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I. INTRODUCCION

I.1. Amibiasis y Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es uno de los parasitos protozoarios citotoxicos mas
potentes conocidos. La amibiasis se define como la infeccion intestinal o extra-
intestinal causada por E. histolytica. Clinicamente, la amibiasis intestinal puede
manifestarse comunmente como disenteria y colitis; en tanto la extra-intestinal,
como absceso hepatico, infeccién pulmonar, y amibiasis genitourinaria, entre otras

[1].

Las primeras observaciones del parasito datan del siglo XIX. En 1859, Lambl fue
el primero en identificar amibas en el contenido intestinal del hombre.
Posteriormente, en 1875, Losch observo al parésito en las heces y Ulceras del
colon al realizar la necropsia de un paciente; sin embargo, no la considero
patogena y la denomind Amoeba coli. A finales de siglo, en 1891, Councilman y
Lafleur la denominaron Amoeba dysenteriae. Ya en el siglo XX, Schaudinn
diferencié a la amiba patdgena de E. coli, llamandola E. histolytica. Brumpt
(1925). Ademas, sugirié que los humanos podrian ser infectados por dos especies
de Entamoeba, morfolégicamente idénticas y que diferian en su capacidad
patbgena: E. dysenteriae, especie patdgena (invasiva), y E. dispar, especie no
patdgena (no invasiva) [2].

La controversia fue resuelta por Tannich y col, los cuales evidenciaron en forma
contundente, mediante andlisis de ADN, que E. histolytica y E. dispar son
diferentes genéticamente. Estos resultados fueron confirmados por Diamond y
Clark, quienes propusieron la nomenclatura de E. histolytica y E. dispar para las
dos especies [2].

Por otro lado, E. moshkovskii fue descrita por primera vez en 1941 por Tshalaia,
quien la consideré como una amiba de vida libre. E. moshkovskii posee algunos
rasgos biolégicos que la diferencian de E. histolytica y E. dispar, como la
capacidad de crecer a temperatura ambiente, la osmotolerancia y la resistencia a
emetina [3]. La identificacién de E. dispar y E. moshkovskii en muestras fecales de
humanos ha complicado el diagnostico de E. histolytica, ya que son
morfoloégicamente indistinguibles y las dos primeras se consideran comensales.
Sin embargo, estudios recientes sugieren que pueden desempeiiar un papel
patogénico.



En Bangladesh e India, E. dispar y E. moshkovskii han sido asociadas con
sintomas gastrointestinales [4], ain mas, se ha demostrado que E. dispar produce
lesiones intestinales y hepaticas en conejillos de indias [5]. La distribuciéon mundial
y la magnitud de la infeccion de estas tres especies de Entamoeba son dificiles de
estimar, ya que la mayoria de los estudios diagnésticos, especialmente en paises
del tercer mundo y en vias de desarrollo, se siguen basando en la observacion
microscopica como principal herramienta, la cual no permite diferenciarlas
adecuadamente [4].

[.1.1. Epidemiologia

La amibiasis es principalmente una enfermedad de paises subdesarrollados. Se
estima que se presentan entre 35 y 50 millones de casos anuales y que la
enfermedad causa alrededor de 100,000 muertes cada afio. Segun reportes de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la amibiasis es la tercera causa de
mortalidad debido a una enfermedad parasitaria, después de la malaria y la
esquistosomiasis [6].

La prevalencia global de la infeccién (estimada en 1986) sugiri6 que el 10% de la
poblacion mundial podria estar infectada por el parasito causante de la amibiasis.
Ademas, se observo que la infeccion desarrolla cuadros clinicos (sintomas de
amibiasis invasiva) sélo en el 10% de los individuos infectados, y que el 90%
restante permanecen asintomaticos [7], lo que indica una deficiente identificacion
de las especies, patdgenas y no patdgenas, prevalentes en la poblacion. Lo
anterior promoviéo que, en 1993, se estableciera la diferenciacion entre E.
histolytica y E. dispar [8]. Desafortunadamente, la mayores indices de morbilidad y
mortalidad se presentan en paises de Asia, Africa, Centroamérica y Sudamérica,
siendo la poblacion infantil la mas vulnerable, ya que pueden sufrir desnutricion y
retraso en el crecimiento como resultado de infecciones repetidas [9].

En México, la amibiasis sigue siendo una de las 20 principales causas de
morbilidad, ocupando el décimo lugar en 2013 [10]. Sin embargo, en los ultimos 40
afos, las tasas de mortalidad debido a las complicaciones graves de la amibiasis
han disminuido, principalmente por la mayor accesibilidad a tratamientos anti-
amibianos eficaces. A pesar de esto, los resultados de un estudio
seroepidemioldgico relativamente reciente mostraron que alrededor del 8.4% de la
poblacion mexicana ha desarrollado anticuerpos circulantes anti-amibianos, lo que
indica una alta exposicion al parasito [11].
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Figura 1. Representacion del ciclo bioldgico de Entamoeba histolytica.
[Informacion tomada de http://www.cdc.gov/]

1.1.2. Ciclo de vida

E. histolytica presenta dos formas o fases de desarrollo bien establecidas: el
trofozoito y el quiste, que constituyen, respectivamente, la forma invasiva e
infectante (figura 1). El trofozoito es la forma moévil del parasito, el cual se
desplaza mediante proyecciones citoplasmaticas, llamadas seudopodos, que le
permiten fagocitar pequefas particulas, bacterias, y eritrocitos para alimentarse.

El quiste mide de 10 a 15 pm, tiene forma esférica u oval, y contiene 4 nudcleos. El
quiste inmaduro tiene 1 a 2 nucleos y se le pueden observar algunos cuerpos
cromaticos y vacuolas de glucdégeno. Los quistes y trofozoitos se incorporan en las
heces . Los quistes se encuentran en las heces formadas, mientras que los
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trofozoitos se encuentran tipicamente en heces diarreicas. La infeccion por E.
histolytica se produce por la ingestién de quistes maduros & en alimentos, agua, o
las manos contaminados con heces. El desenquistamiento © se produce en el
intestino delgado liberando a los trofozoitos ', que migran al intestino grueso. Los
trofozoitos se multiplican por fisiébn binaria y producen quistes , y ambas fases
pasan a las heces . Cuando las condiciones del medio no son ideales para
subsistir, el trofozoito se desarrolla a pre-quiste (mono-nucleado) v,
eventualmente, madura a quiste (tetra-nucleado). Gracias a una cubierta de
quitina, el quiste maduro tiene la capacidad de sobrevivir fuera del hospedero por
dias e incluso meses, sobre todo bajo condiciones humedas, siendo estos los
responsables de la transmision. Los trofozoitos expulsados en las heces se
destruyen rapidamente (una vez fuera del cuerpo), y si son ingeridos, no
sobreviven la exposicion al ambiente gastrico. En muchos casos, los trofozoitos
permanecen confinados a la luz intestinal  de los individuos que son portadores
asintomaticos, expulsando quistes en las heces. En algunos pacientes, los
trofozoitos invaden la mucosa intestinal -, o bien, a través del torrente sanguineo,
migran a sitios extra-intestinales, como el higado, el cerebro, o los puImonesE,
con las respectivas manifestaciones patoldgicas resultantes [12].

[.1.3. Patologia

La amibiasis intestinal se caracteriza clasicamente por disenteria y dolor
abdominal, aunque también puede ocurrir diarrea acuosa 0 con moco abundante.
Histologicamente, se pueden observar los trofozoitos en la pared intestinal y las
tipicas ulceras en forma de botella. El colon ascendente es la region del intestino
grueso mas afectada. La colitis grave se manifiesta con disenteria severa, dolor
abdominal y raramente fiebre. La colitis necrotizante extensa es a menudo fatal
[13].

Los grupos con mayor riesgo de tener una evolucion grave son los nifios,
ancianos, individuos desnutridos, y los pacientes que reciben terapia con
corticoides [14]. Las complicaciones incluyen: estrechez u obstruccién intestinal,
fistula recto-vaginal, ameboma, megacolon toxico, ulceracién perianal, perforacion
intestinal con peritonitis, choque séptico, y muerte [15]. Se ha descrito también la
amebiasis intestinal cronica con diarrea, dolor abdominal y periodos de
constipacién intermitentes [13]. La expresion clinica extra-intestinal mas frecuente
es el AHA (absceso hepatico amibiano), causado por la diseminaciéon hematdégena
de las amibas desde el colon al higado via la vena porta, lo que explica la mayor
frecuencia del absceso en el I6bulo derecho del 6rgano [16]. En la mayoria de
estos casos de AHA no se detecta infeccion intestinal concomitante, siendo los
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adultos jovenes los mas afectados. La afeccion puede presentarse meses 0 afios
después de la exposicion al parasito [13]. El cuadro clinico se caracteriza por
fiebre, escalofrios, sudor, dolor abdominal, y hepatomegalia sensible a la
palpacion. Puede haber tos y estertores en la base del pulmén derecho, aunque la
ictericia es inusual. Los sintomas son generalmente agudos, pero pueden ser
cronicos acompafados de anorexia y pérdida de peso. Los hallazgos mas
comunes de laboratorio son leucocitosis sin  eosinofilia, anemia,
eritrosedimentacion elevada, y aumento de la fosfatasa alcalina. La bilirrubina esta
elevada en menos de 50% de los casos. Las complicaciones incluyen infeccion
bacteriana, ruptura del absceso hacia la cavidad pleural, pericardial, y peritoneal,
choque séptico, y muerte. Infrecuentemente, pueden ocurrir, metastasis amibianas
hacia otros 6rganos [15].

.1.4. Factores de virulencia

Los principales factores de virulencia de E. histolytica son: una lectina, que media
Su union a residuos de galactosa (Gal) y la N-acetil- D-galactosamina (NAcGal), lo
cual es critico en la adherencia y citotoxicidad del parasito; Una familia de
amebaporos, que inducen la formacién de poros células del hospedero; una
familia de cisteina proteasas, que actlan sobre varios sustratos proteicos del
hospedero [4]. E. histolytica secreta una alta cantidad de enzimas proteoliticas que
presuntamente facilitan la invasion de los tejidos. Ademas, el parasito también
elabora y presenta una amplia gama de enzimas en la superficie, que incluye a
neuraminidasas asociadas a la membrana y glucosaminidasas [17, 18, 19]. Otros
componentes potencialmente necesarios para la patogénesis de E. histolytica
incluyen una proteina de unién a calcio y la calmodulina [20, 21].

