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I. INTRODUCCION.

Se puede definir la amibiasis como la condicidén de hospedar
al protozoario Entamoeba histolytica

Schaudinn, 1903, con o
Esta especie generalmente se
comensal en la luz del intestino

gruesc (amibiasis luminal), sin embargo, bajo ciertas condicio
nes, puede invadir la mucosa

amibiana,. o atin m&s, causar

sin manifestaciones clinicas (7).

localiza en el humano como

intestinal y provocar disenteria

amibiasis invasiva en el higado,

aunque tambi&n puede afectar otros organos (34).

Existen seis especies mis de amibas que son par&sitos natu-

rales del humano: Entamceba coli, E.
Iodamoeba buetschlii,

pero,

hartmanni, E. gingivalis,
Dientamoeba fragilis vy

Endolimax nana;
solo E. histolytica es realmente patdgena.
cibn es cosmopolita y se estima gue afecta a un
blacién mundial, si bien,

Su distribu-
10% de la po-
su incidencia varia de un drea a
otra, siendo mayor en zonas tropicales y subtropicales y ciunda
des con condiciones sanitarias deficientes,

donde prevalecen
la pobreza,

la ignorancia y la sobrepoblacifn (50).

La amibia=-
sis afecta principalmente a nifios menores de

cinco anos, aun-
que tambi&n es frecuente en adultos del sexo masculino. En Mé&-

xico ocupa los primeros lugares de morbilidad y mortalidad, 1lo

que evidentemente tiene una gran repercusifn social debido a

su influencia en el rendimiento tanto laboral como escolar.
La investigacién sobre la amibiasis se orienté inicialmente
hacia su diagndéstico y tratamiento;

paulatinamente su estudio
se extendid hasta

abarcar la morfologfa y fisiologfa amibia-
asi como las reacciones inmunolbgicas del huBsped,
demiologia y la experimentaci®fn en animales, a fin de

nas, la epi

obtener
un mejor conocimiento del parfsito y conseguir medidas inmuno-

profilicticas eficaces para combatirlo.

Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903,

es un protozoario
anaerdbico perteneciente al Subphylum Sarcomastigophora,
clase Sarcodina, Clase Rhizopodea, Orden Amocebida y
Endamoebidae (5).

Super
Familia
Su ciclo vital completo consiste de cuatro
estadios consecutivos: trofozoito, proguiste, quiste y meta-



quiste (26). El1 trofozoito se reproduce por fisién binaria,
produciendo bajo condiciones apropiadas un quiste mononucleado
que tras dos divisiones nucleares sucesivas forma un quiste te
tranucleado tipico. Este 43 lugar a un metaquiste que por divi
sifén origina ocho trofozofitos uninucleados. La transmisifn a
un nuevo huésped se realiza por la ingestidn de quistes en ali
mentos o agua contaminados.

¥l quiste presenta forma esférica u oval, con un difmetro
de 8 a 20 mn ¥ una pared de 125 é 150 nm de grosor. Su membra-
na plasmitica frecuentemente presenta profundas invaginaciones
Yy en su citoplasma se observan polirribosomas, vacuolas y dep&
sitos de glucHgeno. En el nficleo existe un cariosoma gque puede
ser central, cuerpos cromatoidales y cromatina periférica adhe
rida a la envoltura nuclear (34).

El trofozoito es una fase altamente din&mica y pleom6rfica,
su tamafio en cultivo in vitro varfa de 15 a 30 i dependiendo
de las condiciones del medio (34). La membrana plasm&tica es
similar a la de otras cé&lulas eucariontes, con una cubierta ce
lular apenas detectable (43). El citoplasma contiene diferen-
tes organelos: cuerpos densos, ribosomas y polisomas, granulos
osmibfilos, cuerpos helicoidales y cuerpos tubulares (32, 39);
nimerosas vaéuolas alimenticias grandes, mayores a 2 agm, y ve-
sfculas pequenas, menores de 2 amm, cuyas membranas poIgen la
misma estructura gue la membrana plasmatica (2, 32); presenta
tambi&n lisosomas activos especializados de superficie (2,
14). La amiba carece de mitocondrias y aparato de Golgi, ¥y su
retfculo endoélésmico consiste de vesficulas finas rodeadas de
algunos ribosomas (30, 32, 37). El nficleo es ovalado, con un
nucléoclo central v cromatina periférica, y contiene estructu-
ras densas de probable naturaleza viral. La envoltura nuclear
presenta gran cantidad de poros (32).

En las heces fecales de pacientes con amibiasis pueden loca
lizarse tanto trofozoitos como quistes. Los trofozolitos se dis
tinguen facilmente de los de las especies peguefias por su ma-
yor tamaﬁé, el quiste también es mayor al de otras amibas y es



posible diferenciarlo del quiste de E. coli (presente con mu-

cha frecuencia), ya que este tiene ocho nfcleos (34, 44). VNWNo
obstante, el diagnbstico de la amibiasis basado en la identifi

cacibdn morfoldgica de E. histolytica requiere de gran experien

cia y con frecuencia conduce a errores, lo que ocasiona la ad-

ministracidn, en ocasiones innecesaria, de drogas amebicidas

que si bien son generalmente efectivas, pueden producir dafio
iatrogénico al paciente por su toxicidad potencial (34),

Por
lo anterior, resulta de gran utilidad emplear

simultaneamente
el diagnbéstico de cultivo de amibas de materia fecal dJdesarro-
llado por Robinson (44), asi como métodos serolbgicos tales co
mo: hemaglutinacibdn indirecta, aglutinacibén del latéx,
difusibn e inmunoelectroforesis.

inmuno-

Las diferentes cepas de

E. histolytica varian en su grado
de virulencia,

la cual disminuye a medida gue aumenta el tiem-
po de cultivo en medio axénico y se incrementa por pasaijes su-
cesivos a través de un animal huésped y/o reasociacibén con flo
ra bacteriana (7, 36, 49). Recientemente Sarqgeaunt y cols. di-
ferenciaron las cepas patégenas de las no patbgenas en base al
patr6n electroforético de cuatro isoenzimas
46) . Este patrdn es diferente para cecpas aisladas de pacientes
con manifestaciones clinicas y cepas de pacientes

especificas (45,

asintomati-
cos, Y debido a su especificidad permite diferenciar facilmen-
te E. histolytica de otras entamoebas y de otros géneros de
amibas, limitando asi el tratamiento amebicida exclusivamente
a los pacientes que hospeden amibas patdSgenas.

La patologia de la amibiasis se caracteriza por dano masivo
del tejido del hu&sped como resultado de citolisis contacto de
pendiente (7). El trofozoito virulento mata las células por un
proceso répido gue involucra como primer paso un contacto finti
mo pero transitorio entre la membrana plasmtica de la amiba y
l1a de la cé&lula blanco. En sequida la amiba libera factores ci
topiticos que inducen la perdida del potencial transmembranal
conduciendo a un estado prelitico de la célula huésped (14,

20). Finalmente, el trofozofito fagocita total o parcialmente



la c&lula afectada y libera enzimas proteolfiticas que la lisan
(20,40) .

Por lo gue respecta a la respuesta inmune, en la mayorfa de
los casos sintom&ticos los pacientes presentan anticuerpos cir
culantes dirigidos tanto contra determinantes de superficie co
mo citopldsmicos; sin embargo, la respuesta inmune ni previene
la infeccifn ni altera el curso de la enfermedad (20). Al pare
cer la amiba evade el ataque inmunolSgico dispersando o inter-
nalizando el complejo antfgeno-anticuerpo (6).

