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RESUMEN

Se reportd recientemente que el anticuerpo monoclonal ES-78 es capaz de conferir proteccién pasiva contra fasciolosis. Se
realiz6 la identificacion de uno de los mecanismos mediante el cual ejerce su accion protectora contra la enfermedad. Este
anticuerpo monoclonal fue capaz de realizar citotoxicidad mediada por anticuerpo tanto sobre células Raji marcadas con el
antigeno de excrecion-secrecion Flsciola hepaticacomo sobre parasitos recién desenquistados. Este anticuerpo monoclonal

no inhibié la actividad de cisteino proteinasa utilizando azocaseina como sustrato.

Palabras clave Fasciola hepatica, proteccion pasiva, anticuerpo monoclonal ES-78, citotoxicidad mediada por anticuerpos.

La infeccion causada por el trematodo Diferentes estudios han mostrado que la
Fasciola hepaticaes considerada como uha infeccion corfFasciola hepaticguede inducir una
enfermedad de importancia médico veterinaria. Sin  respuesta inmune en el bovino, capaz de provocar
embargo, el interés en esta parasitosis es creciente la muerte del parasito y conferir proteccion. Se
debido al elevado nimero de casos reportados en han estudiado diferentes candidatos vacunales de
humanos en algunos paises de zonas tropicales y naturaleza proteica que han mostrado resultados
subtropicales.En Cuba, la fasciolosis es una  promisorios; entre estos se pueden mencionar la
enfermedad presente en el ganado, y en los Ultimos Fh12, que es una proteina asociada a acidos grasos
afos, se ha observado un incremento del nimero (FABP), la glutation S transferasa (GST), la
de personas infectadas. Esta tendencia puede estar hemoglobina (Hb) y las cisteino proteasas del tipo
relacionada con que es una importante enzootia en de las catepsinas L (CatL). Algunas, ademas de la
el ganadd.La fasciolosis en rumiantes domésticos  reduccion de la carga parasitaria en el ganado,
causa pérdidas econémicas significativas al nivel pueden reducir la produccién y maduracion de
mundial en las comunidades agricolas rurales y huevos del parasito.
en el sector comercial, con un estimado de hasta En 1990 se informé la obtencidn del anticuerpo
3 000 000 000 de dolares por dffopesar de que monoclonal (AcM) ES-78 dirigido contra antigenos
no siempre existe una plena coincidencia entre las de excrecién-secreciéon (AgES) de parasitos
areas hiperenzodticas de fasciolosis en el ganado adultos mantenidom vitro. Este anticuerpo es
doméstico, con las areas donde se presenta la mayor utilizado con éxito en la deteccion de antigenos en
cantidad de casos en el humano, esta claro que el heces en todas las etapas de la infeccignes
control de la fasciolosis en el hombre se puede realizar capaz de conferir altos niveles de proteccion en
a través del control de esta emahadd. ratones Balb/c (especie altamente susceptible)
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cuando es administrado pasivamente 24 h antes
de un reto con metacercarias Hasciola
hepatica® El objetivo de este trabajo consistié en
conocer sobre los posibles mecanismos de accion
del AcM ES-78 en un modelo experimental.

METODOS
ANIMALES

Se utilizaron ratones Balb/c hembras de 20-
-25 g de peso.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

El anticuerpo monoclonal ES-78 fue purificado
a partir de liquido ascitico a través de cromatografia
de intercambio i6nico usando una columna Mono
Q HR16/5.2 Como control se utilizé un anticuerpo
monoclonal purificado obtenido contra antigenos
de virus dengue de la misma clase y subclase que
el ES-78 (I9G) y que fue gentilmente donado por
el laboratorio de virologia del Instituto de Medicina
Tropical, IPK.

METACERCARIAS DEFASCIOLA HEPATICA

Fueron obtenidas a partir de su hospedero
intermediario Fossaria cubens)s/ donadas para
esta investigacién por el Laboratorio de
Malacologia del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK).

PARASITOS RECIEN DESENQUISTADOS
DE FASCIOLA HEPATICA

Se infectaron ratones Balb/c por via oral con
400 metacercarias de este parasito; 2 d después
de lainfeccidn, los ratones fueron sacrificados por
asfixia con halotano y colectados de la cavidad
peritoneal y lavados con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS pH 7,2), que contenia antibidticos
(2 u/mL de penicilina, 1 mg/mL de estreptomicina)

y antimicotico (2,5 ng/mL de anfotericina B).

