice) a los
2 min se retiré la tripsina y se agregé medio DMEM, se golpe6 ligeramente la caja
para despegar las células y se lavaron dos veces con un volumen igual de medio de
cultivo a 1,500 rpm durante 5 min. Finalmente el paquete celular obtenido fue

resuspendido y ajustado de acuerdo al niimero de hepatocitos requerido.
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OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES ANTI-PROTEINAS DE E. histolytica

Cultivo de hibridoma productores de anticuerpos monoclonales

Los 18 hibridomas productores de anticuerpos monoclonales anti-proteinas de
membrana de E. histolytica fueron obtenidos por Avila y Calderén en 1993. Los
hibridomas, se obtuvieron de ratones BALB/c inmunizados con esferas de silica gel
recubiertas de lipidos sintéticos y proteinas de la fraccion de membrana total de
Entamoeba histolytica. Estos hibridomas fueron cultivados en botellas de plastico de
25cm® con medio DMEM suplementado con suero de ternera bovino al 10% e
incubados a 37°C en una atmdésfera de 5% de CO, durante ~48 a 72 hr hasta que
alcanzaron una confluencia del 80%. Las células se cosecharon y se lavaron por
centrifugacién a 1,500 rpm durante Smin. El paquete formado fue resuspendido con

PBS (pH 7.4) para determinar el nimero de células del hibridoma.

Produccion de liquido ascitico en ratones BALB/c

La produccion de los anticuerpos monoclonales se llevé a cabo por formacién del
liquido ascitico en ratones BALB/c (hembras). Cada ratén fue inyectado por via
intraperitoneal con 0.5 ml de pristano (2,6,10,14-dcido tetrametildecanoico) 10 dias
antes de la inoculacion de los hibridomas. Se inoculd con 5 x 10° células de los
hibridomas por ratéon en 0.5 ml de PBS(pH 7.4). Después de¢ 2 semanas de la
inoculacion, se extrajo el liquido ascitico y se centrifugé a 1,500 rpm durante 10
min para eliminar las células sanguineas y el tejido adiposo. Finalmente la

suspension fue congelada a ~20°C para su conservacion y su posterior uso.

Purificacion de los anticuerpes monoclonales por precipitaciéon con Sulfato de
Amonio.
Los anticuerpos monoclonales contenidos en el liquido ascitico fueron purificados

por precipitacion con sulfato de amonio saturado (SAS)(ver Apéndice). Al liquido
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ascitico obtenido, se le agregé un volumen igual de amortiguador de fosfatos salino
(PBS pH 7.4) y de acuerdo a este volumen se Ie agregd un volumen igual de SAS,
llevando la solucion a una concentracién final del 50%. El SAS fue adicionado por
goteo a 4°C en agjtacion constante y al final se incub6 durante 30 min en agitacién
constante a 4°C. Posteriormente el precipitado fue centrifugado a 2,100 rpm durante
15 min a 4°C y la pastilla formada se resuspendi6 con 0.25 volimenes de la solucion
inicial. Esta solucion puede contener proteinas del plasma ademas de las
inmunoglobulinas del suero, por lo que fue conveniente re-precipitar dos veces mas
con una concentracion final de SAS al 40% por goteo con agitacion constante a 4°C
y se incub6 30 min a 4°C con agitacion constante. Este precipitado se centrifugo a
2100 rpm durante 15 min a 4°C y la pastilla formada se resuspendié en PBS. El
exceso de sales de la solucién fue eliminado por dialisis con PBS (pH 7.4) a 4°C con
6 cambios (un volumen 100 veces mayor al de la muestra), al finalizar la dialisis se
centrifugé a 4,000 rpm durante 30 min 4°C pafa retirar ¢l material insolubie y
determinar la concentracion inmunoglobulinas en el espectrofotometro de UV a una

longitud de 280nm (Garvey y cols., 1977).

ANTICUERPOS POLICLONALES DE CONEJO ANTI-IgG DE RATON
MARCADOS CON FLUORESCEINA O BIOTINA.

Obtencién y purificacién de Inmunoglobulinas de conejo anti-Ig de ratén

La produccion de los anticuerpos anti-lg de raton se realizd en un conejo macho
Nueva Zelanda de 3.5 Kg. El conejo fue inmunizado con una suspension de 0.5ml
de 1gG de ratén a una concentracion de 200 pg/ml y 0.5 ml de adyuvante completo
de Freund, la cual fue inyectada a lo largo del lomo por medio de varios piquetes

subcutaneos. Despusés de 15 dias se le aplicé un refuerzo con la misma dosis pero

con adyuvante incompleto de Freund. A los 10 dias de aplicado el refuerzo se tomo ‘

una muestra de sangre con el propésito de determinar el titulo de anticuerpos

mediante la prueba de ELISA. Cuando el titulo de anticuerpos fue alto se procedi¢ a
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obtener el suero para purificar los anticuerpos policlonales por precipitacion con

SAS (descrito anteriormente) y se determiné la concentracidn de proteinas.

Marcaje con Isotiocianato de Fluoresceina de las Ig’s de conejo.

1mg de Ig de conejo purificada fue colocada en una membrana de dialisis MWOC
(10-12KDa) y fue ajustado su pH a 9.5 mediante dialisis en una solucién
amortiguadora de carbonatos (0.1M, pH 9.5) durante toda la noche a 4°C. Al
terminé de la dialisis se removio la solucién y se colocé en tubos de plastico. Al
mismo tiempo, el fluorocromo FITC se disolvié en Dimetilsulfoxido (DMSO) a una
concentracion final de 1mg/ml, adicionando 1 ml de esta solucion por cada 100 mg
de la Inmunoglobulina de conejo. Posteriormente ambos componentes fueron
mezclados y cubiertos con papel aluminio para colocarse en una plato giratorio a
4°C durante 18 hr en obscuridad. Terminado el tiempo de conjugacién los
anticuerpos fluoresceinados fueron purificados en una columna de intercambio
catiénico de DEAE celulosa (DE-52 Whatman) para remover el exceso de FITC no
acoplado. La columna fue equilibrada con una solucion amortiguadora de fosfatos
(PB)(ver Apéndice), mezclando por cada gramo de DEAE celulosa 5 ml de PBy 1
ml de este gel por cada 30 mg de anticuerpo policlonal de conejo. La columna fue
lavada con la solucién amortiguadora de fosfatos (PB) y los anticuerpos fueron
eluidos con PBS (pH 6.3)ver Apéndice). Finalmente la concentracién de
anticuerpos marcados con fluoresceina fue estimada obteniendo la absorbancia de la

solucion a 280 nm en el espectrofotometro de UV (Hermanson, G., 1996).

Marcaje con N-hidroxisuccinimida derivada de la biotina

Las Inmunoglobulinas de conejo anti-lg de raton fueron dializadas contra una
solucién amortiguadora de bicarbonatos (0.1M y pH 8.5) durante toda la noche a
4°C en una membrana de dialisis d&¢ MWOC (10 a 12KDa) para ajustar su pH a 8.5
antes de ser mezclada con la biotina. La N-hidroxisuccinimida dérivada de la biotina

fue disuelta en agua bidestilada (desionizada, estéril y libre de pir6genos) a una
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concentracion final de 50 mg de biotina en 1 ml de agua bidestilada. Posteriormente
se mezclaron 10 mg de biotina por cada 100 mg de IgG de conejo y se incubaron
durante 18 hr a 4°C, al terminé de la conjugacion los anticuerpos marcados fueron
purificados por dialisis contra la solucion amortiguadora de PBS (pH 7.4), durante
toda la noche para que se difundiera la biotina no conjugada. La concentracién final
de los anticuerpos fue obtenida midiendo la absorbancia de la solucién a 280 nm

(Bayer y cols., 1980).

TINCION CELULAR DE TROFOZOITOS POR INMUNO-
FLUORESCENCIA INDIRECTA

Tratamiento para amibas fijadas

Se ajustaron 1 X 10° trofozoitos en 1 ml de la solucién amortiguadora APS (ver
Apéndice) y fueron lavados con APS a 1,200 rpm durante 5 min para eliminar
algunos componentes del medio de cuitivo BI-S-33. El paquete celular obtenido se
resuspendio en 500 pl de APS y 500 pl de una mezcla de fijadores (ver Apéndice)
durante 15 min a temperatura ambiente mezclando constantemente; una vez
concluido el tiempo se realizaron 2 lavados con AP (ver Apéndice) a 1,200 rpm
durante 5 min, al paquete obtenido se le agregé'SOO ul de Azul de Evans (ver
Apéndice) para evitar la autofluorecencia y se dejo incubar con el colorante durante
30 min a temperatura ambiente; al finalizar ¢l tiempo, se realizaron 2 lavados con
AP a 1,200 rpm durante 5 min para eliminar el exceso de colorante y el paquete

obtenido fue resuspendido en 1ml de AP.

Posteriormente de esta suspension se tomaron 100 pl que contenian ~100,000
trofozoitos, se incubaron con los anticuerpos monoclonales anti-proteinas de
membrana a una concentracion final de 150pg/ml en AP durante 1 hr a temperatura -
ambiente. Enseguida se lavaron dos veces con AP a 1,200 rpm durante 5 min y el

paquete obtenido se resuspendi6é con IgG de conejo anti-lg de raton acoplada a FITC
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a una dilucion 1:40 en AP y se dejo incubar 1 hr a temperatura ambiente en
oscuridad, el exceso de IgG de conejo no unido fue eliminado mediante dos lavados
con AP y centrifugados a 1,200 rpm durante 5 min. Finalmente el paquete obtenido
fue resuspendido con 30 pl de AP y 10 pl de Vectashield (fijador para fluorescen-

cia).