En los parridfos siguientes se resume el desarrxollo de los
métodos de identificacidn y andlisis de moléculas antigénicas
gue han permitido llegar al conocimiento actual sobre los anti
genos de E. histolytica. En un principio se trabajd b&sicamen-
te con extractos acuosos de antigeno total, pero gradualmente
se optS por la identificacién cualitativa y cuantitativa de
los antigenos amibianos més importantes, con el empleo de t&c-—-
nicas que involucran la ruptura del trofozoito y centrifuaacio
nes diferenciales.

En 1967 Boonpucknavig y cols. (4) aislaron mediante sonica-

cifn y centrifugacidn diferencial fracciones celulares de
E. histolytica, v observaron gque los antigenos amibianos se en

cuentran asociados principalmente a la fracciédn microsomal, 1lo
que explicarfa que la mayorfa de las pruebas inmunolbgicas en
casos de amibiasis asintom&tica sean negativas, ya dque la ami-
ba integra no expone sus endoantigenos al sistema inmune del
huésped. Se postula gue la célula completa del protozoario en
los tejidos, escapa al reconocimientoc antigénico.

El cultivo in vitro de E. histolytica asociada a bacterias
se logrd en 1925, a partir de entonces se probaron distintos
medios que culminaron en 1968 con el cultiveo ax&nico, medio 1li
bre de organismos asociados, creado por Diamond (8) lo que per
mitis un ripido avance en estudios bioquimicos, nutricionales,
patol8gicos e inmunolégicos. En 1969 Lunde y Diamond al em-
plear antigeno total preparado mediante homogeneizacifn de tro

.
fozoftos cultivados axénicamente, establecieron opatrones inmua-



noelectroforéticos de diferentes cepas amibianas, y obtuvieron

evidencias de que E. histolytica es inmunologicamente diferen-
te a otras amibas de morfologfa similar (33).

Khan y Meerovitch en 1968 empleando trofozoftos de FE. his-
tolytica sonicados y liofilizados obtuvieron bandas de precioi

tacibn tanto con sueros de pacientes como con suero de conejo

anti-E. histolytica, vy observaron reacciones de identidad con

antigenos de otras especies amibianas {(22). Posteriormente ,

fraccionaron por filtracifén en gel de Sephadex un

acuoso de trofozoitos axé&nicos, y cobtuvieron siete

extracto
fracciones
a las que determinaron propiedades fisicoquimicas e inmunol&gi
cas (23, 24). Mas tarde, Alam y Ahmad en 1974 con té&cnicas si-
milares demostraron la heterogeneidad de la composicibn antigé
nica de los trofozoftos (1).
En 1975 McLaughlin y Meerovitch al utilizar homogeneizacibn
y centrifugacifn en gradiente de densidad, aislaron membranas
plasmiticas y membranas citopl8smicas de E. invadens, y detec-—
taron la presencia de antigenos citoplismicos asociados a vesI
culas de naturaleza lisosomal (37, 38).
Krupp en 1977 mediante el empleo de pruebas inmunolégicas
con sueros de paclentes de difercntes regiones <geogrificas,

E. histolytica
cultivados ax&nicamente (25). Poco después, en 1978 Parkhouse

identificd catorce antigenos en trofozoitos de

y cols. demostraron que los principales antIgenos de membrana
de E. histolytica que son reconocidos por sueros de pacientes
son de naturaleza glicoproteica (41).

En 1980 Sawney y cols. por medio de filtracibn en gel de Se
phadex de la porcibn soluble del antfgeno total de trofozoftos
de cultivo axé&nico de E. histolytica, purificaron parcialmente
un antfigeno glicoproteico de peso molecular elevado, con pro-
piedades de hemaglutinaci6én vy vrecipitacifn similares a las
mostradas por el extracto crudo (47).

Martinez-Palomo y cols. demostraron que la membrana plasmi-
tica de E. histolytica contiene residuos de manosa o glucosa
gue actuan como receptores a los que se une especificamente la



lectina concanavalina A (35, 43). En estudios posteriores se

ha reportado que esta lectina aglutina en mayor proovorcién a

las cepas patbgenas de E. histolytica, lo que sugiere la exis-

tencia de un agrupamiento de receptores especificos para la

concanavalina A en la membrana amibiana (19, 43).

En 1980 Aley y cols. empleando trofozoftos de E.histolytica

cultivados ax&nicamente desarrollaron una metodoloqfa para el

aislamiento de membrana plasm&tica basada en su unién especifi

ca con la concanavalina A, que estabiliza la membrana y evita

su fragmentacibn, con lo que se facilita su separacibn. Median
te homogeneizacibn y centrifugacidn diferencial en gradientes
de densidad obtuvieron diferentes estructuras del trofozoito
por separado; asi mismo, determinaron las propiedades quimicas
y enzim8ticas de las fracciones celulares aisladas, e identifi
caron al menos doce componentes glicoproteicos en la

membrana
plasm&tica (3). Posteriormente con la misma té&cnica y marcaje
radiactivo con 1125, comprobaron gue la membrana plasmidtica se

interioriza como vesfculas endociticas,
reciclaje de membrana (2).

lo que indica un claro

Es importante notar gque el método aportado por Aley y cols.
abri6 el camino de la investigaci®n referente al aislamiento y
caracterizaci®dn guimica e inmunoldgica de los antigenocs de su-—
perficie celular y de organelos membranoscos, asi como de otras
molé&culas citoplismicas, lo cual conduce a su purificacién y a

la posibilidad de experimentar en la inducci®n de inmunidad
protectora.



II. OBJETIVOS.

La amibiasis invasiva es uno de los mayores problemas de sa
lud en diversas regiones del mundo, debido a su alta frecuen-
cia y su evidente repercusifn social, resulta de especial inte
res toda investigacibn que produzca un mejor conocimiento del
agente causal, a fin de lograr mejores métodos de diaaqnéstico,
asf como procedimientos terapé&uticos y medidas inmunoprofiléc-
ticas eficaces que permitan bajar los altos fndices de mortali
dad propios de este padecimiento y en dltima instancia erradi-
carlo. El presente trabajo consiste en la purificacitn de un
antigeno amibiano que se emplear8 posteriormente en este labo-
ratorio en investigaciones relativas a tales aspectos. Los ob-
jetivos planteados para su purificaci6n y caracterizacién son
los siguientes:

- Aislar membranas plasmiticas, membranas no vesfculadas,
membranas internas y complejos solubles del trofozofto de
Entamoeba histolytica (HM1:IMSS), aplicando el método de Aley.

- Determinar el porcentaje que se obtiene de cada fraccién
celular a partir del trofozofto intacto.

~ Purificar antigenos proteicos de la fraccidn 4
solubles, mediante precipitacidn con sales y fil
gel de Sephadex.

~ Obtener anticuerpos de conejo dirigfdos contra antigenos
de complejos sclubles.

- Determinar la presencia de anticuerpos especificos para
antigenos proteicos de complejos solubles, en suero de pacien-
te con amibiasis intestinal o con absceso hepitico amibiano.

- Caracterizar el patr6n antigénico de las ~fracciones de
complejos solubles frente al antisuero de conejo, por doble in
munodifusibn e inmunoelectroforesis,

- Comparar dicho patrén antigénico con el obtenido al em-
Plear las otras fracciones celulares del trofozofto.



III. MATERIAL Y METODOS.
1. CULTIVO AXENICO DE TROFOZOITOS.
Se realizb el cultivo

axénico de trofozoftos de Entamoeba
histolytica cepa HM1:IMSS en medioc TYI-S-33 de acuerdo a la me

todologifa descrita por Diamond (10, 11, 12},
1.1. Preparacit6n del medio de cultivo,
— Los constituyentes del medio de cultivo TYI-S-33

. g de peptona biotriptasa, 10 g de dextrosa, 2 g de
sedio,

son: 26

cloruro de
0.6 g de fosfato de potasio monobisico,

1 g de fosfato
de potasio dibisico, 1 g de cisteina,

0.2 g de acido ascbdrbico
Y 22.8 mg de citrato de amonio fé&rrico.