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD PROTEINASA POR
ELACMES-78

Fueron preincubados a 37 °C durante 2 h, 100
mL de AgES de adulto dEasciola hepatica

purificado (1 mg/mL), e igual volumen de AcM
ES-78, 19G, (2 mg/mL) o0 AcM IgG, (2 mg/mL)

no relacionado, obtenido contra virus Dengue. A
50 mL de esta mezcla, se afiadieron 25 mL de
0,1 M de solucién salina tamponada con fosfatos
gue contenian 0,5 mM de DTT, pH 6,5y 25 mL de
azocaseinaSjgma Chemical Cpcomo sustrato
cromoégeno. La mezcla fue incubada a 37 °C durante
1 hy la protedlisis fue detenida por la adicion de
100 mL de acido tricloro acético (TCA) 20 %. La
muestra fue enfriada a 4 °C y centrifugada a 3000
por 10 min. La absorbancia de los sobrenadantes
fue monitoreada a 336 nm en un espectrofotometro.
Este ensayo fue realizado 2 veces.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MEDIADA
POR ANTICUERPO (CMA) SOBRE CELULAS RAJI

Se utilizé un juego de reactivos de la
Boehringer Mannheingue mide liberacion de
lactato deshidrogenasa (LDH) como un indicador
de dafio celular. Se utilizaron como células
efectoras macréfagos peritoneales y células de bazo
de ratones Balb/c, machos, libres de patdégenos.
Las células blanco (células Raji ATCC CCL86)
fueron cubiertas con AgES de adulto$-dsciola
hepaticausando como agente condensante el
SMCC (succinimidyl-4-maleimido methyl
cyclohexane 1 carboxylatetll.as células blanco
(104 cél.ulas/mL) fueron suspendidas en medio de
cultivo completo (RPMI 1 640 con 10 % de suero
fetal bovino) y dispensado en voliumenes de
0,1 mL/pozo, por triplicado, en placas de cultivos
(Nunc). Las células efectoras se afiadieron en
volumenes de 0,1 mL a proporciones efec-
tor:blanco de 100:1, 50:1, 20:1y 10:1. La mezcla
de células fue incubada a 37 °C en atmosfera a
5 % de CQ por 18 h, en presencia del AcM
ES-78 (400 mg/mL) o el AcM no relacionado.
Después de la incubacion, 0,1 mL del
sobrenadante fue removido de cada pozo para
realizar la deteccién de LDH. El porcentaje de
lisis para cada anticuerpo se calculé utilizando
la férmula siguiente:

o (DO.,,,,,liberacion experimental -
% delisispara  po,, liberacion espontanea)
cada anticuerps - —— x 100
(DO.,,,,,liberacion maxima -
DO.,,,., liberacion espontanea)



La liberacion espontanea se obtuvo por la
incubacioén de las células blanco en medio completo.
La liberacibn méaxima se obtuvo incubando las
células blanco con medio completo en presencia
de tritdn 2 %. El porcentaje de lisis especifica por
CMA se calcul6 usando la formula:

Lisis especifica por CMA (ES-78) = % de lisis producida
por el AcM ES-78% de lisis producida por el anticuerpo
no relacionado

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD SOBRE PARASITOS
RECIEN DESENQUISTADOS

Dos grupos de 10 parasitos recién desen-
quistados fueron mantenidas vitro en medio
completo e incubados en presencia de 400 mg/mL
del AcM ES-78 o 400 mg/mL de un AcM no
relacionado (grupo control). Se utilizaron como
células efectoras 4 x 106 esplenocitos/pozo,
mezcladas con 1 x 106 células/pozo obtenidas de
exudado peritoneal de ratones Balb/c libres de
patdgenos. Laitotoxicidad mediada por anticuerpo
se determind bajo microscopio de fase por
observacion directa. El criterio de muerte del parasito
incluyd, pérdida total de movilidad y de los detalles
celulares. Este experimento fue realizado 2 veces.

RESULTADOS

ENSAYO DE INHIBICION DE ACTIVIDAD
DE PROTEINASA UTILIZANDO EL ACM ES-78

En este ensayo no se encontré inhibicion de
la actividad proteinasa del AgES &asciola

Porcentaje de lisis especifica

Fig. 1. Liberacion de LDH expresada
como porcentaje de lisis especifica sobre
células Ragi utilizando AcM ES-78.

100:1
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hepaticautilizando azocaseina como sustrato,
tanto para el AcM no relacionado, como para el
AcM ES-78.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MEDIADA POR
ANTICUERPO SOBRE CELULAS RAJI

En este ensayo se evalué la capacidad del
AcM ES-78 de inducir citotoxicidad sobre
células Raji cubiertas con AgES de adultd-de
hepaticaen presencia de esplenocitos y células
peritoneales de ratones no estimulados. Después
de 18 h de cultivo se encontré citotoxicidad
especifica en las diferentes relaciones células
efectoras/células blanco (100:1, 50:1, 20:1, 10:1).
A mayor relacion, células efectoras/células
blanco, se encontré6 mayor porcentaje de lisis
por CMA (fig.1).

