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RESUMEN

Objetivo. Obtener anticuerpos monoclonales de raton contra la proteasas de cisteina 5 (EhCP5) de
Entamoeba histolytica. Materiales y métodos. Se inmunizaron ratones BALB/c por via intraperitoneal
con adyuvante de Freund completo e incompleto con la proteina recombinante EhCP5 obtenida a
partir del cultivo de E.coli DH5a trasfectada con el vector recombinante pJC45 que expresa dicha
proteina. Se selecciond el animal con mejor respuesta de anticuerpos. Al cual se le extrajo su bazo
como fuente de linfocitos B, los cuales se fusionaron utilizando PEG con células de mieloma de
raton SP2-0/Ag14. Se procedié a seleccion de los hibridomas y a la evaluacion de los sobrenadantes
de las colonias que crecieron a los 7 dias mediante ELISA. Los hibridomas con valores mas altos
de anticuerpos especificos contra la proteina EhCP5r se seleccionaron, y los clones obtenidos por
diluciones limitantes fueron expandidos. Resultados. A partir de un clon secretor estable se purifico
el anticuerpo monoclonal anti EhCP5r del isotipo IgG1 por cromatografia de afinidad con proteina
G. Los clones fueron expandidos in vivo e in vitro. Con el anticuerpo purificado se disefiaron tres
sistemas de captura para evaluar la aplicabilidad del anticuerpo monoclonal anti ERCP5r como método
inmunodiagndstico. Conclusiones. Se logro la producciéon de un anticuerpo monoclonal especifico
contra EhCP5r que permite diferenciar Entamoeba histolytica de Entamoeba dispar.

Palabras clave: Anticuerpo, Entamoeba histolytica, , hibridoma, proteasas de cisteina, monoclonal,
prueba ELISA (Fuentes:CAB, DeCS).

ABSTRACT

Objective. Obtain mouse monoclonal antibodies against cysteine proteases 5 (EhCP5) of Entamoeba
histolytica. Materials and methods. BALB/c mice were immunized intraperitoneally with complete
and incomplete Freund adjuvant EhCP5 with the recombinant EhCP5 protein obtained from E.coli
DH5a culture transfected with the recombinant vector pJC45 that expresses said protein. The animal
with the best antibody response was selected. Its spleen was extracted as a source of B-lymphocytes,
which were merged using PEG miceSP2-0/Ag14 myeloma cells. The team proceeded to undergo the
selection of the hybridomas and the evaluation of the supernatants of the colonies that grew after 7

3014



Trejos - Obtencion de anticuerpos monoclonales de ratén

3015

days by ELISA. The hybridomas with higher values of specific antibodies against the protein EhCP5r
were selected, and clones obtained by limiting dilution were expanded Results. With the use of a
stable secreting clone the monoclonal antibody anti EnCP5r IgG1 isotype was purified by affinity
chromatography with protein G. The clones were expanded in vivo and in vitro. Three capture systems
were designed with the purified antibody to assess the applicability of the monoclonal antibody
anti EnCP5r as an immunodiagnostic method. Conclusions. The production of a specific monoclonal
antibody against EnCP5r was achieved to differentiate Entamoeba histolytica from Entamoeba dispar.

Key words: Antibodies, cysteine proteases, entamoeba histolytica, enzyme-linked immunosorbent
assay, hybridomas, monoclonal (Sources:CAB, DeCS).

INTRODUCCION

Se calcula que el 10% de la poblacién mundial
esta infectada por el complejo Entamoeba
histolytica/dispar. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), hay 500 millones
de nuevas infecciones (amebiasis) por afio y
aproximadamente 70.000 - 100.000 muertes.
Al diferenciar estos datos, de los 500 millones
de casos, el 90% presentan E. dispar y soélo
el 10% E. histolytica, y de estos Ultimos, el
10% desarrollan amebiasis. A su vez esta
patologia sin el tratamiento adecuado da
lugar a complicaciones potencialmente fatales
(como absceso hepatico, absceso cerebral,
peritonitis, amebiasis mediastino-pericardica y
amebiasis pleuropulmonar), lo que representa
un problema de salud publica (1-4).