[.1.5. Lectinade unién a galactosay N-acetilgalactosamina

Los trofozoitos de E. histolytica se adhieren al epitelio intestinal por la interaccion
de la Lectina Gal/NAcGal con glicoproteinas del hospedero [22]. Ademas de la
adherencia, la Lectina Gal/NAcGal facilita la resistencia al complemento y la
citotoxicidad [23]. Los anticuerpos monoclonales que reconocen a esta lectina
pueden afectar tanto la adhesién como la citotoxicidad in vitro [24, 25].

La Lectina Gal/NAcGal es un heterodimero de 260 kDa que consta de una
subunidad pesada (hgl, 170 kDa) y una ligera (Igl, 31-35 kDa) unidas por enlaces
disulfuro y asociadas no covalentemente con una subunidad intermedia (igl, 150
kDa) [26, 27]. Las subunidades hgl e Ihl estan codificadas por familias de mdultiples
genes. La subunidad hgl esta codificada por una familia de cinco genes [28],
mientras que la subunidad Igl por una de seis a siete genes [29, 30].
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Curiosamente, la lectina equivalente en E. dispar tiene una estructura y funcién
distinta.

Interesantemente, se ha demostrado que la muerte celular depende del contacto
de E. histolytica con los neutrdéfilos, macrofagos, y eritrocitos [31]. Ademas, la capa
de mucina presente el colon humano puede impedir que la célula hospedera sufra
la actividad citolitica, mediante la neutralizacion de los epitopos de union de la
Lectina Gal/NAcGal durante la interaccion [32].

Las propiedades inmunogénicas y funcionales mas relevantes de la Lectina
Gal/NAcGal de E. histolytica residen en un fragmento de su subunidad pesada,
denominado LC3, el cual comprende los residuos 758 a 1134. Una version
recombinante de LC3 [33] ha permitido generar anticuerpos monoclonales (de la
clase 1gG) que inhiben la adhesion de los trofozoitos, ya que incluye también al
dominio responsable de la union especifica de la lectina a los residuos de
Gal/NAcGal [34, 35, 36]. Ademas, el fragmento LC3 recombinante ha resultado
altamente inmunogénico, ya que usandolo como componente principal de una
vacuna experimental mostré una eficacia cercana al 70%, en el modelo AHA en
jerbo [30]. Por otro lado, se observé que la inmunizacion via oral de ratones
BALB/c con la proteina LC3 y la toxina del célera (como adyuvante) induce una
respuesta inhibidora de la adherencia intestinal a través de IgA anti-LC3 [37]. Aln
mas, se han detectado anticuerpos anti-LC3 (de clase IgA e IgG) en = 90% de los
sueros de pacientes con amibiasis invasiva y en la mayoria de los sujetos con
infeccion intestinal asintomatica [38, 39, 40]. Ademas, en pacientes con colitis
amibiana o AHA, se detect6 una respuesta inmune basada en la produccién de
IgA anti-LC3 de mucosas [40, 41]. Por lo anterior, el fragmento LC3 ha sido
considerado como un candidato viable para formular una vacuna contra la
amibiasis.

l.2. Métodos de diagndéstico de la amibiasis
[.2.1. Microscopia

El diagndstico de E. histolytica se ha basado histéricamente en el examen
microscoépico de la morfologia del protozoario, sin embargo, para que este analisis
tenga valor diagnostico deberia poder diferenciar protozoarios con caracteristicas
morfolégicas similares. Adicionalmente, el analisis microscopico convencional de
heces fecales presenta una pobre sensibilidad y especificidad para diferentes
especies de Entamoeba. Una forma alternativa que permite distinguir
microscopicamente E. dispar de E. histolytica, es mediante la observacion del
fendbmeno de eritrofagocitosis. Los glébulos rojos ingeridos por los trofozoitos del
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parasito pueden observarse en el citoplasma; este hallazgo todavia se considera
diagnoéstico para E. histolytica en pacientes con disenteria. Habitualmente, E.
histolytica se diagnostica con base a la morfologia del protozoario sin la presencia
de glébulos rojos [42]. En varios estudios in vitro, se encontré que E. histolytica
tiene una tasa de fagocitica significativamente mayor para los glébulos rojos que
las especies no patdgenas (E. dispar y E. moshkovskii) [43]. Gonzélez-Ruiz et al.,
[44] concluyeron que la deteccion en muestras clinicas de trofozoitos de E.
histolytica que contienen globulos rojos coinciden con un diagndstico amibiasis
invasiva activa. No obstante, en algunos casos, se han observado trofozoitos de
E. dispar con globulos rojos ingeridos [45]. La presencia de trofozoitos se observa
con mayor frecuencia en muestras de heces fecales frescas que contienen moco,
pus y trazas de sangre. En preparaciones hiumedas, los nucleos de los trofozoitos
son dificiles de observar [46].

Las muestras de heces fecales pueden examinarse sin tefiir o usando tinciones
tales como Lugol o de D'Antoni. La tincion con yodo hace al nucleo perfectamente
visible. La tincion de Giemsa, azul de metileno, clorazol negro E, Wright y yodo-
tricromico, pueden ser utilizadas con éxito. La tincién tricromica de Wheatley o la
tincién con hematoxilina férrica modificadas para frotis permanentes se han usado
habitualmente para el diagnéstico microscopico de E. histolytica / E. dispar [47, 42,
46]. El diagnostico definitivo de la amebiasis intestinal mediante estos métodos,
requiere altos niveles de habilidad y experiencia [48]; un entrenamiento
inadecuado puede conducir a un diagndéstico erréneo [42].

[.2.2. Métodos bioquimicos: cultivo e isoenzimas

Boeck y Drbohlav fueron los primeros en cultivar E. histolytica en un medio
inclinado bifasico de huevo. Hoy en dia, el medio de Robinson [49] y el medio
TYSGM-9 de Diamond [50] se utilizan con mayor frecuencia para el cultivo xénico
de E. histolytica. EI medio axénico de Diamond, TYI-S-33 [51] es el medio axénico
mas utilizado. Desde hace tiempo se ha reconocido que el cultivo de E. histolytica
a partir de muestras de heces fecales o de aspirados de abscesos hepaticos y la
realizacion subsecuente de andlisis de isoenzimas, es en general poco
satisfactorio y no es util como prueba rutinaria de laboratorio, ademas, la
identificacion de especies basada en el cultivo y la identificacién de zimodemas,
nunca excluye la posibilidad de que en muestras con infecciones mixtas, una
especie supere en crecimiento a las otras[52].

Otro problema es la eliminacion de organismos no deseados en el proceso de
cultivo. Algunos organismos no deseados, especialmente Blastocystis hominis,
pueden crecer demasiado en cultivo. E. histolytica con frecuencia se pierde en el
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examen de heces fecales. Ademas, es muy importante recordar que cualquier
cultivo que da un resultado negativo puede aun tener presente a E. histolytica [53].
Clasicamente, para diferenciar entre formas "patégenas" y formas "no patégenas”,
se utilizaron principalmente los patrones isoenzimaticos obtenidos a partir de
lisados de cultivo amibianos [54, 55, 56, 57]. Se han reconocido un total de 24
zimodemas diferentes, 21 zimodemas se identificaron a partir de cepas aisladas
de infecciones humanas (9 de E. histolytica y 12 de E. dispar) y 3 zimodemas de
cepas amibianas cultivadas [58, 59]. Es posible diferenciar entre E. histolytica y
E.dispar con base al patron isoenzimatico de las enzimas: hexocinasa, glucosa
fosfato isomerasa, enzima malica y fosfoglucomutasa [60]. Aunque el analisis tiene
algunas desventajas tales como la dificultad en la realizacion de la prueba y
procedimientos que requieren mucho tiempo, el uso de estos métodos bioquimicos
en regiones de infecciébn endémica puede llevar a una mejor comprension de la
situacion epidemioldgica [61].

[.2.3. Reaccioén en cadena de la ADN polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica muy sensible y
especifica, por lo que es el método de eleccién para estudios epidemiolégicos y
clinicos en paises desarrollados y sub-desarrollados. En el caso de E. histolytica,
las pruebas de ADN, basadas en PCR, son tan sensibles que pueden detectar el
material genético de 5 quistes [62] o de solo 1 trofozoito, en una muestra de heces
fecales [63]. Ademas, esta técnica permite analizar muestras de aspirados de
abscesos hepéticos y tejidos, lo que agiliza los procesos de deteccién, evitando el
cultivo; alin mas, los avances tecnolégicos han permitido el desarrollo de estuches
comerciales que facilitan la extraccion de ADN amibiano directamente de la
muestra bioldgica, incluso a partir de muestras fijadas con formol [64].

Se han desarrollado nuevos métodos para la diferenciacibon de amibas
microscépicamente idénticas. La técnica de PCR Mudltiple (Multiplex) es una
técnica de biologia molecular que permite la amplificacion simultdnea de varias
secuencias génicas diferentes en un solo experimento de PCR. La PCR Mdltiple
(Multiplex) se ha utilizado ampliamente para los siguientes fines: identificacion de
patdogenos, deteccion de polimorfismos mononucleotidicos, genotipificacion,
andlisis de mutacién, analisis de deleciones génicas, cuantificacién, analisis de
ligacion, deteccion de ARN y estudios forenses, entre otros. En este tipos de
ensayos, mas de una secuencia diana puede ser amplificada mediante el uso de
multiples pares de cebadores en una mezcla de reaccion. La extraccion de ADN
es a menudo un paso temprano e importante en muchos procesos de diagnostico
utilizados para detectar bacterias, virus y parasitos, asi como el diagnéstico de
enfermedades y trastornos genéticos [65].
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La PCR en tiempo real es una metodologia mas reciente y muy atractiva para el
diagndstico de laboratorio de enfermedades infecciosas, debido a que no requiere
el analisis post-PCR. Esta caracteristica permite reducir el tiempo de realizacion,
el riesgo de contaminacion por amplicones y los costos. EI método, permite la
deteccion especifica de la amplificacion mediante la unién a una o dos sondas
marcadas con fluoréforos durante el desarrollo de la PCR, lo que permite la
monitorizacion continua del producto de PCR durante toda la reaccion. Un aspecto
importante de la PCR en tiempo real es la mejora en la sensibilidad en
comparaciéon con la PCR convencional, pudiendo detectar en algunos casos 0.1
células por gramo de heces fecales [82]. Ademas, la PCR en tiempo real es un
método cuantitativo y permite la determinacion del nimero de células de parasitos
en diversas muestras [15].

A pesar de las bondades tecnoldgicas que ofrece la reaccion de PCR, existe otro
tipo de factores que pueden ser considerados como desventajas: el equipo y los
reactivos son de valor econdémico inaccesible para laboratorios de diagndstico
clinico rutinario en paises en vias de desarrollo, donde la amibiasis es un
problema de salud publica; ademas, las muestras de heces fecales pueden
contener inhibidores de la ADN polimerasa, lo cual puede generar resultados
falsos negativos [64].