CITOTOXICIDAD MEDIADA POR ANTICUERPOS
SOBRE PARASITOS RECIEN DESENQUISTADOS

La CMA se evalud por el efecto directo
de esplenocitos y células peritoneales de
ratones no estimulados sobre parasitos recién
desenquistados durante 7id vitro. Se
observo que las células efectoras cultivadas
en presencia del AcM ES-78 desarrollaron
efectos adversos sobre los parésitos,
mostrando sefiales evidentes de muerte. La
media del porcentaje de los parésitos muertos
(2 experimentos) en presencia del AcM ES-
78 fue de 85 % (fig. 2, Ay B).

50:1 20:1
Relacion Efector: Blanco
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DISCUSION

Hasta el momento, no existe en el mercado
una vacuna efectiva contra la fasciolosis en el
ganado. El hallazgo de un candidato vacunal,
ademas de aminorar las pérdidas econdémicas
causadas por la infeccion de este trematodo, seria
de gran utilidad para el control de la fasciolosis
humana.

Recientemente, se informo la identificacion de
un epitope protector utilizando el AcM ES-78.5 Las
moléculas reconocidas por este AcM, fueron
purificadas por cromatografia de afinidad y
administradas como inmundgenos y no fueron
capaces de reducir la carga parasitaria ante un
reto con 15 metacercarias/ratén (datos no
mostrados). Sin embargo, se demostré que la

AcM no relacionado
AcM ES-78

Fig. 2 Ensayo de citotoxicidad mediada por anticuerpo
sobre parasitos recién desenquistados.

administracion pasiva del AcM ES-78 previa al reto
produce una reduccion significativa de la carga
parasitaria en el higado de los ratones. De la
proteccion que produce el AcM en los ratones,
se infiere que el epitope reconocido por este
debe desempefiar un papel importante en la
proteccion del huésped contra el parasito. Este
AcM reconoce fundamentalmente estructuras
presentes en el sistema digestivo del parasito.
Las moléculas que reconoce el AcM presentan
actividad de cisteino proteinasa y se ha
reportado que en los trematodos, estas
moléculas, estan involucradas en varias
funciones como la penetracion a través de los
tejidos del huésped, la adquisicién de nutrientes,
la evasion de la respuesta inmune del huésped y
la participacién en la produccién de hue¥os.



Otros estudios han demostrado que anticuerpos
anti-catepsinas L originados en conejos son capaces
de inactivar las funciones de estas enziias
vitro.” Sin embargo, en el ensayo de inhibicién de
actividad de proteinasa utilizando el AcM ES-78
no se encontro inhibicion de la actividad de estas
enzimas en presencia del AcM, empleando
azocaseina como sustrato. Esto sugiere que el
efecto protector de este AcM no es debido a la
inhibicion de la actividad enzimética.

La utilizacién de células Raji marcadas con el
AQES en presencia de células efectoras y el AcM
evidenciaron que la citotoxicidad celular mediada
por anticuerpo es uno de los mecanismos posibles
através del cual este AcM puede ejercer su accion
protectora.Este resultado fue reafirmado cuando
se realizd el mismo disefio utilizando parasitos recién
desenquistados como células blanco, demostrandose
que el AcM ES-78 (Ig(y) esta involucrado en el
desarrollo de una respuesta citotdxica, efectiva en
los estadios tempranos del parasito.

El epitope reconocido por este AcM es
conformacional, glicoproteico y presenta al menos
un puente disulfuro, y 3- galactosa en su estructura,
posiblemente en forma del disacérido galactosa -
3 (1-3)-N acetil galactosamifid.a obtencion de
esta estructura por la via clasica del ADN
recombinante es dificil. La utilizacion de la
tecnologia de AcMs anti-idiotipos y de péptidos
recombinantes o sintétictoson variantes posibles
para mimetizar los epitopes con estas
caracteristicas, lo que permitiria en el futuro lograr
un posible candidato vacunal.
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SUMMARY

It was recently reported that the ES-78 monoclonal antibody is
capable of giving passive protection against fasciolosis. One of
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the mechanisms by which it exerts its protective action against
the disease was identified. We also demonstrated in this report
the capability of this monoclonal antibody to produce antibody
dependent cell citotoxicity on Raji cells coated with excretory-
secretory antigens, as well as on newly disencysted parasites..
No inhibition of proteinase activity was found in presence of
this monoclonal antibody when azocasein substrate was used.

Keywords: Fasciola hepatica passive protection, ES-78
monoclonal antibody, dependent cell citotoxicity.
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