Tratamiento para amibas sin fijar

Se utilizaron ~100,000 trofozoitos en 100 pl de APS mantenidos a 4°C para cada .
anticuerpo monoclonal probado. Los trofozoitos fueron tratados con el anticuerpo

monoclonal correspondiente a una concentracion final de 150 pg/ml en APS,

dejandose incubar 1 hr a 4°C, terminado el tiempo los trofozoitos fueron lavados dos

veces a 1,200 rpm por 5 min a 4°C. E] paquete obtenido se resuspendié con IgG de

conejo anti-Ig de ratén fluoresceinado a una dilucién 1:40 en APS y se dejé incubar

1 hr a 4°C en oscuridad, al termind de la incubacién los trofozoifos fueron lavados

dos veces con APS a 1,200 rpm durante 5min a 4°C. El paquete obtenido fue

resuspendido con 30 pl de APS y 10 pl de Vectashield, manteniéndose a 4°C todo el

tiempo hasta su observacién en el microscopio de fluorescencia. Cabe destacar que

este mismo tratamiento fue utilizado en los trofozoitos para el analisis de .

microscopia confocal.

Como control de fluorescencia en ambos tratamientos (amibas fijadas y sin fijar), la
inespecificidad del anticuerpo secundario acoplado a FITC (IgG de conejo anti-IgG
de ratén) fue determinada al no agregar el anticuerpo monoclonal primario anti-

proteina de membrana.

PRUEBA DE ELISA.
Las placas de ELISA de 96 pozos fueron cubiertas con la proteina recombinante
}70CR/GST ¢ SREHP/TrpE a una concentracion final de 10 pg/pozo en una

solucion reguladora de carbonatos (ver Apéndice) y se dejaron incubar toda Ia noche
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a 4°C. Al siguiente dia, las placas fueron lavadas 5 veces con PBS-Tween (ver
Apéndice), se bloquearon los pozos con PBS-Tween-BSA al 1.0% durante 30 min a

37°Cy el exceso de BSA fue eliminado con 5 lavados de PBS-Tween.

Posteriormente se adiciond el anticuerpo monoclonal anti-proteina de membrana a
una concentracion de 5 pg/pozo y se dejé incubar 2 hr a 37°C. Al finalizar ¢l tiempo
de incubacion se realizaron 5 lavados con PBS-Tween y se adiciono a cada pozo el
anticuerpo secundario de conejo (IgG de conejo anti-Ig de raton acoplada a biotina)
diluido 1:1000 en PBS-Tween, dejandose incubar 2 hr a 37°C, eliminando los
anticuerpos no unidos con 5 lavados de PBS-Tween. Enseguida se adicion6.la
estreptoavidina acoplada a peroxidasa y se dejo incubar durante lhr a 37°C,
transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron 5 lavados a la placa con PBS-
Tween y se adiciond a cada pozo perdxido de hidrogeno y el cromégeno ABTS (ver
Apéndice), considerando 1 ml de ABTS pafa cada 1 pl de perdxido de hidrégeno al
30%. La reaccién se llevé a cabo durante 30 min a temperatura ambiente con
agitacion constante en oscuridad, terminado el tiempo se pard la reaccién con acido
sulfurico (H,SO,) 4N y la placa fue leida inmediatamente en el espectrofotometro a
una longitud de 414 nm. Para el control de especificidad del anticuerpo secundario
de conejo (IgG de conejo anti-Ig de ratén biotinilado) no se agregé el anticuerpo

monoclonal correspondiente.

ENSAYO DE INHIBICION DE' LA ADHESION DE AMIBAS A
HEPATOCITOS

Prueba experimental.

Se utilizaron ~150,000 trofozoitos vivos (contenidos en 50pl de medio BI-S-33) y
fueron tratados con 60 pg (60 ul) de cada uno de los anticuerpos monoclonales que '
reconocieron a las proteinas recombinantes 170CR/GST y SREHP/TrpE de FE.

histolvtica y se dejaron reaccionar durante 30 min a 4°C. Esta cantidad de
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anticuerpo monoclonal utilizada fue la Optima en la que se pudo ver el efecto
inhibitorio ya que en concentraciones inferiores de 30 y 45 pg el efecto es parcial

(Gonzalez-Valie, R., 1996).

A la par se obtuvieron ~200,000 hepatocitos humanos (HepG2) en un volumen de
40 pl de medio DMEM y posteriormente ambos grupos cehilares fueron mezclados
y se agregaron a un porta objetos excavado cubierto, dejandose incubar 4 hr a 4°C
para determinar mejor el efecto de agregacion celular. Concluido ¢l tiempo las

preparaciones fueron observadas al microscopio de contraste de fases.

Prueba para controles.

Para el control positivo de adhesion los trofozoitos no fueron tratados con el
anticuerpo monoclonal. En' su lugar los trofozoitos fueron tratados con 60 ul de
medio BI-8-33 y se dejaron incubar durante 30 min a 4°C, después se les agregaron
los 200,000 hepatocitos y se dejaron incubar durante 4 hr a 4°C. Posteriormente

fueron observados al microscopio de contraste de fases.

Para el control negativo de la adhesion los trofozoitos fueron tratados con 30 pl de
N-Acetil-Glucosamina (Gluc/Nac) a 250mM y 30 pl de N-Acetil-D-Galactosamina
(Gal/Nac) a 250mM, como inhibidores naturales de la adhesion y se dejaron incubar
durante 30 min a 4°C. Finalmente se agregaron 200,000 hepatocitos y se dejarbn

incubar durante 4 hr a 4°C.

Tincién celular de amibas y hepatocitos.
Adicionalmente, se realizé la tincion celular de los trofozoitos y hepatocitos en las
pruebas de inhibicién celular para distinguir a los dos tipos celulares. Para esta ‘

prueba se colectaron 1X10° hepatocitos (HepG2) en 1,900 ul de DMEM

suplementado y se incubaron con 100 pl del anticuerpo monoclonal anti-MHC clase
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I (dilucion 1:100) durante lhr a 4°C, posteriormente se realizaron 2 lavadbs con
DMEM suplementado, por 5 min a 1200 rpm a 4°C con el fin de quitar el exceso de
anticuerpo y se dejo incubar con 100 pl del anticuerpo anti-Ig de ratén acoplado a
rodamina con 1,900 pl de DMEM suplementado durante lhr a 4°C, una vez
concluido el tiempo se realizaron 2 lavados con medio DMEM suplementado
durante 5 min a 1200 rpm a 4°C y se ajusté la pastilla en 100 pl de APS vy se tomé
para cada anticuerpo monoclonal 20 pi (200,000 hepatocitos).

Al mismo tiempo se colectaron 1x10° trofozoitos en 1 ml de APS y de esta
suspension se tomaron 150,000 trofozoitos (150 pl) para cada anticuerpo
monoclonal, posteriormente los trofozoitos fueron centrifugados a 12,000 rpm
durante 5 min y la pastilla obtenida se resuspendid con 50 p! del anticuerpo
monoclonal (iSO pg/ml) correspondiente (C9F10, C5E1, C3 y C11E11), dejandose
incubar 30 min a 4°C. Transcurrido el tiempo de incubacidn, los trofozoitos fueron
lavados dos veces con APS durante 5 min a 1200 rpm para eliminar los anticuerpos
no unidos. La pastilla obtenida fue resuspendida con 100 pl del anticuerpo de conejo
anti-Ig de ratén fluoresceinado (dilucion 1:10 en APS) y se dejo incubar 1 hr a 4°C

en oscuridad. Finalmente los trofozoitos fueron lavados dos veces con APS.

Al finalizar el tratamiento, los hepatocitos y las amibas fueron mezclados y se
dejaron incubar 4 hr a 4°C (realizandose por triplicado todas las condiciones).
Terminado el tiempo de incubacién, las células fueron observadas al microscopio
confocal. Para el control del segundo anticuerpo solo se utilizé el anticuerpo de
conejo anti-Ig de ratén fluoresceinado y para el control positivo de adhesion no se

utilizé ningun anticuerpo.



MODELO DEL ABSCESO HEPATICO AMIBIANO EN HAMSTER.

Porcentaje de lesion

Para observar el papel protector de los anticuerpos monoclonales en el dafio hepatico
amibiano, se utilizaron 72 hamsteres machos (Mesocricetus auratus) de 8 a 10
semanas de edad, mantenidos en el Bioterio del CINVESTAV con purina y agua
ad libitum. Estos fueron separados aleatoriamente en tres grupos de 24 hamsteres
cada uno; los dos primeros grupos fueron inmunizados pasivamente con lmg del
anticuerpo monoclonal C5E1 (anti-170CR) o el anticuerpo monoclonal C9F10 (anti-
SREHP) y el tercer grupo fue inmuflizado con lmg de IgG de ratén normal como
control. Después de 24 hr se les inyect6 a cada grupo por via intraperitoneal 2x10°
trofozoitos de E. histolytica y después de 24 hr del reto, se les dio un refuerzo con el
anticuerpo monoclonal 6 la IgG de ratén respectivamente. Una semana después los
 hamsteres fueron sacrificados para determinar los porcentajes de lesion. (Peso de la
lesion / Peso total del higado X 100 = % de lesion). Los datos obtenidos se
analizaron mediante el estadistico de ANOVA, para determinar si existian

diferencias significativas con respecto al grupo control.

Analisis histologico

Una vez que se cuantifico la lesion de los higados extraidos, el tejido sano y el tejido
con lesiones se fijaron en una solucidn de formol al 15% (en PBS pH 7.4) durante
~72 horas. Posteriormente este tejido se deshidratd con una serie progresiva de
alcoholes (70, 80, 90, 96 y 100%) 2 hr en cada uno y con xilol durante 20 min para

aclarar al tejido.

