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Resumen

1. RESUMEN

La lipopéptidofosfoglicana (LPPG) es un patron molecular asociado a patégeno (PAMP) ya que induce
la produccion de citocinas por monocitos, macréfagos y células dendriticas, y es reconocido a través del
receptor tipo Toll 2-4 (TLR2 y TLR4). La LPPG es una molécula que se encuentra en la superficie de
Entamoeba histolytica (LPPGEh); el andlisis estructural y funcional, revela que esta involucrada en la
patogenicidad del parasito y recientemente se demostrd que también activa células NK-T; de ahi la
importancia de su estudio. Sin embargo, no se cuenta con un anticuerpo monoclonal (AcMo) contra la
LPPGENh, y es una herramienta muy importante para estudiar los mecanismos de interaccion de esta
molécula con el sistema inmunitario del hospedero. En el presente trabajo se obtuvieron hibridomas
productores de AcMo dirigidos contra la LPPGEh HM1-IMSS; extraida por el método fenol-agua y
caracterizada por cuantificacion de carbohidratos (método de Antrona) y determinacion de proteinas
(método de Lowry); asi como por corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida (método SDS-
PAGE), revelados por tincion de plata. Asimismo, se realizd la determinacion del reconocimiento
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac), por el método de ELISA aplicando suero policlonal de conejo (AcPC) anti-
antigeno total de membrana (AgMEh) como Ac de referencia. La obtencion de hibridomas se produjo
por la inmunizacion de ratones BALB/c con AgMEh y posteriormente con LPPGEh. Los titulos de Ac se
determinaron por ELISA y se realizd la fusion de células de bazo de ratén inmunizado, con células de
mieloma P3-X-Ag8.653X. La seleccion de clonas positivas se desarrolld por dilucion limitante en medio
con hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), y se concentré el Ac por expansion clonal en liquido de
ascitis. La especificidad de los hibridomas productores de Ac se evalu6 mediante ensayos de ELISA,
Inmunoelectrotransferencia (IET) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Se identificaron 2 hibridomas
(C4 y H8), con diferente especificidad a la LPPGEh, siendo el hibridoma H8 el que reconoce a la
LPPGEh tanto por ELISA, IFl e IET en titulos menores a C4, mostrando en este Gltimo ensayo, un
corrimiento polidisperso, lo que sugiere a la LPPGEh como una molécula compleja, semejante al
lipopolisacarido (LPS), con unidades repetidas de carbohidratos. Los Ac de estos hibridomas seran
utilizados en el andlisis funcional de la molécula y podrian ser una alternativa al diagndstico de

amibiasis a través de la identificacion especifica de LPPGEh sobre la superficie del parasito.



Resumen

2. INTRODUCCION

2.1 La amibiasis

La amibiasis es una enfermedad entérica asintomatica 0 sintomatica provocada por el parasito
protozoario intestinal Entamoeba histolytica. La amibiasis, es la tercera causa de muerte en el humano
después de la malaria y la esquistosomiasis (Stanley, 2003). En la poblacion mundial, se producen
aproximadamente de 40,000 a 100,000 muertes al afio debido a la parasitosis por E. histolytica (World

Health Organization, 1997; Stanley, 2003).

En México, el sistema de vigilancia epidemioldgica, en el afio 2009, hasta la semana 12, reporto
108,023 casos de amibiasis intestinal, la cual en su mayoria es localizada en areas tropicales (Vigilancia
Epidemioldgica, semana 12, 2009). Asimismo, la incidencia de esta parasitosis es elevada en las
comunidades rurales e inclusive en las zonas urbanas del pais; y esta asociada a varios factores de la
poblacion, entre ellos, las condiciones precarias de vivienda y la pobreza de sus habitantes, mismas
que favorecen la transmision oral-fecal, y por tanto, la mayor probabilidad de infeccion por el parasito
(Ramos et al., 2000; Ramos et al., 2005; Ximenez, 2006).

2.2 El parésito Entamoeba histolytica.

La familia Entamoebidae comprende tres géneros y seis especies, que pueden colonizar el lumen
intestinal del humano: E. histolytica, E. coli, E. hartmanni, E. gingivalis, lodamoeba buetschlii y
Endolimax nana. Sin embargo, solamente E. histolytica, es considerada patogena. En 1925, Brumpt
(Brumpt, 1925), propone una explicacion a los casos asintomaticos de amibiasis: la existencia de otra
especie morfolégicamente idéntica a E. histolytica, con caracteristicas de patogenicidad distinta: La E.
dispar. Esta especie de entamoeba es confirmada por el trabajo de Sargeaunt y colaboradores
(Sargeaunt et al., 1982), al utilizar un analisis de isoenzimas (zymodemos) y de métodos moleculares, entre
ellos, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), sobre aislados clinicos de amiba y donde se
observan diferencias en el patron de zymodemos de ambas especies. Por lo tanto, se propone la
reclasificacion de Entamoeba en dos especies: Entamoeba dispar (comensal) y Entamoeba histolytica
(patdgena) (Sargeaunt et al., 1982).



Resumen

E. histolytica, pertenece a la familia Entamoebidae, orden amoebidae, subphylum sarcodina. En su
ciclo de vida adopta dos fases: quiste que es causa de infeccion, y trofozoito. El quiste de E. histolytica
es de forma esférica u oval, mide entre 3.5 a 25 um de diametro y esta cubierto por una gruesa capa de
quitina; ésta cubierta le permite sobrevivir en condiciones adversas que serian letales para el trofozoito.
Esté descrito que dependiendo del grado de madurez, el quiste puede contener de uno a cuatro ntcleos
y estos se caracterizan por una membrana plasmatica con frecuentes y profundas invaginaciones en su
citoplasma, ademas de observarse polirribosomas, vacuolas y depdsitos de glucdgeno (Ludvik y Shipstone,
1970).

En contraste, el trofozoito es una célula ameboide pleoférmica de gran movilidad, caracterizada por un
ectoplasma hialino o claro y un endoplasma granular, que puede medir de 15 hasta 40 um de diametro,
contiene pocos organelos en su interior y al analisis a microscopia de luz se observan numerosas
vacuolas y un nucleo ovalado, con un nucleolo central. La amiba carece de mitocondrias y aparato de
Golgi y su reticulo endoplasmico consiste de vesiculas finas rodeadas de algunos ribosomas (Flisser y

Pérez-Tamayo, 2006). Ademas €l trofozoito es considerado la forma invasiva, en el ciclo de vida del pardsito.

2.3 La infeccion natural causada por Entamoeba histolytica.

La infeccion por E. histolytica, es provocada por la ingestion de quistes maduros presentes en agua y/o
alimentos contaminados. Cuando los quistes pasan a través del aparato digestivo sufren un proceso
llamado desenquistamiento (que ocurre en el intestino delgado). En este proceso, se pierde la cubierta
de quitina y se inicia la diferenciacion del parasito a trofozoitos que pueden migrar a lo largo del
intestino y multiplicarse por division simple y eventualmente migrar hacia el higado (van Hal et al., 2007)
(Figura 1).
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Fase 1: Ingestion de alimentos
contaminados

Fase 2: Desenquistamiento

Fase 3: Liberacion de formas
infectantes

Figura 1. Ciclo bioldgico de Entamoeba histolytica. La infeccién por E. histolytica puede agruparse en tres
fases: (1) La ingestion de quistes maduros del parasito presentes en alimentos contaminados o en manos mal
lavadas. (2) Desenquistamiento y/o pérdida de la cubierta de quitina en los quistes ingeridos con desarrollo de
trofozoitos y la multiplicacion por division simple o binaria, y (3) La excrecién de quistes del individuo infectado,

cerrando asi el ciclo biologico del parésito.

Tomado de van Hal etal., MJA 2007; 186: 412-416.

En el intestino, es donde se producen las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad, y los

quistes de individuos infectados pueden ser excretados en las heces; siendo los responsables de la
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transmision y, como se habia sefialado anteriormente, estas formas en el ciclo de vida del parésito
pueden sobrevivir por semanas en el ambiente externo; en contraste, los trofozoitos son mas |abiles in

vitro y pueden ser eliminados rapidamente por el microambiente gastrico (Martinez, 1982).

La infeccion por E. histolytica puede ser asintomatica o sintomatica. En la mayoria de los individuos es
asintomatica. En las infecciones sintomaticas, las formas clinicas de la amibiasis intestinal incluyen: la
colitis ulcerosa (la mas frecuente), la apendicitis amibiana, el megacolon toxico, la disenteria amibiana
fulminante y el ameboma de colon (Gonzalez-Ruiz y Wright, 1998). La infeccion por E. histolytica puede
diseminarse a través de la vena porta al higado y provocar el absceso hepético amibiano, siendo la
complicacién méas grave de la amibiasis extra-intestinal y es mas comin en los hombres que en las

mujeres (Stanley et al., 2003; Roberts et al., 2001).

En México, los reportes epidemioldgicos de la amibiasis extra-intestinal (absceso hepatico amibiano),
han declinado notablemente y son muy pocos los casos reportados en los ultimos afios; sin embargo, la
colitis ulcerativa se mantiene en rangos importantes (Ramos et al., 2005); por ejemplo, en el afio 2000 se
reportaron 1,353.43 casos de colitis ulcerativa versus 6.37 casos de amibiasis extra-intestinal por cada
100,000 habitantes (Secretaria de Salud, 2001).

Los efectos de la infeccién sintomética por E. histolytica son provocados por la citélisis dependiente del
contacto del trofozoito con el epitelio y otras células blanco, siendo también influenciado por varios
factores, entre ellos: la relacion hospedero-parasito y las moléculas asociadas a su capacidad de

virulencia y patogenicidad, expresadas en la superficie del parasito.

2.4 La superficie de Entamoeba histolytica esta asociada a su patogenicidad y virulencia.

La patologia de la amibiasis estd caracterizada por dafio masivo del tejido del hospedero por los
trofozoitos que provocan citolisis-contacto-dependiente (Petri, 2002; Stanley, 2003). En esta etapa, el
trofozoito mata a las células por un proceso de contacto transitorio, siendo las moléculas presentes en

la membrana plasmatica de la amiba, los factores condicionantes del dafio (Ackers y Mirelman, 2006).
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Se han descrito distintos complejos de moléculas relacionadas a la patogénesis y virulencia del
parasito. En este grupo de moléculas, cada una tiene su particular contribucion en los eventos de dafio
(Figura 2).

CPs
G G A- poro Interaccién Ligando: Residuos de
SAP desconocida azicar (desconocido)
Grupo —
palmitoil /7 Ligando

| (desconocido)

Ligando
(desconocido)

Gall GalNac

Interaccion no
covalente

Ligando:
Residuos de
Gall/ GalNac

Figura 2: Moléculas asociadas a la patogenicidad y virulencia de E. histolytica. A pesar de la descripcion de
diferentes moléculas presentes en la membrana de E. histolytica sus posibles ligandos de interaccion son
desconocidos. N-acetil-galactosamina (Gal/GalNAc), en sus subunidades pesada, ligera e intermedia (Hgl, Lgl e
Igl); proteasas (EhCPADH112); proteina rica en serina (SREHP); proteina de membrana de 220 KDa (L220), tipo
serina y fosfatasas acidas (CPs, MAP y SAP) y péptido formador de poros, ameboporo (A-poro).

Tomado de Richard. ERMM. 2005. 7 (13): 1-19.

Las moléculas que intervienen en la patogenicidad de la amiba se han clasificado de la siguiente

manera:
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1) Moléculas tipo lectina. Estas proteinas de superficie reconocen carbohidratos, entre ellas la
inhibible por Galactosa/N-acetil-galactosamina, denominada Gal/GalNac. Su estructura es un complejo
poco comun, formado por un grupo disulfuro unido a dos subunidades (ligera de 35 KDa y pesada de
170 KDa), ambas estan insertadas dentro de la membrana del parésito por anclajes separados (Figura
2). Entre las funciones atribuibles a la Gal/GalNac de E. histolytica esta su papel en la adherencia y la

modulacion del efecto citotdxico del parasito (Frederick y Petri, 2005).

2) Péptidos formadores de poros (ameboporos). Estas moléculas no enzimaticas tienen un peso
molecular de 18 KDa, pueden lisar bacterias o células eucarioticas, asi como producir canales i6nicos
en la membrana de ciertas células. Sin embargo, no son exclusivos de la especie E. histolytica, ya que

también se han descrito en E. dispar (Leippe et al., 2005).

3) El grupo de proteasas. La proteodlisis de la matriz extracelular de las células del hospedero por el
parasito, incluye un conjunto de proteasas, entre ellas, las proteinasas de cisteina. Estas
endopeptidasas de cisteina facilitan la invasion de la mucosa, demostrado por estudios in vitro e in vivo

(Schulte y Scholze, 1989; Li et al., 1995) (Figura 2).