[.2.4. Deteccion de antigeno

El método de ELISA basado en la deteccion de antigeno tiene varias ventajas
significativas sobre otros métodos utilizados actualmente para el diagnoéstico de
amebiasis: (i) diferenciar E. histolytica de E. dispar; (ii) excelente sensibilidad y
especificidad; (iii) facilmente utilizables por personal de laboratorio, incluso los no
experimentados; y (iv) el uso de un formato de placa de 96 pocillos permite el
analisis simultdneo de muchas muestras, pudiéndose aplicar al desarrollo estudios
epidemioldgicos [65].

El panel Triage (Biosite Diagnostics, San Diego, Calif.). Es una tira
inmunocromatogréfica recubierta con anticuerpos monoclonales especificos para
E. histolytica / E. dispar (29 kDa) y para antigenos de Giardia lamblia y
Cryptosporidium parvum [66, 67]. Garcia et al. [66] determinaron que la
sensibilidad y especificidad de Triage era de 96 y 99,1%, respectivamente, para E.
histolytica / E. dispar en 99 muestras de heces. En otro estudio, a pesar de que la
especificidad de Triage fue muy alta (100%), la sensibilidad fue baja (68,3%) en
comparacién con el estuche Alexon ProSpecT ELISA [67]. Jelinek et al.
Determinaron que la sensibilidad y la especificidad del ProSpecT ELISA fue 73.5y
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97.7%, respectivamente, en comparacion con la microscopia para E. histolytica /
E. dispar [68].

Hoy en dia, los kits de ELISA que permiten la deteccion especifica de antigenos
de E. histolytica utilizan anticuerpos monoclonales contra la lectina de unién a Gal
/GalNAc de E. histolytica (E. histolytica prueba Il; TechLab, Blacksburg, Va.) [42,
45, 73] o anticuerpos monoclonales contra el antigeno rico en serina de E.
histolytica (kit S 6ptima; Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel, Alemania). Ademas
de los estuches previamente mencionados, se han utilizado también para la
deteccion especifica de E. histolytica: anticuerpos monoclonales contra un
antigeno de superficie rico en lisina [69], un lipofosfoglicano [70], deteccion de la
subunidad pesada (170 kDa) de con IgA salival [71, 72] y un antigeno sin
caracterizar [72,74].

En resumen, las pruebas de deteccion de antigeno en heces fecales, son hoy una
alternativa préctica, sensible y especifica del laboratorio clinico para detectar E.
histolytica intestinal. La Unica desventaja que presentan estas pruebas, es que no
funcionan con muestras de heces fecales previamente fijjadas. Pudiéndose usar
solo muestras frescas o congeladas.

[.2.5. Deteccién de anticuerpos

La mayoria de las personas con infeccibn amebiana intestinal en las zonas
endémicas han estado expuestas a E. histolytica muchas veces. Los sintomas
comunmente atribuidos a E. histolytica pueden estar ausentes en la mayoria de
los casos. Esta situacién hace que el diagnostico definitivo mediante la deteccién
de anticuerpos sea dificil debido a la incapacidad para distinguir el presente y el
pasado de la infeccién [75]. La combinacion de las pruebas seroldgicas con la
deteccion del parésito (por deteccion de antigeno o PCR) ofrece el mejor enfoque
para el diagnéstico [76].

Los anticuerpos séricos de E. histolytica pueden ser detectados en 75 a 85% de
los pacientes con infeccion sintomética. Los ensayos utilizados para detectar
anticuerpos hasta la fecha han sido: Hemaglutinaciéon indirecta (IHA) [77, 78],
contra- inmunoelectroforesis (CIE) [79, 80], prueba de difusion en gel [83] , fijacion
del complemento (FC) [84, 85], ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFA) [77,
84, 87] aglutinacion con perlas de latex (APL) [77, 84, 85, 87], y el ELISA [81, 15].
La prueba de ELISA es uno de los métodos mas populares utilizados en los
laboratorios de diagnostico en todo el mundo. Se cree que la técnica es suficiente
para los propositos clinicos (particularmente en el diagnostico de pacientes con
AHA), ya que el valor diagnostico de los anticuerpos especificos detectados en los
pacientes sintomaticos es alto. La sensibilidad de deteccion de anticuerpos
especificos contra E. histolytica en el suero es cercana a 100%, lo que es
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prometedor para el diagnéstico de AHA [84]. Ademas, como ofrece resultados
cuantitativos, también es de utilidad para dar seguimiento al tratamiento
farmacoldgico de pacientes.

Contra Inmuno Electroforessis (CIE). Aunque en alguna etapa pasada la prueba
de CIE fue de las mas empleadas para diagnosticar amibiasis; su comparacion
con la prueba de ELISA, permitio determinar que la CIE tiene mucha menor
sensibilidad que la prueba de ELISA para el diagnéstico de AHA [88]. Los
resultados mostraron que la prueba CIE puede ser especifica en amebiasis
invasiva, pero tiene baja sensibilidad para el diagndstico de amibiasis intestinal,
demandando mas tiempo que la prueba de ELISA.

La IFA es un método rapido y reproducible, con una sensibilidad del 93.6% y una
especificidad del 96.7%, se considera ampliamente (til, ya que permite determinar
si el absceso hepatico es amibiano, o de otra etiologia; ademas de diferenciar
entre una infeccion pasada (tratada) o un reciente [82]. Desafortunadamente, este
método requiere del cultivo de las amibas, por lo que resulta poco practico como
procedimiento de rutina.

Tradicionalmente, la IHA se ha utilizado como una prueba serologica estandar,
pero la prueba de ELISA ha sido propuesta como una alternativa rapida, simple, y
mas sensible. En cuanto a la técnica APL, tiene la ventaja de ser una prueba
rapida (aproximadamente 10 minutos), es altamente especifica y sensible (99.5 %
en absceso hepatico y 100% en colitis amibiana); sin embargo, se han reportado
con relativa frecuencia la obtencion de resultados falsos negativos (debido a
reacciones no especificas), lo cual reduce la especificidad de esta prueba a
niveles no aceptables [78, 89].

.2.6. Técnicas mas recientes

Una aplicacion que ha revolucionado la era post-gendémica es el desarrollo y uso
de la tecnologia de microarreglos. Las micromatrices de ADN son una tecnologia
desarrollada recientemente utilizada para la detecciébn de patégenos y es una
metodologia rapida y sensible. EI método consta implica cuatro etapas: extraccion
de ADN gendmico, la amplificacion del ADN especifico, la hibridacion de ADN
marcado con sondas de oligonucledtidos inmovilizados sobre una micro-matriz, y
analisis de datos. El primer microarreglo de oligonucleotidos fue desarrollado para
la deteccidn paralela de E. histolytica, E. dispar, G. lamblia A y B, y C. parvum
tipos 1 y 2 en un unico ensayo con una alta especificidad y sensibilidad [90].
Ademas de distinguir entre los principales genotipos, este ensayo demostrd ser Util
para la deteccion y diferenciacion entre E. moshkovskii y E. histolytica. Este
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estudio se realiz6 con el ADN genomico purificado estandar extraido de cepas en
cultivo de los diferentes parasitos [90].

Un ensayo de genotipificacion basado en la técnica de microarreglos (hibridacién
gendmica comparativa) se desarrollé mas tarde usando clonas de ADN gendémico
secuenciados de E. histolytica (HM-1: IMSS). Este fue el primer andlisis de todo el
genoma de las cepas de Entamoeba y revel6 que esta tecnologia se puede utilizar
para distinguir E. histolytica de E. dispar, para identificar genes restringidos a
cepas virulentas, y para encontrar posibles asociaciones entre genotipos Yy
fenotipos [91].

Los microarreglos de ADN son en este momento una herramienta de
investigacion y rara vez se han utilizado en el laboratorio de diagnostico clinico
para la deteccion y diferenciacion de los parasitos. Sin embargo, con las mejoras
previstas en la tecnologia de microarreglos, junto con la disminucion de los costos,
es posible que esta tecnologia pueda llegar a ser la vanguardia de la investigacion
parasitaria [15]

La técnica conocida por sus siglas en inglés como MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight Mass  Spectrometry:
Espectrometria de Masas basada en la desorcidn/ionizacion laser asistida por una
matriz detectada por tiempo de vuelo) ha revolucionado recientemente la
microbiologia clinica [92]. Esta técnica permite la identificacion rapida, precisa y
barata de microorganismos en cultivos y muestras biol6gicas. Ahora se utiliza
también en los laboratorios de microbiologia de diagnostico donde ha surgido
como un método de primera linea para la identificacién precisa de las bacterias,
pero pocos datos estan disponibles para los protozoos [93].

Comparado con los métodos moleculares, tales como los ensayos de PCR en
tiempo real, las principales ventajas de MALDI-TOF MS son que requiere menos
mano de obra, es menos costosa (excluyendo el costo de los instrumentos) y no
requiere de multiples éareas separadas fisicamente para realizarse. Se ha
determinado que la técnica de MALDI-TOF MS requiere una concentracion minima
de 106 trofozoitos/g de heces fecales. Esta técnica podria ser utilizada como una
nueva forma para discriminar entre E. histolytica y E. dispar utilizando cultivos in
vitro. El uso creciente de MALDI-TOF MS en los laboratorios de microbiologia
clinica podria dar lugar a su aplicacion en la parasitologia de diagndstico [94].

El uso de nanoparticulas, especialmente nanoparticulas de silice, es un nuevo
meétodo para la deteccion de microorganismos [95, 96]. EI método de Stdber
produce nanoparticulas de buena calidad de tamafio apropiado en grandes
cantidades [98], aunque solo hay un estudio que involucra a Entamoeba histolytica
[97], el uso de nanoparticulas fluorescentes de silice promete ser un método
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rapido, simple, rentable, altamente sensible y especifico para la deteccion de E.
histolytica. Se necesitan mas estudios, antes de introducir su uso en el diagnostico
de laboratorio de la amibiasis [97].
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ll. JUSTIFICACION

La amibiasis en México permanece como un problema de salud publica serio, ya
que esta infeccion sigue figurando entre las primeras diez causas de morbilidad
[10]. De acuerdo a diversos estudios, la poblacion en ciertas regiones del pais
presenta una elevada prevalencia de anticuerpos anti-amibianos, como
consecuencia de su frecuente exposicion al parasito patdgeno.