En Colombia, entre 1977 y 1980 se realizé la
segunda encuesta nacional de morbilidad en
la cual la prevalencia del E. histolytica fue de
12.1% (5). En la poblacion del municipio de
Arboleda (Narifo) se encontré una prevalencia
del complejo del 29.5%, en un corregimiento
del municipio de Santa Catalina, Bolivar
del 54% (6) y en la ciudad de Armenia en
asentamientos temporales post- terremoto,
del 0.6% de E. histolytica (7). Aunque la
distribucion geografica de ambas especies esta
todavia incompleta debido a que la metodologia
utilizada en la mayoria de los estudios no
discriminan a ambas especies, es muy poco lo
que se hace principalmente en los laboratorios
clinicos de primer y segundo nivel para su
diferenciacion. Hecho por el cual se aumenta la
tendencia a sobre-diagnosticar como amebiasis
los sintomas gastrointestinales, sin confirmar
su agente causal, problema, que entre otras
consecuencias, conduce al uso innecesario de
farmacos amebicidas, medicamentos agresivos
que conllevan efectos secundarios.

La similitud morfolégica de ambas especies
impide la identificacion del agente causal
mediante examenes coproparasitoscopicos

directos y de concentracion por flotacion. La
OMS y la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) sugieren que en el reporte microscépico
debe anotarse“"Complejo E. histolytica/E. dispar”
y que el registro de E. histolytica sélo debe
emplearse para la especie patdgena, identificada
por técnicas bioquimicas (zimodemos), de
biologia molecular, inmunoldgicas como los
ensayos inmunoenzimaticos y cuando se
observan trofozoitos con eritrocitos fagocitados.
Los ensayos inmunoenzimaticos que se
encuentran comercialmente, hasta el momento,
para la determinacion de E. histolytica, se
fundamentan principalmente en el uso del
anticuerpo monoclonal para la deteccion de la
lectina Gal/GalNAc (8-10).

La cisteina proteasa 5 de E. histolytica
(EhCP5), es un antigeno secretorio y uno de
los factores de virulencia, que en los ultimos
afios ha empezado a tener mayor importancia
por su papel citopatico y su participacion en
la inflamacion y en la amebiasis invasiva. La
ausencia de la EhCP5 en E. dispar, se considera
de gran relevancia, pues se cree que es una de
las principales causas para que esta especie no
sea patdgena (10-14).

El objetivo del presente trabajo fue obtener
anticuerpos monoclonales de ratén para la
deteccion de la EhCP5 y su posible uso como
prueba diagndstica y de diferenciacion entre las
especies E. histolytica y E. dispar, mediante una
ELISA de captura.

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion. En los
esquemas de inmunizacion se utilizaron
ratones BALB/c hembras, de 20 a 25 gramos
de peso procedentes del bioterio central de la
Universidad Nacional de Colombia y conejos
Nueva Zelanda hembras de 2.5 kg de peso,
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los cuales se mantuvieron en condiciones
adecuadas de alimentacién y ciclo natural de
luz y oscuridad.

Células. La linea celular de mieloma de raton
SP2/0-Ag14 (ATCC:CRL-1581) fue donada por
el Lic. Ricardo Marcet del Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri de Cuba, la cual se
mantuvo con medio DMEM (Invitrogen, USA),
Antibiotico/Antimicotico (10.000 unidades/ml
de penicilina, 19ug/ml de gentamicina y 25
ug/ml de anfotericina B), 1X (Sigma, USA),
L-Glutamina 1X (Sigma USA), SFB (Invitrogen,
USA) al 7% e incubado 37°C en 5% de CO, en
cajas de cultivo celular Nunc de 25 ml.

Parasitos y bacterias. La especie E. histolytica,
cepa HM-1:IMSS (ATCC 30459) fue donada por el
Dr. José Luis Rosales del Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del IPN de
México y el Dr. Rubén Santiago Nicholls del
Instituto Nacional de Salud (INS) de Colombia.
Los trofozoitos fueron cultivados axénicamente
en el medio TYI-S-33 (15) en tubos tapa rosca
e incubados a 37°C y subcultivados cada 48 a
72 horas, el cosechamiento se realiz6 durante la
fase de crecimiento exponencial.

La especie E. dispar, cepa SAW 760 (ATCC
50484) fue gentilmente donada por la Dra.
Consuelo Lépez de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota y fueron cultivados monoxénicamente
en medio Robinson (15,16) en tubos tapa rosca
e incubados a 37°C y subcultivados cada 48 a
72 horas, el cosechamiento de los trofozoitos
se realizd durante la fase de crecimiento
exponencial.

Escherichia coli DH5a trasfectadas con
el vector recombinante pJC45. La Dra.
Iris Bruchhaus del Bernhard Nocht Institute
for Tropical Medicine de Alemania gentilmente
don¢ las células de Escherichia coli DH5a tras-
fectadas con el vector recombinante pJC45 con el
gen de la proteina recombinante EhCP5, las cua-
les fueron mantenidas en medio de cultivo Luria-
Bertani suplementado con ampicilina 100 pg/ml,
kanamicina 50 pg/ml y glucosa 2% (p/v), incuba-
das a 37°C hasta alcanzar una absorbancia de 0.4
a una densidad optica de 600nm.

