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Anticuerpo monoclonal que mimetiza la estructura
de un epitope inmunoprotector contra Fasciola hepatica

Lic. Ricardo Marcet SAnchez,® Téc. Mabel Figueredo Pino? y Dr. Jorge Sarracent Pérez

RESUMEN

Se reporto la produccién de 4 anticuerpos monoclonales anti-idiotipos (3G5, 5G1, 3H4 y 1H6) que inhiben la reaccion antigeno-
anticuerpo monoclonal ES-78, el cual reconoce antigenos de excrecion-secrecion de Fasciola hepatica y se emplea para el
diagnostico en heces de la fasciolosis en €l ganado bovino y en humanos. Cuando se utilizé en congjos e 3G5, como inmundgeno,
se produjo una respuesta de anticuerpos contra antigeno de excrecion-secrecion de Fasciola hepatica sin un previo contacto con
este. El empleo como inmunégeno de este anticuerpo monoclonal anti-idiotipo, que mimetiza un epitope protector contra la
fasciolosis, junto a adyuvantes apropiados puede ser una manera novedosa de disminuir la carga parasitaria en modelos

experimentales de fasciolosis.
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La infeccién causada por el trematodo
Fasciola hepatica es considerada como una
entidad de importancia médico veterinaria por las
pérdidas econdmicas estimadas en tresmil millones
de ddlares por afio.! Ademés, €l interés en esta
parasitosis es creciente debido a el evado nimero
de casos reportados en humanos en algunos paises
de zonas tropicales y subtropicales.!

A pesar de que €l uso de la terapia durante
més de 2 décadas ha influido en la reduccion de
|os niveles de morbilidad,?® una vacuna seria una
delas opciones mas atractivas, alargo plazo, para
el control de esta enfermedad.

Se han estudiado diferentes candidatos
vacunales de natural eza proteica gue en ensayos
preliminares han mostrado resultados promisorios.
Sin embargo, hastael momento no se haobtenido
una vacuna efectiva contra esta parasitosis. En
1990 se reportd la obtencion del anticuerpo
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monoclonal (AcM) ES-78 dirigido contra
antigenos de excrecion-secrecion (AgES) de
parasitos adultos mantenidos in vitro.* Este es
capaz de conferir altos niveles de proteccién en
ratones BALB/c cuando se administra
pasivamente 24 h antes de un reto con
metacercarias de F. hepatica.® El epitope
reconocido por este monoclonal esta presente en
moléculas con actividad de cisteino-proteasa,® las
cuales modulan la respuesta inmune hacia un
patron de citosinas Th2.® Este epitope es
conformacional, glicoproteico, contiene a menos
un enlace disulfuro y presenta en su estructurab
galactosa, probablemente en formadel disacérido
galactosa b(1-3)-N-acetilgalactosamina.” Estas
caracteristicas hacen dificil su obtencion por los
meétodos convencionales de ADN recombinante.
Se hareportado el uso deAcMsanti-idiotipos para
mimetizar estructuras de carbohidratos y



glicoproteinas.t Un AcM anti-idiotipo que imite
laestructuradel epitope reconocido por el AcM
ES-78 administrado con un adyuvante adecuado,
pudiera ser Util como vacuna experimental para
reducir lacarga parasitariaen un modelo murino
defasciolosis.

El objetivo de este trabajo consistio en
mimetizar el epitope reconocido por el anticuerpo
monoclonal ES-78 utilizando laviade obtencion de
anticuerpos monocl onal es anti-idiotipos.

METODOS
Animales de experimentacién

Enlosesquemas deinmunizacion se utilizaron
ratones BALB/c hembras, de 20-25 g de peso,
y congjos Chinchillas machos, de aproximada-
mente 2 kg de peso, provenientes del Centro de
Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB).

Purificacion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales fueron
purificados a partir de liquido ascitico mediante
cromatografiade afinidad, utilizando como soporte
Proteina G Sefarosa, segun indicacionesdd manual
de instrucciones de la firma Pharmacia Fine
Chemicals (Pharmacia Fine Chemicals. Affinity
Chromatography. Principles and methods. Printed
in Sweden by Ljungforetagen AB, Orebro, August
1983-2)

Obtencidn del fragmento F(ab'), del AcM ES78

Serealizélaprotedlisisdel AcM ES-78(19G,)
con pepsina bovina (2 g de pepsina x 30 mg de
AcM) a37 °Cdurante4 h. Losfragmentos F(ab’),
se purificaron por cromatografia de afinidad,
utilizando como matriz Proteina G Sefarosa. El
grado de pureza se determiné por electroforesis
en gelesde poliacrilamida.
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Conjugacion del fragmento F(ab’),
a hemocianina