El tratamiento farmacologico de la amibiasis habitualmente es el metronidazol
(MTZ), un antibiético de la familia de los nitroimidazoles que generalmente es un
anti-amibiano altamente eficaz. Aunque existen algunos reportes aislados de
resistencia o disminucion de la susceptibilidad de E. histolytica al tratamiento con
MTZ, a la fecha no se ha reportado el aislamiento de una cepa clinica que sea
claramente resistente al farmaco. Sin embargo, mediante estudios in vitro, ha sido
posible inducir resistencia en cepas axénicas (de laboratorio). Por lo tanto, aun
gue MTZ sigue siendo agente eficaz en el tratamiento de la amibiasis, la aparicion
de cepas resistentes al farmaco resulta altamente probable.

La busqueda de nuevos tratamientos contra la amibiasis, y otras parasitosis, se ha
centrado en la identificacion de nuevas moléculas con potencial terapéutico. Sin
embargo, el desarrollo de formas farmacéutica innovadoras que permitan tanto la
entrega sitio-especifico de los farmacos existentes como la optimizacion de
terapia anti-parasitaria son alternativas viables.

Los anticuerpos, como moléculas de reconocimiento especifico, pueden ser
acoplados a sistemas de liberacion controlada y brindar una tecnologia innovadora
para la entrega especifica de farmacos [45]. Aun mas, proteinas con alto potencial
inmunogénico pueden ser utilizadas en vacunas en esquemas de prevencion de
enfermedades infecto-contagiosas. Por lo tanto, la estrategia experimental para la
obtencion del fragmento LC3 recombinante y la produccion de anticuerpos
monoespecificos dirigidos contra la Lectina Gal/NAcGal de E. histolytica puede
brindarnos herramientas moleculares fundamentales con potencial aplicacién en
esquemas de diagnadstico, tratamiento, y prevencion de la amibiasis.
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. HIPOTESIS

Los anticuerpos monoespecificos dirigidos contra la Lectina Gal/NAcGal de E.
histolytica, obtenidos usando al fragmento LC3 recombinante como inmundgeno,
reconoceran especificamente a la molécula nativa en ensayos in vitro.
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V.1

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollo, purificacion y caracterizacion de anticuerpos monoespecificos
dirigidos contra la subunidad pesada de la lectina de unién a Gal/NAcGal de
Entamoeba histolytica, usando como inmundgeno el fragmento LC3
recombinante.

IV.2.

Objetivos especificos

Amplificar la secuencia codificante del fragmento LC3 de la subunidad
pesada (170 kDa) de la lectina de union a Gal/NAcGal de Entamoeba
histolytica a partir de ADN gendmico mediante la reaccién de PCR.
Clonar la secuencia amplificada de EhLC3 en el plasmido de expresion
bacteriana pQE30 mediante técnicas estandar de clonacion molecular.
Expresar la proteina recombinante codificada por EhLC3 en células de
E. coli, en condiciones 6ptimas de induccién y cultivo.

Purificacion de la proteina recombinante EhLC3 a partir de lisados
bacterianos con una Columna de Niquel-agarosa.

Obtencion de anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante
EhLC3 usando modelos animales adecuados (conejos) y siguiendo
protocolos estandar de inmunizacion.

Obtener anticuerpos monoespecificos contra la proteina recombinante
EhLC3 mediante protocolos estandar previamente establecidos.
Caracterizacidon de anticuerpos monoespecificos anti EnLC3r
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Reactivos quimicos y bioldgicos
V.1.1. Plasmidos

pPQE30 (3.46 kb, Qiagen) es un plasmido bacteriano de alta eficiencia de expresion
proteica, caracterizado por contener el promotor T5 optimizado con un operador
fuerte (consistente de dos elementos LacO), lo que garantiza una regulacion
génica muy estrecha. Su unidad transcripcional (5" a 3"): promotor T5 — 2xLacO —
RBSIl — ATG — 6xHis — MCS — 3xSTOP (TAA-TAG-TGA) — terminador tp del
bacteriofago A, permite una amplia variedad de estrategias de clonacion. Ademas,
contiene el origen de replicaciéon Col E1 y el gen codificante para la enzima B-
lactamasa, lo que asegura una eficiente estabilidad y seleccion (mediante
resistencia a ampicilina).

pREP4 (3.74 kb, Qiagen) es un plasmido bacteriano de regulacion negativa del
operador LacO, caracterizado por contener la variante génica Lacl?, lo que
favorece una expresién constitutiva, y de altos niveles, del represor Lacl. Ademas,
del gen codificante para la aminoglicésido fosfotransferasa (que confiere
resistencia a kanamicina), contiene el origen de replicacion p15A, el cual es
compatible en plasmidos que poseen el origen ColEL.

PQE30EhLC3 es un plasmido de expression bacteriana, derivado de pQE30, que
contiene el fragmento LC3 de la Lectina Gal/NAcGal de E. histolytica bajo el
control del promotor T5/LacO. El plasmido fue construido en el laboratorio de
biotecnologia de la FCQI-UABC y conservado como parte de la reserva de
reactivos biol6gicos. Brevemente, la secuencia nucleotidica codificante para el
péptido EhLC3, comprendida entre los residuos E758 y T1134 (NCBI Acc. No.
P32022.2), fue amplificada mediante PCR utilizando dos oligonucleétidos
especificos como iniciadores (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del fragmento EhLC3.

Nombre Secuencia (5’ a 3))

EhLC3F cat cat gga tcc GAA TGT TCT AGT TTA ACA TGT CCA GC
BamHT

EhLC3R tac tac aag ctt TAT GTT TTC TTT GTG TAA ATA GTT TCT CC
HindIII

La secuencia adaptadora para los sitios de restriccion se indica en italica y subrayada.
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Posteriormente, el producto de PCR EhLC3 fue digerido con las endonucleasas
Bam HI y Hind Ill (New England Biolabs) y subclonado en el plasmido pQE30. El
inserto del plasmido recombinante, pQE30EhLC3, fue caracterizado mediante un
estricto analisis de restriccion y verificado mediante secuenciacion de ADN.

V.1.2. Células y medios

La cepa ER2738 de E. coli (New England Biolabs) fue utilizada de manera
rutinaria en las técnicas de biologia molecular. Las bacterias competentes para
transformacion por choque térmico fueron preparadas mediante un tratamiento
con CaCl,, siguiendo el protocolo tipico de laboratorio. Las bacterias se cultivaron
en medios complejos liquidos y sélidos (1.7% de agar). Los medios LB (10 g/L de
triptona; 5 g/L de extracto de levadura; 10 g/L de NaCl) y 2X YT (16 g/L de
triptona; 10 g/L de extracto de levadura; 5 g/L de NaCl) fueron preparados de
acuerdo a los procedimientos estandar.

La cepa HM1:IMSS de E. histolytica fue proporcionada amablemente por la Dra.
Sharon Reed (Escuela de Medicina, UCSD) y cultivada en medio axénico usando
la formulacién TYI-S-33 [Diamond et al., 1978].

V.1.3. Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales anti-poli-histidina, producidos en raton, fueron
obtenidos de la compafiia Thermo Scientific. En tanto, los anticuerpos policlonales
anti-lgG de conejo, producidos en cabra, acoplados a fosfatasa alcalina o a
peroxidasa fueron adquiridos de las compafiias Rockland y Boehringer-Mannheim,
respectivamente.

V.1.4. Reactivos quimicos

La resina Sepharose®-4B-Protein A y los reactivos Tween® 20, bromuro de etidio,
azul de bromo-fenol, y azul de metileno fueron adquiridos de la compafia Sigma-
Aldrich. Los reactivos Tris base (tris [hidroximetil] aminometano), EDTA (acido
etilen-diamino-tetra-acético) disodico, SDS (dodecilsulfato de sodio), glicerol, y
Tritbn X-100 de IBI Scientific. Los reactivos azul brillante de Coomassie R-250,
TEMED (N,N,N’,N'-Tetrametiletilendiamina), AP Conjugated Substrate Kit de Bio-
Rad. Otros reactivos, como -mercaptoetanol (EM Science Inc.), imidazol (Fisher
Biotech), persulfato de amonio (JT Baker), glicina (ICN), urea (Mallinckrodt),
gelatina (Spectrum), cloruro de guanidinio (Thermo Scientific), fueron obtenidos de
diferentes proveedores (indicados entre los paréntesis). Los marcadores de peso
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molecular de proteinas Prestained Protein Marker Broad Range de New England
BioLabs.

V.2. Equipo

Las determinaciones espectrofotométricas UV (en celda de cuarzo) se realizaron
en un Smart Spec™ Plus Spectrophotometer, las determinaciones colorimétricas
(en placa de microtitulacion) mediante un Microplate Reader 680, la camara de
electro-transferencia a membranas de nitrocelulosa Criterion Blotter fueron de Bio-
Rad; ademas, la separacion de proteinas se realiz6 en una camara Mini-Protean
Tetra System y las camaras de electroforesis utilizadas MINI-SUB Cell GT de la
misma compafia. El termobloque utilizado para incubaciéon (COD Digester Block)
de la compafiia CHEINetries. El termociclador MultiGene de Labnet La incubadora
de ambiente controlado Incubator Shaker de New Brunswick Scientific Co.

V.3. Transformacién bacteriana

Preparaciéon de células competentes. La pastilla celular proveniente de 1 mL de
cultivo joven (DOgoo = 0.4-0.6) fue separada mediante centrifugacion (2 minutos a
12,000 rpm). Enseguida, fue lavada con 0.5 mL de agua destilada estéril
(mediante resuspension), mantenida en hielo durante 5 minutos, y separada
mediante centrifugacion. Similarmente, fue lavada con 0.5 mL de CaCl2 50 mM
estéril. Posteriormente, fue resuspendida en 0.1 mL de CaClz2 50 mM estéril y
mantenida en hielo durante 5 minutos.

Transformacién mediante choque térmico. La suspension bacteriana fue mezclada
con 2 uL del plasmido pQE30EhLC3 [100-150 ng/uL] y mantenida en hielo durante
30 minutos. Enseguida, la mezcla fue incubada durante 1.5 minutos a 42 °C e,
inmediatamente, fue transferida y mantenida en hielo durante 5 minutos.
Posteriormente, las bacterias fueron recuperadas en medio liquido 2X YT (1 mL) e
incubadas a 37 °C durante 1 hora.

Seleccién de transformantes. La seleccion de unidades formadoras de colonias
(ufc) estables fue realizada mediante sembrado en medio sélido LB suplementado
con ampicilina [0.15 mg/mL]. El desarrollo colonial de ER2738/pQE30EhLC3 fue
promovido durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, varias ufc fueron aisladas y
expandidas para analisis de expresion.