- Filtrar en Millipore 870 ml de agua destilada,
te desionizada. Agregar y disolver cada uno de 1los reactivos.,

Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 1 N. Filtrar con papel de filtra-
cidén ripida, Esterilizar a 121

previamen~—

°C durante 15 minutos.
. Inactivar suero bovino (Biorad)} por calentamiento a 56 °C
durante 30 minutos. En condiciones de extrema esterilidad agre

gar al medio 150 ml de suero bovino inactivo y 30 ml de mezcla
vitamfnica (Biorad).

~ Mezeclar y verter aproximadamente 75 ml del medio en matra
ces Erlenmeyer de 125 ml, con tapdn dc rosca.

1.2. Siembra y cosecha de los trofozoitos.

- Tomar 1los tubos'de cultivo de amibas que se encuentren en
la fase logarftmica de su desarrollo, y sumergirlos durante 5°

minutos en un bafio de hielo, con lo cual se favorece el des-

prendimiento de los trofozoitos de las paredes.

- Centrifugar a 2,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, Elimi-
nar el sobrenadante, procurando que guede Gnicamente 0.5 ml,
en el que se resuspende el paquete celular. Depositar esta so-
lucidn en el matraz con el medio de cultivo.

- Mezclar suavemente. Incubar a 37 °C hasta la fase logarft
mica de crecimiento de los trofozolitos, la cual se alcanza en-
tre 72 y 96 horas de incubacién,

- Sumergir los matraces de cultivo en un bafio de hielo vpor
5 minutosS. Concentrar las amibas mediante centrifugacifn a



2,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Desechar el sSobrenadante
Yy resuspender el paquete amibiano en solucibtbn salina 0.85 % &

en amortiguador de fosfatos salino pH 7.2, para su lavado pos
terior.

2. AISLAMIENTO DE MEMBRANAS Y COMPLEJOS SOLUBLES DEL TROFQ~
Z0ITO DE Entamoeba histolytica.

Aplicando la metodologfa de Aley Yy cols, (3) se realiz8 1la
fragmentacibn de los trofozoitos ‘para obtener por separado las
membranas internas, membranas no vesiculadas, membranas plasmé
ticas y los complejos solubles. Esta té&cnica se basa en 1la
unidn especifica de la concanavalina A con los residuos de glu
cosa o0 manosa constituyentes de las glicoprotefnas de la mem-
brana plasm&tica. Tal enlace modifica la densidad de la membra
na y ayuda a prevenir su fragmentacifdn durante el aislamiento.
La adicibén posterior de alfa metil man6sido o glucosa libera a
las glicoproteinas de su enlace a la Con A,

Soluciones.

a. Amortiguador de fosfatos salino (PBS) 0,15 M, pH 7.2,
Disolver en agua destilada cada una de las siguientes sales: 8
g de éloruro de sodio, 0.2 g de fosfato de potasio monob&sico,
1.16 g de fosfato de sodio dibésico, y 0.2 g de cloruro de po-
tasio. Mezclar las soluciones, ajustar a pH 7.2 y aforar a
1,000 ml. .

b. PBS 0.15 M pH 7.2 adicionado de MgCl2 10 mM,

c. Concanavalina A.

Preparar una solucifn de Con A disuelta en PBS—MgCl2 PH 7.2 a
una concentracién de 1 mg Con A/ml PBS—MgClz.

d. Amortiguador TRIS: Tris 10 mM + MgCl, 1 mM + fenilmetil~
sulfonilfluoruro (PMSF) 2 mM.

Disolver 1.2114 g de Tris (hidroximetilaminometano) en 800 ml
de agua destilada. Afiadir 203 mg de MgCl,. Ajustar a pH 7.5
con HCl 2 N.

Para solubilizar el inhibidor de proteasas anadir a 348.4 mg
de PMSF, 10 ml de alcohol isopropilico y sumergirlo en un bafio



10

de aqua hirviendo. Colocar en el mismo bafo la

soluecibn Tris-
MgC12 Y agregarle 1la de

PMSF cuando ambhas tengan temperatura
similar. Dejar gque enfrie a temperatura ambiente. Aforar
1,000 ml con agua destilada.

e,

£.

a

Manitol 0.5 M en amortiquador TRIS,

Sacarosa 0.58 M en amortiguador TRIS.

g- Sacarosa 20% en amortiguador TRIS.

h. Alfa metil manbfsido 1 M en amortiguador TRIS.
Praocedimiento. ‘

Todos los pasos de aislamiento de membranas s$e realizan en
a 4 °c.
PBS 0.15 M pH 7.2 yv dos

veces con PBS—MgClZ, mediante centrifugacibén a 1,500 rpm duran
te 5 minutos.

bano de hielo y con centrifuqa refrigerada,

Lavar las amibas tres veces con

De esta forma se consique eliminar los constitu-
yentes del medio de cultivo (17).

-~ Resuspender el paquete amibiano en PBS-MgCl
ma que la concentracidn sea de 4 a 6 x 107 células/ml.

-~ Determinar la viabilidad celular mediante la exclusibn
del colorante azul de tripd&n 1%.

2 de tal for-

~ Afiadir rdpidamente un volumen igual de la solucidn de con

canavalina A 1 mg/ml., Reposar la mezcla durante

- Lavar dos veces con PBS-MgC1l
rante 2 minutos, con el

5 minutos,
2" centrifugando a 750 xpm dun

fin de eliminar el exceso de Con A,
Descartar el sobrenadante.
- Resuspender el paquete celular en 12 ml de

amortiquador
TRIS, e incubar 10 minutos

en este amortigquador hipotdnico,

con el proposito de favorecer el hinchamiento celular. Homoge-

neizar con un homogeneizador de cristal Dounce de v&stago del-~
gado, mediante 31 compresiones.

- Verificar por microscopfa la lisis celular y la formacibn
de capas de membrana. Tomar una alicuota como control.
~ Depositar el homogeneizado sobre un gradiente de

dos pa-
sos formado

por 8 ml de manitol 0.5 M

sobre 4 ml de sacarosa
0.58 M. Centrifugar 30 minutos a 750 rpm. Separar con pipeta

Pasteur el sobrenadante y etiquetarlo

como sobrenadante I,
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_mientras que el sedimento del fondo del tubo corresponde al
precipitado.I.

- Centrifugar el sobrenadante I a 24,000 rpm durante 60 mi-
mutos. Separaf el sobrenadante II, el cual contiene los comple
jbs solubles (CS), mientras que el precipitado II esta consti
tuido por las membranas internas (MI).

—~ Resuspender el precipitado I en 1 ml de TRIS-alfametil ma
nésido 1 M, e incubar 40 minutos con agitacibn ocasional, para
liberar las membranas plasmaticas de la Con A.

= Diluir con tres volumenes de amortiguador TRIS y homoge-
neizar mediante 80 compresiones del vistago.

- Depositar el homogeneizado sobre 4 ml de sacarosa 20% y
centrifugar a 750 rpm por 30 minutos, para obtener el sobrena-
dante III y el precipitado III que contiene las membranas no
vesiculadas y restos celulares (MNV),

- Centrifugar el sobrenadante III a 24,000 rpm por 69 minu-~
tos. Eliminar el sobrenadante IV y recuperar el precipitado IV
constituido por las membranas plasmiticas (MP).,

3: SOLUBILIZACION DE GLICOPROTEINAS,

En vista de gue las proteinas de memumbrana son muy insclu-

bles en sistemas acuosos neutros fue necesario emplear un amor,
tiguador de fuerza ibnica alta, a fin de extraer las proteinas
glicosolubles de membrana (9, 28), '

‘Soluciones.