A lasmoléculasF(ab'), selesanadio el agente
condensante SMCC (succinimidil-4-maleimido
metil ciclohexano 1 carboxilado) y se incub6
durante 2 h atemperaturaambiente en condiciones
de oscuridad. El exceso de SMCC fue eliminado
por didlisis. Lamoléculade F(ab’), se mezcld con
4 mg de Keyhole limpet Hemocianina (KLH) que
habian sido previamente tratados con 2,8 mg de 2
iminotiolano en solucion tampdn defosfato (31 MM
fosfato de sodio, 0,46 M deNaCl, 41 mM sacarosa,
pH 7,4), y se incubaron por 2 h a temperatura
ambiente hastalaformacién del conjugado.

Esquema de inmunizacion para la obtencion
de anticuerpos monoclonales anti- F(ab'),
del AcM ES 78

Serealizaron esquemas deinmunizacion de 3
inoculaciones por raton, ainterval os de 2 semanas,
del F(ab’), acoplado a KLH con concentraciones
decrecientes de 50, 40 y 30 mg de proteinas,
respectivamente. La primera con adyuvante
completo de Freund y las restantes con adyuvante
incompleto de Freund. Las titulaciones de sueros
de los animales para la deteccién de anticuerpos
contra F(ab’),, se realizaron por ELISA. Al raton
demayor titulo selerealizd unaditimainoculacion
de 20 mg por viaintravenosa.

Obtencion de hibridomas

Seleredizd 3 d antes de lafusiéon unadltima
inoculacion con F(ab’), ES-78 a animal de mas
alto titulo contra este inmundgeno y mayor
porcentaje de inhibicién de la reaccion Ag-AcM
ES-78. A este animal se le extrgjo € bazo como
fuente de esplenocitos sensibilizados y se realizo
lafusi6n seguin procedi mientos clasi cos, utilizando
las células de mieloma P3X63 Ag8 6.5.3. Los
clongjesy reclongjes se realizaron por € método
de dilucién limitante. Los clones productores de
AcMs anti-idiotipos fueron seleccionados y
criopreservados en nitrégeno liquido.
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Sstema de ELISA para la deteccion
de anticuerpos anti- F(ab’),del AcM ES-78

El ensayo ELISA para la deteccion de
anticuerpos contra F(ab’), del AcM ES-78 se
realiz6 adsorbiendo este ala superficie de placas
MaxiSorp. Se utiliz6 como conjugado un anti-Fc
de ratdén fosfatasa alcalina y como solucion de
sustrato, p-nitrofenilfosfato en tampoén dieta-
nolaminapH 9,8. Unavez abtenidos|aosanticuerpos
que reconocen el F(ab’), del AcM ES-78, se
determind cuales podian ser |os que mimetizaban
el epitope antigénico. Para esto se realizé un
ELISA de inhibicién como se describe a
continuacion.

Sstema de ELISA de inhibicion para
determinacion de AcMs anti-idiotipos

Este sistema fue utilizado para la evaluacion
de los sueros y para la evaluacion secundaria de
hibridomas productores de anticuerposanti F(ab’),
Seincubd el AcM ES-78 con los sueros deraton o
sobrenadantes de hibridomas durante 1 ha 37 °C,
luego se adicionaron sobre una placa MaxiSorp,
recubierta con AgES. La reaccion se revel6 con
un conjugado anti-ratén peroxidasay con laadicion
de la solucién de sustrato (5 mg de orto-
fenilendiamina(OPD) + 5mL deH,0O, + 12,5mL de
tampon citrato-fosfato pH 5,0).

Determinacion de isotipos

Los isotipos de inmunoglobulina fueron
determinados a través de un sistema ELISA
utilizando tiras MaxiSorp recubiertas con F(ab’),
ES-78. Sobrenadantes de cultivos de hibridomas
y/oliquido ascitico fueron afiadi dos posteriormente.
El sistemafue revelado utilizando los conjugados
anti-isotipos de raton peroxidasay la solucién de
sustrato correspondiente.