Co-transfeccion y seleccidén de co-transformantes. La cepa ER2738/pQE30EhLC3
fue co-transfectada con el plasmido pREP4, siguiente el protocolo anteriormente
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descrito, y seleccionada en medio solido LB suplementado con ampicilina [0.15
mg/mL] y kanamicina [0.025 mg/mL].

V.4. Expresion y purificacion de EhLC3 recombinante

Expresion. 2 mL de un cultivo joven de la cepa ER2738/pQE30EhLC3/pREP4
fueron inoculados a 100 mL de medio LB liquido suplementado con ampicilina
[0.15 mg/mL] y kanamicina [0.025 mg/mL]. El cultivo fue incubado durante 2 horas
a 37 °C y con agitacion constante (300 rpm). Posteriormente, se agregaron 10 uL
de IPTG 1 M (concentracion final de 0.1 mM) y se continud la incubacion durante 4
horas (en las mismas condiciones). Las células fueron separadas mediante
centrifugacion (4,500 rpm, 10 minutos).

Aislamiento y solubilizacion de cuerpos de inclusién. La pastilla celular fue
resuspendida en 5 mL de solucién de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0; NaCl 100 mM;
EDTA 5 mM, pH 8.0; DTT 1 mM; Tritdbn X-100 0.5%) mediante agitacién vortex (1
minuto). Enseguida, la lisis celular fue promovida mediante sonicacién durante 6
minutos, en ciclos de 30 segundos de ruptura por 30 segundos reposo (en hielo).
Posteriormente, la fraccion insoluble (cuerpos de inclusion) fue separada mediante
centrifugacion (15 minutos a 14,000 rpm, 10 °C). Adicionalmente, los cuerpos de
inclusién fueron resuspendidos en 5 mL de solucién de lavado (Tris-HCI 50 mM,
pH 8.0; NaCl 100 mM; EDTA 5 mM, pH 8.0; DTT 1 mM), sonicados y separados
usando las condiciones previamente descritas. Los cuerpos de inclusion fueron
resuspendidos en 5 mL de solucion de solubilizacion (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0;
GuHCI 6 M; GSH 10 mM; DTT 25 mM) y solubilizados mediante agitaciéon por
rotacion durante la noche.

Purificacion. Una columna cromatografica conteniendo 0.5 mL de la resina
agarosa-NTA-Niquel fue preparada y ambientada en solucién de estabilizacién
(NaCl 300 mM; GuHCI 4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8.0). Posteriormente, los
cuerpos de inclusion solubilizados fueron cargados lentamente en la columna (dos
pasadas) y el efluente fue recolectado (fraccidbn no pegada, FNP). Enseguida, la
columna fue lavada con 5 mL de solucion de estabilizacion y se recolectaron los
primeros 0.5 mL del efluente (lavado 1, W1). Adicionalmente, la columna fue
lavada con 10 mL de solucién de lavado (NaCl 300 mM; GuHCI 4 M; imidazol 20
mM, pH 8.0; Tris-HCI 100 mM, pH 8.0) y se recolectaron los ultimos 0.5 mL
(lavado 2, W2). Finalmente, la proteina EhLC3 fue separada mediante la adicién
de 5 mL de solucion de elucion (NaCl 300 mM; GuHCI 4 M; imidazol 250 mM, pH
8.0; Tris-HCI 100 mM, pH 8.0) y recolectada en fracciones de 0.5 mL (8 alicuotas).
Una muestra de cada fraccion cromatografica fue precipitada con metanol (Anexo
2) y analizada mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
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(SDS-PAGE) al 12% (Anexo 1). Las fracciones con mayor concentracion de
EhLC3 fueron mezcladas y la concentracion fue determinada mediante
espectrofotometria UV a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincién calculado
de 0.729 mg/mL.

V.5. Renaturalizacion de EnLC3 recombinante

Replegamiento. La proteina recombinante EhLC3 purificada fue diluida 50 veces
en solucion de renaturalizacion (L-arginina 0.5 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8.0; GSSG
0.6 mM), gota a gota, agitando por inversion. Se dej6é en agitacion suave por
rotacion, durante 3 horas a temperatura ambiente. Se almacend en refrigeracion.

Concentracion de la proteina renaturalizada. Se procedid a preparar el tubo de
ultrafiltracién (pall-3k), se afiadieron 10ml de agua destilada, se centrifugd a 9500
rom por 40 minutos, una vez filtrada toda el agua, se afiadieron 10ml de etanol al
30%, y se centrifugd bajo las mismas condiciones de velocidad. Se sensibilizo la
membrana del tubo con 10 ml del buffer de renaturalizacion (L-arginina 0.5M; Tris-
HCI 100 mM, pH 8.0; GSSG 0.6mM) y se centrifugd (como antes). Una vez
preparado el tubo de ultrafiltracion se procedié a pasar la proteina plegada, con
rondas de centrifugacion de 10 minutos a 9500 rpm, hasta alcanzar un volumen 10
veces menor al inicial.

Cuantificacion de proteina. Se determind la concentracion de proteina por medio
del método BCA (Acido bicinconinico) con el kit: QuantiPro BCA Assay Kit-Sigma
con una curva estandar de BSA (50 pg/mL). Después de 1 hora de incubacién a
37°C, con el reactivo de color, se leyé absorbancia a 560 nm (Aseo). Se utilizo el
programa GradPad Prism.

V.6. Obtencién de anticuerpos policlonales anti-EhLC3
V.6.1. Esquema de inmunizacién

Un conejo blanco fue inmunizado por via subcutanea (en diferentes puntos de la
superficie dorsal) durante 9 meses. Antes de la primera inmunizacion, se realizé
un primer sangrado. El suero obtenido fue considerado como pre-inmune (PI). La
dosis inicial (200 ug de EhLC3) fue preparada como una emulsion a partir de 0.5
mL de solucion de proteina (0.2 mg/mL en PBS 1X) y 0.5 mL de adyuvante
completo de Freund (Sigma). Las administraciones posteriores fueron realizadas
utilizando la misma cantidad de proteina, cada 10 dias y usando adyuvante
incompleto de Freund (Sigma).
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V.6.2. Obtencién de suero hiper-inmune

Todos los sangrados se realizaron mediante puncion de la vena central de la
oreja. Cada 30 dias se obtuvieron 2 a 4 mL de sangre total. La sangre extraida fue
incubaba a 37 °C durante 1-2 h; posteriormente, el suero se separ6 mediante
centrifugacion a 14,000 rpm durante 5 min. El suero fue almacenado -20 °C. Los
sangrados del 6 al 10 fueron realizados mediante el método de goteo de la vena
central, en cada sangrado se obtuvo de 15 a 25 mL de sangre total. El titulo de
anticuerpos se determind mediante analisis de ELISA indirecto (por duplicado). El
esquema de andlisis de las muestras se describe en la Tabla 2.

V.6.3. Inmunoensayo tipo ELISA indirecto

Sensibilizacién: se sensibilizaron todos los pocillos de una placa de micro-
titulacion fueron sensibilizados con alicuotas de 100 pL una solucion de 5 ug/mL
de EhLC3r (15.20 uL de una solucién con 3950 pg/mL de EhLC3r; se afiadieron a
12 ml de amortiguador de bicarbonatos 0.1 M, pH 9.5) durante toda la noche a
temperatura ambiente.

Bloqueo: los pocillos se lavaron 3 veces con 0.2 mL de solucion amortiguadora de
lavado (Tween®20 0.02%; DPBS 1X, pH 8). Enseguida, se afiadieron 0.2 mL de
solucién de bloqueo (Gelatina 0.5%; Tween®20 0.2%; DPBS 1X, pH 8) y se
incubo la placa durante 2 h a temperatura ambiente.

Reconocimiento primario: los pocillos se lavaron 3 veces con 0.2 mL de solucién
amortiguadora de lavado. Posteriormente, se anadié a cada pocillo 100 pyL de
solucion de reaccion y, en un microtubo, se preparé una diluciéon 1:50 del suero
hiper-inmune. Enseguida, a partir de esa dilucibn se prepararon diluciones
seriadas 1:3 en los 10 primeros pocillos de cada fila. p.e. en el pocillo 1 (dilucion

Tabla 2. Caracteristicas generales del ensayo para la titulacién del suero hiper-

inmune.

Componente Control 1 | Control 2 | Problema
EhL,C 3 X X X
(antigeno)
Dilucion de suero problema i i X
(anticuerpo primario)
Anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa

. . X - X
(anticuerpo secundario)
TMB-Elisa
(sustrato de peroxidasa) X X X
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1:150) se mezclaron 50 uL de la dilucion 1:50 con los 100 yL de solucion de
reaccion; en el pocillo 2 (dilucidon 1:450), se mezclaron 50 pL de la dilucion 1:150
con los 100 pL de solucién de reaccion, y asi sucesivamente hasta el pocillo 10
(dilucién 1: 2,952,450). La placa fue incubada durante 1 h a temperatura ambiente.

Reconocimiento secundario: los pocillos se lavaron 3 veces con 0.2 mL de
solucion amortiguadora de lavado. En un tubo conico de 15 mL, se preparé una
dilucion 1: 5,000 de anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa y se afiadieron 100
ML de esta a los pocillos 1 al 11 de cada fila. La placa fue incubada durante 1 h a
temperatura ambiente.

Revelado: los pocillos se lavaron 3 veces con 0.2 mL de solucién amortiguadora
de lavado. Cada pocillo recibié 100 uL de sustrato de peroxidasa (1- Step™ Ultra
TMB-ELISA). La reaccion enzimatica se incub6 durante 30 min a temperatura
ambiente y se detuvo mediante la adicion de 100 yL de H2SO4 2M. El color
desarrollado fue cuantificado mediante un lector espectrofotométrico de micro-
placas a una longitud de onda de 450 nm (Aa4s0).

V.7. Purificacién de anticuerpos policlonales mono-especificos anti-
EhLC3

V.7.1. Preparacion de laresina Sepharose®-4B acoplada a proteinas
bacterianas

Preparacién de un extracto proteico soluble de Escherichia coli. La pastilla celular
de un cultivo joven de E. coli XL1Blue MRF’ se resuspendi6 en 0.5 mL de solucion
amortiguadora de lisis (urea 8M; NaCl 300mM; imidazol 10mM; Tris-HCI 100mM,
pH 8.0), se agité en un vortex, y se mantuvo en agitacion suave constante durante
15 min. El extracto bacteriano proteico soluble (EBPS) se obtuvo mediante
centrifugacion a 14,000 rpm durante 10 min. Posteriormente, el EBPS se dializé
(Anexo 3) contra un amortiguador de bicarbonatos (NaHCO3; 0.1 M, pH 9.5)
durante 4 h, y la concentracion proteica se determiné mediante espectrofotometria
UV a 280 nm.