Finalmente, el tejido se incluy6 en parafina y se realizaron cories de 5 um de ancho
de las muestras seleccionadas y se tifieron de forma rutinaria con Hematoxilina y
Eosina (Lee, G., 1968) para observarse al microscopio optico y realizar el analisis

histopatolégico, tomando en cuenta los sigumentes parametros: presencia, apariencia
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y abundancia de trofozoitos; cantidad del infiltrado de células inflamatorias;

congestién y hemorragia en el tejido; tamafio y localizacion de la lesion.



RESULTADOS Y DISCUSION

RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS DE SUPERFICIE DE E. histolytica
POR ANTICUERPOS MONOCLONALES UTILIZANDO MICROSCOPIA
DE FLUORESCENCIA Y CONFOCAL. '

Los resultados obtenidos por el ensayo de inmunofluorescencia indirecta con los
trofozoftos fijados demostr6 que los anticuerpos monoclonales C3, C9F10, C8,
ClIEl1, C6F10, C4C2, C16D3, C11Gl11, 3D7ES, CS5F1, CSEl y 3E2H9 dieron
fluorescencia positiva sobre la superficie celular, mientras que los anticuerpos
restantes C4HS8, 3E2F4, 3E2F7, 3E2GS5, C2H11 y 3E2H7 no reconocieron ninguna
proteina de la superficie de Entamoeba histolytica. (Tabla 1 y Figura 4). La
fluorescencia positiva en la superficie de los trofozoitos, demostré que estos 12
anticuerpos monoclonales estan dirigidos contra proteinas externas de la membrana

de E. histolytica.

Por otra parte, los 6 anticuerpos monoclonales que no dieron fluorescencia podrian
estar dirigidos contra proteinas internas por lo que su especificidad no es
evidenciada. La produccion de estos anticuerpos monoclonales sin reconocimiento
por proteinas de la membrana externa se vi6 favorecida por la forma en que se les
dio origen, ya que se utilizaron proteinas totales de membrana que se
reconstituyeron en membranas artificiales de lipidos quedando en la reconstitucion
posiblemente proteinas de membrana de ios organelos amibianos (e.g mitocondrias
y nicleo) ¢ epitopos del dominio citoplasmitico de proteinas de superficie que
quedaron invertidos en la reconstitucion, dejando expuestos sus epitopos en el
proceso de reconocimiento por el sistema inmune y la generacion de células

plasmaticas productoras de anticuerpos contra estos antigenos.
Adicionalmente para corroborar el reconocimiento de los 12 anticuerpos monoclo-
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Tabla 1.- Reconocimiento de un lote de 18 anticuerpos monoclonales a las
proteinas de superficie de E. histolytica, utilizando la prueba de

Inmunofluorescencia indirecta.

ANTICUERPO RECONOCIMIENTO
MONOCLONAL

C3 POSITIVO
C9F10 POSITIVO

C8 POSITIVO
CI11El1l POSITIVO
C6F10 POSITIVO
C4C2 POSITIVO
C16D3 POSITIVO
C11GI1 POSITIVO
3D7ES POSITIVO
C5F1 POSITIVO
C5El POSITIVO
3E2H9 POSITIVO
C4H8 NEGATIVO
3E2F4 NEGATIVO
3E2F7 ' NEGATIVO
3E2G5 NEGATIVO
C2HI11 NEGATIVO
3E2H7 NEGATIVO




Figura 4.- Anticuerpos monoclonales con reconocimiento a proteinas de membrana de
trofozoitos fijados mediante inmunoflourescencia indirecta. En las imagenes se
muestran el reconocimiento positivo de los anticuerpos monoclonales C9F10, C5EI,
CIIEll y C3 a proteinas de membrana, como se puede observar la tincion de

fluorescencia en trofozoitos fijados (F) es sobre toda la superficie de la amiba.



nales positivos sobre las proteinas de membrana externa fue necesario observar los

ensayos de inmunofluorescencia al microscopio confocal para tener una perspectiva

de toda la superficie de los trofozoitos mediante una serie de cortes virtuales sobre Ia

superficie celular (obtenida por un programa de la computadora). Las imagenes
obtenidas al microscopio confocal demostraron que en la reconstruccién de los
cortes oOpticos la fluorescencia solo correspondié a la capa superficial de los
trofozoitos confirmando la especificidad de los anticuerpos por proteinas de

membrana externa (Figura 5 y 6).

En los ensayos de inmunofiuorescencia indirecta los trofozoitos de E. histolytica
fueron tratados con los fijadores (formaldehido-glutaraldehido) para evitar el alto
recambio molecular y la posible excrecién o fagocitosis de los anticuerpos sobre la
membrana de la amiba (Espinosa—Cantellar;o y Martinez-Palomo, 1991) ya que estos
mecanismos han sido relacionados con la evasion de la respuesta inmune de la
amiba y pudieran interferir con el reconocimiento especifico de nuestros anticuerpos
monoclonales sobre la membrana. Es por eso que fue necesario realizar ensayos de
reconocimiento con trofozoitos sin fijar, para descartar el posible efecto de los
fijadores en el reconocimiento de las proteinas de superficie de la amiba. Los
trofozoitos vivos fueron mantenidos a 4°C, para disminuir su motilidad y la
polarizacién de sus receptores asi como para disminuir su metabolismo (Rodriguez
y cols., 1989 y 1994; Santos y cols., 1990). Bajo esta condicion también se observo
el reconocimiento positivo de los 12 . anticuerpos monoclonales sobre la membrana
de la amiba al igual que con los trofozoitos fijados, sin embargo, los patrones de
fluorescencia en este ensayo fueron diferentes (Figura 7); En comparacién con los
trofozoitos fijados en donde la fluorescencia fue homogénea, los trofozoitos vivos
presentaron dos patrones de fluorescencia; 1) fluorescencia polarizada (e.g. C11E11
y C3}y 2) fluorescencia sobre el contorno de la superficie celular de los trofozoitos
(e.g. C9F10 y CSE1). Estas diferencias podria deberse a que los trofozoitos vivos

mantenidos a 4°C, son capaces de tener actividad en su membrana y producir una

29



Pwere ¢ &= . WY B,

P ——————_y 1 N

e PO BSTHen Wi CLETRE FIE. PHasar 1w K. *NiLFY & AR

Figura 5.- Fotografias tomadas en el microscopio confocal. En la imagen de arriba muestra
una composicién de varios cortes de la superficie de los trofozoitos de E. histolytica
teflidos con el anticuerpo monoclonal C16D3, destacando que la fluorescencia solo se
observé en el contorno de los cortes realizados. En la imagen de abajo se muestra el patron
de intensidad de fluorescencia de la misma imagen. La intensidad de fluorescencia esta
determinada por el patron de coloracion; mayor intensidad color naranja y menor

intensidad color azul.



wan w FATPLPIC, lrawes L T= 8N w.ry P

oy PAE Triam ey
P

3

CHCdt Tio P datuiue W LALL.FIL, iMeT
[ -

Figura 6.- Fotografias tomadas en el microscopio confocal. En la imagen de arriba se

muestra una composicién de varios cortes de la superficie de los trofozoitos de E.

histolyrica tefidos con el anticuerpo monoclonal C4C2, destacando que la fluorescencia

solo se observé en el contorno de los cortes realizados. En la imagen de abajo se muestra
el patron de intensidad de fluorescencia de la misma imagen determinada por €l patrén de
coloracion; la mayor intensidad esta relacionada con el color naranja mientras una menor

intensidad esta dada por el color azul.



Figura 7.- Anticuerpos monoclonales con reconocimiento a proteinas de membrana de
trofozoitos vivos mediante Inmunofluorescencia indirecta. En las imagenes se muestra
el reconocimiento positivo de los anticuerpos monoclonales CSF10, C5E1, C11E11 y
C3 contra proteinas de membrana de trofozoitos vivos mantenidos a 4°C. Como se
puede observar la tincion de fluorescencia en esta condicion, se observa polarizada con
los anticuerpos monoclonales C11E11 y C3 y en todo el contorno de la superficie

celular de los trofozoitos con los anticuerpos monoclonales C9F10 y C5E1.
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distribuci6n real de las proteinas en la membrana de acuerdo a las necesidades de la
amiba en ese momento; mientras en los trofozoitos muertos o fijados, las proteinas

no pueden sufrir cambios en la membrana.

Los resultados nos sugieren que algunos de nuestros anticuerpos monoclonales con
fluorescencia positiva podrian estar reconociendo proteinas de membrana
involucradas en los mecanismos de virulencia de la amiba, como ha sido demostrado
por varios investigadores, entre estas proteinas podriamos destacar a las que
participan en el fenémeno de adhesién como uno de los principales factores que
contribuyen al dafio celular (Rosales-Encina y cols., 1987; Arroyo y Orozco., 1987,
Rodriguez y cols., 1994). La mayoria de las adhesinas de E. histolytica han sido
caracterizadas de acuerdo a sus pesos moleculares. Sin embargo aun se desconoce

como estas proteinas tras reconocer a su ligando inducen la liberacion de los factores |

de citotoxicidad y la lisis celular de las células del hospedero.

RECONOCIMIENTO DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES
170CR/GST Y SREHP/TrpE DE E. histolytica POR ANTICUERPOS
MONOCLONALES ANTI-PROTEINAS DE MEMBRANA.