Parte de todas estas moléculas tienen una participacion importante en la invasion del epitelio intestinal
por el parasito (Figura 3). En el modelo de colitis amibiana, se demuestran efectos diferentes, entre
ellos, la produccion de interleucina 8 (IL-8) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), dichos mediadores
de la inflamacion activan a su vez la via de la ciclooxigenasa, causando destruccion de las células
epiteliales y también las proteasas contribuyen en este proceso inflamatorio causado por E. histolytica
(Ackers y Mirelman, 2006).
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A) Adherencia de la amiba B) Activacion del programa
al epitelio intestinal de virulencia de la amiba
Cistein
proteinasa
amibiana

4______.- Lectina GAL/Nac GAL

6 del epitelio @

C) Los neutréfilos son atraidos D) Los mediadores liberados por
en respuesta a IL - 8 y otros los neutréfilos destruyen las

quimioatractantes células epiteliales

Los neutréfilos migran hacia la La amiba usa la cistein proteasa
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matriz extracelular e invadir
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Figura 3: Modelo de interaccion de E. histolytica en la colitis amibiana. (a) La adherencia al epitelio mediada
por lectinas (b) Formacién de ameboporos y (¢ y d) rompimiento por proteinas que favorecen el reclutamiento de
células inflamatorias (neutréfilos) y que también contribuyen al dafio del epitelio intestinal.

Tomado de Ackers y Mirelman, COM. 2006; 9:367-373.
Otro grupo de moléculas importantes en la patogenicidad de la amiba, clasificadas dentro del cuarto

grupo son:
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4) Moléculas tipo proteoglicano y/o lipopéptidoglicano (PPG). Estas moléculas son abundantes en
la membrana de varios protozoarios y se encuentran anclados por glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Estudios recientes han documentado actividades inmunoestimulatoria y reguladora de los anclajes de
GPI de protozoarios y de estructuras relacionadas (Campos et al., 2001). Entre las propiedades bioldgicas
de estos anclajes de GPI esta su capacidad de inducir repuesta inmunitaria similar a la observada en
muchos aspectos al LPS. En contraste, glicoinositolfosfolipidos (GIPL) purificados vy tipo
lipofosfoglicanos de parasitos suprimen algunas funciones del hospedero, especialmente a altas
concentraciones, como la mitogénesis de células T CD4* y CD8* inducida por superantigenos

microbianos, asi como la secrecion de IL-12 (Descoteaux et al., 1992; Gomes et al., 1996).

En particular en E. histolytica, la familia de PPG incluye a la LPG y a LPPG de cepas patdgenas y no

patgenas (Moody-Haupt et al., 2000).

2.5 La caracterizacion de la lipopéptidofosfoglicana de Entamoeba histolytica.

Esta molécula (LPPGEh), se caracteriza por una cadena polipeptidica &cida, la cual esta extensamente
modificada por cadenas laterales de glucanos unidos por enlaces alfa 1-6. Estas macromoléculas, en la
cepa patégena de E. histolytica HM1-IMSS, contienen 3 dominios estructurales (Figura 4).

1) La cadena polipeptidica con residuos de serina, 2) cadenas laterales heterogéneas de glucanos
unidos en posicion alfa 1-6 (con secuencias de 4 a 25 residuos) y tienen un disacarido central (Glc
betal-6Gal), unido via puentes fosfodiéster a residuos de serina en la cadena polipeptidica y 3) un GPI
que caracteriza a los PPG y que contiene una secuencia central de glicanos y cadenas laterales méas

extensas de alfa galactosa (Moody-Haupt et al., 2000).

La LPPGEh esta considerada como una molécula tipo polisacarido, la cual contiene 75 a 80% de
carbohidratos, 8% de proteinas, 2.5% de lipidos y 1% de fosfatos (Isibasi et al., 1986; Isibasi et al., 1990).

El andlisis previo ha mostrado que las preparaciones de LPG y LPPG migran como bandas poli-
dispersas entre (100 a 190 KDa) y (36 a 57 KDa), observado en el anélisis de electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) (Moody et al., 1997).
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NH:2

E. histolytica

Figura 4: Estructura parcial de la LPPGEh. 1) Dominio polipeptidico; 2) Dominio de glucanas. Glc: Glucosg;
Man: Manosa; Gal: Galactosa; Ser: Serina; EtN: Etanolamina; P: Grupo fosfato; GICN: N-acetilgalactosamina, y
3) Dominio GPI anclado a glicanas.

Modificado de Moody-Haupt et al., J. Mol. Biol. 2000. 297:409-420.

En el analisis quimico de la LPPGEh se encuentran diferencias inmunoquimicas importantes en la
porcion lipopolisacaridica entre las clonas virulentas y no virulentas obtenidas de trofozoitos de E.

histolytica cepa HM1-IMSS (Isibasi et al., 1990).
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Ambas moléculas, LPG y LPPG reaccionan con concanavalina A, a diferencia de las lectinas que
reconocen la galactosa y son sensibles a la digestion con fosfolipasa C especifica a inositol fosfato (PI),
y estan libres de bandas de proteinas, por lo que son reveladas mediante tincion para carbohidratos con

reactivo para tincion de Shiff (periodato-plata) y han sido asignadas como PPG (Moody et al., 1997).

Sin embargo, en estudios recientes (Gonzalez-Roldan, 2008), existe controversia en las variantes de LPG y
LPPG. Los resultados del analisis quimico y espectrometria de masas, muestran diferencias en la
LPPGEh, estableciendo dos variantes de fosfatidilinositol en su dominio GPI, designados como 1-O-
(28:0)-lyso-glycero-3-fosfatidilinositol (PIEha) y como 1-O-[(28:0)-lyso-glicero-3-fosfatidil-]2-0-(16:0)-

inositol (PIEhD). Las estructuras propuestas a estas variantes se muestran en la Figura 5.

En el PIEha, el glicerol esta sustituido Unicamente en la posicidn sn-1 por un &cido graso de cadena
larga, lo cual se asemeja al anclaje presente en la LPG de Leishmania donovani (Orlandi, 1987). Por otra
parte, PIEhb también posee un solo acido graso de cadena larga en la posicion sn-1 del glicerol, pero
también posee una acilacion en el anillo inositol en la posicién 2, lo cual no es caracteristica comdn
entre anclajes de GPI de protozoarios, ya que generalmente ésta acilacion se presenta Unicamente
durante el proceso de biosintesis y es removida como un pre-requisito para su expresion en la
superficie (McConville, 1993; Ferguson, 1999). Ademas, se propuso la presencia de un GPI anclado en la
superficie de la LPPGEh, basado en la presencia del motivo o core Mana1-4GIcNo1-6myo-inositol-1-
POs-lipido, que lo sitia como miembro de la familia de los GPI. Sin embargo, no se demostré ninguna
evidencia de la presencia de lipidos unidos al core (Gonzalez-Roldan, 2008). El PIEhD no es unico ya que
se ha encontrado en el caso de los GPI de Plasmodium falciparum (Naik et al., 2000) y del GPI de la
proteina PARP (Proteina repetitiva de acido prociclico) de Trypanosoma brucei (Field et al.,1991).

Por lo que, tanto el rearreglo como la distribucion de los acidos grasos muy probablemente influyan en
las propiedades biologicas de la LPPGEh, y en base a estas estructuras y a sus efectos sobre las
celulas inmunes, se sefiala a la porcion PIEh como una parte activa de la molécula de LPPGEh para

inducir IFN-y en células NK-T obtenidas de raton C57/BL6 (Gonzalez-Roldan, 2008).

11
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Figura 5: Estructuras (a) PIEha y (b) PIEhDb, propuestas para el GPI de E. histolytica.

Tomado de Gonzéalez-Rold&n, ENCB IPN.2008. pp.63-79.

2.6 La respuesta inmunitaria a la lipopéptidofosfoglicana de Entamoeba histolytica.

El sistema inmunitario del hospedero, esta integrado por dos tipos de mecanismos: la respuesta
inmunitaria innata y la respuesta inmunoldgica adquirida, ambas son interdependientes y mutualmente
complementarias (Medzhitov y Jeneway, 2000a). La activacion de la inmunidad innata, es dependiente del

12



Resumen

reconocimiento de moléculas comunes presentes en los diversos patdgenos (bacterias, virus, parasitos
y hongos), y diferentes a las moléculas del hospedero. Este grupo de moléculas son conocidas con el
nombre genérico de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) (Medzhitov y Jeneway, 2000b).

Las moléculas tipo PAMP, dan especificidad a la respuesta inmunitaria innata al interactuar con otro
grupo de moléculas denominadas receptores de reconocimiento de patdgenos (patterns recognition
receptors, PRR), que son expresados en diferentes células de la respuesta inmunitaria (Underhill y
Ozinsky, 2002). La interaccion via PAMP-PRR provoca un estado de alerta en las células de la inmunidad
innata, entre ellas, la activacion de monocitos y macréfagos; y su activacion por esta via induce la
secrecion de citocinas pro- y anti-inflamatorias entre otros mecanismos efectores (Underhill y Ozinsky,
2002). La mayoria de estas moléculas efectoras, son desencadenadas por diferentes factores de la
transcripcion, entre ellos: el factor nuclear NF-xB; el cual participa en la sefializacion para la sintesis de
citocinas y de sefiales coestimuladoras como CD80 y CD86; moléculas muy importantes en la conexion

entre la respuesta innata y la respuesta inmunitaria adaptativa (Akira, 2003).

Al grupo de moléculas tipo PAMP, entre ellas, el LPS, los acidos lipoteicoicos, la flagelina, la
peptidoglicana y las mananas, se propone incluir la LPPGEh. El estudio de la estructura de la LPPG y
su habilidad de activar in vitro a la respuesta inmunitaria innata, es muy importante para el control
inmune del parésito. De acuerdo a esta propuesta, un aspecto interesante, es el analisis de la estructura
y la interaccion de las variantes de LPPG con el grupo de receptores tipo PRR, entre ellos, los
receptores tipo Toll (TLR). Esta demostrado que los TLR son capaces de distinguir modificaciones
estructurales en las moléculas; por ejemplo, el LPS de diferentes bacterias como Pseudomonas
aeruginosa (LPS hexa-acilado), que activa fuertemente TLR4 humano a diferencia del LPS penta-
acilado de la misma especie, que no lo activa (Hajjar et al., 2002). Asimismo, otras moléculas de LPS de
otras bacterias como Helicobacter pylori, Legionela pneumdfila y Yersinia pestis, activan escasamente a
TLR4 humano, por lo que esta activacion diferencial por estas moléculas a los TLR podria estar

relacionada al potencial de estos microorganismos de causar enfermedad (Miller et al., 2005).

Moléculas de LPGEh y LPPGEh también sefializan a través de TLR, particularmente TLR2 (Maldonado et

al., 2000; Maldonado et al., 2005). El reconocimiento de moléculas tipo PAMP de E. histolytica pueden iniciar
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la respuesta inflamatoria/innata y contribuir al dafio o invasion del parasito al higado (Moody-Haupt et al.,
2000), 0 en su caso, el parasito puede iniciar activacion en macrdfagos con produccion de dxido nitrico.

En un estudio reciente, se ha mostrado que la LPPG es internalizada en compartimientos endosomales
de células dendriticas y macréfagos humanos, co-localizable mediante el uso de un anticuerpo
policlonal anti-IgG de conejo, marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y observado por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), sugiriendo que la molécula podria estar siendo presentada por

células dendriticas via moléculas CD1 (vivanco-Cid et al., 2007).