Preparacion de la resina Sepharose-EBPS. La resina Sepharose®-4B-CNBr
(Sigma) se activo segun el protocolo del fabricante. Brevemente, 0.5 g de la resina
se resuspendié en 50 mL de HCI 1mM y se mantuvo a temperatura ambiente
durante 30 min, para eliminar el conservador y favorecer la activacion de los
grupos reactivos (cianatos); posteriormente, la suspension se filtro y lavo con 50
mL de HCI 1mM. La resina activada se transfiri6 a un tubo cénico que ya contenia
5 UAzgo del EBPS. La reaccion de acoplamiento se dej6é durante una noche con
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agitacion constante y suave. Los grupos reactivos no acoplados se inactivaron con
la adicion 0.6 mL de Tris-HCI 1M, pH 8.0. Mediante este procedimiento se
obtuvieron aproximadamente 3 mL de resina Sepharose-EBPS, de los cuales 1.5
fueron utilizados en el protocolo de purificacion de anticuerpos policlonales
monoespecificos anti-EhLC3.

V.7.2. Preparacion de la resina Sepharose®-4B acoplada a EhLC3

Preparacion de la resina Sepharose-EhLC3. La resina Sepharose®-4B-CNBr
(Sigma) se activdé de acuerdo al protocolo reportado por el fabricante. La resina
activada se transfiri6 a un tubo conico que ya contenia 5 mg de EhLC3 (en
solucion de bicarbonato). La reaccion de acoplamiento se dejoé proseguir durante
una noche con agitacion constante y suave. Los grupos reactivos no acoplados se
inactivaron mediante la adicion 0.6 mL de Tris-HCI 1M, pH 8.0. Mediante este
procedimiento se obtuvieron aproximadamente 3 mL de resina Sepharose-EhLC3,
de los cuales 1.5 fueron utilizados en el protocolo de purificacion de anticuerpos
policlonales monoespecificos anti-EhLC3.

V.8. Procedimiento de purificacién de anticuerpos anti-EhLC3

Acondicionamiento y recuperacion de las resinas cromatograficas. Todas las
resinas en columnas de cromatografia, se lavaron con 10 mL de solucién PBS 1X,
seguido por 10 mL de solucién de acido acético 0.1 M, y se mantuvieron en
solucion PBS 1X, previo a la purificacion de anticuerpos. Después de su
aplicacion, las resinas fueron regeneradas mediante lavados secuenciales con 5
mL de PBS 1X, 20 mL de &cido acético 0.1 M, 10 mL de PBS 1X, 10 mL acido
acético 0.1 M y 10 mL de PBS 1X. Las columnas se conservaron a 4 °C en
presencia de etanol al 30%.

Purificacion de anticuerpos policlonales mono-especificos anti-EhLC3. Una mezcla
de 2 mL suero hiper-inmune con 8 mL de PBS 1X se clarificé mediante
centrifugacion a 4,500 rpm durante 10 min. El sobrenadante recuperado se cargo
a la columna de Sepharose-EBPS vy el efluente recuperado (libre de anticuerpos
anti-proteinas de E. coli) se conservé 4 °C para su uso posterior. El efluente libre
de anticuerpos anti-proteinas de E. coli se pasé por una columna de Sepharose-
Protein A (Sigma). Considerando que la proteina A de S. aureus tiene una alta
afinidad por las regiones Fc de inmunoglobulinas IgG de mamiferos. Los
anticuerpos 1gG unidos a la columna se eluyeron con 15 mL de acido acético 0.1
M, recolectandose alicuotas de 1 mL en microtubos que contenian 200 uL Tris-HCI
1M (pH 8.0), todas las fracciones se homogenizaron inmediatamente después de
su recoleccion. La concentracion de proteinas se determind mediante
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espectrofotometria UV a 280 nm. Las fracciones con la mayor concentracion
proteica se mezclaron (IgG total) y se conservaron a 4 °C para su uso posterior. La
fraccion de IgG total se cargo a la columna de Sepharose-EhLC3. La columna se
lavo con 10 mL de PBS 1X, y los anticuerpos policlonales mono-especificos anti-
EhLC3 se eluyeron con 20 mL de acido acético 0.1 M, recolectandose en
fracciones de 1 mL. La concentracion de proteinas se determind en cada fraccion
mediante espectrofotometria UV a 280 nm. Las fracciones con la mayor
concentracion de proteinas se mezclaron (IgG anti-EhLC3).

Los anticuerpos purificados se concentraron hasta un volumen final de 2 mL (en
solucién de Tris-HClI 20mM, pH 8.0) por el método de ultra-filtracion (por
centrifugacion) (Anexo 4). El titulo de los anticuerpos purificados y concentrados
se determiné por el método de ELISA indirecto.

V.9. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales mono-especificos
anti-EhLC3

V.9.1. Evaluacion de la especificidad contra el antigeno recombinante
Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE. Se realizaron diluciones seriadas a
partir de 3.9 pug/uL de EhLC3r (Tabla 3), y se analizaron mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE 12%, Anexo
1).
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Electrotransferencia de proteinas. Las proteinas previamente separadas por
electroforesis se transfiieron a una membrana de nitrocelulosa, usando el
procedimiento descrito para la camara de transferencia Criterion™ Blotter (Bio-
Rad), durante 30 min a 100 volts. Enseguida, la membrana de nitrocelulosa se
colocé en solucién amortiguadora de bloqueo (leche Svelty de Nestle® 5%; NaCl
50mM; Tween®20 0.05%; Tris-HCI 100 mM, pH 8.0) y se incubd durante una
noche con agitacion suave y constante.

Inmunodeteccion. La membrana se lavo previamente con solucion TBS-T (NaCl 50
mM; Tween®20 0.05%; Tris-HCI 100 mM, pH 8.0), realizando 3 lavados de 10 min
cada uno. Posteriormente se afiadié el anticuerpo primario, Anti-EhLC3 (1:5000), y
se dej6é en incubacién por rotacion durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de tres lavados con TBS-T (como se describié previamente), se afiadio el
anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo acoplada a fosfatasa alcalina (1:5000), y
se dej6 incubar por rotacion durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente,
se realizaron tres lavados con TBST (como se describid previamente) y el inmuno-
reconocimiento se revelé usando el sustrato para fosfatasa alcalina: AP-Conjugate
Substrate Kit (Bio-Rad), hasta la aparicion de las bandas correspondientes.
Después del revelado, la membrana se digitalizé (con la asistencia de un escaner)
y se realiz6 un analisis de la densidad digital de las bandas utilizando el programa

Tabla 3. Diluciones de los anticuerpos anti-EhLC3
utilizadas para la evaluacién de su especificidad
contra el antigeno recombinante.

Carril ug/mL
1 3900.0
2 1950.0
3 975.0
4 487.5
5 243.75
6 121.88
7 60.94
8 30.47
9 15.23
10 7.62
11 3.81
12 1.90
13 0.95
14 0.48
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(de libre acceso) ImageJ® 1.43u para Mac (NIH).

V.9.2. Evaluacién de la especificidad de anti-EhLC3 contra el antigeno
recombinante en condiciones de competencia

Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE. Por medio del analisis
densitométrico anterior se determiné la cantidad ideal de cargado para la proteina
EhLC3 para este ensayo (0.55 ug). La proteina EhLC3r fue separada mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE 12%, Anexo 1).

Electrotransferencia de proteinas. Las proteinas separadas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, usando el procedimiento descrito para la camara de
transferencia Criterion™ Blotter (Bio-Rad), durante 30 min a 100 volts. Enseguida,
la membrana de nitrocelulosa fue colocada en solucién amortiguadora de bloqueo
(leche Svelty de Nestle® 5%; NaCl 50mM; Tween®20 0.05%; Tris-HCI 100 mM,
pH 8.0) e incubada a temperatura ambiente durante la noche con agitacién suave
y constante.

Inmunodeteccidén. La membrana bloqueada se lavd con solucion TBS-T (NaCl 50
mM; Tween®20 0.05%; Tris-HCI 100 mM, pH 8.0), realizando 3 lavados de 10 min
cada uno. El procedimiento de inmunodeteccion se realiz6 siguiendo las
condiciones y controles descritos en la Tabla 4.

Los anticuerpos se utilizaron a las siguientes diluciones: Ac monoclonal anti-poli-
histidina 1:5,000; Ac policlonal mono-especifico anti-Ehp29 1:5,000. Para el
ensayo de competencia, EnLC3: Anti-EhLC3 (1:100), la mezcla de Acs y y Ags fue

Tabla 4. Condiciones de reconocimiento para la caracterizacion de los
anticuerpos policlonales mono-especificos anti-EhLC3 contra antigeno
recombinante.

Membrana

Reconocimiento 112131 2
Primario EhLC3:pAb-(anti)-EhLC3 (1:100)*

pAb-(anti)-EhLC3 X

mADb-(anti)-poli-histidina X

Sin anticuerpo primario X
Secundario pAb-(anti)-lgG(conejo) acoplado a FA X | X X

pAb-(anti)-lgG(ratén) acoplado a FA X
*Pre-incubacion durante 1 hora; pAb, anticuerpo policlonal; mAb, anticuerpo monoclonal; FA:
Fosfatasa alcalina
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pre-incubada a 37°C durante 1 h. En todos los casos, los anticuerpos se diluyeron
en solucion TBS-T, se afadieron a la membrana y se incubd durante 1 h a
temperatura ambiente. Después de tres lavados con TBS-T (con 10 mL c/u), los
anticuerpos para reconocimiento secundario se diluyeron 1:5,000 en TBS-T, se
afadieron a la membrana y se incubo durante 1 h a temperatura ambiente.

Finalmente, se realizaron tres lavados con TBST (con 10 mL c/u) y el inmuno-
reconocimiento se reveld usando el sustrato para fosfatasa alcalina, AP-Conjugate
Substrate Kit (Bio-Rad), hasta la aparicion de las bandas correspondientes.