Los 12 anticuerpos monoclonales que dieron fluorescencia positiva en la superficie
de los trofozoitos de E. histolytica, se utilizaron en ¢l ensayo de ELISA para analizar
el reconocimiento a proteina recombinante 170CR/GST; se observd que los
anticuerpos monoclonaies C4C2, 3D7ES y C5El fueron positivos en reconocer a
esta proteina. El reconocimiento positivo fue determinado por un valor de
absorbancia superior al valor de la media + una desviaciéon estandar (también
~ definido como valor de corte) de los anticuerpos monoclonales probados (Velazquez
y cols., 1995) para seleccionar a los anticuerpos monoclonales con un alto
reconocimiento a la proteina recombinante 170CR/GST. Los anticuerpos con

reconocimiento positivo presentaron valores de absorbancia de 2.200 superior al



| valor de corte de 2.039 (Tabla 2). Estos resultados nos confirmaron la alta
inmunogenicidad de la reglon 170CR; en reportes previos se ha demostrado que
esta region es la porcion mas inmunogénica de la subunidad de 170kDa; la cual es
reconocida por sueros de pacientes con absceso hepitico en un 90% de los casos |
(Zhang y cols., 1992). Por otra parte, se ha observado que la region 170CR esta
involucrada en los mecanismos de adhesion y citolisis de un gran numero de células
humanas (células del epitelio del colon, neutrofilos, macrofagos y linfocitos
T)(Burchard y Bilke., 1992) pero hasta el momento existe confusiéh dé la
Jocalizacion de los epitopos para la adhesion y citotoxicidad dentro la region

170CR.

Los anti'cuérbos monoclonales con reconocimiento positi'vo para la proteina
recombinante SREI—]P/TrpE fueron C16D3 y C9F10 por presentar valores de |
absorbancia de 2.111 y 2.200 réspectivamente, superiores al valor de corte de 1 955
mientras que el anticuerpo monoclonal C11E11 presenté una absorbancia menor de
1.920 muy cercano al valor de corte por lo que fue considerado para pruebas
posteriores (Tabla 2). Estos resultados nos confirmaron la alta inmunogenicidad de
la proteina nativa SREHP, como ha sido demostrado a través del reconocimiento de
los anticuerpos de pacientes con absceso hepético amibiano en mas del 80% de los
casos analizados (Stanley y Calderén, 1991). Como se ha descrito anteniormente esta
proteina recombinante cofresponde a una region de octapéptidos y dodecapéptidos
repetidos en tandem ricos €n serinas muy semejante a la estructura de los antigenos
principales del circumsporozoito. La proteina nativa SREHP se localiza en la
superficie de la membrana plasmatica de los trofozoitos amibianos y puede fungir
como un potente factor quimiotdctico para las amibas (Staniey y cols., 1995). Sin
embargo, aun no se ha determinado una funcion especifica de esta proteina que

contribuya a la virulencia de la amiba.

Los anticuerpos restantes C8, C6F10, C5F1, C3 y C11G11 fueron negativos en el
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reconocimiento de las dos proteinas recombinantes por presentar valores de
absorbancia menores (Tabla 2). Estos anticuerpos monoclonales podrian reconocer a
ofras proteinas de superficie de E. histolytica relacionadas con la adhesion o
citotoxicidad de la amiba. Dentro de este grupo podriamos destacar a las proteinas
relacionadas con la adhesion como las adhesinas de 220, 150 y 112kDa (Rosales-
Encina y cols., 1987; Cheng y cols., 1998; Arroyo y Orozco., 1987), las proteinas
de 90, 70, 60, 50, 40 y 24kDa parcialmente caracterizadas en cepas deficientes de
adhesion (Rodriguez y Orozco, 1994) y proteinas de la superficie celular con una
funcion distinta a ia adhesion como ha sido descrito por varios investigadores, entre
las que destacan el receptor de la fibronectina, la neuroaminidasa, fosfolipasa A,
sialogliproteinas, entre otras (Mann y Petri ., 1991). También existe la posibilidad
de que los anticuerpos monoclonales negativos estén dirigidos contra epitopos
diferentes dentro de las proteinas nativas de 260kDa y SREHP y que no puedan ser
evidenciados ya que las proteinas recombinantes utilizadas contienen s6lo una parte

de las proteinas nativas.

El anticuerpo monoclonal 3E2H9 tuvo un reconocimiento positivo para ambas
proteinas, con un valor de absorbancia de 2.200 en ambos ensayos (Tabla 2). El
comportamiento de este anticuerpo puede deberse al reconocimiento de un epitopo
parecido presente en ambas proteinas o bien al reconocimiento cruzado favorecido
por la linearidad de las proteinas recombinantes SREHP/TrpE y 170CR/GST. Sin
embargo, estas dos posibilidades tendrian que demostrarse con experimentos de
afinidad entre el anticuerpo y los dos antigenos; una prueba répida para demostrar la
especificidad de este anticuerpo, seria por la técnica de inmunodifusion doble. En
donde la presencia de una banda de precipitacion en forma de arco, nos indicaria que
¢! anticuerpo reconoce a epitopos idénticos aunque no sea el mismo antigeno. Pero

debido a la complejidad de este anticuerpo, lo descartamos para pruebas posteriores.
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Tabla 2.- Reconocimiento de los anticuerpos monoclonales con fluorescencia
| positiva (anti-proteinas de membrana) a los antigenos recombinantes 170CR/GST
y SREHP/TrpE de E. histolytica mediante la prueba de ELISA.

PROTEINA PROTEINA
ANTICUERPO RECOMBINANTE | RECOMBINANTE
MONOCLONAL 170CR/GST SREHP/TrpE
(Absorbancia) (Absorbancia)
c3 0.511 0.417
COF10 1.337 2111
C8 0.557 0:743
Cl1E1] 0.364 1.920
C6F10 T 0543 0.251
Cac2 2.200 1.141
C16D3 1.074 2.200
Cl11G11 1364 0.780
3D7E5 2.200 1.489 .
C5F1 1.867 - 1.447
T C5EI 2.200 1.409
3E2HY 3.200 2.200

Nota: Valor de corte (media + 1 valor de la desviacidn estandar) para: 170CR/GST = 2.040
y SREHP/TrpE = 1.950 a una absorbancia de 414nm.



INHIBICION DE LA ADHESION DE TROFOZOITOS DE E. histolytica
(HM1:IMSS) A HEPATOCITOS HUMANOS (HepG2) MEDIANTE
ANTICUERPOS MONOCLONALES. '

Los 6 anticuerpos monoclonales con reconocimiento positivo contra las proteinas
recombinantes SREHP/TrpE o 170CR/GST fueron analizados con el fin de observar
su papel en la inhibicién de la adhesion de los trofozoitos de E. histolytica a c€lulas
humanas en ensayos in vitro. En estos ensayos utilizamos la linea celular de
hepaiocitos humanos (HepG2), como célula blanco de la amiba (Gonzilez-Valle, R.,
1996).

Los anticuerpos monoclonales C9F10, C16D3 y Cl11EIll especificos contra la
proteina recombinante SREHP/TrpE, tuvieron un efecto positivo en la inhibicion de
la adhesion (Tabla 3). La inhibicion por estos tres anticuerpos monoclonales anti-
SREHP fue determinada por la ausencia de agregados celulares heterotipicos
(amiba-hepatocito) y por la gran cantidad de amibas aisladas 6 en tetrameros
(pequefios agregados homotipicos) como se observa en las imagenes obtenidas al
microscopio de contrastes de fases (Figura 8). Los trofozoitos de E. histolytica
presentes en estas imagenes son las células de mayor tamafio con un gran numero
vacuolas en su interior y los hepatocitos son células pequefias con una apariencia
tersa (Gonzalez-Valle, R., 1996). La morfologia y tamafio de ambos tipos celulares
también fue analizada por inmunofluorescencia indirecta en el microscopio
confocal; en estas imagenes los trofozoitos se muestran tefiidos en color verde
(fluoresceina) y los hepatocitos en color rojo (rodamina) confirmando la inhibicién
de la adhesion de los trofozoitos a los hepatocitos (Figura 13A). El efecto inhibitorio
con estos anticuerpos monoclonales fue muy similar al presentado por €l grupo
control positivo, en el que la adhesién fue inhibida con los monosacéridos N-Acetil-
D-Galactosamina y N-Acetil-Glucosamina (Figura 12B), mientras que en

comparacién con el grupo control negativo (sin ningtin inhibidor; anticuerpo 6 azi-
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Tabla 3.- Inhibicion de la adhesion de los trofozoitos a hepatocitos humanos
(HepG2) mediante los anticuerpos monoclonales anti-adhesinas de E. histolytica

(170CR, SREHP y otras adhesinas) en un modelo in vitro.

ANTICUERPO ANTIGENOS DE INHIBICION DE LA
MONOCLONAL MEMBRANA ADHESION
C9F10 SREHP Positivo
Cl11E11 SREHP Positivo
Ci6D3 SREHP Positivo
C5E1 170CR Positivo
3D7E5 170CR Negativo
c4C2 170CR Positivo
C6F10 Otras adhesinas Positivo
C8 Otras adhesinas Positivo
C5F1 Otras adhesinas Positivo
C3 No adhesina Negativo
C11G11 No adhesina Negativo




Figura 8.- Anticuerpos monoclonales positivos en la prueba de inhibicién de la
adhesion de trofozoitos de E. histolytica (HMI:IMSS) a hepatocitos humanos
(HepG2). Este grupo de anticuerpos corresponde a los que reconocieron a la proteina
recombinante SREHP. Las imagenes muestran el efecto en la inhibicidon de la
adhesién celular por los anticuerpos monoclonales C9F10, C11E11 y C16D3. Los
trofozoitos son las células mas grandes (A) vy los hepatocitos son las células
pequeifias (H).
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car) fue totalmente diferente ya que en este grupo se observé la formacion de

grandes agregados heterotipicos que dan la apariencia de racimos (Figura 12A).