2.7 Anticuerpos monoclonales y su importancia.

Los anticuerpos monoclonales (AcMo) son glucoproteinas altamente especializadas, que forman parte
del sistema inmune y son producidas por las células B, con la capacidad de reconocer moléculas
especificas (Ag) (Sampalo y Ldpez, 1992). Los AcMo son herramientas esenciales en el &mbito clinico y
biotecnoldgico, y han probado ser utiles en el diagndstico y tratamiento de enfermedades infecciosas,
inmunolégicas y neoplasicas; asi como en el estudio de las interacciones patégeno-hospedero y en la
caracterizacion de moléculas que representan modelos de estudio en la respuesta inmune hacia

agentes patdgenos, mediante la marcacion, deteccién y cuantificacion de dichas moléculas (Machado et
al., 2006),

La produccion de AcMo surgié en 1975 por Georges Kohler y César Milstein, que demostraron la
posibilidad de producir dichos Ac mediante la fusion de linfocitos B con células mielomatosas (Kélher y
Milstein, 1975). Las células de mieloma, son células deficientes en la enzima hipoxantil-guanil-fosforribosil-
transferasa (HGPRT) (Figura 6). Este defecto enziméatico permite la seleccion post-fusional. Durante la
fusion existen dos vias necesarias para la formacion de los precursores del DNA, la via de novo y la via
de salvamento. La HGPRT es una enzima que utiliza guanina (G) o hipoxantina (H) para producir
purinas, lo que permite la reutilizacion de las bases cuando la sintesis de novo se ve interrumpida, por
ejemplo, por antagonistas del acido folico, como la aminopterina (A), que bloquea la sintesis de purinas
y de timidina (T), por lo que los hibridos siguen la via de salvamento, utilizando la adicion de T al medio,
permitiendo a la célula sintetizar timidina monofosfato (TMP) via timidina quinasa (TK) (Margni, 2005). El

medio selectivo HAT consiste en enriquecer el medio de cultivo celular con Hy T, con el agregado de A
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como inhibidor de la sintesis de novo, por lo tanto en presencia de A, solo podran sobrevivir aquellas
células que expresan HGPRT, como los hibridomas. Las de mieloma moriran y las de bazo no
sobreviven por mucho tiempo en cultivo (Margni, 2005).

Fosforibosil pirofosfato Timidina Hipoxantina

+

Uridato

«—TK  HGPRT —>

= Aminopterina

\ 4

—> NUCLEOTIDOS <

Figura 6: Vias utilizadas por las células de mamiferos para la sintesis de nucle6tidos. TK: timidin
cinasa. HGPRT: hipoxantina guanina fosforibosil transferasa.

Modificado de Margni, 1996. pp. 781-796.
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3. ANTECEDENTES

El andlisis de los estudios in vitro de inhibicion de la adherencia por sustratos a lectinas y la microscopia
electronica, ponen en evidencia la cubierta de glucocalix en los trofozoitos de E. histolytica (Orozco et al.,
1985) y se muestra que las cepas, especies y clonas de E. histolytica pueden diferenciarse en base a
sus carbohidratos de superficie. Entre las moléculas de diferenciacion de cepas virulentas y no
virulentas, esta un lipido fosforilado, la LPPGEh, una molécula tipo polisacarido que se involucré de

forma inicial en la adhesion del parasito a las células del hospedero (Stanley et al., 1997).

Los estudios preliminares del andlisis estructural y funcional de la LPPGEh, revelan a una molécula tipo
PAMP, que correlaciona con la virulencia del parasito, Unica en especificidad. Asimismo, trabajos
previos han descrito Ac de tipo monoclonal que reconocen proteoglicanos en algunas clonas
axenizadas de E. histolytica, entre ellos, el Ac llamado 2D7.10 (Bhattacharya et al. 1990). Sin embargo, este
Ac no reconoce a otras cepas, por ejemplo, la cepa 200:NHI y la Rahman. Estos resultados sugieren a
los proteofosfoglicanos de estas cepas como antigénicamente diferentes (Bhattacharya et al., 1990;
Bhattacharya et al., 1992). El polimorfismo en la LPG ha sido observado en varias clonas de E. histolytica y
esta demostrado porque el Ac 2D7.10 es incapaz de reconocer a estas clonas.

El papel de los Ac dirigidos a la LPPGEh puede ser util en el diagndstico bajo ciertas condiciones y
controles adecuados; sin embargo, la variabilidad de la molécula entre las diferentes cepas virulentas
hace dificil su aplicacion. Por otro lado, la inmunizacion pasiva con AcMo (EH5) contra los
proteoglicanos de E. histolytica, inhibe la formacion de absceso hepéatico amibiano en modelos de
ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID), lo que hace sugerir que estos Ag son
importantes en la virulencia del pardsito (Marinets et al., 1997). En otros estudios, el pre-tratamiento a
murinos (SCID-HU-INT) por via intraperitoneal y xenotransplante intestinal sometidos a infeccion por E.
histolytica, genera menor inflamacion intestinal con respecto al grupo murino control (Marinets et al., 1997).
Asimismo, se ha reportado el papel protector de la IgA antiamibiana circulante, ya que elimina al Ag
presente en circulacion, evitando que este forme complejos inmunitarios con IgG o IgM que fijan
complemento y pueden causar lesion tisular (Campos-Rodriguez et al., 1986). EStos datos proporcionan
evidencia de la pre-existencia de Ac que podrian ser un punto critico en la superficie de la amiba para

proteger en contra de la colitis amibiana (Haque et al., 2001).
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4. JUSTIFICACION

Reportes previos de anticuerpos monoclonales contra antigenos tipo fosfoglicanos, han contribuido a
describir la importancia de estas moléculas complejas en la proteccion contra el parasito (Prasad et al.,
1992). Sin embargo, la disponibilidad de anticuerpos dirigidos a estos antigenos y su especificidad en
cepas Yy clonas virulentas de Entamoeba histolytica estd limitado; por lo que la obtencion de un
anticuerpo monoclonal dirigido contra LPPGEh permitira el analisis de los mecanismos de interaccion

con el sistema inmunitario del hospedero.
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5. HIPOTESIS:

La generacion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales dirigidos a
lipopeptidofosfoglicana (LPPG) de la cepa virulenta de Entamoeba histolytica HM1-IMSS, es capaz de

identificar a la molécula en la superficie del trofozoito.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Obtencion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales dirigidos a lipopéptidofosfoglicana
(LPPG) de Entamoeba histolytica HM1-IMSS.
6.2 Objetivos particulares
= Realizar la extraccion de LPPG de trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HM1-IMSS y
su caracterizacion, mediante la determinacion de azucares (antrona), proteinas (Lowry),

identificacion en geles de poliacrilamida y determinacion de endotoxina (prueba de Limulus).

=  Obtencion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales contra LPPG de
Entamoeba histolytica HM1-IMSS y su identificacion por el método de ELISA.

= Evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-LPPG, mediante ensayos de ELISA e IET.

»  Produccion de liquido de ascitis en ratones BALB/c por inoculacion de hibridomas productores
de anticuerpos anti-LPPG.

= Andlisis del reconocimiento Ag-Ac de la LPPGEh en trofozoitos, mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFI).
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material

7.1.1 Reactivos

Los reactivos para la preparacion del medio TYI-S33 para el cultivo axénico de los trofozoitos de E.
histolytica HM1-IMSS, se adquirieron de Becton Dickson and Company (EUA) y SIGMA; el fenol al 90%
empleado en el proceso de extraccion de LPPG fue grado HLPC adquirido de Riedel de haén (Sigma
Aldrich, Germany), el inhibidor de proteasas (iodoacetamida), fue adquirido de SigmaUltra (USA). Los
reactivos empleados en la preparacién de medios de cultivo fueron adquiridos de GIBCO (Grand Island,

N.Y.), y los reactivos grado biologia molecular se adquirieron de Sigma (USA).

7.1.2 Material Biol6gico

Para la extraccion de AgMEh y LPPGENh, se utilizaron trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa
HM1-IMSS, cultivados axénicamente.

Para el esquema de inmunizacién se emplearon ratones hembra de la cepa BALB/c, de 6 1/2 semanas

de edad, y para la produccién de liquido de ascitis, de 8 semanas de edad.

Para la fusion celular se usé la linea celular P3x63Ag8.653, una de las principales lineas de mielomas
murinos, que se caracteriza por no sintetizar cadenas de inmunoglobulinas y que es deficiente de la
enzima HGPRT.

7.1.3 Medios de cultivo Celular

Para el cultivo de células de raton y de mieloma, se utilizé medio Advanced RPMI-1640 GIBCO (Grand
Island, N.Y.), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) GIBCO (Grand Island, N.Y.),
penicilina y estreptomicina GIBCO, 2 mM y L-glutamina GIBCO, 2 mM. La fusion celular se realizd
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empleando polietilenglicol (PEG) adquirido de SIGMA. En la seleccion de los hibridomas se empled
medio RPMI marca GIBCO al 10% de SFB suplementado con HAT (ver apéndice).

7.2 Métodos

7.2.1 Cultivo de la cepa amibiana de Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM1-IMSS fueron cultivados axénicamente a 37°C en medio
TYI-S33 (ver apéndice) y que fueron cosechados en la fase logaritmica de su crecimiento (Diamond et al.,
1978). Los trofozoitos fueron despegados de las paredes de las botellas de cultivo de 225 cm?,
colocando éstas en hielo durante 10 minutos; a continuacion se agitaron las botellas, se colectd el
medio y se centrifugd a 400 xg durante 5 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante y el boton fue
resuspendido con 5 ml de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (ver apéndice). Se realizd el
conteo de trofozoitos en camara de Neubauer y nuevamente se centrifugd a las condiciones ya
mencionadas, realizandose dos lavados mas con PBS. La biomasa obtenida se concentr6 en un tubo

Falcon y se conservo a -70 °C hasta su uso.

7.2.2 Extraccion de antigeno de membrana de Entamoeba histolytica HM1-IMSS.

La extraccion del AQMEh se realiz6 de acuerdo con el método descrito por Ramwani y Mishra (Ramwani y
Misra, 1986). Se emplearon 80x108 trofozoitos concentrados en tubo Falcon, el cual fue colocado en bafio
de hielo durante 20 minutos para el desprendimiento de los trofozoitos. Se resuspendio la muestra con
10 ml de PBS y se centrifugd a 430 xg (Hettich, AJ 18-481), 10 minutos a 4°C, se elimin6 el
sobrenadante y el boton se reconstituy6 con 2 ml de solucién inhibidora de proteasas (ver apéndice),
se realizo el rompimiento de membranas con el homogenizador Dounce por 30 strokes y se procedié a
centrifugar a 12,000 xg por 10 minutos a 4°C. Se descart6 el precipitado y el sobrenadante se colocd en
tubos para ultracentrifuga (Beckman), completando el volumen faltante con solucion inhibidora de
proteasas; se ultracentrifugd a 130,000 xg (Beckman mod. L8-804, rotor 60 Ti, serie 779), 1 hora a 4°C.
Se elimind el sobrenadante, el precipitado se resuspendid en 500 ul de PBS y se alicuot6 en volumenes

de 100 pl que se almacenaron a —=70°C hasta su uso (Figura 7).
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AgMEh) en PBS

Figura 7: Extraccion de AQMEh HM1-IMSS.

7.2.3 Extraccion de lipopéptidofosfoglicana de Entamoeba histolytica HM1-IMSS.

La extraccién de LPPGEh, se realiz por el método de fenol-agua descrito por Westphal y Jann y
modificado por Isibasi et al (Westphal, 1965; Isibasi, 1982). Se inicid la extraccion a partir de 8x10°
trofozoitos aproximadamente, que fueron congelados a -70 °C, durante 20 minutos y posteriormente
descongelados a temperatura ambiente (3x). Los trofozoitos fueron lavados con 10 ml de PBS,

centrifugando a 10,000 xg, 5 minutos a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y la pastilla se colocé en tubos
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para ultracentrifuga, se sometié a ultracentrifugacién a 150,000 xg, por 2 horas a 4 °C. Se elimin el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla con 5 ml de agua inyectable, los cuales se colocaron en un
tubo Falcon de 50 mly se les adicionaron 5 ml de fenol al 90%, se homogenizé invirtiendo el tubo varias
veces y se coloco en bafio maria por 30 minutos a 68 °C; posteriormente se centrifugo a 12,000 xg
durante 30 minutos a 4°C. Se recolectd la fase acuosa y se adicionaron sobre la pastilla contenida en el
tubo, 5 ml de fenol al 90% y 5 ml de agua, y se repitié la extraccion dos veces méas. Las fases acuosas

fueron puestas a diélisis con agua inyectable en una relacién 1:20, durante 3 dias a 4°C.

La muestra dializada, libre de fenol, se ultracentrifugd a 150,000 xg, durante 2 horas a 4°C. Se decanto
el sobrenadante y la capa de glicolipidos se reconstituy6 en 500 ul de PBS, se alicuoté en volimenes
de 100 pl y se almacend a —70 hasta su uso. De manera breve, el procedimiento se resume en la

Figura 8.

Figura 8: Extraccion de LPPGEh HM1-IMSS por el método fenol-agua.
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7.2.4 Determinacion de endotoxina (lisado de amebocitos Limulus poliphemus).