Obtencion de proteina recombinante.
La expresién de la EhCP5r por las bacterias
transgenticas fue inducida por adicidn de isopropil-
B-D-tiogalactosidasa (IPTG) 0.1 mM y el cultivo
se continud por 3 h mas. Subsecuentemente el
cultivo se centrifugé a 1200 rpm por 15 min y el
sobrenadante fue concentrado por evaporacion a
37°C y se cuantifico la concentracion de proteinas
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con el estuche comercial Bicinchoninic Acid
Protein Assay Kit (BCA) de Sigma® siguiendo las
indicaciones del fabricante.

La purificacion de la proteina EhCP5r se llevo
a cabo mediante elucién pasiva a partir de la
banda correspondiente a un peso molecular
de 29 kDa en la electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE, acronimo en inglés de sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) al
12% corrida en condiciones no denaturantes.
Las bandas del gel se visualizaron mediante
tincién inversa con imidazol 0.2 M -SDS 0.1% vy
sulfato de zinc 0.2 M. La elucién de la proteina
de la banda se realizdé previa renaturalizaciéon
del gel en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS,acronimo en ingles dePhosphate Buffered
Saline) - Triton x 100 al 0.1 v/v (PBS-T) y lavado
en PBS. La proteina fue eluida pasivamente por
fragmentacion de gel y resuspendida en PBS. La
suspension se sometid a agitacion vigorosa, se
incubd por 16 h a 4°C en esta solucion y después
se centrifugd por 60 minutos a 15.000 rpm/4°C.
Al sobrenadante se le determind la concentracion
de proteinas con el estuche comercial BCA de
Sigma®.

Esquema de inmunizacion para la obtencién
de anticuerpos monoclonales anti EhCp5.
Se realizaron esquemas de inmunizacion de 4
inoculaciones por raton, por via intraperitoneal
a intervalos de 1 semana con la proteina
EhCp5 recombinante a una concentracién 1 mg
por animal. Las dos primeras con adyuvante
completo de Freund (Sigma, USA) vy las
restantes con adyuvante incompleto de Freund
(Sigma, USA). Las titulaciones de los sueros de
los animales para la deteccién de anticuerpos
contra EhCp5, se realizaron mediante ELISA
indirecto especifico para E. histolytica. Al ratén
con mayor titulo se le completd el esquema de
inmunizacion con 2 dosis por via intravenosa
con 100 pg de la proteina EhCp5 diluida en
100pl de solucién salina normal (SSN) estéril.

Igualmente se realizd un esquema de
inmunizacidon en conejos, consistente de 4
inoculaciones por conejo con la proteina EnCp5r
a una concentracién de 200ug por animal por via
intradérmica a intervalos semanales. Las dos
primeras con adyuvante completo de Freund
(Sigma, USA) y las restantes con adyuvante
incompleto de Freund (Sigma, USA), y se
completd el esquema con cinco inmunizaciones
endovenosas cada dos dias con 500 ul de una
solucion de EnCp5r en SSN a una concentracion
de 100 pg. Las titulaciones de los sueros de
los animales para la deteccién de anticuerpos
contra EhCp5 se realizaron mediante un
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ensayo inmuno absorbente asociado a enzimas
(ELISA, acrénimo en inglés de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) Indirecto especifico
para E. histolytica.

Obtencion de hibridomas. El animal con
mas alto titulo de anticuerpos contra EhCp5,
el cual recibié la inmunizacién endovenosa
adicional fue sacrificado mediante sobredosis
de anestésico y se le extrajo el bazo para
utilizarse como fuente esplenocitos (linfocitos
B) sensibilizados y se realizd la fusiéon con
las células de mieloma de ratéon SP2/0-Agl4
(ATCC:CRL-1581) para lo cual, se emplearon
los procedimientos generales de la tecnologia
de obtencién de hibridomas (17,18), utilizando
polietinelglicol (PEG-Sigma, USA) como agente
de fusioén. Los hibridos se cultivaron en medio
de cultivo RPMI 1640 suplementado con
medio Hypoxanthine Aminopterin Thymidine
(HAT, Sigma, USA) como medio de seleccion
metabdlico. Los clonajes y reclonajes se
realizaron por el método de dilucién limitante.
Se seleccionaron los clones productores de
anticuerpos monoclonales anti EhCp5r y se
criopreservaron con Dimetilsulféxido al 10%
(DMSO Sigma USA) y almacenaron a -80°C.