Esquema de inmunizacién en congjo utilizando
AcMs anti-idiotipos

El esqguema de inmunizaciéon en conejo se
realiz6 en 3 inocul aciones espaciadas por 15 d por

via subcutanea, intramuscular y subcutanea,
respectivamente; utilizando los 4 anticuerpos
monoclonales que inhibian la reaccion antigeno-
AcM ES-78y adyuvante de Freund. Seemplearon
dosisdecrecientes de 1 000, 800 y 600 mg/conejo.
Después de 10 d de la Ultima inoculacion, a los
animaleslerealizaron extraccionesde sangre para
medicion del titulo de anticuerpos anti-AgES de
F. hepatica.

Sstema de ELISA de deteccion

de anticuerpos anti-antigeno de Fasciola
hepatica en sueros de conejos inmunizados
con AcM anti-idiotipo

El sistema inmunoenzimético se desarroll6
recubriendo placas de poliestireno, Maxi Sorp, con
antigeno de F. hepatica purificado (Ag ES-78) por
cromatografia de afinidad, en la que se us6 como
ligando el AcM ES-78. Las placas fueron
bloqueadas con abumina de suero bovino (ASB)
2,5%. Lasolucién de blogueo fueremovidadelos
pozosy los sueros, adilucion 1/1 000, de conejos
inmunizados con | os anti-idiotipos se afadieron e
incubaron durante 1 h a 37 °C. Después del
procedimiento de lavado se afiadio e conjugado
anti 1gG de conejo-peroxidasa a la placa. La
reaccion fue reveladacon laadicion delasolucion
de sustrato (4 mg OPD +5mL deH,O, +12,5mL
detampdn citrato-fosfato pH 5). Ladensidad Optica
fue medida aunalongitud de onda de 492 nm.

RESULTADOS

Se obtuvieron titulos elevados contra F(ab'’),,,
con un porcentaje de inhibicién de hasta 80 % de
la reaccion antigeno-AcM ES-78 en el suero de
los ratones. Se selecciond el ratdn nimero 7 para
la fusion por presentar el mayor porcentaje de
inhibicion delareaccion Ag-AcM ES-78y untitulo
mayor de 1/20 000 (tabla 1). Como resultado del
sistema de evaluacién primaria de la fusion se
obtuvieron 8 AcMs que reconocen F(ab’),. Estos
hibridomasfueron eval uados nuevamente mediante
un ensayo tipo ELISA deinhibicién, encontrando
gue 4 (3G5, 5G1, 3H4 y 1H6), fueron capaces de
inhibir la reaccion antigeno-AcM ES-78 contra



F. hepatica (tabla 2). Estos anticuerpos mono-
clonalespresentaron unisotipo deinmunoglobulina
1gG,. Con estos 4 AcMs serealizo un esquemade
inmunizacion en conejosy posteriormente el suero
de los conejos fue evaluado por ELISA para
determinar el titulo de anticuerpo contraAg ES-78
deF. hepatica. Solo €l anti-idiotipo 3G5 fue capaz
de desarrollar una respuesta de anticuerpo contra
el Ag ES-78 de este parasito (tabla 3).

TABLA 1. Titulacion de los sueros de ratones Balb/c inmunizados
con F(ab'),

% de inhibicion

Raton No. Titulo delareaccién Ag- AcM ES-78
1 >1/20000 72,0
2 1/10000 31,2
3 >1/20000 56,2
4 >1/20000 61,7
5 >1/20000 51,3
6 >1/20000 75,4
7 >1/20000 80,8
8 >1/20000 51,8

TABLA 2. Resultados del % de inhibicién de la reaccién de
AQgES-AcM ES-78 con los diferentes anti-idiotipos

AcM anti-idiotipo % de inhibicion

3G5 89,31
5G1 81,81
3H4 88,96
1H6 88,65

TABLA 3. Resultados del sistema de deteccidn de anticuerpos anti-
antigeno de excrecion-secrecion de Fasciola hepatica en sueros
de conegjos inmunizados y no inmunizados con AcM anti-idiotipos

AcMs anti-idiotipos Relacion SI/SNI- (1/1 000)

3G5 4,51
3H4 1,65
1H6 1,23
5G1 1,15

Sl: suero de conejo inmune, SNI: suero de conejo no inmune,
SI/SNI= 1.