Para determinar la presencia de LPS en la molécula de LPPGEh se realizé la prueba de aglutinacion de
lisado de amebocitos Limulus poliphemus (Endosafe LAL). Se elaboré una curva patron a partir de
diferentes concentraciones de endotoxina (Tabla 1). El ensayo se realizé por duplicado, colocando 900
ul de agua libre de pirdgenos y 100 pl de la solucién patron de endotoxina en el tubo 1, de esta dilucion,
se tomaron 100 ul que se colocaron en el tubo 2 con 900 pl de agua libre de pirdgenos, y de esta nueva
dilucion se tomaron 100 pl llevados a 1 ml con agua libre de pirdgenos en el tubo 3. De esta dilucion se
tomaron 500 ul, que se colocaron en el tubo 4 con 500 ul de agua libre de pirégenos, y a partir de este
tubo, se realizaron las diluciones dobles (Tabla 1). También, se tomaron 100 ul de la muestra problema,
considerando diluciones de 1:10, 1:50, 1:100 y 1:200 en agua libre de pirdgenos. A la par, se corrieron
los controles: control positivo (100 ul de muestra, 20 ul del tubo 3), y control negativo (100 ul de agua

libre de pirdgenos). A cada uno de los tubos se adicionaron 100 pl de Limulus. (Cooper et al., 1971).

Tabla 1. Curva patron de endotoxina.

Estandar 1 900 100 100
2 900 100 @ 10
8 900 100 @ 1
4 500 500 @) 0.5
- 5 500 500 4 0.25
6 500 500 ©) 0.125
7 500 500 ©) 0.0625
8 500 500 () 0.03125
9 500 500 ®) 0.01562

Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de tubo a partir del cual se realiz6 la dilucion.

Todos los tubos fueron incubados a 37°C durante 1 hora y posteriormente se realizé la lectura.
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La presencia de endotoxina se considera positiva cuando se presenta formacion firme de un coégulo en
gel, el cual se mantiene integro al invertir 180° el tubo de ensayo, y en su caso negativo, cuando no
hay formacién firme y no es retenido cuando el tubo es invertido.

7.2.5 Cuantificacion de azlcares reductores por el método de Antrona.

El andlisis del contenido de carbohidratos en el AQMEh y en la LPPGEh, se realizd por el método de
antrona (Dubois, 1956), empleando 25, 50 y 100 uL de cada una de las moléculas, que se llevaron a un
volumen final de 500 pl con agua destilada. Las muestras fueron tratadas con antrona al 0.2% en acido
sulfarico concentrado (1 ml), junto con la curva patron de glucosa que se prepard como se indica en la
Tabla 2 (ver preparacion de soluciones en apéndice). Todos los tubos fueron colocadas a ebullicién
en bafio maria durante 10 minutos, se dejaron enfriar y se tomé la lectura de absorbancia a 660 nm
contra un blanco de reactivos elaborado con agua destilada. El contenido de azlcares reductores en las
moléculas se determind por interpolacion en la curva patron de glucosa (ug de glucosa contra

absorbancia).

Tabla 2. Curva patrén de glucosa.
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7.2.6. Cuantificacion de proteinas por método de Lowry.

Las proteinas presentes en el AQMEh y en la molécula de LPPGERh, se determinaron por el método de
Lowry, para lo cual se elabord una curva patrén de albimina sérica bovina (ASB) (SIGMA), a partir de
concentraciones de 0.2 a 0.7 mg/ml, considerando al mismo tiempo, una serie de tubos control con agua
destilada. Se adicionaron, en un primer paso, 20 ul de &cido tricloroacético al 72%, se incubd a 4°C durante
30 minutos, posteriormente se adicionaron 89 ul de hidréxido de sodio 0.5 Ny 11 ul de la solucion de
hidréxido de sodio 5 N, se procedi6 a calentar las muestras en bafio maria por 10 minutos. A
continuacion, se adicion6 1 ml de la mezcla de reaccién y finalmente 100 ul de reactivo Folin-Ciocalteau
(Merck) 1.0 N, se incubaron a temperatura ambiente durante 45 minutos. Al mismo tiempo y bajo el
mismo tratamiento que la curva patrdn, se trabajaron las moléculas, considerando volumenes de 25, 50 y
100 pl. La lectura de absorbancia se tomé a 750 nm de longitud contra un blanco de hidréxido de sodio
0.5 N. La cantidad de proteinas se determind por interpolacién en la curva patrén (mg de proteina contra

absorbancia), (ver preparacion de soluciones en apéndice).

7.2.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), andlisis de proteinas por tincion de
Coomassie, andlisis de carbohidratos por tincion de plata y reconocimiento Ag-Ac por

Inmunoelectrotransferencia (Western-Blot).

Las moléculas del AgQMEh y la LPPGEh, se separaron mediante un corrimiento electroforético en gel de
poliacrilamida al 10%, empleando una unidad electroforética para geles verticales en placa (BIO-RAD),
en solucion amortiguadora de corrimiento y bajo condiciones no reductoras, utilizando amortiguador de
carga elaborado a base de glicerol y azul de bromofenol (ver preparacion de soluciones en
apendice). EI corrimiento se realizd a 70V hasta que las muestran pasaron al gel de corrimiento, y

posteriormente a 120V constantes hasta la salida del frente de corrimiento (Correa et al., 2000).

Las proteinas presentes en el AgMEh fueron detectadas por tincién con azul de Comassie (limite de
deteccion 0.3 a 1 ug proteina/ banda), durante 1 hora; posteriormente, se elimind el exceso de
colorante mediante solucion a base de &cido acético glacial y metanol. También se realizé la tincion de
plata para la deteccion de carbohidratos en la LPPGER, fijando las moléculas presentes en el gel con
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solucion de metanol/acido acético durante 30 minutos, se lavd el gel con agua destilada (2x) y
posteriormente se agregé metanol al 50% (3x, 15 minutos cada uno). Se lavo el gel nuevamente con
agua destilada (2x) y se agregd la solucion de oxidaciéon durante un minuto, se volvié a lavar el gel
durante 20 segundos (3x) y se coloco la solucién de impregnacién por 15 minutos. Nuevamente se lavo
el gel durante 20 segundos (2x) y se cubrid ahora con solucion reveladora, se dejé en agitacién suave
hasta que se aprecid claramente el corrimiento de las muestras, se retird la solucién reveladora, se lavd
el gel durante 1 minuto (2x) y finalmente se colocé en solucién de paro (ver preparacion de

soluciones en apendice).

Los geles fueron deshidratados para su conservacién, colocandolos en solucién de glicerol por una
hora, junto con el papel filtro y celofan. Posteriormente, se colocaron sobre el equipo de secado:
primero el papel filtro, después el gel y sobre éste el celofan y se secaron a 60°C durante 1 hora (ver

solucion en apéndice).

También se realiz6 el analisis antigénico, mediante IET. Se sometieron a corrimiento electroforético las
muestras de LPPGEh, AgMEh y LPS (estos dos ultimos como controles) y posteriormente fueron
transferidas a membrana Immobilon. La membrana fue activada en metanol absoluto durante 5 minutos y
posteriormente fue colocada en solucion amortiguadora de transferencia (20-30 minutos), junto con los
filtros y el gel. La transferencia se realizé durante 1 hora a 20V constantes. Al termino de ésta, se coloco la
membrana en rojo de Ponceau para observar el paso de las moléculas a la membrana. Se eliminé el
colorante por lavados con TBS-T. Se bloquearon los sitios inespecifico con solucidn de bloqueo (30 minutos
a 37°C), se lavé la membrana con solucion amortiguadora de tris con Tween 20 (TBS-T) durante 5 minutos
(4x). Paso seguido, se incubd con el AcMo anti-LPPG una vez obtenido, por un tiempo de 3 horas a 37°C.
Se lavo la membrana con TBS-T, 5 minutos (6x) y se adicion6 el Ac secundario anti-lgG total de ratdn
elaborado en cabra, conjugado a peroxidasa (Zymed), en una dilucién de 1:1000 en solucién de bloqueo
y se incub6 1.5 horas a 37 °C. Se lavé la membrana con TBS-T, 5 minutos (7x) (Bumette, 1981; Correa,

2000) (ver soluciones en apéndice). Se retir6 el TBS-T y se procedié a revelar.

El revelado se realizé por quimioluminiscencia en un cuarto obscuro. Se colocaron en tres recipientes
distintos, la solucidn reveladora, el agua y el fijador. Se coloc6 la membrana sobre un cassette y sobre

esta, 1 ml del sustrato, y se puso en contacto con una pelicula de autorradiografia, durante 10 minutos.
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Después de la exposicion, se colocéd la pelicula autorradiogréafica en la solucién de revelado por 3

minutos, se lavd en agua y por ultimo se impregno en la solucién fijadora, se dejé secar la placa y se

observo en el analizador de imagenes (ver soluciones en apéndice).

7.2.8 Inmunizacién de animales via intraperitoneal (IP) e intravenosa (1V), y sangria retrorbital.

Material y métodes

Se utilizaron 3 ratones hembra de la cepa BALB/c de 6'2 semanas de edad, los cuales se inmunizaron

con el AgMEh y LPPGERh, a diferentes dosis y en diferentes tiempos, como se especifica en la Tabla 3

(Marinets et al., 1997).

Tabla 3: Inmunizacion y toma de muestra en ratones BALB/c.

No. de . ) , : _Via de
dosis Dia Concentracion de antigeno inmunizacién/toma
de muestra
1 0 100 ng de AgMEh en 500 pl de SSF + 500 pul ACF IP
2 7 100 ug de AgMEh en 500 pl de SSF + 500 ul AlF IP
3 14 100 pg de AgMEh en 500 pl de SSF + 500 ul AIF IP
4 20 100 ug de AgMEh en 20 ul de SSF v
5 28 | 100 ug de AgMEh en 20 pl de SSF \Y
31 Sangria Retrorbital
6 37 | 100 ug de LPPGEh en 300 pl de SSF. IP
40 Sangria Retrorbital
7 52 | 50 pg de LPPGEh en 10 pl de SSF. \Y
55 Sangria Retrorbital

SSF: Solucion salina fisiologica, ACF: Adyuvante completo de Freund, AlF: Adyuvante incompleto de Freund
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Las muestras de sangre obtenidas de los ratones inmunizados, fueron centrifugadas a 400 xg durante 5

minutos a 4°C, se separd el suero y se determiné la presencia de Ac contra AQMERh, por ELISA.

En la tabla 3, se observa que algunas inoculaciones de Ag se aplicaron acompafiadas de adyuvante;
este es un agente que incrementa inespecificamente la respuesta inmunitaria a un Ag dado; ademas
actlia como depo6sito del mismo, propiciando que su liberacién sea lenta y prolongada, y por lo tanto,
que sea mayor su interaccidn con la célula presentadora de antigeno (CPA). Uno de los mas empleados
es el adyuvante de Freund, que es aceite mineral que puede ser completo o incompleto, dependiendo

de la presencia 0 ausencia de micobacterias muertas en la mezcla (Correa, 2000).

El adyuvante utilizado fue marca GIBCO. Las dosis acompafiadas de adyuvante se prepararon
mediante el empleo de 2 jeringas de silicdn, con capacidad para 2 ml, marca Chirana, colocando los
500 pL de adyuvante en una y en la otra la cantidad de Ag sefialada en cada dosis, las jeringas fueron

unidas mediante una manguera para realizar la mezcla.

7.2.9 Reconocimiento Ag-Ac por el método de ELISA (ensayo inmunoenzimatico).

El ensayo del reconocimiento Ag-Ac por ELISA, se aplicé para la caracterizacion de las moléculas de
AgMEh y LPPGERh, para la evaluacion de titulos de Ac en los ratones inmunizados y para la deteccion
de hibridomas productores de AcMo.

Se recubrieron los pozos de la placa de ELISA (Corning) con 50 ul de solucion amortiguadora de
carbonatos pH 9.5 con una concentracion de 0.6 ug/pozo del Ag (AgMEh o LPPGEh), se incubd 1 hora
a 37°C y durante toda la noche a 4°C. Se elimind el exceso de Ag no pegado a la placa mediante el
lavado de la misma con PBS-Tween (6x), se incubd luego en solucion de bloqueo (PBS-leche) 1 hora a
37°C. Se lavaron los pozos nuevamente (6x), y se adiciond el primer Ac (en el caso de la
caracterizacion de las moléculas, se us6 un Ac policlonal de conejo —~AcPC- como referencia; en la
medicion de titulos de Ac en el suero de ratones inmunizados, se emplearon diluciones de 1:10, 1:100 y
1:1000 y para la deteccion de hibridomas, se utilizé sobrenadante de las células en cultivo o liquido de

ascitis). Se incubd por 1 hora a 37 °C, se lav6 la placa (6x). Posteriormente, se colocaron en cada pozo
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50 pl del Ac anti-IgG de ratén elaborado en cabra conjugado con peroxidasa (Zymed) en el caso de la
determinacion de titulos de Ac en el suero de ratones y para el escaneo de hibridomas; y un Ac anti-IgG
de conejo elaborado en cabra, conjugado con peroxidasa (Zymed), en el caso de la caracterizacion de
moléculas, considerando en todos los casos una dilucién 1:2000 en solucion de bloqueo. Se incubd 1.5
horas a 37°C y se lavo la placa (8x). Se adiciond el sustrato, se incubd a temperatura ambiente y en
oscuridad 10 minutos, se detuvo la reaccion con 10 pl de H2SO4 2.5 N en cada pozo y se leyeron las
absorbancias a 490 nm en el lector de ELISA (Napco, modelo 6200) (Walker, 1994) (ver preparacion de

soluciones en apendice).