Expansion in vivo. Se inmunosuprimieron
5 ratones BALB/c hembras multiparas con
betametasona acetato/fosfato disoédico 10X
(Schering plough®,Colombia) y a los dos dias
siguientes se inocularon introperitonealmente
con 500 pl de 2,6,10,14-tetrametil pentadecano
(Pristane, Sigma USA), para diez dias después,
inocular intraperitonealmente, bajo técnicas
de asepsia y antisepsia, 1.2x10° células de
hibridomas/animal. Al cabo de 30 dias post
inoculacién se pudo evidenciar el abultamiento
del abdomen por la generacion de ascitis en
la cavidad peritoneal, el liquido ascitico se
recolectd por puncion intraperitoneal en tubos
con anticoagulante EDTA y se almacenaron
a -20°C para luego purificar el anticuerpo
monoclonal.

Purificacion del liquido ascitico vy
sobrenadante de cultivo celular. La
purificacion de los anticuerpos monoclonales
a partir de fluido ascitico y del sobrenadante
se realizd por cromatografia de afinidad en
una columna con proteina G Sepharosa CL 4B
(GE Healthcare, Alemania), las muestras se
diluyeron a partes iguales con tampodn glicina
1.5 M - NaCl 3 M pH 8.9 y se utilizd como
solucion de elucién tampén de acido citrico 0.1
M a diferentes pH dependiendo de las subclases
de IgG a purificar.
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Se desaliniz6 por el método de HiTrap™
Desalting (GE Healthcare, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se equilibré la
columna prevista por el fabricante con tampdn
NaCl 25 mM, se aplicé la muestra (eluido de
la cromatografia de afinidad a pH 6.0) y se
recolectd la fraccion eluida.

Sistema de ELISA para deteccion de
anticuerpos anti EhCp5r. Para determinar
los anticuerpos IgG séricos contra la proteina
EhCP5r se desarrolld el siguiente ensayo
inmunoenzimatico indirecto: Se recubrieron los
pozos de placas Maxisorp™ (Nunc, Suiza) con
100 pl de solucién de 3 pug/ ml de la proteina
recombinante, diluida en tampdn de carbonato
y bicarbonato 10 mM, pH 9.6 (Tampdn de
recubrimiento) y se incubaron a 37°C por 2
horas, al cabo de las cuales se lavaron 3 veces
con PBS- Tween 20 al 0.5% (PBS-T). Se realizd
el bloqueo con 100 pl de tampdn recubrimiento-
albumina 2% incubado a temperatura ambiente
durante toda la noche. Posteriormente se realizd
nuevamente la fase de lavado y se adicionaron
100 ul de las muestras (sueros) a una dilucién
de 1:200 en PBS-T. Se incubé en camara
himeda a 37°C por 2 horas, al cabo de las
cuales se realizaron lavados con PBS-T. Luego
se adicionaron 100 pl de solucién de conjugado
de anti-IgG de raton unida a fosfatasa alcalina
(Sigma, USA) a una dilucién 1:2500 en PBS-T
y se incubd a 37°C en camara himeda por 1
hora, luego se realizaron lavados y se adiciono
substrato p-Nitrofenol fosfato (p-NPP. Sigma,
USA), la placa se incub6 a 37°C en oscuridad,
en camara himeda por 1 hora, la reaccion se
detuvo con 100 pl de NaOH 1M. La lectura
se realizd en el lector de microelisa marca
DYNATECH MR 5000 a una longitud de onda
de 410 nm. Como controles para la titulacion
de anticuerpos de ratéon se utilizaron, para
el negativo una mezcla de sueros de cuatro
ratones BALB/c sin inmunizar, y para el control
positivo una mezcla de los sueros al dia 28 post
inoculacion de los cuatro ratones inmunizados.