Este efecto inhibitorio de los anticuerpos anti-SREHP confirmo la participacion .de
la proteina SREHP en los mecanismos de adhesion y la especificidad de estos
anticuerpos por epitopos involucrados en €l reconocimiento de hepatocitos humanos
por la amiba (Ravdin y cols., 1981; Petri y cols., 1989 y 1994; Saffer y cols., 1991;
Zhang y Stanley., 1994 y 1995). Cabe destacar que este efecto de inhibicion de la
adhesion ya ha sido demostrado por otros investigadores con un grupo de
anticuerpos policlonales anti-SREHP (Zhang y Stanley., 1994 y 1995) y con otros
tipos celulares (e.g células CHO vy eritrocitos), pero favorablemente, nosotros
Jogramos seleccionar tres anticuerpos monoclonales (C9F10, C11E11 y C16D3) que
inhiben‘ la adhesion de los trofozoitos a hepatocitos humanos y los posibles epitépos
relacionados con los mecanismos de adhesién. La funcién de esta proteina SREHP
en la actualidad no es clara, sin embargo, con estos datos podemos confirmar su

importancia en los mecanismos de adhesién de los trofozoitos de E. histolytica.

Los anticuerpos monoclonales C4C2 y CS5E1 especificos contra la proteina
recombinante 170CR/GST también tuvieron un efecto positivo en la inhibicion de la
adhesion (Tabla 3). las imagenes obtenidos en el microscopio de contrastes de fases
mostraron que ambos anticuerpos lograron impedir la formacion de los agregados
celulares heterotipicos (amibas-hepatocitos) y en consecuencia solo se observo un
gran numero de trofozoitos y hepatocitos aislados (Figura 9). Las imagenes
obtenidas por microscopia confocal, confirman este efecto inhibitorio, en el que los
trofozoitos no se adhieren a los hepatocitos humanos (Figura 13B). Este efecto fue
significativo al compararlo con el grupo control positivo, en donde el efecto
inhibitorio es muy similar (Figura 12A), mientras que en €l grupo control negativo ’
es totalmente diferente ya que los trofozoitos muestran una gran adhesion celular

formando grandes agregados celulares heterotipicos (Figura 12B). Por otra parte, el
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Figura 9.-Los anticuerpos monoclonales C5SE1, C4C2 y 3D7ES5 reconocieron a la
proteina recombinante 170CR/GST, pero solo los anticuerpos monoclonales C5E1 y
C4C2 fueron positivos en la prueba de inhibicion de la adhesion de los trofozoitos de E.
histolytica (HM1:IMSS) a hepatocitos humanos (HepG2), mientras que el anticuerpo ‘
monoclonal 3D7E5 no tuvo este efecto. Los trofozoitos son las células mas grandes (A)

y los hepatocitos son las células pequefias (H).
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anticuerpe monocional 3D7ES especifico contra la proteina recombinante
170CR/GST, no tuvo efecto inhibitorio en el ensayo de adhesion (Tabla 3) ya que
se observo a los trofozoitos formando agregados celulares heterotipicos similares a

los del grupo control negativo, aunque de menor tamafio (Figura 9y 12B).

La inhibicion de la adhesion por los anticuerpos monoclonales C4C2 y CSEl
coinciden con los trabajos realizados por Petri y colaboradores (1989), donde se ha
observado que anticuerpos policlonales contra la subunidad de 170kDa interfieren
en la adhesion de los trofozoitos a células CHO en un 100%. Asi mismo, Saffer y
Petri (1990) encontraron que un grupo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
la lectina inhibible por Galactosa (o de 260kDa) tienen la capacidad de inhibir la
adherencia de la amiba y disminuir la citotoxicidad. Se ba descubierto qué dentro de
la subunidad pesada (170kDa) de la proteina nativa de 260kDa, existen tres regiones
pépticas con diferente funcion (CP, PR y CR) de las cuales destaca la region CR
(también definida como 170CR; ubicada en el carboxilo terminal) por su
participacion en la disminucidn del daﬁor hepético en ratones inmunizados con este
polipéptido (Soong Ch. y cols., 1994; Lotter y cols., 1997). Esta region de ~600
aminoacidos ha sido fragmentada en dos regiones 170CRI y ll 70CR2 para
determinar la secuencia peptidica correspondiente a la adhesion y se ha observado
que la regién 170CR2 confiere una mejor efecto protector en jerbos inmunizados
que el fragmento 170CR1. De acuerdo a estos resultados, nosotros creemos que el
anticuerpo monoclonal 3D7ES3 que no inhibe la adhesion pudiera estar reconociendo
un epitopo dentro del fragmento 170CR1I por lo que no tiene efecto en inhibir la
adhesion celular. Sin embargo, puede ser relevante para la citotoxicidad celular 6 en
la inhibicion del complemento como ha sido descrito en la subunidad pesada de

170kDa (Lotter y cols., 1997).

Complementariamente a estos resultados los anticuerpos monoclonales C8, C6F10,

C5F1, C3 y CI11G11 que no reconocieron a las proteinas recombinantes
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170CR/GST y SREHP/TrpE en el ensayo de ELISA pero que fueron positivos para
la fluorescencia de superficie (Tabla 2), fueron probados en el ensayo de adhesion,
para comparar su funcién con respecto a los anticuerpoé positivos contra la adhesina
inhibida por Gal/Nac y a la proteina SREHP. De este grupo los anticuerpos
monoclonales C8, C6F10 y C5F1 tuvieron un efecto positivo en inhibir la adhesion
de la amijba a los hepatocitos humanos (Tabla 3). Las imagenes obtenidas al
microscopio de contraste de fases, mostraron que estos tres anticuerpos
monoclonales impidieron la formacion de los agregados heterotipicos (Figura 10).
Estos resultados parecen coincidir con los estudios realizados por oftros
investigadores donde se¢ han encontrado otras proteihas de superficie involucradas en
los mecanismos de adhesion y que presentan propiedades de adhesinas. De acuerdo
a estas observaciones los anticuerpos monoclonales C8, C6F10 y C5F1 podriah estar
dirigidos contra las adhesinas de 220kDa (Rosales-Encina y cols., 1987), 112kDa
(Arroyo y Orozco., 1987), 150kDa (Cheng y Tachibana., 1998) o a Jas proteinas de
90, 70, 50 y 24kDa que parecen estar involucradas en el reconocimiento a la célula
blanco y en el fenomeno de adhesion (Rodriguez y Orozco., 1994). Aunque también
existe la posibilidad de que estos anticuerpos estén dirigidos conira otros epitopos de
las proteinas de 260kDa 6 SREHP que no estan presentes en las recombinantes 0
bien que reconozcan epitopos de otras adhesinas no caracterizadas, por lo cual con
esta herramienta podriamos determinar la relevancia de nuevas adhesinas en la

patogenicidad de la amiba.

Finalmente los otros dos anticuerpos monoclonales de este grupo C3 y C11G11 no
tuvieron un efecto positivo en la inhibicion de adhesion celular (Tabla 3), ya que en
las imagenes obtenidas en el microscopio de contraste de fases y confocal no se

observé la inhibicion de la adhesiéon de los trofozoitos a los hepatocitos,

favoreciéndose la agregacion celular entre ambos tipos celulares (Figura 11y 13C).

Sin embargo, no descartamos que €stos anticuerpos puedan ser especificos contra

otras proteinas encontradas en la fraccion membranal de los trofozoitos de E. histo-
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Figura 10.- Anticuerpos monoclonales positivos a la prueba de inhibicién de la
adhesion de los trofozoitos de E. histolytica (HM1: IMSS) a hepatocitos humanos
(HepG2). Las imagenes muestran el efecto en la inhibicion celular por los
anticuerpos monoclonales C5F1, C6F10 y C8. En algunos casos se puede observar
que formaron dimeros o trimeros de amibas (A), con 1 o 2 células hepaticas (H)
unidas.
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Figura 11.- Anticuerpos monoclonales negativos al ensayo de inhibicion de la adhesion
de los trofozoitos de E. histolvtica (HM1:IMSS) a hepatocitos humanos (HepG2).
Mostramos las imAgenes de los anticuerpos monoclonales C3 'y C11G11, los cuales no
tienen efecto inhibitorio en la formacion de agregados celulares entre las amibas (Aé) y
los hepatocitos (H). Cabe destacar que esios anticuerpos monoclonales no reconociefon

a las proteinas recombinantes SREHP/TrpE y 170CR/GST. : '
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Figura 12.- Grupos controles para el ensayo de adhesion de los trofozoitos a
hepatocitos humanos (HepG2). En la imagen inferior (A) se muestra el control
positivo de inhibicion de la adbesion, en esta condicion la formacién de agregados
heterotipicos es inhibida por una mezcla de azucares (Glue/Nac y Gal/Nac). En la
imagen superior (A) se muestra e} control negativo de inhibicién de la adhesién; los,
agregados heterotipicos de amibas y hepatbcitos son observados en forma de racimos
celulares Las células de mayor tamafio son las amibas (A) en las que se distingue urn’
gran nimero de vacuolas y las células mas pequefias son hepatocitos (H) que tienen:
una apariencia uniforme y tersa. 5
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Iytica como proteasas, lipasas, fosfolipasa A y proteinas formadoras de poros

(Mckerrow., 1993; Rosenberg., 1989).