7.2.10 Extraccion de bazo para la obtencion de células esplénicas.

Se selecciond el raton con altos titulos de Ac (determinados por ELISA) y fue sacrificado por dislocacion
cervical dentro de una campana de flujo laminar bajo condiciones de esterilidad, se extrajo el bazo y fue
colocado sobre un tamiz de 180 um, colocado a su vez sobre una caja de Petri con 10 ml de RPMI sin
SFB, previamente calentado a 37°C, y se macer6 con ayuda del émbolo de una jeringa estéril. Se
recuperaron las células de la caja de Petri y se colocaron en un tubo Falcon de 50 ml, y se llevd a un
volumen de 35 ml con medio RPMI sin SFB, se mezcld perfectamente y se centrifugd a 400 xg a 4°C
por 10 minutos. Se decantd el sobrenadante, se resuspendio el paquete celular con 35 ml de medio
RPMI sin SFB y se realizaron 2 lavados mas, centrifugando cada vez a las condiciones ya
mencionadas. Se realizé el conteo celular e inmediatamente se realizd la fusidn con las células de
mieloma X63-Ag8.653.

7.2.11 Cultivo de células de mieloma.

La linea celular de mieloma utilizada fue la X63-Ag8.653. Las células se descongelaron colocando el
vial rapidamente en bafio maria a 37°C y transfiriéndolas enseguida a un tubo Falcon con 8 ml de medio
RPMI con SFB al 10%. Se centrifugd a 430 xg durante 5 minutos a 37°C, se decantd el sobrenadante y
el paquete celular se resuspendio en 8 ml de RPMI con SFB al 10%, realizandose 2 lavados més a las
mismas condiciones. Finalmente, se elimind todo el sobrenadante y las células (2x106), fueron
colocadas en una placa de cultivo de 24 pozos (Corning) en un volumen de 1 ml, que se mantuvieron

bajo condiciones de 37 °C y 5% de CO», hasta que estuvieron a las condiciones ideales para cultivarlas
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en botellas de 75 cm? y se emplearon para la fusién cuando se observo una confluencia del 100%
(Correa, 2000).

7.2.12 Fusion celular.

Las células de mieloma X63-Ag8.653 en cultivo se llevaron a un volumen de 35 ml con RPMI sin SFB'y
se centrifugaron a 400 xg a 4°C durante 10 minutos; se decant6 el sobrenadante y se realizaron 2
lavados mas bajo las condiciones ya sefialadas. Se decantd el sobrenadante, se realizé el conteo
celular (30x108) y se mezclaron con las células de bazo de ratén en una relacién 1:2 respectivamente.
Se adicioné a la mezcla, 50 ml de medio RPMI sin SFB y se centrifugé a 400 xg a 4°C durante 10
minutos. Se decanto la mayor cantidad de sobrenadante, se colocé el tubo en bafio maria a 37°C y se
inici6 la adiciéon gota a gota de 1 ml de PEG, en 1 minuto. Enseguida se adicion6 1 ml de RPMI sin
suero en 1 minuto, de la misma manera que el PEG; inmediatamente se tomaron 2 ml de RPMI sin
suero y se agregaron en 1 minuto, posteriormente, se colocaron 4 ml de medio en 2 minutos y
finalmente 4 ml de medio en 4 minutos, agitando cada vez con la pipeta. Se agreg6 finalmente RPMI
con SFB al 10% hasta llevar el volumen a 50 ml y se centrifugd a 400 xg a 37°C por 10 minutos. Se
decanto y se resuspendio el boton celular con 50 ml de RPMI con SFB al 10% y se transfirieron a una
botella de 75 cm?, se dejo a temperatura de 37° con 5% de CO, durante 24 horas (ver preparacion de

soluciones en apeéndice).

7.2.13 Seleccion de hibridomas productores de AcMo anti-LPPG en medio HAT.

Veinticuatro horas después de la fusion, las células se observaron al microscopio invertido y se adiciond
medio HAT, a una concentracion 1x. Se procedid a colocar esta suspension en placas de 96 pozos (200
ul/pozo) y en placas de 24 pozos (2 ml/pozo), se mantuvieron en incubacién a 37°C, con 5% CO:
durante 10 dias, hasta el vire del medio de naranja a amarillo, indicativo de crecimiento de las células
hibridas, las cuales fueron monitoreadas por la técnica de ELISA antes descrita, usando como Ag la
molécula de LPPGEh a una concentracion de 0.6 ng/pozo y colocando el sobrenadante de las células

en cultivo, sin diluir, como primer Ac.
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7.3.14 Clonacion de hibridomas por dilucion limitante en medio HAT.

Las clonas productoras de Ac anti-LPPG seleccionadas por ELISA, fueron clonadas mediante la técnica
de dilucion limitante, empleando placas de cultivo de 96 pozos, colocando 100 ul de medio con SFB al
10% y HAT 1x en toda la placa, se tomaron 100 ul de la suspensién de hibridomas, que fueron
colocados a lo largo de la columna 1, mezclandolos con el medio HAT y se hicieron diluciones seriadas
de izquierda a derecha, hasta el final de la fila. Se llevo el volumen de cada pozo a 200 ul con medio
HAT 1x (Figura 9).
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Figura 9: Clonacion por dilucion limitante en medio HAT.

El cultivo se mantuvo a 37 °C con 5% CO durante 8-10 dias. Posteriormente se revisaron al
microscopio y nuevamente se seleccionaron aquellos pozos con formacion de clonas para probarlos en
ELISA y determinar si estas clonas estaban secretando Ac especificos, cuando esto resulto positivo, se

procedié a repetir la clonacion y expandir las células en cultivo o en peritoneo de raton (Correa, 2000).
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7.2.15 Expansion de hibridomas productores de AcMo en liquido de ascitis.

Para la expansion clonal de los hibridomas productores de AcMo anti-LPPG se emplearon ratones
hembra de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad, a los que se les administrd via IP, 0.5 ml de pristane
(Sigma). A los 8 dias, fueron inoculados intraperitonealmente con las células en 0.5 ml de PBS estéril y
a los 8-10 dias post-inoculacion, se observé el desarrollo de tumor y el liquido de ascitis fue extraido del
peritoneo. El liquido de ascitis se centrifugd a 400 xg durante 10 minutos y se almacend a -70 °C, hasta

SU uSo.

De manera breve, se esquematiza la produccién de los hibridomas productores de Ac, en la Figura 10.
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Figura 10: Obtencién de hibridomas productores de AcMo por el método descrito por Kélher y Milstein.

HGPRT: Hipoxantil-guanidil-fosforibosiltransferasa; 1g: Inmunoglobulina; Ag8: linea celular de mieloma deficiente

de la enzima HGPRT; HAT: Hipoxantina-aminopterina-timina.
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7.2.16 Inmunofluorescencia indirecta.

Se observo también el reconocimiento Ag-Ac por la técnica de IFI, partiendo de trofozoitos incluidos en
cortes de parafina de 5 um. Los trofozoitos, fueron expuestos al Ac primario (liquido de ascitis anti-
LPPG dilucién 1:25), durante 30 minutos, posteriormente el Ac no pegado fue removido por lavados con
PBS (2x) y se incub6 con el Ac secundario (Ac de cabra anti-lgG de ratén marcado con Isotiocianato de
Fluoresceina- FITC, marca Zymed), durante 30 minutos; se elimind el Ac no pegado mediante lavados
con PBS (2x) y finalmente, la muestra se reviso en el microscopio de fluorescencia colocando solucion
de montaje para fluorescencia sobre la muestra. La prueba es positiva Unicamente cuando se observe
un brillo amarillo-verde en el trofozoito. Como control negativo, se empled Unicamente la incubacion de

los trofozoitos con el suero normal de ratén.

7.2.17 Criopreservacion.

Para preservar los hibridomas obtenidos, se tomaron la células en crecimiento logaritmico, se
centrifugaron a 400 xg durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante y el boton obtenido se
resuspendio en 500 ul de medio de cultivo y se tomo la cantidad necesaria para realizar el conteo
celular en camara de Neubauer, tomando posteriormente la cantidad requerida para congelar,
aproximadamente 1x106 células/ml, que son depositadas en la solucién crioprotectora: 100 ul de
dimetilsulfoxido (DMSO) (SIGMA), 150 ul de SFB en 750 pl de medio RPMI con SFB al 10%. Se
colocaron a -20 °C durante 2 horas aproximadamente y finalmente se conservaron a -70 °C hasta su

uso.
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8. RESULTADOS

8.1 Extraccion del antigeno de membrana de Entamoeba histolytica.

La extraccion del AgMEh, se realizd como comparativo a un Ag total que pudiera emplearse en la
caracterizacion de la molécula de estudio, la LPPGEh; y se empled también para iniciar el esquema de
inmunizacion, con la finalidad de inducir de manera mas rapida la produccion de Ac. El analisis del
AgMEh en contenido de azlcares y proteinas se realizd como se sefialé en material y métodos. En la
Tabla 4 se muestran los valores en mg de estos componentes y como se puede observar no hay

diferencias en el rendimiento entre carbohidratos y proteinas.

Tabla 4: Contenido de azucares reductores y de proteinas en AQMEh HM1-IMSS.

Muestra: AgMEh
Determinacion Rendimiento
Azucares reductores (Antrona) 4.873 mg/ml
Proteinas (Lowry) 4.766 mg/ ml

Ademas, se determind el corrimiento electroforético del AQMEh, revelado por tincion Coomassie (Figura
11a). En el barrido hay diferentes bandas de proteinas que no fueron identificadas de forma especifica
porque no fue el objetivo del trabajo, a la par, se corrié una muestra de LPS, que como es de esperarse,
no se aprecia en esta tincion. Asimismo, la tincion de plata muestra un corrimiento en el cual hay
bandas bien definidas que se modifican bajo diferentes condiciones de tratamiento (Figura 11b).
También, se realiz6 un reconocimiento Ag-Ac por método de ELISA a diferentes concentraciones de Ag,
en donde se observa que esta reaccion es dependiente de la concentracion de Ag y los valores de

absorbancia estan entre 0.2 y 0.5. (Figura 11c).
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Figura 11: Caracterizacion del AgQMEh.

a) Corrimiento electroforético del AgMEh, revelado por tincion de Coomassie. PM: pesos moleculares (5 ug); 1)
LPS lipopolisacérido de E.coli serotipo 055:B25 (10 ug); 2) AgMEh (10 pg).

b) Corrimiento electroforético del AgMERh, revelado por tincién de plata. 1) LPS: (10 pg), 2) LPS (5 ng); 3)
AgMEh: (10 pg), condiciones no desnaturalizantes; 4) AgMEh (10 ug), condiciones desnaturalizantes (5
minutos a ebullicién).

¢) Reconocimiento Ag-Ac por método de ELISA, a diferentes concentraciones de Ag.
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8.2 Obtencidn de lipopéptidofosfoglicana de Entamoeba histolytica.

En la Tabla 5 se presentan los valores de azlcares y proteinas de tres diferentes lotes de LPPGEh. El
primer lote, identificado como LM-CI-070307, fue empleado para cubrir el esquema de inmunizacion;
mientras que los lotes 2 y 3, se emplearon para la seleccion de la clona productora de AcMo. Aunque
hay variaciones entre los diferentes lotes en cuanto a las concentraciones de los componentes, los
ensayos de caracterizacion e identificacion de la molécula se ajustaron a 1 mg/ml de carbohidratos, que

es el componente integral de la molécula de estudio.

Tabla 5: Contenido de azucares reductores y proteinas de LPPGEh HM1-IMSS.

Muestra: Lipopéptidofosfoglicana (LPPG)
Determinacion
Lote
Azlcares Reductores (Antrona) Proteinas (Lowry)
LM-CI-070307 3.808 mg/ml 2.34 mg/ml
Cl-05-101207 19.0 mg/ml 0.3 mg/ml
LM-CI-31-070408 15.57 mg/ml 0.358 mg/ml

8.3 Caracterizacion de la lipopéptidofosfoglicana de Entamoeba histolytica.

Una vez purificada la LPPGEh de cada uno de los lotes, se procedié a analizar la molécula en geles
SDS-PAGE al 10%, y debido a su naturaleza polisacaridica, se empleé como control positivo LPS
055:B5 en tincion de plata; al mismo tiempo se compard con el extracto de AgMEh, y se observo que el
corrimiento de ambas moléculas es diferente al de la LPPGEh. La Figura 12a-c, muestra el corrimiento
LPPGEh como un desplazamiento polidisperso entre pesos moleculares de 35 a 225 KDa.
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Figura 12: Caracterizacion de LPPGEh por corrimiento electroforético revelado por tincion de plata.