Ensayo inmunoenzimatico indirecto para
determinacion de anticuerpos de conejo.
Para determinar los anticuerpos IgG séricos
contra la proteina EhCP5r se desarrolld el
siguiente ensayo inmunoenzimatico indirecto:
Se recubrieron los pozos de placas Maxisorp™
(Nunc, Suiza) con 100 pl de solucién de 3
Mg/ ml de la proteina recombinante, diluida
en tampdén de carbonato y bicarbonato 10
mM, pH 9.6 (Tampdn de recubrimiento) y se
incubaron a 37°C por 2 horas, al cabo de las
cuales se lavaron 3 veces con PBS- Tween 20
al 0.5% (PBS-T). Se realiz6 el bloqueo con 100
Ml de Tampdn de recubrimiento-Albumina 2%
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incubado a temperatura ambiente durante toda
la noche. Posteriormente se realizd nuevamente
la fase de lavado y se adicionaron 100 pl de
las muestras (sueros) a una dilucion de 1:200
en PBS-T. Se incubd en camara humeda a 37°C
por 2 horas, al cabo de las cuales se realizaron
lavados con PBS-T. Luego se adicionaron 100 pl
de solucion de conjugado de anti-IgG de conejo
unida a fosfatasa alcalina (Sigma, USA) a una
dilucion 1:2500 en PBS-T y se incubd a 37°C en
camara humeda por 1 hora, luego se realizaron
lavados y se adiciond substrato p-Nitrofenol
fosfato (p-NPP. Sigma, USA), la placa se incubo
a 37°C en oscuridad, en cdmara humeda por
1 hora, la reaccion se detuvo con 100 pl de
NaOH 1M. La lectura se realizd en el lector de
microelisa marca DYNATECH MR 5000 a una
longitud de onda de 410 nm. Para la titulacién
de anticuerpos de conejo se utilizaron como
control negativo el suero preinmune y como
control positivo, el suero obtenido el dia 28 post
inmunizacion.

La cuantificacion de la subclase de la IgG se
hizo por el método del &cido bicinconinico
(BCA acrénimo en inglés de bicinchoninic acid
assay) (Sigma®, USA) y como criterio de pureza
se efectud, mediante electroforesis segun la
metodologia de Jevey Gonzalez et al (19).

Evaluacion del anticuerpo monoclonal
hacia la EhCP5 frente a diferentes
muestras. Se recubrieron los pozos de placas
Maxisorp™ (Nunc, Suiza) con 100 pl de solucion
de 3 pg/ ml de la proteina nativa y recombinante
y sobrenadante del cultivo de trofozoitos de E.
histolytica HM-1:IMSS, como control positivo
y sobrenadante del cultivo de trofozoitos de E.
dispar SAW 760, como control negativo, diluidos
tanto las proteinas, como los sobrenadantes en
tampodn de recubrimiento carbonato bicarbonato
pH 9.6 y se incubaron a 37°C por 2 horas, se
lavaron 3 veces con PBS- T al 0.5%. Se realizo el
bloqueo con 100 pl de tampdn de recubrimiento-
Albumina 2% incubado a temperatura ambiente
durante toda la noche. Posteriormente se realizd
nuevamente la fase de lavado y se adicionaron
100 pl del anticuerpo monoclonal (3G8C3) a
una diluciéon de 1:200 en PBS-T. Se incubd en
camara himeda a 37°C por 2 horas, al cabo de
las cuales se realizaron lavados con PBS-T. Luego
se adicionaron 100 pl de solucién de conjugado
de anti-IgG de ratén unida a fosfatasa alcalina
(Sigma, USA) a una dilucién 1:2500 en PBS-T
y se incubd a 37°C en camara himeda por 1
hora, luego se realizaron lavados y se adiciono
substrato p-NPP (Sigma, USA), la placa se
incubd a 37°C en oscuridad, en cdmara hiumeda
por 1 hora, la reaccién se detuvo con 100 pl de
NaOH 1M. La lectura se realizd en el lector de
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microelisa marca DYNATECH MR 5000 a una
longitud de onda de 410 nm. Las proteinas y los
controles se montaron por duplicado.

Inmunofluorescencia indirecta. Se utilizaron
como muestras los trofozoitos cultivados de E.
histolytica HM-1:IMSS, E. dispar SAW760 y un
aislamiento clinico que se encontraba en proceso de
analisis parasitologico en el Laboratorio del Centro
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
del Quindio, este aislamiento clinico hacia parte
de las muestras recolectadas por estudiantes
del programa de Biologia, el cual contaba con su
respectivo consentimiento informado para realizar
pruebas de identificacion.

Se agregaron 10 pl de cada muestra a los pozos
del portaobjeto para inmunofluorescencia, las
muestras se fijaron con acetona por 3 minutos
a 4°C, se lavo el portaobjeto dos veces por 5
minutos con PBS- Albumina 1%. A continuacion
se agreg6 10 pl del anticuerpo monoclonal contra
EhCP5r dilucion 1:50 en PBS-Albumina 1% a cada
pozo, se incubd en cadmara humeda durante 1
hora a 37°C. Se repitieron los lavados con PBS-
Albumina 1% (v/v). Se agregé el anticuerpo
secundario (anti-IgG conjugado a FITC-SIGMA,
USA) dilucién 1:100 y se incubd durante 1 hora
en camara humeda a 37°C. Se lavd la placa
cinco veces con PBS-Tween 20 al 0.05% (v/v).
Finalmente se observd cada uno de los pozos en
microscopio de fluorescencia, objetivos 40X y
100X (Micromédica modelo BA2000i).