V.9.3. Evaluacién de la especificidad contra antigeno nativo

Extraccion de proteinas totales de E. histolytica. Se cosecharon los trofozoitos de
dos tubos con crecimiento confluente de E. histolytica. Brevemente, se decant6
todo el medio de cultivo, sin agitar previamente para evitar que los trofozoitos se
separen de la pared del tubo, se afiadieron 5ml de medio de cultivo fresco de
amibas a cada tubo y se colocaron sobre hielo durante 10 min para despegar a los
trofozoitos de la superficie, agitando cada 2 minutos por inversion; los trofozoitos
despegados se resuspendieron y transfirieron un tubo coénico estéril de 50 mL. Los
trofozoitos suspendidos se separaron mediante centrifugacion a 2000 rpm durante
10 min a 10 °C, y se lavaron con solucion DPBS 1X estéril. Una vez suspendidos
en DPBS 1X, se cuantific6 el numero de trofozoitos con la ayuda de un
hemocitometro. Los trofozoitos se resuspendieron a una concentracion final de
2000 células/uL en DPBS 1X estéril (suplementado con E-64 100 uM, Triton X-100
1% vy coctel de inhibidores de proteasas 1X [Roche]). La lisis celular se realizo
mediante  agitacibn mecéanica con un vortex y 3 ciclos de
congelacién/descongelacién. Finalmente, se afiadio al lisado celular un volumen
igual de SB 2X, se hirvi6 a 90°C y se procesO inmediatamente para realizar
ensayos de Western Blot.

Separacion, electrotransferencia de proteinas amibianas e inmunodeteccion.
Diferentes cantidades de los extractos amibianos proteicos totales (equivalentes al
namero de trofozoitos, Tabla 5) se separaron mediante SDS-PAGE (Anexo 1). La
transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa y la inmunodeteccién se
realiz6 como se ha descrito previamente (seccion 1V.9.1).

Obtencién de extractos proteicos de diferentes regiones sub-celulares de
trofozoitos de E. histolytica. Se realiz6 el procedimiento descrito anteriormente
(Seccion 1V.9.3.1), con las modificaciones descritas a continuacion: después de las
3 series de congelamiento y descongelamiento, los extractos amibianos proteicos
sub-celulares se obtuvieron mediante centrifugacién durante 30 min a 14,500 rpm.
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El sobrenadante (fraccion soluble) se separd cuidadosamente y el sobrenadante
(fraccion membranosa) se resuspendié con Urea 8M y se procesé de inmediato
para realizar ensayos de ELISA y Western Blot.

Separacion, electrotransferencia de proteinas amibianas e inmunodeteccion. Se
cargo el equivalente a 30,000 células de cada fraccion (extracto total, extracto
soluble y fraccion membranosa), y se separaron mediante SDS-PAGE (Anexo 1).
La transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa y la inmunodeteccion
se realiz6 como se ha descrito previamente (seccion 1V.9.1).

Extraccion de fracciones proteicas membranosas de E. histolytica. Para el
reconocimiento del extracto membranoso, se procedi6 a realizar el procedimiento
anteriormente descrito (seccion 1V.9.3.1), esta vez solo se tomaron alicuotas
diferentes del extracto membranoso (equivalentes al nimero de trofozoitos, Tabla
6), y se separaron mediante SDS-PAGE (Anexo 1).

Tabla 5. Condiciones de reconocimiento para
la caracterizacion de los anticuerpos
policlonales monoespecificos anti-EhLC3
contra antigeno nativo.

Carril No. de células de E. histolytica
1 60,000

50,000

40,000

30,000

20,000

15,000

10,000

N|jlo|loalbh{wWIN

La transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa y la inmunodeteccion
se realiz6 como se ha descrito previamente (seccion 1V.9.1), con una adaptacion
en el reconocimiento primario: el anticuerpo policlonal mono-especifico anti-EhLC3
se utiliz6 a una dilucion de 1:1000.
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Tabla 6. Condiciones de reconocimiento para
la caracterizacion de los anticuerpos
policlonales monoespecificos anti-EhLC3
contra el antigeno nativo en proteinas
membranosas de trofozoitos de E.
histolytica.
Carril No de células de E. histolytica
1 20,000
2 40,000
3 60,000
4 80,000
5 100,000
6 120,000
7 140,000

Andlisis densitométrico. Después del revelado, la membrana fue digitalizada (con
la asistencia de un escaner) y se realizé un analisis de la densidad digital de las
bandas utilizando el programa (de libre acceso) ImageJ® 1.43u para Mac (NIH).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VI.1. Transformacion bacteriana con pQE30EhLC3

Una vez identificado el fragmento de aprox. 1128 pb (electroforesis en gel de
agarosa al 1%) correspondiente a EhLCS3, se procedio a clonarlo en el plasmido de
expresion bacteriana pQE30. Se transformaron células competentes de E. coli
ER2738 con pQE30EhLC3 mediante choque térmico. Se analiz6 ADN plasmidico
de colonias transfectantes aisladas mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%.

Como se muestra en la Figura 2, se analizé un total de 6 colonias transfectantes,
todas ellas mostraron una banda de ADN similar al nimero de pares de bases
esperado para pQE30EhLCS3 (4.54 kb).

VI1.2. Expresion y purificacion de EhLC3 recombinante

La expresiéon de la proteina recombinante EhLC3 se indujo en E. coli (ER2738)
transfectada con el plasmido pQE30EhLC3 usando como inductor a isopropil-3-D-
tiogalactopiranésido (IPTG, un andlogo no metabolizable de la galactosa). Las
células fueron lisadas en condiciones desnaturalizantes (con cloruro de guanidinio
4 M) y por sonicacion.

Posteriormente, la proteina EhLC3 recombinante se purific6 mediante
cromatografia de afinidad a metales usando una columna de niquel-agarosa, ya

219
9416

6,557

4,361

Figura 2. Andlisis de la transformacidon de células competentes de E. coli
ER2738 con pQE30EALC3.

Carriles: 1, Marcadores de peso molecular; 2, ADN del plasmido pQE30 (3.46
kb); 3-8, ADN plasmidico aislado de colonias transfectantes.
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que la proteina recombinante se expresd con un hexamero de histidinas en el
extremo amino-terminal (el cual forma un enlace de coordinacién con el Ni*?).

La Figura 3 muestra el patron de movilidad electroforética de las fracciones
cromatograficas separadas en un gel de poliacrilamida-SDS al 12% (previamente
las muestras se precipitaron con metanol para eliminar el cloruro de guanidinio 4
M). Como se puede observar, la proteina purificada presenta un peso molecular
de aprox. 44 kDa (fracciones E1-E3) correspondiente al peso molecular esperado.
A partir de las fracciones de mayor concentracion proteica, se obtuvo una mezcla
cuya concentracion final fue de 3.9 pg/mL.

Figura 3. Separacion electroforética (SDS-PAGE 12%) de las fracciones
obtenidas de la purificacion de EhLC3 mediante cromatografia de afinidad
a niquel.

Carriles: 1, Marcadores de peso molecular; 2, Lisado bacteriano total; 3,
Lisado clarificado; 4, Fraccién no pegada; 5, Lavado 1; 6, Lavado 2; 7-10,
Fracciones de Elucién (1-4).

VI.3. Obtencion y titulacién de suero hiper-inmune anti-EhLC3r

El suero hiper-inmune anti-EhLC3r fue obtenido de dos conejos que fueron
inmunizados durante 9 meses con la proteina recombinante, siguiendo el
protocolo descrito en la seccidén IV.6.1. La respuesta inmunoldgica fue valorada
mediante la determinacion del titulo de anticuerpos, el cual se determiné mediante
ensayos de ELISA cada 2-4 semanas.
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La Figura 4 indica una tendencia ascendente del titulo de anticuerpos,
obteniéndose un valor maximo a partir de la muestra 8 (Sangria 8) y
manteniéndose relativamente constante durante todo el periodo de inmunizacion.
Este fendmeno fue valorado como positivo para los objetivos del proyecto, ya que
la afinidad de los anticuerpos madura conforme el sistema inmunoldgico es retado
con un antigeno por un periodo prolongado de tiempo [100].

V1.4, Purificacion de anticuerpos policlonales mono-especificos anti-
EhLC3

Los anticuerpos policlonales mono-especificos anti-EhLC3r fueron purificados
mediante una estrategia que constd de tres cromatografias de afinidad
secuenciales. La primera cromatografia se realizé con una resina acoplada a
proteinas de E. coli, descartando todos aquellos anticuerpos que se pudieron
haber generado contra proteinas bacterianas. La segunda cromatografia se realizo
con una resina acoplada a la proteina A de S. aureus, permitiendo la separacion
de inmunoglobulinas de la clase IgG (ya que la proteina A presenta una fuerte
afinidad por las regiones Fc de ésta clase de inmunoglobulinas). La tercera y
altima cromatografia se realiz6 con una resina acoplada a la proteina EhLC3
recombinante, obteniendo asi s6lo la fraccion de inmunoglobulinas 1gG con
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Figura 4. Produccién de anticuerpos policlonales mono-especificos anti-EhLC3.

Tendencia (en dos conejos) del titulo de anticuerpos anti-EhLC3 durante el
periodo de inmunizacidn (las muestras se indican en nimero).
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afinidad especifica contra la proteina recombinante. A partir de 12 mL de suero
hiper-inmune, se obtuvieron 0.213 mg/mL de anticuerpos policlonales mono-
especificos anti-EhLC3r purificados (concentrados a un volumen aproximado de 2
mL por ultra-filtracion).

VI.5. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales mono-
especificos anti-EhLC3

Para evaluar la reactividad y especificidad de los anticuerpos policlonales
monoespecificos anti-EhLC3r purificados se realizaron inmunoensayos (tipo
western blot) contra antigeno recombinante. Se realizaron diluciones de la
proteina ERLC3r en Log de 2 partiendo de una concentracion de 3.9 pg/mL (Tabla
2).

La Figura 5A muestra el resultado del reconocimiento molecular de antigeno
inmovilizado, es evidente la presencia banda de ~44 KDa, correspondiente al peso
molecular esperado para EhLC3r. Como se puede observar, la intensidad del
reconocimiento disminuye conforme disminuye la cantidad de la proteina EhLC3r.
Se realizé un analisis densitometrico con el programa Image J para obtener el
namero de pixeles presentes en cada banda, el limite de deteccion calculado de
manera visual fue de 60ng de proteina EhLC3r reconocida por anticuerpos Anti-
EhLC3r (Figura 5B). Se obtuvo un EC50 de 0.55ug.
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Figura 5. Andlisis de la especificidad de los anticuerpos policlonales mono-especificos anti-
EhLC3 contra el antigeno recombinante.

(A) Membrana de nitrocelulosa que muestra el reconocimiento especifico de EALC3 a
concentraciones decrecientes en log de 2. (B) Determinacidn de los limites de deteccion de
antigeno recombinante mediante un andlisis densitométrico.

Ademas, un ensayo de competencia a una relacion de concentracién de 1:100
(anticuerpo: antigeno), Figura 6, donde se esperaba saturar al anticuerpo con el
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antigeno, se observo una disminucion de la reactividad de ~80% (Estimado
visualmente). Lo anterior sugiere que no se bloquearon completamente todos los
sitios de uniébn a antigeno, debido posiblemente a que existe una mezcla
heterogénea de anticuerpos (con una gama diversa de afinidades), y es probable
gue aquellos de menor afinidad, aunque se encuentren interaccionando con una
molécula antigeno (En la fase solida o soluble), siempre podran separarse
facilmente y unirse a otra molécula de antigeno (u otro epitope) [99].