(a) Lote LM-CI-070306. PM: pesos moleculares; 1) LPS: lipopolisacarido de E.coli serotipo 055:B25 (10 ug);

2) LPPGERh: (10 pg); 3) AQMEh: (10 pg).

(b) Lote CI-05-101207. 1) LPS (10 ug) 2) LPS (5 ng); 3) AgMEh: (10 ng); 4) AgMEh (5 ng); 5) LPPGEh: (5

ug); 6) LPPGEh: (10 nug). Observado en el analizador de imagenes.

() Lote LM-CI-31-070408. 1) LPS (10 ug); 2) AGMEh (10 pg); 3) AgMEh (5 pg); 4) LPPGEh: (10 ug).

Observado en el analizador de imagenes.
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Adicionalmente se analiz6 el reconocimiento de la molécula purificada con un AcPC mediante el ensayo
de ELISA. En la Figura 13a se observa el reconocimiento de la molécula de LPPGEh a concentraciones
de 25, 50 y 100 ug/pozo, siendo las concentraciones de 50 y 100 ug las empleadas en el dia 37 y 52 de
la inmunizacion respectivamente; no asi en los lotes 2 y 3 que se muestran en las Figura 13b,en donde
se consideran concentraciones de 0.3, 0.6 y 1.2 ug/pozo ya que la concentracion de LPPGEh usada
para la seleccion de hibridomas fue de 0.6 pg/pozo, observandose que a todas las concentraciones hay

un buen reconocimiento de la molécula por el AcPC.
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Figura 13: Caracterizacion de LPPGEh por reconocimiento Ag-Ac por el método de ELISA.
(@) Reconocimiento Ag-Ac, lote LM-CI-070307.

(b) Grafica representativa del reconocimiento Ag-Ac de los lotes 1y 2 (-05-101207 y lote LM-CI-31-070408).
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8.4 Andlisis de suero de los ratones inmunizados.

Los titulos de los Ac en los sueros de ratones inmunizados se muestran en la Figura 14. El
reconocimiento al Ag purificado es altamente positivo en los tres sueros de ratones, ain cuando se
manejaron diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000, comparado con el suero de ratones no inmunizados. Estos
titulos altos de Ac fueron indicativos de que cualquier ratdn era apto para la fusion; sin embargo, se
selecciono el ratén 1 ya que como se observa en la dilucion mayor (1:1000), es el que mantiene los

valores de absorbancia mas altos.
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Figura 14: Determinacion de titulos de Ac en suero de animales inmunizados. La positividad de los Ac en
suero de ratones inmunizados, a diferentes diluciones, se realizé por el método de ELISA, empleando 0.6

ug/pozo de LPPGER.
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8.5 Seleccion de hibridomas positivos a LPPGEh.

Diez dias después de la fusion, se analizaron los sobrenadantes de los hibridomas, de los cuales se
identificaron 15 diferentes pozos positivos a LPPGEh. En la Figura 15 se muestran los pozos
seleccionados por ELISA, a partir de los cuales se inicid la clonacion. Se establecié positividad de la
clona cuando los valores de absorbancia estan dos valores por arriba del control negativo.
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Figura 15: Seleccion de hibridomas anti-LPPG por el método de ELISA. Se determinaron titulos de Ac en
sobrenadante de hibridomas en cultivo, empleando una concentracion constante de Ag: 0.6 pg/pozo. El control
negativo es un promedio de todas las variantes que pudieran estar presentando fondo en la reaccion.

Quince dias después de haberse realizado la primera dilucion limitante, se identificaron solo 6 clonas
productoras de Ac anti-LPPG. Sin embargo, al realizar las clonaciones subsiguientes (Figuras 16-19)
se observ una disminucion en el reconocimiento de 4 clonas (E5, G6, A9 y F12), pero las clonas C4 y

H8, mantuvieron el reconocimiento hacia LPPGENh, bajo el criterio de seleccidn antes mencionado.
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Primera clonacion
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Figura 16: Seleccion de hibridomas productores de AcMo anti-LPPG (primera clonacién).
Se empled una concentracion de 0.6 pg/ml de LPPGEh y el sobrenadante de células en

cultivo.
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Figura 17: Seleccion de hibridomas productores de AcMo anti-LPPG (quinta clonacion).
Se emple6 una concentracion de 0.6 ug/ml de LPPGEh y el sobrenadante de células en
cultivo.
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Figura 18: Seleccion de hibridomas productores de AcMo anti-LPPG (octava clonacion).
Se emple6 una concentracion de 0.6 ug/ml de LPPGEh y el sobrenadante de células en
cultivo.
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Figura 19: Seleccion de hibridomas productores de AcMo anti-LPPG (doceava clonacion). Se empled
una concentracion de 0.6 ug/ml de LPPGEh y el sobrenadante de células en cultivo.

Interesados en conocer las diferencias en el reconocimiento de los AcMo secretados por dichos

hibridomas en liquido de ascitis, hacia LPPGEh y al AgMEh, se realizaron pruebas comparativas con

ambos Ag. La Figura 20 muestra el reconocimiento de las moléculas por el AcMo secretado en liquido

de ascitis, en el cual se observa que el hibridoma H8 presenté un mejor reconocimiento hacia la

LPPGERh, que disminuy6 al ponerlo en contacto con el AgMEh.
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Figura 20: Reconocimiento de LPPGEh (a la izquierda) y AGQMEh (a la derecha), por los hibridomas
productores de AcMo anti-LPPG, en liquido de ascitis. Concentracion de antigeno: 0.6 ug/pozo.
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8.6 Andlisis de la lipopéptidofosfoglicana de E. histolytica por IET (reconocimiento Ag-Ac).

En la Figura 21 se muestran los resultados del reconocimiento de la LPPGEh por las clonas C4 y H8,
esta Ultima presentd una reactividad mejor por el corrimiento polidisperso (225 a 35 KDa), a diferencia
de la clona C4 que presenta menor reactividad, evaluada por este tipo de andlisis. Estas clonas
presentaron reaccion con el AgMEh, sin embargo, el barrido de reconocimiento es distinto, y los
hibridomas de estas clonas no fueron reactivos a la molécula de LPS. Asimismo, si se compara con un
Ac reportado en la literatura para lipofosfoglicano de Entamoeba histolytica (EH5) (Marinets et al., 1997), la
banda polidispersa es similar a los resultados de las clonas obtenidas en este trabajo para la molécula
de LPPGEh.
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Figura 21: Reconocimiento Ag-Ac por IET.

(a) Reconocimiento de LPPGEh. 1) LPS, 2) AQMEh, 3) LPPGERh; 4) LPS, 5) AQMEh, 6) LPPGEh. Se us6 un
anti-lgG de rat6n acoplado a peroxidasa de rabano en una dilucion 1:1000.

(b) Reconocimiento de PPG de Entamoeba histolytica de la cepa HM1-IMSS, por el Ac EH5 (comparativo
del reconocimiento de cadenas repetidas de carbohidratos) (Marinets et al., 1997).
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8.7 Anélisis de lipopéptidofosfoglicana de E. histolytica por IFI (reconocimiento Ag-Ac).

En la Figura 22, estan representados los resultados de la IFI con liquido de ascitis de las clonas C4
y H8 (Figura 22a y b). Las observaciones a la positividad de estas clonas por este método sobre
trofozoitos de E. histolytica presenta una IFI del 100% para ambas clonas en una dilucion 1:25. Su
comparacion con el testigo (trofozoitos tratados con suero normal de ratén), presenta ausencia de
IFI (Figura 22c).

Figura 22: Reconocimiento Ag-Ac por IFI.

(@) Liquido de Ascitis-Clona C4 (dilucion 1:25)
(b) Liquido de Ascitis-Clona H8 (dilucion 1:25)

(c) Control negativo (se usé suero de ratén no inmunizado).
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9. DISCUSION

Un gran reto para los estudiosos de la inmunologia, es la respuesta inmunitaria, tanto in vivo como in
vitro inducida por Ag purificados de extractos microbianos o productos sintéticos, entre ellos los Ag de
lipidos y glicolipidos que tienen efectos potenciales de adyuvantes, por ejemplo, el cido micolico, LPS,
los &cidos lipoteicoicos, la lipoarabinomanana y los GPI derivados de microorganismos (Krutzik et al., 2001;

Akira et al., 2006; Gazzinelli y Denkers, 2006).

De forma importante, los reportes del efecto adyuvante de estos productos microbianos esté ligado a su
reconocimiento por la familia de TLRs, y esta interaccion parece suficiente para la activacion de
respuestas inmunitarias adaptativas inducidas por la diferenciacion de células TH1. En contraste,
productos no microbianos, como el hidréxido de aluminio, que no sefializan por TLRs tienden a inducir
respuestas TH2 (Bendelac y Medzhitov, 2002). Por tal motivo la comprension del reconocimiento estructural
de los glicolipidos con funcién de adyuvante es fundamental para el disefio de nuevos
inmunomoduladores que posean la capacidad de inducir funciones efectoras frente a infecciones

especificas.

En este trabajo se analizd la LPPGEh y se obtuvieron hibridomas productores de anti-LPPG,
seleccionados por dilucion limitante (2/15 hibridomas). Las clonas productoras se etiquetaron como C4
y H8 y las observaciones de especificidad de estas, fueron demostradas por al menos tres métodos:
ELISA, IET e IFI.

La LPPGEh es un glicoconjugado complejo, cuya estructura completa no ha sido definida a pesar de
varios esfuerzos llevados por diferentes grupos de investigacion (Isibasi et al., 1982; Isibasi et al., 1986; Isibasi
et al., 1990; Stanley et al., 1992; Moody-Haupt et al., 2000). En el caso del proceso de extraccion de la molécula
estan reportados tres métodos distintos (Westphal y Jann, 1965; Isibasi et al., 1982; Gonzéalez-Roldan, 2008). Para
el presente trabajo se utilizé el método original de extraccion, descrito por Isibasi y colaboradores (isibasi
et al,, 1982), el cual es una adaptacion del método fenol-agua empleado para la extraccion de LPS de
bacterias Gram negativas. Este método se ha ido modificando al analisis de la funcion dual como Ag y

adyuvante que ejerce la LPPGEh (Acosta-Altamirano et al., 1986; Isibasi et al., 1986).
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De acuerdo a los datos obtenidos en esta tesis, la LPPGEh extraida por este método, presentd menor
contenido en proteinas con respecto a azlcares reductores; similar al reportado por otros autores al
emplear otro método distinto (Moody-Haupt, et al., 2000), y Se sugiriere que la determinacion de estos
componentes es independiente del método utilizado. Las variaciones en los componentes de LPPGEh
entre un lote y otro (Tabla 5), se pueden explicar por la variabilidad en las cantidades de biomasa en
cada extraccion; y como se sugiere en la literatura (Moody-Haupt, et al., 2000), la expresion de secuencias
de carbohidratos de 1-22 o de 1-20 en las cadenas de glucanas que componen dicha molécula, puede
modificarse a lo largo del periodo de cultivo; sugiriendo asi la importancia de mantener un cultivo
homogéneo y de preferencia, utilizar un solo lote de Ag una vez que se haya obtenido la cantidad de

biomasa suficiente para desarrollar un experimento.

Cabe sefialar que el lote LM-CI-070307, a diferencia de los lotes CI-05-101207 y LM-CI-31-070408,
presenta un rendimiento similar entre sus componentes, lo que sugiere que en la extraccion se
obtuvieron otras proteinas de superficie que no precisamente forman parte de la LPPGEh; por tal
motivo, este lote fue utilizado para cubrir el protocolo de inmunizacion; en tanto que los otros dos lotes

fueron empleados en el monitoreo de los hibridomas productores de Ac.

El andlisis de proteinas por tincion de Comassie demostré ausencia de proteinas en la molécula, en
tanto que la tincién de plata puso en evidencia la presencia de una molécula polisacaridica diferente al
corrimiento de LPS de E. coli 055:B5 (Figura 12). Asi también, en este trabajo la contaminacion
probable con endotoxina en la molécula de estudio se descartd por los resultados del ensayo de

Limulus, los cuales no detectaron endotoxina.

Por otro lado, la aplicacion de tecnologia a través del método de Kélher y Milstein, es una de las
herramientas para el analisis del reconocimiento especifico de una lg altamente especifica que

reconoce a su Ag a través de la seleccion de clonas (Kolher y Milstein, 1975).