RESULTADOS

Expresion y purificacion de la proteina
recombinante EhCP5. Se logrd la expresion
y secrecidon de la proteina EnCp5 recombinante
por las bacterias E.coli DH5 transgénicas
mediante induccién con IPTG, demostrado por
los valores obtenidos con la técnica de BCA de
1.2 mg/ml de proteina EhCP5r. Después de la
elucién pasiva, al sobrenadante se le cuantifico
la concentracion de la proteina EhCP5r, la cual
fue de 347 pg/ml.

Determinacion de anticuerpos policlonales
murinos contra EhCP5r. Los valores de los
anticuerpos policlonales especificos (IgG) contra
EhCP5r, presentes en el suero de los ratones
BALB/c determinados por la densidad optica
(D.0) mediante ELISA, indicaron que el ratdn con
mayor valor sérico de anticuerpos policlonales
especificos tipo IgG fue el raton No. 2, con una
D.O de 0.155 en el dia 28 post inoculacion, valor
mucho mayor que el control negativo que tuvo
una D.O de 0.030, pero menor al control positivo
con una D.O de 0.232 (Tabla 1).
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Tabla 1. Valores de anticuerpos especificos contra
EhCP5r secretados por los hibridomas
en el sobrenadante del cultivo celular
determinados mediante ELISA indirecto.

Raton Raton Raton Raton Control Control Conejo Control Control
1 4 negativo positivos negativo positivo

ratones _ratones conejo conejo
Dia 0 0.013 0.062 0.035 0.016 0.03 0.232 0.032 0.038 0.903
Dia 7 0.039 0.091 0.055 0.033 0.232  0.696
Dia 21 0.044 0.139 0.092 0.052 0.232 1.484
Dia 28 0.055 0.155 0.105 0.068 0.232  1.567
Dia 40 1.648

Determinacion de anticuerpos policlonales
de conejo contra EhCP5r. Los datos de
la absorbancia de los sueros de los conejos
inmunizados indicaron la presencia de
anticuerpos policlonales especificos tipo IgG
contra EhCP5r con un D.O de 1.648 en el dia 40
post inoculacién, el control negativo tuvo una
D.O de 0.038, y el control positivo una D.O de
0.903 (Tabla 1).

Clonacién y reclonacion por el método de
diluciéon limitante. Después de 17 dias de
crecimiento se evaluaron 400 sobrenadantes de
las colonias que crecieron en medio DMEM-HT,
de los cuales se seleccionaron los hibridomas con
valores mas altos de anticuerpos especificos para
EhCP5r, obteniendo 24 hibridomas secretores,
los cuales tuvieron valores de D.O de 0.847 a
1.699 (Figura 1). Después de 10 dias de cultivo,
en 5 de los 24 pozos sembrados el crecimiento
presentd las caracteristicas fenotipicas de
estos hibridomas, los cuales fueron evaluados
obteniendo 4 hibridomas estables secretores
de anticuerpos especificos anti EhCp5 (Figura
1).Con base en estos resultados se seleccionaron
los hibridomas 1D3D1 (D.0O 1.700), 3G8C3 (D.O
1.736) y 5G7A6 (D.O 1.685), a los cuales se les
realizé la clonacién y reclonacion por dilucion
limitante.

Absorbancia a410nm
o =
R R P
“

Hibridomas
Figura 1. Valores de anticuerpos anti EhCP5 en
D.O a una longitud de onda de 410 nm
de los sobrenadantes de los hibridomas
obtenidos y su comparacion con los
controles positivos y negativos.

A partir del crecimiento que presentaron
los hibridomas en las placas después de la
clonacién y reclonacién se seleccioné el clon
3G8C3 secretor del anticuerpo monoclonal anti
EhCP5r para la expansion in vitro e in vivo,
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debido a que present6 durante todo el proceso
altos niveles de secrecion del anticuerpo y tuvo
un crecimiento caracteristico de este tipo de
hibridomas. El clon 3G8C3 que se expandid a
cajas de 125 ml mantuvo su capacidad secretora
de anticuerpos y produjo una ascitis marcada
en las hembras de ratones BALB/c inoculadas,
maxima a los 20 dias.