- a. Amortiguador de rompimiento: Tris 50 mM + KC1 50 mM +,
(CH;C00,)Mg 5 mM.
Disclver 606 mg de Tris, 372.8 mg de KC1l y 68 mg de acetato de
magnésio en 90 ml de agua destilada. Ajustar a pH 7.6 con HC1
1 Ny aforar a 100 ml.

Procedimiento.

- Resuspender las fracciones membranales obtenidas por el
método de Aley (membranas internas, membranas no vesfculadas y
membranas plasmiticas) en 2 a 3 ml de amortiguador de rompi-
miento. Homogeneizar y dejar en reposo toda la noche a 4 °c,



AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE CCMPLEJOS SOLURLES DE
Entamoeba histolytica.

Lavar las amibas cinco veces

Resuspender 4 a 6 x 10 células/nl en
PBS—MgCL, 10

Incubar % min en concanavalina A 1 mg/ml
Eliminar el exceso de Con-A

Favorecer el hinchamiento celular por
incubacibn en amortiguador TRIS

Hamogeneizar por 30 comresiones

Centrifugar 30 min a 750 rrm sobre un
gradiente de manitol-sacarosa

sobrenadante I preciplitado I
i
centrifugar 60 min a incubar 40 min con
24,000 rpm alfa-metil manésido

homogeneizar por 80 canpresiones
sobrenadante IT ppdo. II

OMPLETOS MEMERANAS . R
SOLURLES TERBS centrifugar 30 min a 750 rm
o ' sobre sacarosa
L . i
sobrenadante ITI ppdo. III
MEMBRANAS NO
centrifugar 60 min a VESICULADRS
24,000 rpm
ppdo. IV
MEMBRANAS

PLASMATICAS

12
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~ Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Recupe
rar el sobrenadante, el cual contiene los compuestos glicosolu
bles de membrana. Resuspender el precipitado en un volumen
igual de amortiqguadorx de rompimiento, vy repetir el proceso dos
veces, a fin de extraer la mayor parte de las proteinas solu-
bles. Almacenar las muestras a -20 °C.

4, DETERMINACION DE PROTEINAS POR EIL METODO DE LOWRY.
Es una modificacitn del método Folin-ciocalteau, basado en

la determinacidbn del tript&fano y la tirosina contenidos en
las proteinas, va gue en presencia de cobre son capaces de re-
ducir el reactivo de Folin-ciocalteau formandc un complejo de
color azul. Sin embargo, debido a que la cantidad de estos ami
nodcidos varia en las diferentes proteinas se requiere una cur
va de referencia (31).
.Secluciones.
a. Proteina de referencia 1 mg/ml.
En este caso se utiliz6 como proteina estandar 10 mg de albGmi
na sérica bovina disuelta en 10 ml de solucién salina 0.85%.
b.. Reactivo B.
Esta formado por tres soluciones que se deben mezclar hasta el
momento de utilizarse, ya gue el reactivo B es funcional por
poco tiempo.
- Tartrato doble de sodio y potasio: disolver 209 mg de tartra
to de sodio y potasio en 10 ml de agua destilada.
~ Sulfato de cobre: disolver 100 mg de sulfato de cobre penta-
hidratado en 10 ml de agua destilada.
- Carbonato de sodio 2% en hidr6xido de sodio 1 N,
Reactivo B: mezclar 1 ml de tartrato de sodio y potasio con 1
ml de sulfato de cobre, y anadir 100 ml de carbonato de sodio.
c. Reactivo de Folin.
Mezclar 5 ml del reactivo de Folin-ciocalteau con 5 ml de agua
destilada. Prepararlo al momento de usar.
Proced}miento.

4.1. Elaboracidn de la curva patrodn.



- Prepararx los tubos

de ensaye por duplicado, de zgiguien
te manera: ‘ :

No. Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8

(ag protefna) - 10 20 50 100 150 200 250
estandar {ml) - .01 .02 .05 .10 .15 .20 " .25 .
NaCl 0.85% (ml) .40 .39 .38 .35 .30 .25 .20 .15

- Afadir a cada tubo 2 ml del reactivo B. Mezclar bien, Y

dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
- Agregar a cada tubo 0.2 ml del reactivo de Folin.
¥ dejar reposar 30 minutos a temperatura ambiente, en obscuri-
dad. Medir espectrofotSmetricamente la absorbancia a S00 nm,
empleando el tubo 1 como blanco.

Construir la curva de calibracibn con los valores de
sorbancia a 500 nm vs ng de proteina.
4.2. Muestras problema.

ab-

Las muestras problema se tratan de igual forma gue las mues
tras de la proteina de referencia,
bos blanco.

también deben incluirse tu-
Se puede poner 0.1 ml de muestra, mas 0.3 ml de so
lucibén salina 0.85%, y en caso de que el valor de absorbancia
no este comprendido en la curva patrbd4n, probar diluéiénes mayo
res o menores segfin se requiera. Lo importante es que la mues-
tra dilufda tenga un volumen de 0.4 ml,

para conservar la pro-
porcidn del resto de los reactivos.

- Determinar sobre la curva de calibracibn los ug de proteil
na presente en el tubo, en funcibdn de su absorbancia,

- Calcular los ang de proteina/ml con base en la cantidad de
muestra que se puso inicialmente en el tubo,

S. DETERMINACION DE AZUCARES POR EL METODO FENOL-SULFURICO.
El m&todo colorimétrico Fenol-8cido sulfirico permite cuan-

tificar azficares totales y el contenido de azficares en glico-
proteinas,

debido a gue la unién del reactivo con los residuos

del azfcar forma un complejo de color naranja (13},
Soluciones.

a. AzGcar de referencia, 1 mg/ml.

Mezclar -

-dy
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Se empleS como estandar 10 mg de glucosa disuelta en 10 ml

de
agua destilada.

b. Solucibén acuosa de fenol al 5%.
c. Acido sulfirico concentrado.
Procedimiento.

- En tubos de ensaye, perfectamente lavados con detergente,

colocar por duplicado cantidades crecientes de glucosa,

Y ajug
tar el volumen con agua destilada a 0.5 ml/tubo.
No. Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8
(ug azfcar) - 5 10 20 30 40 50 100
estandar (ml) - .005 -01 .02 .03 .N4a .05 .10
agua (ml) .500 .495 .49 .48 .47 .46 .45 . 4N

- Agregar a cada tubo 0.3 ml de fenol 5%,

vy colocarlos en
un bafio de hielo.

— Afiadir a cada tubo 1.8 ml de &cido sulflGrico concentrado,
depositando el &cido en el centro del lfiquido,

Mezclar de inme
diato vigorosamente,

- Una vez gue los tubos estén a temperatura ambiente, medir

la absorbancia a 480 nm. En este caso se empled un espectrofo-

Construir la curva de calibraci6n grafi-
" cando los valores de absorbancia vs mag de azGear,

problema se tratan de igqual forma gue las de
referencia, y €l valor de su absorbancia se interpola en la

- curva para determinar la cantidad de azﬁuares.

témetxo Zeiss PMQ II.

- Las muestras

Calcular ug de
azﬁcar/ml con base en el volumen de muestra empleado.

6. DETERMINACION DE PESO SECO POR EVAPORACION.

Esta t&cnica permite estimar la cantidad de soluto presente
en una muestra en solucidn. Sin embargo,

debido a que el agua

se pierde de la solucibn por evaporacibn, la muestra se desna-

turaliza'por la temperatura empleada.,
Procedimiento.

- Lavar perfectamente varios vidrios de reloj y colocarlos

en una estufa a temperatura constante de 100 °C,

- Verificar diariamente el peso seco de cada vidrio de re-
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loj, en balanza analitica, hasta obtener peso constante. Antes
de pesar los vidrios se dejan enfriar dentro de una c&imara de-
secadora parcialmente abierta.

- Previamente debe realizarse una diflisis exhaustiva de
las muestras, con solucidn salina 0.9%.