Reportes previos, describen AcMo contra distintas moléculas del parasito E. histolytica entre ellos, el
denominado Mab 46G dirigido al Ag nuclear de 30 KDa, y estd demostrado por el método de IFI, que
reacciona con varios aislados de E. histolytica, independientes de las condiciones de cultivo, origen

geografico o patrén de zymodemos del parasito. Asimismo, otros autores (Abd-Alla, 1993; Haque, 1993),
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reportan Acs dirigidos a otras moléculas, entre ellas, la lectina de amiba de 170 KDa. Los Acs dirigidos
a esta molécula pueden identificar al parasito en muestras de heces y suero de pacientes infectados,
por el método de ELISA (Yau et al., 2001).

En contraste, la produccion de Ac dirigidos a PPG de E. histolytica, esta limitado a uno o dos Ac
publicados por algunos grupos de investigacion (Isibasi et al., 1986; Bhattacharya et al., 1990; Prasad et al., 1992;
Marinets et al., 1997; Yau et al., 2001). En particular el Ac etiquetado como EH5, es importante en la
proteccion al reto del parésito y tiene la capacidad de reconocer los PPGs de diferentes cepas

virulentas de E. histolytica (Marinets et al., 1997).

Por otra parte, el Ac 2D7.10 reconoce Ag total de membrana de amiba de aislados de clonas virulentas
de E. histolytica. Asimismo, el tratamiento con periodato y la enzima proteolitica tripsina, sugierien que
el Ag que reconoce este Ac es un motivo de carbohidrato (Bhattacharya et al., 1990; Prasad et al., 1992; Yau et
al., 2001). Otros autores, proponen que el Ac reconoce epitopos de carbohidratos no asociados a la LPG

(Prasad et al., 1992).

En este trabajo, el Ac de las clonas C4 y H8 dirigidos a la LPPGEh, se obtuvieron utilizando un
esquema de inmunizacién con AgMEh de forma inicial. Sin embargo, en las subsiguientes
inmunizaciones se aplico la LPPGEh extraible, en combinacién a la metodologia ya descrita por Kélher
y Milstein en 1975, empleando una inmunizacion por aplicacion del Ag purificado con adyuvante
completo de Freund; debido a las caracteristicas preliminares de la molécula de LPPGEh que la
sefialan como molécula tipo polisacarido; es decir, una molécula con una serie repetida de
carbohidratos, a diferencia de las proteinas; estas Ultimas consideradas entre los mejores inmunogenos

por sus caracteristicas quimicas, entre ellas, la estructura primaria o0 complejidad de la molécula.

A su vez la produccion del AcMo anti-LPPG se desarrollé mediante una evaluacion previa de los titulos
de Ac anti-LPPG que se demostr6 en un grupo de tres ratones. El bazo del raton con titulos de Ac méas
altos, se empleo para la fusion con células de mieloma Ag8, a partir de células totales de bazo tal como
se describe en la estrategia de Kélher y Milstein.

Sin embrago, por las caracteristicas de la LPPGEh (molécula rica en carbohidratos) existe la posibilidad

previa de la seleccion de poblaciones de células B de peritoneo que favorezcan la respuesta a Ags, por
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ejemplo, las poblaciones B1 y B2. Estas poblaciones presentan diferencias fenotipicas y morfologicas y
se ha descrito una respuesta diferencial de las células B1 y B2 murinas a estimulos externos (Rothstein,
2002; Tumang, 2005), en la cual los mecanismos que regulan la produccién de Ac en la células B1 son
diferentes a los que regulan la produccion de Ac en las células B2. Los Ac que son secretados por las

celulas plasmaticas corresponden al estadio de diferenciacion de los linfocitos B (Calame, 2001).

Durante el desarrollo a una respuesta inmune adaptativa se producen Ac efectores de alta afinidad
especificos para el patdgeno o el inmundgeno, resultado de la interaccion de las células By T
cooperadoras, esta respuesta precisa pero lenta, es denominada timo dependiente o T-dependiente e
involucra a las células B2 (Faragasan, 2000). Sin embargo, esta seleccion de poblaciones en la estrategia
de monoclonales no es habitual, un ejemplo son los reactivos hemoclasificadores a grupos sanguineos
que siguen la estrategia de fusion original que ha resultado exitosa desde los afios 80, tanto en
Inglaterra como en Canadd, produciéndose anticuerpos Mo anti-grupo A y anti-grupo B (Messeter, 1984),
por esta razon no se considerd una seleccion previa de la células B1y B2 a la fusion con las células de

mieloma.

Con la finalidad de producir mayores cantidades de AcMo anti-LPPGeh, se emplearon varios grupos de
ratones por inmunizacion de las clonas productoras C4 y H8. Es descrito en la literatura que la
generacion de tumores asciticos en ratones singénicos es una herramienta que ha sido empleada para

la produccion a escala de AcMo murinos.

Para este trabajo, el AcMo obtenido se concentrd a través de esta metodologia; no obstante, esta se ha
desplazado por el uso de biorreactores, ya que ademas de evitar el proceso traumatico al que son
sometidos estos animales, garantiza la ausencia de proteinas propias del raton facilitando los
procedimientos de purificacion de los AcMo generados. El cultivo en biorreactor no fue empleado en

este trabajo, sin embargo es una alternativa a la concentracion del Ac.

Los AcMo generados en esta tesis, reaccionaron con la especificidad esperada demostrada por ELISA
(Figura 16-19), IET (Figura 21) y la IFI (Figura 22). En el escaneo de los hibridomas por ELISA, es
preciso sefialar que la disminucion en la absorbancia se debe a diferentes posibles factores; entre ellos,

la positividad de los hibridomas en una primera seleccion es dada por la presencia de diferentes Ac
51



Discusidn

dirigidos a distintos epitopos de la molécula; sin embargo, conforme se realizan las clonaciones por
dilucién limitante, se hace el aislamiento de una sola clona y por tanto, la cantidad de Ac secretados al
medio es menor, ademas de que la estabilidad de los genes en los hibridomas no es constante, lo que
responde a la pérdida de cuatro de las seis clonas obtenidas al inicio de la seleccion; asimismo, el uso
de Ag procedentes de distintas extracciones contribuye a la disminucion de la absorbancia, ya que tal
vez la expresion del epitopo especifico que es reconocido por los AcMo varia entre lote y lote; por lo

tanto el reconocimiento es menor segun sea esta expresion.

El andlisis del reconocimiento a la molécula, por IET (Figura 21) mostré que el corrimiento de la
molécula corresponde a pesos moleculares entre 35 y 150 KDa, identificados por el liquido de ascitis
obtenido de los hibridomas producidos y etiquetados bajo las siglas C4 y H8, asi también existe
reconocimiento al AGMENh, resultado esperado ya que el AQMEh representa un extracto crudo de varios
Ag entre ellos, la LPPGEh. Estos resultados son similares a datos reportados por Marinets y
Battacharya (Battacharya, 1990; Marinets, 1995).

Es de sefialar que de los tres métodos evaluados para la especificidad de este Ac, la IFI demostrd
mayor especificidad, lo que sugiere que podria utilizarse como herramienta en el diagnostico. Si bien
hay muchos Ac descritos a varias moléculas de la superficie de E. histolytica, no hay reportes claros en
la literatura, a la molécula especifica de LPPGEh y este trabajo reporta una via para continuar el
andlisis de esta importante molécula del parasito. Sin embargo, para la aplicacion de estos hibridomas
productores de Ac, es necesaria la determinacion de otros factores importantes en la obtencion de los
mismos, para evaluar su funcionalidad como reactivos, entre ellos la avidez y su potencia, asi como su

isotipo.

Finalmente, este trabajo permitio la generacion de dos hibridomas secretores de Ac con especificidad a
LPPGEh bajo un protocolo de inmunizacion exitoso. Estos dos Ac murinos anti-LPPGEh son
funcionales en base a la especificidad por los métodos evaluados y seran una herramienta de gran
utilidad en el avance al conocimiento de la estructura de LPPGEh.
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10. CONCLUSIONES

10.1 Se obtuvieron 2 hibridomas, productores de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
lipopéptidofosfoglicana (LPPG) de Entamoeba histolytica HM1-IMSS, denominados C4 y H8.

10.2 La especificidad de este anticuerpo fue evaluada por la reaccion Ag-Ac por tres métodos

inmunoldgicos: ELISA, Inmunoelectrotransferencia e Inmunofluorescencia indirecta.

10.3 Los anticuerpos de estos hibridomas son capaces de reconocer a la LPPG expresada en la
superficie de los trofozoitos de Entamoeba histolytica, por lo que este Ac podria representar

una herramienta alternativa para el diagndstico de este importante parasito.
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11. PERSPECTIVAS

11.1 Determinar el isotipo en cada una de las clonas identificadas en este estudio, C4 y H8.

11.2 Evaluar los efectos biologicos de la LPPGEh en presencia de los anticuerpos monoclonales,
por medio de la deteccion de citocinas anti- y pro-inflamatorias secretadas por las células de

la respuesta inmunitaria en ensayos in vitro.

11.3 Determinar si los anticuerpos obtenidos de estos hibridomas son capaces de reconocer a la
LPPG de diferentes clonas de E. histolytica, mediante el método de

Inmunoelectrotransferencia.

11.4 Utilizar los anticuerpos obtenidos para la purificacion de la LPPGEh mediante cromatografia
de afinidad
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13. APENDICE

Soluciones y reactivos

Acrilamida al 30%

Se pesaron los siguientes reactivos:

- Acrilamida 292 ¢
- Bis-acrilamida 08¢

Se disolvieron en agua 80 ml de agua destilada, y finalmente se llevé al volumen de aforo de 100 ml. Se filtrd
la solucidn y se preservo en botellas color ambar.

Amortiquador de transferencia pH 8.3

Se tomaron los siguientes reactivos:

- Tris-base 3.03¢g

- Glicina 1442 g
- Metanol 200 ml
- Agua destilada 500 ml

Se ajusté el pH y se llevo a la marca de aforo de 1000 ml con agua destilada y se almacend a 4°C.

Antrona al 0.2% en &cido sulflrico

Se tomaron con exactitud los siguientes reactivos:

- Antrona 0.09¢g
- Acido sulfdrico (gravedad especifica 1.84, 45 ml
95-98%)

Esta solucion se preparé en el momento de su uso. Se manejé protegida de la luz

Azul de bromofenol al 0.1%

Se mezclaron los reactivos que se muestran enseguida, filtrando una vez preparado, sobre papel filtro
Whatman del No. 1.

- Azul de bromofenol 025 ¢g
- Agua destilada 25 ml
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Azul de azul brillante de Coomassie R250

Se mezclaron las siguientes cantidades de reactivos:

- Azul de Coomasie 0.25¢
- Metanol 90 ml
- Acido acético glacial (99.7%) 10m|

La solucion se filtr6 a través de papel Whatman No. 1y se almacené un frasco oscuro.

Colorante rojo de Ponceau

Se tomaron y mezclaron los reactivos siguientes:

- Rojo de Ponceau 200 mg
- Acido tricloroacético 39

Se afor6 a 100 ml con agua destilada y se mantuvo a 4°C en frasco &mbar.

Fijador (KODAK GBX)- reactivo comercial

Se tomaron las cantidades necesarias de cada reactivo que se enlista a continuacion, para cubrir los
porcentajes de la mezcla:

Agua 50%
Tiosulfato de sodio 30%
Acetato de sodio 1%
Bisulfato de sodio 1%
Sulfito de amonio 1%
Acido acético 1%
Acido bérico 1%
Sulfato de amonio 1%

Gel concentrador

Se mezclaron perfectamente las siguientes soluciones:

- Solucion reguladora de TRIS pH 6.8 375 pl
- Acrilamida al 30% 250 pl
- Agua destilada 875 pl
- APS 20 ul

- TEMED 1l



Gel separador (10%)

Se mezclaron perfectamente las siguientes soluciones:

Solucién reguladora de TRIS pH 8.8
Acrilamida al 30%

Agua destilada

APS

TEMED

Persulfato de amonio (APS) al 10%

Se mezclaron los reactivos siguientes:

- APS
- Agua destilada

Revelador (KODAK GBX)-reactivo comercial

Hidroquinona

Dietilenglicol
Sulfito de potasio
Sulfito de sodio

1.25 ml
1.65 ml
2.1 ml

50 wl
2.5 ul

100 mg
1ml

4-hisroximetil-4-metil-1-fenil-3-pirazolidinona

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4

Se pesaron los siguientes reactivos:

- Cloruro de sodio

- Fosfato dibasico de sodio (polvo)

- Fosfato monobésico de sodio (cristales)
- Agua destilada

Se mezclaron, se ajusto el pH y finalmente se llevo a la marca de aforo de 1000 ml con agua destilada.