A B C

Figura 6. Analisis de la especificidad de los
anticuerpos policlonales mono-especificos anti-
EhLC3 contra antigeno recombinante en condiciones
de competencia.

(A) EhLC3:anti-EALC3 (1:100), pre-incubacion por 1
hora. (B) anti-EhLC3 (Dilucion 1:100). (C) Sin
anticuerpo primario.

Para evaluar la capacidad de los anticuerpos anti-EhLC3 de reconocer al
antigeno nativo, se realiz6 un ensayo de inmunodeteccion de extractos totales de
trofozoitos de E. histolytica, se observo reactividad inmunoldgica con una banda
cercana a 170 kDa, peso molecular de la subunidad pesada de la lectina de unién
Gal/NAcGal, que es donde se encuentra el fragmento LC3 [33], correspondiente a
nuestra proteina EhLC3r.
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Como se observa en la Figura 7A, la intensidad de la banda disminuyd en
correlacion con la concentracion celular de E. histolytica (Figura 7A, carriles 2— 8)
y fue posible detectar al antigeno nativo presente en un minimo de 15,000
trofozoitos.

También se realizé el andlisis por separado de los extractos de fracciones sub-
celulares de trofozoitos de E. histolytica, Figura 7B, detectandose la banda
correspondiente a la subunidad pesada de 170 kDa en todas las fracciones
(extracto total, soluble y membranoso), este resultado se puede explicar por el
trafico vesicular de proteinas a la membrana celular (citoplasmica).

Ademas, en la Figura 8, se muestra la caracterizacion de fraccibn membranosa
(donde se encuentra expuesta la lectina de interés), se realizaron diluciones de
20,000 a 140,000 trofozoitos (Figura 8A) y se realizé un analisis densitométrico
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Figura 7. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales monoespecificos anti-EhLC3 contra el
antigeno nativo.

(A) Reconocimiento en extractos totales celulares: 1, Marcadores de peso molecular; 2, 60,000
trofozoitos; 3, 50,000 trofozoitos; 4, 40,000 trofozoitos; 5, 30,000 trofozoitos; 6, 20,000
trofozoitos; 7, 15,000 trofozoitos, 8, 10,000 trofozoitos; 9, control positivo (0.25 ug EALC3). (B) 1,
Marcadores de peso molecular; 2, Extracto total 30,000 trofozoitos; 3, Extracto soluble 30,000
trofozoitos; 4, Extracto membranoso 30,000 trofozoitos ; 5; Control positivo (0.25 ug EhLC3).

(programa ImageJ) de las bandas correspondientes para determinar el limite de
deteccion (Figura 8B). Como se puede observar en la figura 8A la banda
observada corresponde al peso esperado de-170kDa y la intensidad de esta
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Figura 8. Caracterizacién de los anticuerpos policlonales monoespecificos anti-EhLC3 contra
antigeno nativo presente en fraccion membranosa.

(A) 1, Marcadores de peso molecular; 2, Fraccidn membranosa de 20,000 trofozoitos; 3,
Fraccion membranosa de 40,000 trofozoitos; 4, Fraccion membranosa de 60,000 trofozoitos; 5,
Fraccion membranosa de 80,000 trofozoitos; 6, Fraccion membranosa de 100,000 trofozoitos;
7, Fraccion membranosa de 120,000 trofozoitos; 8, Fraccibn membranosa de 140,000
trofozoitos; 9, Control positivo (EhLC3 0.25 pg). (B) Analisis densitométrico .

aumenta conforme aumenta el numero de trofozoitos analizados. Los Acs anti-
EhLC3 reconocen al antigeno nativo.

En la Figura 8B se encontré una EC50 de 115,654 trofozoitos pero este valor esta
sobre estimado ya que no se llegdé al punto de saturacion, debido a esto no
pudimos obtener el limite de deteccion.
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VIl.  CONCLUSIONES

La proteina EhLC3r recombinante fue purificada favorablemente a partir de
extractos bacterianos mediante un protocolo estandar de cromatografia de
afinidad a niquel. Los anticuerpos policlonales anti-EhLC3 fueron producidos
satisfactoriamente en un modelo animal mediante un esquema de inmunizacion
tipico. Los anticuerpos policlonales (de clase IgG) mono-especificos anti-EhLC3
fueron purificados exitosamente mediante un esquema secuencial de tres
procedimientos cromatograficos de afinidad. Los anticuerpos anti-EhLC3
obtenidos en conejo, reconocen la proteina recombinante (EhLC3r). Los
anticuerpos anti-EhLC3 obtenidos en conejo, reconocen la subunidad pesada de
la lectina de unién a Gal/NacGal (170 kDa) de Entamoeba histolytica presentes en
la fraccibn membranosa de la amiba (y en otras fracciones celulares). Los
anticuerpos obtenidos en este trabajo, pueden tener diversas aplicaciones, como
son: diagnéstico clinico de Entamoeba histolytica y otras aplicaciones
biotecnolégicas novedosas (acoplamiento a nanoparticulas). El fragmento EhLC3r
tendria por si mismo aplicaciones biotecnolégicas como su uso para Kits de
diagndstico y posibles vacunas contra la amibiasis.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1. Precipitacion metanolica.

1. Diluir la muestra (100 uL) con cuatro volimenes (400 pL) de metanol absoluto frio y
agitar manualmente durante 1 minuto.

2. Centrifugar durante 15 minutos a 14,000 rpm. Descartar el sobrenadante.

3. Lavar la pastilla (proteinas) con cuatro volumenes de metanol absoluto frio (400 pL):
agitacion tipo vortex durante 3 minutos.

4. Centrifugar durante 15 minutos a 14,000 rpm. Descartar el sobrenadante.

5. Remover el remanente de metanol mediante incubacién a 37 °C durante varios
minutos.

6. Re-disolver la pastilla en un volumen (100 pL) de 2X SDS-PAGE loading buffer.
Desnaturalizar la muestra mediante incubacion a 90 ‘C durante 15 minutos.

7. Separar las proteinas mediante SDS-PAGE.

ANEXO 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) en condiciones reductoras.

Soluciones: Solucién de acrilamida (acrilamida 30%; bis-acrilamida 0.8%); 4X Lower
buffer (Tris 1.5 M; SDS 0.4%; pH 8.8); 4X Upper buffer (Tris 0.5 M; SDS 0.4%; pH 6.8);
10X Tank buffer (Tris 25 mM; glicina 0.19 M; SDS 0.1%); 2X SDS-PAGE loading buffer
(glicerol 10%; SDS 2.5%; Tris-HCI 50 mM, pH 6.8; 2-mercaptoetanol 5%; azul de
bromofenol 0.002%). Persulfato de amonio 25%. Solucion de tincion con ABC
(isopropanol 25%; acido acético 10%; azul brillante de Coomassie R-250 0.2%). Solucién
de destincion (isopropanol 10%; acido acético 10%).

GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR
Componentes 10% | 12% Componentes 4%
4X Lower buffer (mL) 1 1 4X Upper buffer (mL) 0.50
Solucién de acrilamida (mL) 1.4 1.6 Solucién de acrilamida (mL) 0.27
Agua desionizada (mL) 1.6 14 Agua desionizada (mL) 1.23
Persulfato de amonio 25% (uL) 8 8 Persulfato de amonio 25% (L) 4
TEMED (pL) 8 8 TEMED (uL) 4

Limpiar los vidrios con solucién SDS 0.1%.

Mezclar los componentes para la preparacion del gel separador.

Ensamblar el molde para el gel utilizando vidrios de 0.75 mm de espesor.

Agregar a la mezcla del gel separador. Inmediatamente agregar agua sobre el gel
para evitar el contacto con el aire y formacién de burbujas.

NP
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10.

11.
12.

13.

Una vez gelificado, remover el agua. Mezclar los componentes para la preparacion del
gel concentrador y agregar a la mezcla sobre el separador. Inmediatamente, colocar el
peine correspondiente y esperar a que gelifique.

Remover el peine y colocar el gel en un sistema de electroforesis vertical para SDS-
PAGE.

Preparar la muestra: mezclar un volumen de muestra con un volumen de 2X SDS-
PAGE loading buffer. Desnaturalizar durante 15 min a 90 °C.

Cargar las muestras en los pocillos del gel (10 pL). En el primer pocillo, agregar el
marcador de PM como referencia (5 pL).

Llenar la sistema de electroforesis con el amortiguador de corrida (Tank buffer 1X).
Separar las muestras a 80 volts (inicialmente). Una vez que atravesado el gel
concentrador aumentar el voltaje a 120 (constante).

Detener la corrida cuando el colorante (azul de bromofenol) llegue al borde del gel.
Remover el gel (con cuidado) y tefiir con solucion de tencion con ABC (durante toda
una noche) con agitacion constante.

Desteiiir con solucién de distincion hasta identificar el patron de separacion.

ANEXO 3. Dialisis.

Colocar la muestra dentro de una bolsa de dialisis (MWCO = 3,500 Da, Spectra/Por®
Biotech, Spectrum Laboratories, Inc.), que habia sido previamente lavada e hidratada
con solucion de bicarbonatos (NaHCO; 0.1 M, pH 9.5).

Posteriormente, colocar la bolsa dentro de un recipiente con 100 mL de solucién de
bicarbonatos (completamente sumergida) en agitacion constante.

Mantener en estas condiciones durante un periodo de 24 horas. Realizar dos cambios
de solucion de bicarbonatos.

ANEXO 4. Concentracion por ultra-filtracion.

Lavar el tubo de ultrafiltracién (Microsep™-3K, Pall Co.) con 4 mL de agua destilada.
Centrifugar a 5,000 rpm durante 40 minutos.

Lavar con 4 mL de etanol 30% y centrifugar a 5,000 rpm durante 40 minutos.

Afadir 4 mL de Tris-HCI 20 mM (pH 8.0) y centrifugar a 5,000 rpm por 40 minutos (dos
veces).

Afadir 4 mL de muestra (p. ej. anticuerpos anti-EhLC3) y centrifugar en las
condiciones previamente mencionadas. Seguir este proceso de concentracién hasta
obtener un volumen final de 2 mL.

Llenar el tubo con Tris-HCI 20 mM (pH 8.0) para cambiar la solucion, centrifugar en las
condiciones previamente mencionadas y dejar la muestra en un volumen final de 2
mL.
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