- Colocar una alicuota de cada muestra en un vidrio de re-
loj y dejarla secar totalmente a 100 °C.

~ Registrar el peso de cada vidrio y obtener la diferencia
respecto a su peso inicial. Dicha diferencia corresponde él pe
so seco de la muestra. . .

- Calcular el peso seco de la muestra total extrapolando en
funcibn del volumen de la alficuota empleada.

7. PORCENTAJE DE CADA FRACCION CELULAR DE E. histolytica.
Por el método de Lowry se determinaron proteinas al homoge-

neizado de amiba y a las cuatro fracciones (CS, MI, MNV v MP)
obtenidas por el método de Aley, con el fin de cuantificar el
porcentaje gque se obtiene de cada una a partir de un determi-
nado n@mero de c&lulas. Se considerd como 100% la cantiéad de
proteina presente en el homogeneizado amibiano, y con base en
ello se calculd el porcentaje correspondiente a cada fraccidn
vy el porcentaje de recuperacibén de proteina. Esto se realizb 4
veces con diferentes lotes de amibas y se obtuvo el promedio,

Asi mismo, empleando un lote de 150 x 106 amibas se determi
nd el porcentaje de peso seco de las fracciones celulares.

Adé&mas, por el método Fenol-&cido sulffirico se cuantifica-
ron los azficares de cada fracciébn y se calculd 1la relacibn
proteina/carbohidrato.

8. PURIFICACION DE ANTIGENOS DE COMPLEJOS SCLUBLES.
Se emplearon dos tipos de muestra:

- Liofilizada. Complejos solubles obtenidos de un buen nGme
r6 de- aislamientos se reunieron y liofilizaron, material que
posteriormente se resuspendid en amortiguador de fosfatos 10
mM vy se fracciond por filtracifdn el gel.
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- Muestra fresca. La fraccién de complejos solubles recié&n

aislada, por el m&todo de Aley, se dializé exhaustivamente vs

solucién salina normal y se vrocedié a precipitar por salado,

para su posterior filtracidn en gel.

8.1. FILTRACION EN GEL DEL MATERIAL LIOFILIZADO.
En la €filtracién en gel una mezcla de molé&culas se deja
fluir por gravedad a lo largo de una columna empacada con ver-

las porosas de un polimero inerte, de elevado grado de hidrata

cién. La separacidén de los componentes dependeri de la capaci-

dad diferencial de las molé&culas para penetrar los poros de

las perlas. Las moléculas muy peguefias penetran en lOos DoOros y
por consiguiente se mueven lentamente, mientras aque las mayo-
res se moveran a través de la columna cromatogr&fica con mayor
ripidez. Por lo tanto, las moléculas son eluidas

tamafio molecular decreciente (16, 29, 42).

en orden de

Procedimiento.

8.1la. Preparacidn del soporte.

— Hidratar el Sephadex en agua destilada durante 1 a 3 dias
dependiendo del tipo de gel. Lavarlo con el amortiguador aque
‘se utilizari como eluyente, realizandoc cl nGmero de cambios ne
cesarios hasta alcanzar su pH.

- Dejar el gel en la cantidad de eluyente adecuada para ob-
tener una suspensidén homogénea y densa. Deaerear mediante el
empleo de vacio.

- Colocar la columna en posicidn vertical y verter la sus-
pensién del gel por la pared. Todo el gel reguerido debe empa=~
carse en una sola operacidn.

- Abrir la salida de la columna e iniciar el flujo. Equili-
brar el gel pasando 2 6 3 veces el volumen de la columna con
el eluyente.

- Calcular el volumen de la cama de Semhadex. Calcular el
tamanio de muestra: 3 a 5% del volumen total del gel.

- Veri;icar el empacamiento, observando el pasoc homogéneo
a través de la columna de una muestra de Azul Dextran 2,000 al
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0.2%, con lo que simultaneamente puede determinarse el volumen
de vacio.

8.1b. Experimentos realizados.

- Con el fin de separar las proteinas contenidas en los com
plejos solubles se emplearon tres tipos de Sephadex: G-75,
G-100 y G-200, cuyos limites de exclusidn de proteinas son
80,000, 100,000 v 600,000 daltones, respectivamente.

- Como eluyente se utilizd amortiguador de fosfato de sodio
10 mM pH 8.0, el cual se prepara anadiendo a una solucibédn de
fosfato de sodio dibésico 10 mM la cantidad necesaria de fosfa
to de sodio monobidsico 10 mM, vara ajustar el pH a 8.0,

- Para comparar los perfiles de elucidn en los tres tipos
de Sephadex se realizaron los corrimientos bajo las mismas con
diciones, y con las siguientes caracteristicas:

Dimensiones de la columna: 7.5 x 1.8 cm, 19 ml de volumen to-
tal vy &5 ml de volumen de vacio.

Muestra: 25 mg de complejos solubles liofilizados, conteniendo
2.5 mg de proteina, resuspendidogs en 0,95 ml de eluyente,

- Se colectaron 35 fracciones de 1 ml y se midié la absor-
bancia a 280 nm, en un espectrofotbmetro Zeiss PMQ II. Se gra-
ficé la absorbancia vs volumen de elucidn.

8.2. PRECIPITACION FRACCIONADA Y FILTRACION EN GEL DCIL MA-
TERIAL RECIEN AISLADO.

8.2a. Precipitacidn fraccionada con sulfato de amonio,

La precipitacid®n es un m&todo Gtil para la separacidn de
mezclas de proteinas. Consiste en afiadir progresivamente una
sal, hasta alcanzar una fuerza idnica lo suficientemente eleva
da para gue una protefna precipite de la solucidn, sin perder
su conformacidn nativa. La concentracifn elevada de la sal eli
mina el agua de hidratacién de las moléculas proteficas redu-
ciendo considerablemente su solubilidad. El sulfato de amonio
se emplea frecuentemente para purificar proteinas por precipi-
tacién debido a que su gran solubilidad en agua permite alcan-
zar fuerzas i&nicas muy elevadas (29).
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Procedimiento.

La mezcla dializada de los complejos solubles obtenidos en
tres aislamientos se precipitdé fraccionadamente como se indica
en los siguientes pasos:

- Agregar lentamente sulfato de amonio, hasta alcanzar una
saturacidn del 0-33%, considerando que para precipitar al 33%
una solucién se requieren 188 g/1., Mantener en reposo toda la
noche a fin de tener la seguridad de gque hay una completa flo-~
culacidn. V

- Centrifugar 30 minutos a 3,000 rpm a 4 °C, Resuspender el
precipitado en 1 a 2 ml de solucidn salina 0.9%.

- Precipitar el sobrenadante al 33-80%. De tablas se obtie-
ne gue para pasar de 33 a 80% de saturacibn se reguieren 333
g/1l. Dejar reposar toda la noche. Centrifugar a 4 °C durante
30 minutos a 3,000 rpm y resuspender el precipitado en solu-
ciébn salina 0,.9%.

- Precipitar el sobrenadante al 80-100%, considerando qgque
para obtener un cambio de 80 a 100% se reguieren 157 g/1l. De-~
jar reposar toda la noche.

- Centrifugar a 3,000 rpm durante 30 minutos. Eliminar el
sobrenadante y resuspender el precipitado en 2 ml de solucién
salina 0.°2%.

= Eliminar el sulfato de amonio dializando exhaustivamente
los precipitados contra solucidn salina 0.9% , hasta obtener
una prueba de cloruro de bario negativa. Para esta prueba bas-
ta mezclar 1 ml de cloruro de bario 1% con 1 ml del ligquido de
didlisis, si la mezcla se enturbia indica que afin hay sulfato
de amonio y el sulfato de bario precipita, dando una prueba po
sitiva.