Purificacion del liquido ascitico y
sobrenadante de cultivo celular. Se
logré purificar el anticuerpo monoclonal,

presentandose un Unico pico cromatografico
al eluir la columna con &cido citrico 0.1 M a
pH 6.0, por lo que se pudo determinar que el
anticuerpo  monoclonal anti-EhCP5r es wuna
inmunoglobulina G subclase 1 (IgG,).

La cuantificacién de la subclase IgG, mediante
el método de BCA dio un valor de 279.4 pug/ml
de proteina purificada.

Determinacion de Ila capacidad de
reconocimiento del anticuerpo monoclonal
contra EhCP5 utilizando diferentes
muestras. Se compararon las D.O obtenidas
mediante ELISA del anticuerpo monoclonal
anti EhCP5 al reaccionar contra la proteina
nativa purificada (D.O 0.367) y de la proteina
recombinante (D.O 0.445), asimismo los
valores para los sobrenadantes de las amebas
HM-1:IMSS (D.O 0.484) y SAW760 (D.O 0.206)
mantenidas en cultivo.

Inmunofluorescencia indirecta. Se pudo
observar un resultado positivo en los trofozoitos
de E. histolytica HM-1:IMSS marcados con el
anticuerpo monoclonal anti EhCP5r (Figura 2 A,

o E -

Figura 2. Inmunofluorescencia indirecta de trofozoitos
de entamoeba utilizando los anticuerpo
monoclonales obtenidos: A y B: Entamoeba
histolytica HM-1:IMSS reconocida por el
anticuerpo  monoclonal anti-EhCP5r. C:
Entamoeba histolytica (Verde) y Entamoeba
dispar (rojo). Protozoos presentes en un
aislamiento clinico. D, E, F: Entamoeba
dispar SAW760 no reconocida por el
anticuerpo monoclonal anti-EhCP5r.
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B), mientras que el resultado fue negativo en
los trofozoitos de E. dispar SAW760 (Figura 2
D,E,F). En el aislamiento clinico se observaron
resultados positivos y negativos sugiriendo la
presencia de trofozoitos de E. histolytica y de E.
dispar (coinfeccion) (Figura 2 C).

DISCUSION

La diferenciacion de E. histolytica de E. dispar
contintia siendo un problema en el diagndstico
rutinario a pesar de las diferentes técnicas que
se han desarrollado a nivel de inmunoanalisis,
bioquimica y biologia molecular para realizar
una rapida identificacién de E. histolytica.
Algunos sistemas de deteccion de proteinas
que actian como factores de virulencia de E.
histolytica y en los que se utilizan anticuerpos
monoclonales para la diferenciacion de especie
son: E. histolytica test II (TechLab, Blacksburg,
Va), el cual estd disefiado con un anticuerpo
monoclonal de segunda generacion anti Lectina
Gal/GalNAc y el ensayo inmunoenzimatico
ENZYMEBA (desarrollado en el Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” de Cuba) donde
se utilizé un anticuerpo monoclonal de primera
generacion contra la proteina histolisaina,
asimismo se han desarrollado otros métodos de
ELISA que han permitido la diferenciacion de la
Entamoeba a nivel de especie (20-24).

Muchos otros anticuerpos monoclonales contra
proteina de E. histolytica han sido disefiados
especificamente para estudios de morfologia
y caracterizacion de enzimas y otras proteinas
involucradas en el metabolismo de este protozoo,
ademas de la patofisiologia de la amebiasis o
como posibles candidatos terapéuticos (9,25).

Se han realizado multiples estudios de cisteinas
proteasas de los protozoos por ser consideradas
factores de virulencia no sélo en E. histolytica
(EhCP1, EhCP2, EhCP5 y EhCP112) sino
también en otros protozoos como Leishmania
mexicana (Imcpa, Imcpb y Imcpc), Leishmania
L.chagasi (Ldccysl) Trichomonas vaginalis
(CP30 y CP65), Trypanosoma cruzi (cruzipaina
1) y Plasmodium falciparum (falcipaina 2).
Algunas investigaciones sobre estas proteasas
han requerido la realizacion de anticuerpos
policlonales y monoclonales de primera vy
segunda generacion para determinar su
localizacién y caracteristicas  funcionales,
ademas de generar perspectivas del uso de
estas enzimas como candidatos vacunales
(14,26-27).