8.7¢
2749
0.7¢g
500 ml

64



Solucién amortiguadora de tris (TBS) pH 7.5

- Tris-Cl 15.75¢g
- Cloruro de sodio (cristales) 99
- Agua destilada 500 ml

Se mezclaron los reactivos, se ajusté el pH y finalmente se llevd a la marca de aforo de 1000 ml con agua
destilada.

Solucidn de &cido clorhidrico 0.1 N

La solucién se prepard con los reactivos siguientes, colocandolos en el orden que se indica:

- Agua destilada 50 ml
- Acido clorhidrico (37%) 0.82 ml

Se dejé enfriar, se mezcld y se llevd a la marca de aforo de 100 mll.

Solucidn de 4cido sulfarico 2.5 N

Se tomaron los siguientes reactivos, colocandolos en el orden indicado:

- Agua destilada 50 ml
- Acido sulfarico (gravedad 1.84, 95-97%) 6.66 ml

Se dejé enfriar, se mezcld y se llevé a la marca de aforo de 100 ml con agua destilada.

Solucidn de 4cido tricloroacético al 72%

Se tomaron y mezclaron los siguientes reactivos:

- Acido tricloroacético 18¢
- Agua destilada 50 ml

Se llev6 a la marca de aforo de 100 ml con agua destilada.

Solucidn decolorante

Se tomaron y mezclaron los siguientes reactivos, colocandolos en el orden indicado:
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- Agua destilada 800 ml
- Acido acético glacial (99.7%) 100 ml
- Metanol 100 ml

Solucidn de blogueo

Esta solucion fue preparada al momento de su uso, pesando y mezclando exactamente:

- Leche descremada 59
-PBS 100 ml

Solucidn de carbonato de sodio al 2%

Se tomaron y mezclaron los siguientes reactivos:

- Carbonato de sodio anhidro 29
- Agua destilada 50 ml

Se llevé a la marca de aforo de 100 ml con agua destilada.

Solucidn de glicerol-metanol

Se mezclaron los siguientes reactivos:

- Glicerol 4ml
- Metanol 45 ml
- Agua destilada 51 ml
Solucién de hidroxido 0.1 N

Se tomaron con exactitud los reactivos siguientes:

- Hidréxido de sodio (lentejas) 049
- Agua destilada 50 ml

Se mezclaron y se llevo a la marca de aforo de 100 ml con agua destilada.

Solucion de hidroxido 0.5 N

Se tomaron con exactitud los reactivos siguientes:

- Hidréxido de sodio (lentejas) 29
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- Agua destilada 50 ml

Se mezclaron y se llevo a la marca de aforo de 100 ml con agua destilada.

Solucidn de hidréxido 5N

Se tomaron exactamente los reactivos siguientes:

- Hidréxido de sodio (lentejas) 8¢9
- Agua destilada 100 ml

Se mezclaron y se aford a 100 ml con agua destilada.

Solucion de impregnacién

Se pesaron con exactitud los siguientes reactivos:

- Nitrato de plata 05¢
- Formaldehido al 37% 188 ul
- Agua destilada 150 ml

Se mezclaron perfectamente y se llevé al aforo de 250 ml con agua destilada. Se almacen6 protegido de la
luz.

Solucidn de oxidacion

Se tomaron con exactitud los siguientes reactivos:

- Tiosulfato de sodio pentahidratado 50 mg
- Agua destilada 150 ml

Se mezclaron y se completd el volumen aforando a 250 ml con agua destilada.

Solucidn de paro

Se tomaron con exactitud los reactivos siguientes:

- Metanol 4ml

- Acido acético 65 ml
- Formaldehido al 37% 250 pl
- Agua destilada 150 ml
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Se mezcl6 perfectamente y finalmente se llevé a la marca de aforo de 250 ml con agua destilada.

Solucién de tartrato de sodio y potasio al 2%

Se tomaron las cantidades siguientes:

- Tartrato de sodio y potasio 29
- Agua destilada 50 ml

Se mezcl6 perfectamente y se llevd al aforo de 100 ml con agua destilada.

Solucidn de lavado

Se midieron y mezclaron los reactivos siguientes:

- Tween 20 1ml
- Agua destilada 1000 ml

Solucidn de lavado PBS-Tween (PBS-T) al 0.05%

Se midieron y mezclaron los reactivos siguientes:

- Tween 20 500 wl
- PBS 1000 ml

Solucidn del reactivo Folin-Ciocalteau 1IN

Se prepard esta solucién mezclando lo siguiente:

- Folin-Ciocalteau 1.25 ml
- Agua destilada 1.25 ml

Se prepard al momento de su uso y se protegio de la luz.

Solucion fijadora para quimioluminiscencia

Reactivo fijador (KODAK GBX) 109 ml
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Agua miliQ 401 ml

Solucién fijadora para tincion de plata

Se midieron y mezclaron las cantidades siguientes de reactivos

- Agua destilada 100 ml

- Metanol 260.4 ml
- Acido acético glacial (99.7%) 63 ml

- Formaldehido al 37% 250 pl

Se llevo al aforo de 500 ml con agua destilada.

Solucién patrén de glucosa 10 mg/ml

Se peso con exactitud el reactivo siguiente:

- Glucosa 1lg
- Agua destilada 6 ml

Se mezcl6 perfectamente y se llevd al aforo de 10 ml con agua destilada.

Solucion patrén de glucosa 1 mg/ml

- Solucidn patrén de glucosa 10 mg/ml 1ml

Se colocd en un matraz volumétrico de 10 mly se llevo a la marca de aforo con agua destilada.

Solucion patréon de glucosa 0.1 mg/ml

- Solucidn patrén de glucosa 1 mg/ml 1ml

Se coloco en un matraz volumétrico de 10 ml y se llevo a la marca de aforo con agua destilada.

Solucién patrén de glucosa 0.01 mg/ml




- Solucidn patrén de glucosa 0.1 mg/ml 1 ml

Se colocd en un matraz volumétrico de 10 mly se llevo a la marca de aforo con agua destilada.

Solucidn reguladora de carbonatos pH 9.5

Se pesaron con exactitud los reactivos siguientes:

- Bicarbonato de sodio 79
- Carbonato de sodio anhidro 289
- Agua destilada 500 ml

Se mezclaron perfectamente y se llevo al aforo de 1000 ml con agua destilada.

Solucidn reguladora de citratos pH 5.6

Se peso exactamente:

- Acido citrico 41g
- Citrato de sodio monohidratado 29¢g
- Agua destilada 500 ml

Se mezclaron perfectamente y se llevd al aforo de 1000 ml con agua destilada.

Solucion requladora de corrimiento pH 8.3

Se pesaron con exactitud los siguientes reactivos:

- Glicina 144 ¢
- Tris (hidroximetil) metilamina 3.0¢
- Dodecilsulfato de sodio 109¢g

Se disolvieron en 800 ml de agua destilada, se ajusto el pH y finalmente se llev a la marca (1000 ml).

Solucidn requladora de TRIS pH 6.8

Se pesaron los siguientes reactivos:
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- Tris (hidroximetil) metilamina 151¢g
- Dodecilsulfato de sodio 01g

Se disolvieron en 15 ml de agua destilada, se ajusté el pH 6.8 y se llevé a la marca de aforo de 25 ml. Se
guardé en refrigeracion a 4 °C.

Solucidn requladora de TRIS pH 8.8

Se pesaron los reactivos siguientes:

- Tris (hidroximetil) metilamina 4.55¢
- Dodecilsulfato de sodio 01g

Se disolvieron en 15 ml de agua destilada, se ajust6 el pH y se llevé al aforo de 25 ml. Se almacené en
refrigeracién a 4 °C.

Solucion reveladora de ortofenilendiamina (OPD)

-OPD 0.006 g
- Solucién reguladora de citratos 12 ml
- Perdxido de hidrogeno al 30% 10 pl

Se mezcl6 perfectamente. Se prepar6 en el momento de su uso.

Solucidn reveladora para tincién de plata

Se pesaron exactamente los reactivos siguientes:

- Carbonato de sodio anhidro 15¢
- Tiosulfato de sodio pentahidratado 1mg
- Formaldehido al 37% 125 pl
- Agua destilada 150 ml

Se mezclaron perfectamente y a la marca de aforo a un volumen de 250 mll.

Solucidn reveladora para guimioluminiscencia

- Reactivo revelador (KODAK GBX) 109 ml
- Agua miliQ 401 ml
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Solucidn salina fisiolégica (SSF) 0.9%

Se peso con exactitud el reactivo siguiente:

- Cloruro de sodio (cristales) 09g¢g

Se disolvio en 50 ml de agua destilada y finalmente se llevd a la marca de aforo con agua destilada (100 ml).
Se esterilizé a 121°C, 15 libras de presién.

Solucidn stock de Albimina Sérica Bovina (ASB) 2.5 mg/ml

Se peso6 con exactitud el reactivo siguiente:

- ASB 0.0625 ¢
- Agua destilada 15 ml

Enseguida que se agrego el agua destilada se dejo en reposo hasta que la ASB se disolvié y finalmente se
llevd a la marca de aforo de 25 ml con agua destilada.

Sulfato de cobre al 1%

- Sulfato de cobre pentahidratado lg
- Agua destilada 50 ml

Se mezclo perfectamente y se llevd al aforo de 100 ml con agua destilada y se protegid de la luz.

Sustrato HPR (peroxidasa de rdbano) para guimioluminiscencia

Perdxido de hidrogeno al 30% 500 pl
Luminol 500

Solucidn inhibidora de proteasas

La solucion inhibidora de proteasas se preparé empleando los reactivos siguientes:

Reactivo Marca Cantidad
Cloruro de sodio Monterrey 1.755¢g
Fosfato monobasico de sodio Merk 2.8392¢
Etilendiaminotetraacético (EDTA) Sigma 0.0744 ¢
Agua destilada Pisa 200 ml
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lodoacetamida | SigmaUltra 0.1849¢
Mezcla de reaccion
Solucién Cantidad
Solucion de carbonato de sodio al 2% 50 ml
Solucion de sulfato de cobre al 1% 500 pl
Solucion de tartrato de sodio y potasio al 2% 50 ml
Preparacion de medios de cultivo
1. Medio TYI-S
1.1 Los componentes del medio de cultivo TYI-S para 1000 ml son:
Reactivo Marca Cantidad
Peptona BBL™ 30.0g
Glucosa Sigma 10.0¢g
Cloruro de sodio Sigma 2.04¢
Fosfato de potasio monobésico Sigma 0.60¢
Fosfato de potasio dibasico Sigma 10¢g
Acido L-ascorbico Merck 0.20 g
Clorhidrato de L-cisteina monohidratada Sigma 10g¢g
Citrato de amonio férrico JT Baker 0.228 ¢
Agua destilada Pisa 1000 ml
Vitamina Diamond SAFC Biosciences 40 ml
Suero bovino Gibco Invitrogen 160 ml

1.2 Se disolvieron los reactivos en agua destilada, se ajusté el pH de 7.0 a 7.2 con NaOH 1N.
1.3 Se filtr el medio de cultivo, se alicuotd y se esterilizé a 121°C, 15 |b, durante 15 minutos.
1.4 Una vez frio el medio de cultivo, se adicion6 la mezcla vitaminica con suero bovino en un porcentaje del

20%.

2. Medio RPMI no suplementado

2.1 Se tomaron las cantidades siguientes:

Reactivo Marca Cantidad
L-glutamina GIBCO 3ml
Penicilina-estreptomicina GIBCO 3ml
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RPMI 1640 GIBCO 294 ml
3. Medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al 10%
3.1 Se tomaron las cantidades siguientes:
Reactivo Marca Cantidad
L-glutamina GIBCO 3ml
Penicilina-estreptomicina GIBCO 3ml
RPMI 1640 GIBCO 264 ml
Suero bovino GIBCO 30 ml
4. Medio selectivo HAT
4.1 Se tomaron las cantidades siguientes:
Reactivo Marca Cantidad
L-glutamina GIBCO 300 pl
Penicilina-estreptomicina GIBCO 300 pl
RPMI 1640 GIBCO 64 mi
Suero bovino GIBCO 100 ml
HAT 50x GIBCO 2ml

Nota: se empled HAT marca GIBCO contenido en un vial (10 mM hipoxantina, 40 uM de aminopterinay 1.6 mM

de timidina), que fue resuspendido con 10 ml de agua inyectable (100x), de esta solucion se tomaron 5 ml

que fueron llevados a un volumen final de 10 ml con agua inyectable, para tener la concentracion de 50x.
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