~ Centrifugar los dializados 15 minutos a 1,000 rpm, Pecupe
rar los sobrenadantes y desechar los sedimentos, gque correspon
den a proteina desnaturalizada. .

8.2b. Filtracidn en gel del material precipitado.

El precipitado obtenido de 33-80% de saturacifn fue fraccio
nado por éromatografia de exclusidn molecular en un soporte de
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Sephadex G-100 superfino, bajo las sigquientes condiciones:

- Dimensiones del soporte: 18 x 1.59 cm,
36 ml y volumen de vacio de 12 ml.

volumen total de

- La columna se equilibrd previamente con amortiquador de

fosfato de sodio 10 mM pH 8.0, mismo que se utilizbd como elu-

yente.

- El corrimiento se realizd cuatro veces, se aplicd en cada

ocasibn 1.8 ml del material precipitado al B80%,
1l4.2 mg de proteina.

conteniendo

- Se colectaron 20 fracciones de 2 ml v se midié& la absor-
bancia a 280 nm, en un espectrofotdmetro Zeiss PMQ IT.

- Con base en la curva obtenida al graficar la absorbancia
vs volumen elufdo, se reunieron los tubos correspondientes a
cada pico. Asi mismo, se reunieron los picos similares de 1los
diferentes corrimientos.

— Posteriormente el primer pico (Pico A) se concentrd vor
precipitacidn con sulfato de amonio al 100%, y se recromatogra
ff{o bajo las mismas condiciones, a fin de purificarlo,

8.2c. Recuperacidn del Pico A.

Se determind proteinas por el método de Lowry a la mezcla
original de complejos solubles y a las . fracciones precipita-
das, asi como a los difcrentes picos obtenidos por cromatogra-
ffa, con el £in de cuantificar el porcentaje de proteina gue
se obtiene en el Pico A a partir de una determinada cantidad
de proteina amibiana total.

9. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

La electroforésis en gel de poliacrilamida permite el an&li
sis y separacidn de mezclas de proteinas, y es un excelente mé
todo dada la transparencia del gel, su alta resolucifn y repro
ducibilidad. La separacibn en la electroforesis convencional,

PAGE, depende de la carga, tamano y forma de las molé&culas,., Es
posible separar diferentes intervalos de peso molecular al va-
riar la concentracibn del gel.

En la electroforesis desnaturalizante, SDS-PAGE, las protel
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nas se someten a la accibn del 2—-mercaptoetanol gue reduce los
puentes disulfuro y simultaneamente se tratan con el detergen-
te anibnico dodecil sulfato de sodioc (SDS) que recubre las ca
denas y las carga negativamente. Asi, la separacidn Gnicamente
depende del tamafio y es posible determinar el peso molecular
de las muestras comparando su movilidad con la de marcadores
de peso molecular conocido (16, 27, 29, 48).
Soluciones.
a. Acrilamida-bis 30%:0.8.
Disolver 30 g de acrilamida y 0.8 g de N,N'metilenobisacrilami
da en agua destilada y aforar a 100 ml. Filtrar con papel de
filtracib6n rapida. Almacenar a 4 °C en frasco ambar,
b. Tris-HCl 1.5 M pH 8.8,
Disolver 18.15 g de Tris en 50 ml de aqua destilada. Ajus-
tar el pH a 8.8 con HC1 2 N. Aforar a 100 ml.
Tris—HC1 0.5 M pH 6.8.
Solucibn acuosa de SDS al 10% (p/V).

c.
d.
e. N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED),

f. Persulfato de amonio (APS) 10%.

g.. Amortiguader de muestra,
Mezclar 10 ml de Tris~HCl pH 6.8, 10 ml de glicerol, 2 ml de
azul de bromofenol 0.1% y 28 ml de agua destilada. En el caso
de SDS-PAGE agregar 1 g de SDS y 1 ml de Z-mercaptoetanol.

h. Amortiguador de corrimiento.
Dissclver pdr separado 15 g de Tris y 72 g de glicina. Mezclar
las soluciones y aforar a 5 litros con agua destilada. Verifi-
car gque el pH sea 8.3. Para SDS~PAGE anadir 5 ¢ de SDS,

i. Solucién fijadora.
A 400 ml de metanol agregar 70 ml de ééido acético vy 530 ml de
agua destilada. Guardar en un frasco ambar.

j. Solucidn tefiidora.
Disolver 2.51g de azul brillante de Coomassie en 908 ml de me-
tanol al 50%. Anadir 92 ml de &cido acé&tico, ARgitar durante 30
minutos. Filtrar.

k. Solucibn destefiidora.
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A 450 ml de metanol agregar 300 ml de Scido acético y aforar. a
3,000 ml con agua destilada. ’

1. Solucién preservadora.

A 150 ml de metanol afiadir 100 ml de &cido ac&tico, 100 ml de
glicerol y 650 ml de agua destilada.

m. Gel de separacifn, concentracidn 11.5%,.

Mezclar 11.5 ml de acrilamida-bis 30%:0.8, 7.5 ml de Tris-HC1
PH B.0 y 10.55 ml de agua destilada. Deaerear con vacio duran-
te 3 a 5 minutos. Afiadir 10 ml de TEMED y 0.05 ml de APS 10%.
Para SDS—-PAGE anadir 0.06 ml de SDS 10%. Mezclar suavemente
y aplicar de inmediato a las placas.

n. Gel de introduccién.

Mezclar 2.5 ml de acrilamida-bis 30%:0.8, 3,75 ml de Tris-HCl
PH 6.8 v 8.55 ml de agua destilada. Deaerear y agregar 7.5 al
de TEMED vy 0.05 ml de APS 10%. Para SDS-PAGE anadir 0.15 ml de
SDS 10%. Mezclar suavemente y aplicar de inmediato.

Procedimiento.

Se empleo el equipo de electroforesis vertical LKB 2001,

9.1..Preparaci6n del gel. '

= Colocar las placas de vidrio en su base y verificar que
lece beordes ccton perfgcotamonte se2llades. Las dimensicnes de
las placas utilizadas son 180 x 160 x 3 mm vy los separadores
tienen un grosor de 1.5 mm.

- Nivelar la base sobre una superficie plana . Aplicar el
gel de separacifén entre las placas de vidrio, hasta una altura
de 12.5 cm. En el espacio restante estratificar agqua destilada
para evitar gque se deshidrate el gel y facilitar que polimeri-
ce horizontalmente. Dejar reposar dos horas.

~ Eliminar el agua destilada y colocar el peine que formara
los sitios de aplicacidn de muestra.

- Aplicar el gel de introduccibn en el espacio libre entre
el gel separador y el peine, hasta el limite superjor de las
placas. Dejar polimerizar durante una hora.

- Retirar el peine y colocar la camara superior, sellar per
fectamente. Poner en la c8mara el amortiguador de corrimiento
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correspondiente (PAGE o SDS-PAGE).

9.2. Preparacién de las muestras proteicas.

- PAGE convencional. La muestra, bien solubilizada en un
amortiguador, se mezcla volumen a volumen con el amortiguador
de muestra y se aplica. El volumen depende de la concentracibn
de la muestra, basta con aplicar 15 ag de proteina.

- SDS-PAGE. Depositar las muestras en tubos de ensaye de 13
X 100 mm y mezclarlas volumen a volumen con el amortiguador de
muestra SDS-PAGE. Colocar los tubos en un baho de agua hirvien
do durante 5 minutos y aplicar.

- Marcadores. En SDS-PAGE deben incluirse marcadores de pe-
so molecular conocido. Disolverleos en amortiguador de muestra
SDS—-PAGE y colocarlos en un bafo de agua hirviendo durante un
minuto. Aplicar 15 xl.