Después de analizar estos dos grupos de anticuerpos monoclonales especificos y no
especificos contra las proteinas recombinantes SREHP/TrpE y 170CR/GST (Tabla
3), es importante destacar el papel qu;a tienen las proteinas que participaﬁ en la
adhesién de la amiba para unirse a células hepéticas humanas y a otros tipos
celulares descritos anteriormente. El efecto inhibitorio de la adhesion celular por los
anticuerpos monoclonales contra estos dos principales antigenos de superficie
coincide coﬁ el efecto que tiene otros anticuerpos policlonales y monoclonales
producidos contra estos antigenos. En una forma indirecta la obtencién de un
anticuerpo que afecte la patogenicidad de la amiba nos daria pie a la obtencion de
una proteina relevante que podria ser considerada (_:andidata para la generacion de
una vacuna en el ser humano a futuro. Comunmente la caracterizacién de nuevas
proteinas involucradas en los mecanismos de adhesién han sido obtenidas por el
reconocimiento de anticuerpos monoclonales que bloquean la adhesién celular in
vitro (Rodriguez y cols., 1994; Gonzalez-Valle, R., 1996), la importancia de estas
adhesinas en la patogenicidad sobre el hospedero también podria ser analizada en un
modelo in vivo en roedores susceptibles a la infeccién por E. histolytica (jerbos,
ratones SCID y hamster) mediante el desarrollo del absceso hepatico (Petri y cols.,
1994;Stanley vy cols., 1994; Shibayama y cols., 1998) y de una manera indirecta el
papel que tienen estos anticuerpos monoclonales en la inhibicién celular in vitro
podria ser determinado por la disminucion del dafio causado en el higado. Por lo que
para nosotros fue sugerente evaluar el papel protector que tiene los anticuerpos
monoclonales C9F10 (anti-SREHP) y C5E1 (anti-170CR) que inhiben la adhesion
de la amiba a hepatocitos humanos (in vifro) a traves de en un ensayo in vivo en
hamsteres infectados experimentaimente con trofozoitos de E. histolytica, para

valorar el dafio hepatico amibiano.
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VALORACION DEL PAPEL PROTECTOR DE DOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES ANTI-ADHESINAS DE E. histolytica EN EL DANO
HEPATICO AMIBIANO EN HAMSTER.

Porcentaje de proteccion.

En el grupo control, los 24 hamsteres infectados experimentalmente con trofozoitos
de E.. histolytica y tratados con 'IgG de ratén normal desarrollaron abscesos
hepéticos (100% de los animales infectados), conﬁrmandd la sensibilidad del
hamster a la infeccion por E. histolytica y 1a utilidad de este modelo para el estudio
de los mecanismo de patogénesis de la amiba (Shibayama y cols., 1998). En este
grupo, el porcentaje promedio de lesiones en el higado fue de 30.8% (Figura 14),
sin embargo, los porcentajes de lesién fueron variables desde un 3% a un méaximo de
72.88%, destacando que hubo en el rango de 31 a 40% de lesion 7 hamsteres y en el

rango de 11 a 20% de lesiones 5 hamsteres (Figura 15).

En el grupo experimental tratado con el anticuerpo monocional C5E1 (ahti-l?OCR),
de los 24 hamsteres infectados experimentalmente con trofozoitos de amiba solo 12
hamsteres desarrollaron absceso hepatico, con un efecto protector del 50% en cuanto
al nimero de animales utilizados, lo cual coincide con los resultados de 50 y 60% de
proteccion mediante la inmunizacion con la porcion de 170kDa (Petri y Ravdin.,
1991). En este grupo experimental, el porcentaje promedio de lesiones en el higado
fue del 17.8% (Figura 14), aunque estos porcentajes también fueron variables desde
5.98% hasta 34.97%, la mayor frecuencia de lesion fue en el rango de 21 a 30% con

4 animales (Figura 15).

En el grupo experimental de 24 animales infectados con trofozoitos de amiba y
tratados con el anticuerpo monoclonal C9F10 (anti-SREHP), solo 5 hamsteres
desarrollaron abscesos hepaticos con rangos de lesién entre 1y 10% (Figura 14 y

15), protegiendo al 80% de los animales infectados. y con un promedio de lesiones
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PORCENTAJE DE LESION

Grupo control AbM-C9F10 AbM-CSE]
TRATAMIENTO

Figura 14.- Efecto de los anticuerpos monoclonales C9F10 (anti-SREHP) y C5E]
(anti-170CR) en la proteccion del dafio hepatico amibiano en hamsteres infectados

experimentalmente con trofozoitos de E. histolvtica.
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Figura 15.- Frecuencias de los porcentajes de lesion hepatica en hamsteres infectados
experimentalmente con trofozoitos de E. histolytica € inmunizados pasivamente con los

anticuerpos monoclonales C9F10y CSE1L.
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de 3.2%. Este efecto del 80% de proteccion con el anticuerpo C9F10 es mas
relevante que el del grupo tratado con el anticuerpo C5E1 con 50% de animales
protegidos y el grupo control con 0% de animales protegidos. Cabe destacar Que los
hamsteres tratados con el anticuerpo monoclonal C9F10 desarrollaron abscesos
hepaticos de un menor tamafio que los abscesos hepaticos observados en los
hamsteres tratados con el anticuerpo monoclonal C5El y €l grupo control tratado
con JgG de ratén normal, de acuerdo a las imigenes obtenidas de los higados

examinados (Figura 16).

El anélisis comparativo de los grupos experimentales y el grupo control mostré los
siguientes resultados. Los hamsteres tratados con el anticuerpo monoclonal C5E1
(anti-170CR) desarrollaron abscesos hepdticos en la mitad de los hamsteres
inmunizados con un porcentaje de lesion de 17.8%, mientras que el grupo control
presento ﬁn porcentaje de lesién mas grande de 30.8%. La desviacion estindar en
ambos grupos fue grande (8.6 y 17.8 respectivamente), lo que conlleva a que se
superpongan los rangos (Figura 14); pero el andlisis estadistico con Ja prueba de
ANOVA para dos factores demostré diferencias significativas entre el grupo control
y el grupo tratado con el anticuerpo monoclonal C5E1 (P = 0.05). Esta discrepancia
puede deberse a la variacion de los datos obtenidos y no quiere decir que el
anticuerpo C5E1 no tenga un efecto protector importante en el desarrollo del
absceso hepatico amibiano. Esta variacion era de esperarse ya que la respuesta ante
la presencia de un microorganismo patogeno es diferente en cada individuo debido a
las caracteristicas genéticas. Sin embargo, creemos que el numero de hamsteres
utilizados en esta prueba, ayudd a homogenizar el comportamiento de la poblacion

y a determinar el efecto protector del anticuerpo monoclonal C5EL.

El mecanismo probable por el cual, el anticuerpo monoclonal CSE1 protegié, puede
ser porque el anticuerpo reconoce un epitopo involucrado en los mecanismos de

adhesion y parece ser importante para la virulencia de la amiba de acuerdo a la dis-
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minucion del dafio hepatico en el 50% de los animales infectados. Es importante
probar diferentes concentraciones de anticuerpo monoclonal C5E1 ya que segin
antecedentes (Gonzalez-Valle, R., 1996) a diferentes concentraciones el anticuerpo
monoclonal C5E1 se comporta de manera muy diferente y es probable que a una
concentracién mas alta pueda tener un mejor efecto en la proteccion del dafio
hepético amibiano. En trabajos recientes se ha propuesto que la regiéon 170CR
contiene los sitios potenciales de adhesion, citotoxicidad y evasiéon de la repuesta
inmune, y que la inmunizacion en jerbos con el fragmento 170CR2 (aminodacido
939 al 1,053) protege en un 62%, mientras que la inmunizacién con la region
completa (fragmentos 170CR1 y 170CR2) protege en un 81% (Lotter y cols., 1997).
“La proteccién obtenida con ambos fragmentos es diferente a nuestros resultados,
pero no descartamos que el porcentaje de lesion en los hamsteres tratados con C5E]
pueda deberse a que los epitopos de citotoxicidad y evasion de la respuesta inmune
encontrados en la subunidad pesada de 170kDa no son bloqueados totalmente ya que
no debemos olvidar que nosotros estamos trabajando con un anticuerpo monoclonal
(C5SE1) que reconoce solo un epitopo. Por lo que consideramos que el efecto del
anticuerpo monoclonal C5E1 sea una inhibicién parcial del sitio de adhesion de la

amiba sin evitar la accién de los otros epitopos dentro la region 170CR.

El anticuerpo monoclonal C9F10 que reconoce a la proteina recombinante
SREHP/TrpE protegié al 80% de los animales infectados. En comparacién con el
grupo experimental tratado con el anticuerpo monoclonal C5E] este parece conferir
mejor proteccion en el modelo in vivo. La desviacion estandar obtenida del grupo
tratado con el anticuerpo monoclonal C9F10, muestra una clara diferencia
significativa con el grupo C5E1 y el grupo control (Figura 14), al igual que con la
prueba de ANOVA (P = 0.05). La disminucién del dafio en presencia del anticuerpo
COF10 fue alto considerando que los hdmsteres presentaron porcentajes de lesion
menores al 10%, ademas de que en la mayoria de los hamsteres tratados no se

desarrollo ninguna lesién (Figura 15). En trabajos anteriores también se ha
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demostrado la importancia de Ia proteina SREHP en los mecanismos de virulencia
de 1a amiba, por ejemplo la inmunizacion pasiva con anticuerpos policlonales contra
la proteina recombinante SREHP/TrpE protegié a los ratones inmunodeficientes
(SCID) en un 100% (Zhang y Stanley., 1994) y la inmunizacién pasiva con un
anticuerpo monoclonal murino especifico para la region de repetidas en tandem
(denominado 2D4) también protegio pero con una eficiencia menor al 30% (Zhang y
Stanley., 1994). Por lo que el reconocimiento de un epitopo con una funcion de
proteccion tan importante como lo es nuestro anticuerpo CO9F10, es trascendental
como herramienta para la localizacién de epitopos relevantes en el mecanismo de
adhesion que pudiera ser la principal funcion de la proteina SREHP y que ademas

protege de manera importante (80%) la formacién de absceso hepatico amibiano.