DISCUSION

Esta bien establecido que mol écul as proteicas
como péptidosy anticuerposanti-idioti pos pueden
imitar estructuras antigénicas constituidas por
carbohidratos o glicoproteinas, ademés deinducir
la produccién de anticuerpos especificos contra
estos antigenos.® 1
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Existen numerosos reportes sobre la capaci dad
de los AcM anti-idiotipos murinos como vacuna
contra diferentes patdgenos.>*3, Por otra parte,
sehademostrado que fragmentosde simple cadena
scFv, de estos anticuerpos, son capaces deinducir
unarespuestade anti cuerpos especificos haciauna
estructura antigénica determinada.* Estos
fragmentos recombinantes pueden ser facilmente
mani pulados para su uso en vacunas de ADN y/o
fusién con citosinas o péptidosinmunogénicos.

La via de obtencién de anticuerpos
monoclonal es anti-idiotipos es unaalternativaque
permite mimetizar €l epitope protector reconocido
por & anticuerpo monoclonal ES-78 obtenido contra
AQES de adulto de F. hepatica.

En estetrabajo se reporté un mimotope usando
como molde el AcM ES-78 altamente protectivo
contra fasciolosis en ratones BALBJ/c.

El hecho dequelos4 anticuerpos monoclonales
anti-idiotipos que se obtuvieron fueran capacesde
inhibir la reaccion antigeno-AcM ES-78 sugiere
que estos debian reconocer alaregion F(ab'), del
AcM ES-78 por laregion idiotipica, o sea, por €l
sitio de reconocimiento con el antigeno o uno
cercano a este. La Unica manera de saber si estos
anti cuerpos anti-idiotipos son capaces deimitar €l
epitope es inmunizando animales con ellos y
realizando una eval uacién posterior de los sueros
de estos contra el antigeno. La presencia en el
suero de conejo de anticuerpos contra €l Ag ES-
78 de Fasciola sin un previo contacto con este, es
lacertezade que el anti-idiotipo estdmimetizando
al antigeno. Serediz6 un esqguemadeinmunizacién
en conejos con los 4 AcMs'y posteriormente los
sueros de los conejos fueron evaluados por un
ELISA para la determinacién del titulo de
anticuerpo contra antigeno de F. hepatica. De la
inmunizacion en los conejos conlos4 anti-idiotipos,
se determind que solo el 3G5 fue capaz de imitar
el epitope que reconoce el AcM ES-78.

Estudios previos sugieren que la infeccion
crénica con F. hepatica presenta una respuesta
inmune gue responde a un patron de citosina de
tipo Th2.5151¢ Brown y otros demostraron en 1994
queclonesdecélulasT, antigeno especifico, aidadas
de bovinos crénicamente infectados con F.
hepatica expresaron un patrén de citosinas ThO 'y
Th2. No se detect6 patrén de citosinas de tipo
Th1.'” Estos datos estan acorde con |os reportado
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por O’ Neill en 2001, quien demostrd que cisteino-
proteasas (catepsinas L) liberadas por F. hepatica
suprimian la respuesta inmune de tipo Thl
generando respuesta de anticuerpos de isotipo
Th2.®® Estos datos sugieren la existencia de un
sistema de regulacion negativa de la respuesta
inmune detipo Thl en bovinosinfectados con este
parasito, como un mecanismo de escape del
parésito alarespuestainmune del hospedero.

Estos resultados sugieren la realizacion de
experimentos en los que se inmunice con este
anticuerpo anti-idiotipo, utilizando adyuvantes
apropiados, de manera que desplace la respuesta
inmune haciaun patrén de citosinas Thl.
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Monoclonal antibody mimicking the structure
of an immunoprotective epitope against-asciola
hepatica

SUMMARY

The ES-78 monoclonal antibodiy recognizes excretory-secretory
antigens of Fasciola hepatica. This monoclonal antibody is
used for diagnosis of humans and cattle fasciolosis. The production
of 4 anti-idiotype monoclonal antibodies (3G5, 5G1, 3H4 and
1H6) inhibiting the antigen-monoclonal antibody ES 78 reaction
was reported. This antibody recognizes excretion-secretion
antigens of Fasciola hepatica and it is used for the diagnosis in
faeces of fascioliasis in the bovine cattle and in humans. When
the 3G5 was used in rabbits as an immunogen there was a response
of antibodies against the excretion-secretion antigen of Fasciola
hepatica without a previous contact wih it. The utilization of
this anti-idiotype monoclonal antibody as an immunogen
mimmicking a protective epitope against fascioliasis together
with appropriate adjuvants may be a new way of reducing the
parasitic burden in experimental models of fascioliasis.

Key words: Fasciola hepatica, monoclonal antibody ES-78,
anti-idiotype monoclonal antibodies, parasitic vaccines.
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