9.3. Electroforesis.

- Depositar 2 litros de amortiguador de corrimiento (PAGE o
SDS-PAGE) en la cSmara inferior y colocar dentro el refrigerag
te vy las placas con la c&mara superior. Tapar,

- Conectar a un bailo de agua recirculante, a 12 °C,

- Conectar el sistema a una fuente de poder de corriente
constante, mantener 30 mA/placa, durante 5 hr, hasta gue el
frente, observable en el azul de browofencil, llaguc a2 1 cm por
arriba del limite inferior del gel.

-~ Una vez finalizado el corrimiento desconectar el sistema
v separar las placas.

9.4. Tinci6n proteica y preservacién del gel.

— En un recipiente de tamafio adecuado colocar el gel y agre
gar solucidén fijadora cubriendolo completamente. Fijar 10 hr.

- Eliminar la solucién fijadora y tratar el gel durante 2
hr con la solucién tefiidora.

‘- -Eliminar el colorante y aplicar la solucib6n desteiiidora
Realizar los cambios necesarios para obtener la coloracién vy
transparencia del gel deseadas.

- Con una navaja separar el gel de introducci®n.
- Es conveniente tratar durante 1 a 3 hr con solucién pre-
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servadora los geles con concentracibén mayor al 10%, para evi-
tar el riesgo de rompimiento al secarlos.

~ Determinar la movilidad relativa de cada banda.

- Colocar el gel en un papel filtro grueso y ponerlo en un
Secador de Geles para lograr su deshidratacibn.

9.5. Determinacidn del peso molecular (48).

-~ Para este c&lculo es necesario construir una curva de ca-
libracidn graficando la movilidad relativa (Rf) de los marcado
res contra sus pesos moleculares, en papel milim&trico o semi
logarftmico. La movilidad relativa de una proteina se calcula
dividiendo su distancia de migracidn desde el inicio del gel
separador hasta el centro de la banda peptidica, entre la dis-
tancia recorrida por el azul de bromofenol.

R. = distancia de migracién del péptido
£ distancia de migracibén del frente

- Se calcula la movilidad relativa de cada uno de los pépti
dos desconocidos corrideos en SDS-PAGE; su peso molecular se in
terpola en la curva.

10. REDCCIONES INMUNOILOGICAS.

10.1. OBTENCION DE ANTISUERO DE CONEJO (18).

Con el fin de obtener anticuerpos especificos, se procedi6
a inocular conejos con complejos solubles.

-~ Antigeno: sSe prepararon vacunas con complejos solubles
liofilizados, resuspendidos en solucibn salina normal y emulsi
ficados con adyuvante completo de Freud, a fin de aumentar su
antigenicidad.

- Inmunizacidn: se inmunizaron dos conejos cepa Nueva Zelan
da por vfa subcutinea, cada semana durante un mes y posterior-
mente cada 15 a 30 dias durante cuatro meses. En cada inocula-
cidn se aplicd 1 ml de la emulsidn, conteniendo 1 mg de prbte;
nas de complejos solubles.

~ Suero: la sangre se obtuvo por puncidén de la vena margi-
nal de la oreja. Se dejd reposar 2 hr a temperatura ambiente,

se desprendis el cofgulo y se mantuvo en refrigeracibn para fa
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vorecer su contraccién. Después, se separ$ el suero con pipeta
Pasteur, se depositd en viales con azida de sodio Yy se almace-—
nS a -40 °C, hasta su uso.

10.2. DOBLE INMUNODIFUSION.

Esta técnica involucra reacciones de precipitacidrn entre el

antigeno y el anticuerpo, al difundir ambos en una capa semisd
lida, formando bandas de precipitacién en la zona donde sus
' concentraciones son Sptimas (18).

Se realizd doble inmunodifusidn de las fracciones da comple
jos solubles, asi como de las fracciones celulares del trofo-
zofto frente al suero de conejo anti-CS v suero de paciente.

Scluciones.

a. Agar 1.5%.

Disolver perfectamente por calentamiento 1.5 g de agar en 100
ml de solucidn salina normal. Anadir azida de sodio,

b. Soluciétn preservadora.

Mezclar 10 ml de glicerol con 90 ml solucién salina 0.85%

c. Solucibn tenidora y destenidora.

Disolver 500 mg del colorante amido negro en 100 ml Acido acé&-
tico al 5% vy filtrar. Decclorante: Acido acético al 3%.

Procedimiento.

- Colocar placas de vidrio de 25 x 75 mm en una superficie
plana y nivelada, y distribuir en cada una 3.5 ml de la sclu-
cidén de agar 1.5% caliente. Dejar solidificar.

- Perforar en el gel el nmero de pozos necesarios de acuer
do a la cantidad de muestras. Llenar los pozos con los antfge-
nos y antisueros, emplear capilares diferentes.

- Poner un papel filtro dentro de una caja de Petri y hume-
decerlo con agua destilada, para emplearla como cdmara hGmeda.

- Colocar cada placa dentro de una caja y mantener a tempe-
ratura ambiente.

- Examinar periodicamente el desarrocllo de las bandas de
precipitacidén, v cuando este sea Sptimo lavar las placas para

remover las proteinas no reaccionantes, para lo cual, se colo-
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ca la placa en un recipiente con solucibn salina 0.3 M, reali
zando varios cambios con solucifn salina 0.85% por un periodo
de 2 a 5 dias.

~ Mantener la placa en solucidn preservadora un dia.

- Retirar la placa de la solucidn vy colocar sobre el gel
una pieza de papel filtro del mismo tamano y con perforaciones
que coincidan con los pozos del gel. Dejar secar toda la noche
a temperatura ambiente.

- Remover el papel filtro y tehfir durante 20 minutos.

-~ Eliminar el exceso de colorante transfiriendo las placas
a un recipiente con solucidn decolorante, Cambiar 2 a 3 veces
la solucidn vor un periodo de 20 a 40 minutos.

- Secar las placas con aire, en posicidbn vertical.

10.3. INMUNOELECTROFORESIS.

La inmunoelectroforesis se basa en dos propiedades: la movi
lidad caracteristica de las proteinas en un campo eléctrico
(electroforesis) gue permite su separacidn de acuerdo a su car
ga neta, y la capacidad del antigeno y anticuerpo especificos
de precipitar en un gel (inmunodifusibn), (18).

Esta técnica se empled para analizar las fracciones de com-
plejos solubles frente al antisuero de conejo.

Soluciones.

a. Amortiguador barbital pH B.6, u=0.05 (Sigma de Mé&xico).

. b. Agarosa (Sigma Chemical Co.) 1%.
égéﬁlver 1 g de agarosa en 100 ml de barbital, mediante calen-
t;miento con agitacidn constante. Ahadir azida de sodio.

Procedimiento.

- Colocar las placas de 25 x 75 mm en una superficie plana
v nivelada y distribuir uniformemente con una pipeta serolfigi-
ca 3 ml de la solucidbn caliente de agarosa 1%,

- Dejar solidificar y realizar sobre el gel las perforacio-
nes adecuadas. Llenar el pozo con el antigeno.

- Llenar la célmara de electroforesis con amortiguador barbi

tal, cuidando que el nivel sea igual en ambos compartimientos.
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- Poner la placa en la cimara, colocar en pozo con la mues—
tra cercano al electrddo negativo, Y poner en contacto el gel
con el amortiguador por medio de puentes de papel.

— Conectar la fuente de poder y aplicar de 8 a 10 volts/cm
durante 2 hr. Una vez terminada la separacifén dJdesconectar el
sistema y retirar la placa.

= Con una navaja hacer un canal longitudinal en el qgel, re-
tirar la agarosa Yy llenarlo con el antisuero especifico.

— Coleocar la placa dentro de ﬁna c&mara himeda, a temperatu
ra ambiente y permitir el desarrollo de las bandas de precipi-
tacidn durante 24 a 48 hr.

- Lavar, secar y tefir el gel por medio del procedimiento
descrito para doble inmunodifusidn.