Nosotros creemos que la respuesta protectora del ahticuerpo monoc*;lonal C9F10 en
el hamster pueda deberse principalmente a la citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos como NK, eosinofilos y neutréfilos. La proteccion
mediada por el sistema de complemento a traves de su activacién por anticuerpos
(via clasica) también es considerado un mecanismos potencial, aun cuando se ha
observado que los trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS son resistentes a la lisis
por complemento cuando son incubados in vitro con anticuerpos monoclonales
(Mogyoros y cols., 1986). Finalmente el mecanismo principal por el cual el
anticuerpo monoclonal C9F10 puede proteger contra el desarrollo del absceso
hepatico es por la propia inhibicion de la adhesién de la amiba a los hepatocitos,
considerando que la citolisis de las células del hospedero por Jos trofozoitos es
dependiente de contacto (Ravdin y Guerrant., 1981; Arroyo y Orozco., 1987,
Rosales-Encina., 1987). Por lo tanto los anticuerpos que bloquean la adhesion a las
células del hospedero, pueden ser efectivos en prevenir el desarrollo de la infeccion
amibiana. Esta conclusién nos llevé a realizar un andlisis histolégico de forma
preeliminar para confirmar la proteccion de los anticuerpo monoclonales CSEI y

COF10 al observar la estructura celular y las lesiones hepaticas presenies en cada
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grupo experimental

Analisis histologico de las lesiones hepéticas.

Para corroborar el grado de dafio hepatico causado por los trofozoitos de E.
histolytica en presencia de los anticuerpos monoclonales anti-adhesinas (CSEl y
CI9F10) se realizaron cortes histoldgicos del higado de diferentes zonas lesionadas.
La mayoria de los cortes histologicos observados en el grupo control (inmunizado
con IgG de rat6n normal) presentaban abscesos hepéticos multiples de agudos a
subcrénicos con-infiltrado inflamatorio agudo, sangre hemolizada y colagena. En
algunos abscesos se encontraron trofozoitos, necrosis coagulativa severa e infiltrado
celular (Figura 17). La causa principalmente de estas lesiones se puede deber a que

los trofozoitos provocan necrosis litica del parénquima y de la pared vascular.

En el grupo inmunizado con anticuerpo monoclonal C5El, se pudieron observar
abscesos hepéticos sobreagudos de gran tamafio (aislados) o abscesos multiples en
algunas regiones del higado e infiltrado inflamatorio periportal de moderado a
severo con diferentes tipos celulares como polimorfonucleares y eosinéfilos. En
otras zonas lesionadas se observaron trofozoitos en degeneracion, necrosis y tejido
en reparacion donde se observa colagena y neovascularizacion (Figura 18C). Sin
embargo, se observaron regiones en el higado sin dafio aparente, por lo cual no
descartamos la posibilidad de que este anticuerpo tenga un efecto importante en la
disminucién de las lesiones ocasionadas por la amiba y su relacion con la inhibicion
de porcentaje del dafio hepatico amibiano en el 50% de los hamsteres infectados,
considerando que el efecto protector de este anticuerpo sea mediante el
reconocimiento a un epitopo importante de la proteina nativa de 170kDa que el
trofozoito requiere para adherirse al hepatocito, en consecuencia se evita la
activacion de los factores de citotoxicidad dependientes de contacto y el dafio

ocasionado al tejido hepatico.
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Figura 17.- Cortes histologicos del higado del hamster tratado con IgG de raton normal.
En la imagen superior se muestra lesion producida por la amiba; presencia de sangre
hemolizada (H), infiltrado inflamatorio (I)y coldgena (Cgn)(Aumento 400X). En la
imagen inferior se muestra un absceso en el que se observa necrosis central coagulativa .

severa (N), trofozoitos en degeneracion (T) e infiltrado inflamatorio (I)(Aumento 800X).
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Figura 18.- Cortes histolégicos del higado del hamster tratado con el anticuerpo
monoclonal C5E](anti-170CR). En la imagen superior se observa infiitrado celular (1)
moderado en la vena porta (P)(400X). En la imagen central se muestra infiltrado celular de .
polimorfonucieares (PM), células mononucleares (M) y eosinéfilos (E)(800X). En la
imagen inferior se observa tejido de reparacion con presencia de colagena (Cgn) y
neovascularizacion (Nv)(800X).
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El grupo inmunizado con el anticuerpo monoclonal C9F10 presenté abscesos
pequefios y tnicos cercanos a la capsula, sin trofozoitos con escaso infiltrado celular
en el espacio portal 'y con hepatocitos que presentan esteatosis la cual es una lesion
reversible (Figura 19); probablemente los trofozoitos que penetraron fueron
rapidamente destruidos, por lo que el dafio observado no es considerable ya que la
mayor parte del higado mantiene la estructura morfolégica normal. Estas
observaciones corroboran el efecto protector del anticuerpo monoclonal C9F10 que
reconoce a la proteina SREHP, en la disminucién de las lesiones del higado en el
80% de los hamsteres infectados, sin embargo, hasta el momento no se sabe qué
funcién tenga la proteina SREHP y la forma en que pudiera estar participando en la
proteccién del dafio amibiano, pero de acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo nosotros creemos 'que este anticuerpo al unirse a un epitopo de la proteina
nativa SREHP impide el contacto del trofozoito a su célula blanco y se bloqueen los

mecanismos de citotoxicidad del trofozoito, dependientes de contacto.

El grupo tratado con el anticuerpo monoclonal C9F10, en comparacion con el grupo
tratado con el anticuerpo monoclonal C5E1 y el grupo control presentdé un mejor
efecto protector, lo que nos refleja el efecto que puede tener cada uno de estos
anticuerpos en la proteccion del dafio hepatico amibiano de acuerdo a su
especificidad y la funcién de estas proteinas (170CR y SREHP) en los mecanismos

de virulencia de la amiba.
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Figura 19.- Cortes histolégicos del higado del hamster tratado con el anticuerpo monocional

C9F10 (anti-SREHP). En la imagen superior se muestra un absceso (Abs) pequefio unico

por debajo de la capsula (800X). En la imagen ceniral se observa la vena porta (P) con’

infiltrado celular de leve a moderado (400X) y en la imagen inferior se observa a la vena

central (C) con dafios que attn son reversibles (400X).
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CONCLUSIONES

I} Del lote de 18 anticuerpos monocionales probados; 12 anticuerpos monoclonales
reconocen proteinas de membrana externa de E. histolytica mientras que los 6

anticuerpos restantes no reconocen a proteinas de membrana externa.

Il) Los anticuerpos monoclonales C4C2, 3D7ES y C5El reconocen a la proteina
recombinante 170CR/GST, mientras que los anticuerpos monoclonales C16D3,
C9F10 y C11E11 reconocen a la proteina recombinante SREHP/TrpE.

UI) Los anticuerpos monoclonales C5E1 y C4C2, especificos contra la proteina
recombinante 170CR/GST inhiben la adhesion de los trofozoitos a células hepaticas
humanas en un modelo in vitro. Los anticuerpos monoclonales C9F10, C11E11 y
C16D3  especificos contra la proteina recombinante SREHP/TrpE inhiben la

adhesion de los trofozoitos a células hepaticas humanas en un modelo in vitro.
IV) La inmunizacion pasiva con el anticuerpo monoclonal C9F10 tuvo un efecto

protector en ¢l 80% en los hamsteres infectados (5 / 24), mientras que el anticuerpo

monoclonal C5E1 protegio el 50% de hamsteres infectados (12 / 24).
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APENDICE

MEDIOS DE CULTIVO Y PREPARACION DE SOLUCIONES

MEDIOS

Bi-S-33

Para preparar 1,600 ml de medio:

- Biosato (peptonas) 55.17g
- Glucosa 18.39g
- NaCl 3.678¢g
- KoHPO, 1.839¢
- KH,PO, 1.103g
- L-Cisteina hidroclorada 1.839¢g
- L-Acido ascorbico 0.367g
- Citrato de amonio ferrico ~ 0.051¢g

Mezclar todos los componentes y repartir 10m] por tubo, en tubos con tapén de
rosca de 13ml. Esterilizar por autoclave durante 15min a 121°C, 15 Ib y‘ enfriar a
temperatura ambiente. El medio BI-S-33 al momento de su uso, fue suplementado

con suero bovino adulto al 10%.

DMEM (Medio Dulbeco Modificado).

- Suero fetal bovino 10 %.
- Piruvato 11 mg.

- Aminoacidos no esenciales 0.1 mM.

- L-glutamina 2.0 mM.
- Bicarbonato 0.075 %.
- Penicilina 100 U/mi.

- Estreptomicina 100 pg/ml.
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SOLUCIONES

Solucién Reguladora de Fosfatos Salina (PBS). pH 7.4.

- Fosfato Basico de Sodio (NaHPQ,) 71 g (0.5M)
- Fosfato Dibasico de Sodio (Na,HPO,) 69 g (0.5M)
- Cloruro de Sodio (NaCl) 87.6 g (1.5M)

Diluir en 900 ml de H,O desionizada, ajustar a pH 7.4 y aforar a 1000ml con H,0O
desionizada, almacenar a 4°C.

Preparar la solucién de trabajo 1X, concentracién final de fosfatos 0.01M y cloruro
de sodio 0.15M. '

Solucion Reguladora de Fosfatos Salina (PBS), pH 6.3.

- Fosfato Béasico de Sodio (NaHPQ,) 12.42 g (17.5mM)
- Fosfato Dibasico de Sodio (Na,HPO,)  12.07 g (17.5mM)
- Cloruro de Sodio (NaCl) 7.3 g (250mM)

Diluir en 400 ml H,O desionizada, ajustar a pH 6.3 y aforar a 500ml H,O

desionizada, almacenar a 4°C.

Sulfato de Amonio Saturado (SAS).

- En 1000 ml de HyO destilada agregar 400g sulfato de amonio [(NH,).S0,],
disolver por calor y seguir agregando sulfato de amonio hasta saturar la solucién y
ajustar a pH 7.4 con hidroxido de amonio (NaOH) 2N. Filtrar la solucién y

almacenar a temperatura ambiente.