El objetivo de obtener anticuerpos monoclonales
murinos que reconocieran la proteina EhCP5r
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para diferenciar E. histolytica de E. dispar
por medio de un ensayo inmunoenzimatico
indirecto, se basé en la informacion obtenida
por multiples estudios, donde demostraron que
el gen EdCP5 presenta diferencias de hasta un
20% en su secuencia de nucledtidos con el gen
EhCP5, incluyendo deleciones e inserciones que
producen multiples codones de paro dentro del
marco de lectura, danando la funcionalidad del
gen, presentandose un fenotipo de E. dispar
gue no puede expresar la proteina, y de
ésta manera el anticuerpo contra EhCP5r no
encuentra una secuencia homédloga proteica
que reconocer en la muestras, hecho que
podria explicar los resultados obtenidos en
las pruebas inmunoldgicas realizadas para
evaluar el anticuerpo monoclonal como la
inmunofluorescencia indirecta (Figura 2) vy
los ensayos inmunoenzimaticos indirectos
(13,28,29).

La estabilidad genética de los hibridomas en
cultivo depende de factores tan sensibles
como el pH del medio de cultivo y la
disponibilidad de nutrientes esenciales vy
como consecuencia de la adaptacién a estas
condiciones  algunos hibridomas pierden
cromosomas, presentandose la perdida de la
capacidad de secrecion de anticuerpos o de
sus funciones basicas para la viabilidad celular.
Para evitar la multiplicacién de estos hibridos
no secretores de anticuerpos, los cuales por
ser metabdlicamente mas eficientes podria
dominar el cultivo, inmediatamente después
de evaluar los sobrenadantes de las colonias se
procedioé al proceso de clonacion y reclonacion.
Este proceso ademas fue de gran importancia
debido a que la poblacion de hibridomas obtenida
después de la fusion fue heterogénea con relacion
a los anticuerpos secretados por ella y se precisé
seleccionar los hibridos productores del anticuerpo
especifico de interés, asegurando que las
inmunoglobulinas secretadas por el cultivo fueran
idénticas y asi cerciorar la estabilidad y el caracter
monoclonal del mismo lo que permitié al final
de esta etapa seleccionar un Unico clon secretor
(3G8C3) del anticuerpo especifico contra EnCP5r
(17,18,30-32).

La determinacion de la capacidad de
reconocimiento del anticuerpo monoclonal
contra EhCP5 utilizando diferentes muestras
permitid observar valores superiores para la
proteina nativa secretada por la cepa HM-1:IMSS
en el medio de cultivo. Este resultado es de gran
relevancia, pues la induccién de la inmunidad
especifica en los ratones para la obtencion del
anticuerpo monoclonal se realizé con la proteina
recombinante EhCP5, la cual mediante los
ensayos de zimografia evidencié que mantiene
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su actividad de proteasa, y finalmente con este
resultado de reconocimiento inmune, se puede
asumir que los determinantes antigénicos de
esta cisteina proteasa recombinante también se
mantienen integros, lo cual permite entonces
utilizar el anticuerpo monoclonal obtenido para
la determinacién de esta importante enzima en
muestras clinicas positivas para el complejo E.
histolytica/E. dispar.

Es de considerar que si bien E. dispar no
expresa la cisteina proteasa 5 (CP5), esta
ameba produce otra serie de cisteina proteasas
como la CP1, CP2, CP3 y CP8, las que muestran
grados diversos de homologia con la EhCP5
(33-36). Lo anterior podria explicar los valores
de absorbancia obtenidos con el sobrenadante
del cultivo de la cepa SAW760, sin embargo los
valores de D.O obtenidos contra la cepa de E.
dispar SAW760 son inferiores a los obtenidos
contra la cepa de E. histolytica HM-1:IMSS vy
permitio diferenciar una especie de otra.

Por lo anterior y con base en los resultados
observados en los ensayos realizados y en la
informacién que brinda la literatura cientifica
hasta el momento sobre EhCP5, podria ser
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posible el uso del anticuerpo monoclonal anti
- EhCP5r para ser utilizado en una prueba
diagndstica para diferenciar E. histolytica de E.
dispar.

En el presente estudio se logré obtener un
anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce
la proteina cisteina proteasa 5 recombinante
de E. histolytica (EhCP5r), capaz de reconocer
tanto en la prueba de ELISA como en la
Inmunofluorescencia la cisteina proteasa
5 de E. histolytica nativa y recombinante.
Es necesario realizar ensayos de validacion
de las técnicas inmunodiagndstica para
diferenciacion de E. histolytica de E. dispar
con muestras coproldgicas, y seria conveniente
utilizar el anticuerpo monoclonal obtenido
para determinar la importancia de la cisteina
proteasa 5 de E. histolytica en los diferentes
procesos fisiopatogénicos de este protozoo.
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