Soluciéon Reguladora de Fosfatos (PB).

- A) Fosfato Dibasico de Sodio (Na,HPO,)  2.485 g /1000 m! (17.5mM)
- B) Fosfato Basico de Sodio (NaH-PO,) 2.553 g /1000 ml (17.5mM)



=~

Tomar 975 ml de la solucién A y agregar la solucion B hasta alcanzar un pH 6.3.

Solucion Reguladora de Fosfatos Acido v Basico Salino (APS).

- Fosfato Basico de Potasio (KH,PO;)  0.18 g (15mM).
- Fosfato Dibasico de Potasio (K.PO3)  0.23 g (15 mM).
- Cloruro de sodio (NaCl) 10.22 g (175mM).

Diluir en 900 ml de H,0 destilada, ajustar a pH 7.0 y aforar a 1000ml con H;0

destilada

Mezcla de Fijadores:

- Formaldehido 3.7ml (3.7 %).
- Glutaraldehido 7.5p (0.0075 %).

Tomar la cantidad marcada de cada fijador y aforar a 100 ml de APS.

Solucion Reguladora de Fosfatos Acido v Basico (AP).

- - Fosfato Bésico de Potasio (KH,PO3;) 11.9 g (100mM).

- Fosfato Dibasico de Potasio (K;POs;)  15.6 g (100mM).
Diluir en 900 ml de H-0 destilada, ajustar a pH 7.2 y aforar a 1000m! con H,0

destilada

Colorante Azul de Evans:

- Azul de Evans (.25 mg (0.0025 %).
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Disolver el colorante en 90 ml de la solucién reguladora PB (0.1 M, pH 7.2) y

aforar a 100ml con PB..

Solucién Reguladora de Carbonatos.

- A) Carbonato de Sodio (Na;COs3) 1.59 g/ 1000 m! (15mM)
- B) Bicarbonato de Sodio (Na,HCO;) 2.93 g/ 1000 ml (28mM)

Mezclar ambas soluciones y ajustar el pH a 9.6 agregando el volumen necesario de

la solucién B) y almacenar a 4°C.

PBS-Tween (.05%

Disolver 0.5 ml del detergente Tween 20 en 100ml de PBS 10X y aforar con H,0

" destilada a 1000ml.

PBS-Tween-BSA 1.0%.

- Albimina Sérica Bovina (BSA) 0.25 g
- PBS-Tween 25ml.

Agregar la albumina sérica en PBS-Tween y mezclar por agitacion hasta disolver

completamente.

ABTS (2.2-Azino-di-etil-benziazolinsulfato)

- A) Acido citrico 4.80 g / 250 ml (0.1M)
- B) Fosfato de sodio dibasico 7.09 g/ 250 ml (0.2M)

Adicionar 250 ml de la solucién A mas 240 mi de la solucion B hasta obtener un pH
4.6. Posteriormente agregar ABTS a una concentracion de 5.4 mg / 10ml del

amortiguador de Citratos-Fosfatos y almacenar en alicuotas de 10 ml a -20°C.
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- LISTA DE ABREVIATURAS

CHO

170CR

SREHP
kDa
GST
TrpE

ELISA

ABTS

PBS

BSA

AP

APS

FITC
DEMEM
DMSO
SAS
Gal/GalNac

SCID

Células epiteliales del ovario del hamster chino

Proteina recombinante de la regién rica en cisteinas
de la subunidad pesada de 170kDa

Proteina de Entamoeba histolytica rica en serinas
Kilodaltones

Glutation S transferasa

Antranilato sintetasa

Inmunoensayo enzimdtico de fase solida
Inmunoglobulinas
2,2-Azino-di-etil-benziazolinsulfato

Solucion reguladora de fosfatos salino

Albtimina sérica bovina

Solucién reguladora de fosfatos acido y basico
solucion reguladora de fosfatos acido y basico salino
Isotiocianato de fluoresceina

Medio Dulbeco modificado

Dimetilsulfoxido

Sulfato de amonio saturado

Galactosa y N-Acetil-D-Galactosamina

Ratones con inmunodeficiencia severa combinada



GLOSARIO

Absceso hepitico amibiano: Complicacion comin de la amibiasis extraintestinal.
Los abscesos se presentan en forma de pus, en donde la region del parénquima
hepédtico es sustituido por restos necroticos con escasos trofozoitos y células

inflamatorias. El color fluido puede variar de amarillento hasta café oscuro.

Adhesina: Proteinas de microorganismos patdgenos involucradas directamente en la

adhesion espectfica a la célula blanco, consideradas como factores patogénicos.

Adhesién celular: Fenomeno de unidn de las superficies celulares expuestas en

contacto; se debe a la accién de fuerzas intermoleculares.

Adhesina de 260 kDa: Proteina con propiedades de lectina que se unen a
carbohidratos (Gal/GalNac) de glicoproteinas de la célula blanco. Formada por dos
subunidades una pesada de 170kDa y otra ligera de 35kDa.

Afinidad: Fuerza de union de una molécula a otra en un sitio especifico.

4
A

Amibiasis hepatica: Infeccion de la amiba en el higado provocada por la
penetracion a la capa muscular y migracién de los trofozoitos a través de la vena

porté hacia el higado.

Anticuerpos monocionales: Anticuerpo producido por una sola clona de célula

plasmatica.

Anticuerpos policlonales: Anticuerpo producido por varias clonas células

plasmaticas.

75



Apoptosis: Muerte celular programada. Mecanismo por el cual las células son
inducidas a morir como un proceso natural de proteccion o por mecanismos

patolégicos.

Biotina: Marcador covalente de macromoléculas, detectada por su alta afinidad de

unién a avidina o estreptoavidina.

Citotoxicidad dependiente de contacto: Mecanismo por el cual los trofozoitos

después de adherirse son capaces.de lisar a la célula blanco.

Colonizacion amibiana: Mecanismo por el cual los trofozoitos liberados se

establecen en la regién coldnica para multiplicarse e invadir al hospedero.

Enfermedad asintomatica amibiana: Personas infectadas por E. histolytica que no

desarrollan sintomas de la enfermedad pero son portadores de la amiba.

Enfermedad sintomitica amibiana: En amibiasis las personas infectadas con E,
histolvtica desarrollan la enfermedad y son valoradas por la sintomatologia

presentada.
Estreptoavidina: Proteina de union a biotina de 68kDa.

Evasion de la respuesta inmune: mecanismo por el cual el parasito escapa a los
mecanismos de defensa del huésped, como la mimetizacion de los antigenos,
bloqueo del reconocimiento de los anticuerpos, la variacién antigénica y la

Inmunosupresién.

Hibridomas: Cé¢lula producida por la fusién de linfocito B (productor de anticuerpo

especifico) a una célula de mieloma.
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Huésped: Organismo a cuyas expensas vive un parasito.

Inmunizacién pasiva: Inyeccién de anticuerpos o suero inmune dentro de un

organismo.

Lectina: Proteinas con avidez por azucares simples.

Liquido ascitico: Acumulacién de fluidos en la cavidad peritoneal produciendo
hinchazon, puede deberse a una infeccion, hipertension portal y la formacion de
tumores.

Lisis celular: Destruccidén de las membranas celulares.

Necrosis: Muerte celular en un tejido como resultado del dafio por infeccién o por la

perdida de irrigacion sanguinea.

Patégeno: Productor causante de una enfermedad.

Polarizacién (capping): Mecanismo por el cual ia amiba moviliza los anticuerpos
unidos a su membrana hacia una regioén de la amiba, donde se cree que pueden ser
eliminados como un mecanismo de la evasion de la respuesta inmune.

Proteina nativa: Proteina a partir de la célula original.

Proteina recombinante: Proteina sintetizada a partir de los genes clonados y

purificada por marcadores de seleccion.

Proteina rica en serina de Entamoeba histolytica: Proteina pequefia de 47-52kDa

rica en serinas, sin propiedades-de lectina. La estructura primaria es similar a los
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antigenos repetitivos de la malaria y parece estar relacionada con los mecanismos de

adhesion y la migracion de amibas.

Proteinas totales de membrana: Fraccion celular obtenida por centrifugacién que
nos permite separar las proteinas de las membranas de los trofozoitos de F.

histolytica.

Proteolipoesferas: Esferas de silica gel recubiertas con lipidos sintéticos y proteinas

de la fracciéon membranal total de E. histolytica.

Quiste: Fase del ciclo de vida de E. histolytica en la que la amiba se encierra en una

membrana resistente € impermeable que la aisla del exterior.

Regeneracién: Parte del proceso de reparacion por el cual un tejido dafiado activa la -

replicacion celular para sustituir a las células muertas y mantener el tejido funcional.

Reparacién: Proceso llevado acabo por un tejido después de que ha sido lesionado,
en la que se activan los mecanismos que limitan el dafio y preparan a las células
sobrevivientes para replicarse. El proceso de reparacion consta de dos mecanismos:
regeneracion del tejido lestonado por células parenquimatosas del mismo tipo y

sustitucion por tejido conectivo cuando el dafio no es reversible.

Trofozoito: Fase del ciclo de vida de E. histolytica en la que coloniza el colon del
huésped donde se alimenta de bacterias y restos celulares. Es la tnica forma

infectiva.

Valor de Corte: Valor promedio de las absorbancias mas una desviacién estandar
para seleccionar a los anticuerpos monoclonales con un alto reconocimiento contra

el antigeno correspondiente.
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Variacion antigénica: Algunos protozoarios parasitos cambian sus antigenos de
superficie durante el curso de una infeccion. Los parasitos con los nuevos antigenos

escapan a la respuesta inmune contra los antigenos originales.
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