10.4. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIAMIBA POR HEMAGLUTI-
NACION PASIVA.

La hemaglutinacidén pasiva es. una técnica muy sensible gue
permite detectar pequefias cantidades de anticuerpo. Los eritro
citos de carnero al tratarse con una solucibdn diluida de &cido
tanico adgquieren la propiedad de adsorber protefina, ¥y una vez
revestidos con ella son aglutinables por el antisuero especifi
co dirigido contra la proteina adscrbida (18, 21).

Mediante la técnica de hemaglutinacidn pasiva con eritroci-
tos tanizados se titularon el suero de conejo anti-complelios
solubles y los sueros de paciente con amibiasis intestinal o
absceso hepéatico amibiano, sensibilizando los eritrocitos con
antigeno total de E. histolytica (HM1:IMSS).

Solucicnes.

a. Amortiguador de fosfatos salino (PBS) pH 7.2.

A 100 ml de salina normal anadir 24 ml de KHZPO4 N.15 M v 76
ml de Na,HPO, 0.15 M. Mezclar y ajustar el pH si es necesario.
. b. amertiguador de fosfatos salino (PBS) pH 6.4.

Mezclar 100 ml de salina normal, 32,2 ml de NazHPO4 0.15 M ¥y
67.8 ml dg KH2P04 0.15 M. Ajustar el pH si se requiere.

c. Diluyente: PBS-SN pH 7.2.
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Inactivar suero normal de conejo por calentamiento a 56 °C du-
rante 30 minutos. Preparar una solucidn de suero normal inacti .
vo al 3% en PBS pH 7.2. ’ -
d. Anticoaqulante de Alsever.

‘Disolver 2.5 g de dextrosa, 0.8 g de‘éitrato de sodio (dihidra
tado), 55 mg de &cido citrico (monohidratado) v 420 mg de clo-
ruro de sodio en 100 ml de agua destilada.
nutos a 121 °C.

Esterilizar 15 mi-

e. Britrocitos de carneroc.

Mezclar la sangre de carnero con un volumen igual de anticoagu

lante de Alsever, y guardar a 4 °C. Se emplean 1los eritrgcitos

de 8 a 21 dias de almacenaje, pero deberan
si presentan hemdlisis.

descartarse antes

f. Acido tanico (1:100,000).

Preparar una solucifn 1:1,000 disolviendo 100 mg de &cido t&ni
co en 100 ml de agua destilada. Guardar en refrigeracidn y des
cartar después de dos semanas o antes si presenta precipitado.
Al momento de utilizarse se hace una solucidn 1:100,000 dilu-
yendo 1 ml en 100 ml de PBS pH 7.2.

g. Antigeno total.

Lavar los trofozoitos S5 veces con PBS pH 7.2. Romper las c&lu-
las por congelacidén a -40 °C y descongelacibn a 37 °C alterna-~
das, Yy homogeneizar. Titular la concentracidn 6ptima.

h. Antisuero. -
Inactivar el complemento por calentamiento a 56 °C durante 30
minutos.

érocedimiento.

- Lavar los eritrocitos cinco veces con PBS pH 7.2 frio,
centrifugando a 3,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Resuspen-
der j ml del paguete celular en 97 ml de PBS pH 7.2. Z

- Preparar la solucién de &cido -t@nico 1:100,000 y manteﬁeg
la en un baho de hielo.

- Mezclar 2 ml de la suspensidn de eritrocitos 3% con 2 ml
de 4cido t&nico diluido vy mantener en un bafio de hielo durante

15 minutos. Agitar por inversidn cada 5 minutos.
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- Lavar las células con PBS pH 7.2 y resuspender en 2 ml de
solucidn salina isoténica.

— Depositar los eritrocitos tanizados en un tubo que conten
ga 2 ml del antigeno diluido con PBS pH 6.4, a su reactividad
Sptima determinada previamente por titulacifn. Incubar a 37 °C
durante 15 minutos, mezclar por inversidn cada 5 minutos.

- Lavar los eritrocitos dos veces con PBS-SN pH 7.2 y resus
penderlos en 6 ml de este diluyente.

- En una placa de microtitulaci®n hacer diluciones seriadas
del antisuerc con PBS—-SN pH 7.2, dejar 25 nl de la dilucibn en
cada pozo.

- Controles: es conveniente correr dos controles positivos,
uno de tfitulo alto y otro bajo. Incluir un suero negativo. Po-
ner un pozo con . PBS—-SN para asegurarse gue las cé&lulas sen-
sibilizadas presentan un patrSn negativo para dicho diluyente.

- Anadir 25 nl de los eritrocitos sensibilizados a cada po-
zo. Cubrir la placa y agitar suavemente.

- Leer resultados después de 1 hr. El titulo se registra co
mo el reciproco de la mayor dilucién del Suero a la que se ob-
serva aglutinacidn de los eritrocitos.
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IV. RESULTADOS.

1. AISLAMIENTO. )

La viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica fue supe
rior al 95% en todos los aislamientos de membranas realizados.
La tabla I muestra el porcentaje promedio de proteina de cada
fraccifn amibiana, separada por el método de Aley, asi como el
porcentaje de peso seco de las mismas. La recuperacibn de pro-
teinas en las fracciones celulares fue de 90.5 a 97.8%, consi
derando como 100% la proteina presente en el homogeneizado to-
tal, con valores de 1.08 a 1.2 mg de proteina total por millén
de amibas.

En la tabla II observamos que el contenido de azGcares es
mayor en membranas no vesiculadas y menor en membranas plasm&-
ticas. No obstante, la relacién carbohidrato/protefna es consi
derablemente mayor en las fracciones membranales (MI, MNV y
MP} que en complejos solubles.

Tabla I. Proporcifn de las fracciones celulares de
Entamoeba histolvytica.

FRACCION % PROTEINA % PESO SECO
Complejos solubles 60.97 62.28
Membranas internas 14.67 28.11
Memb. no vesiculadas 16.79 7.18
{@emb. plasmiticas 2.61 2.42

Tabla II. éontenido de azficares en las fracciones de’
Entamoeba histolytica (60 x 106 trofozoftoes).

FRACCION AZOGAR PROTBINa PZUCAR/PROTEINA
Complejos solubles 2.51 41.72 0.06
Membranas internas 2.58 9.3 n.27
Memb. no vesficuladas @ 3.33 12.6 0.26
Memb. plasmiticas 0.24 2.2 N.11
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2. PURIFICACION.

Al realizar la filtracifn en qel de los complejos solubles
liofilizados se obtuvo en los tres corximientos un primer pico
bien definido, gue sale con el volumen de exclusi®n indicando
la presencia de una proteina de alto veso molecular. Adem&s se
observan una serie de picos imbrincados: cuatro en Sephadex
G-75 (fig. 1), siete en G-100 (fig. 2) y siete en -200 (fiqg.
3). El perfil para los tres soportes es similar, si bien en
ninguno de los casos se logr$ una buena resolucifn,

La filtracifn en Sephadex G-100 de los complejos solubles
precipitados al 80% de saturacidn (CS 80%) muestra dos pices {A
y B) no bien separados (fig. 4). La filtracibén posterior en el
mismo soporte, del Pico A proporciona un solo pico muy bien de
finido (fiqg. 5).
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Figura 1. Cromatoqgrafia de Complejos Solubles
de+E. histolytica (HM1:IMSS) en Serhadex G-75.
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Figura 2. Cromatografia-de Cbmpléjos

“Figura 3. Cromatograffa de Complejos
Solubles en Sephadex G-—100.

Solubles en Sephadex G-200.
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Figura 4. Cromatografia en Sephadex
G-100 de Complejos Soclubles 80%.
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Fiqura 5. Cromatograffa en Sephadex
-G-100 del Pico A de CS 80%.
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Los valores de la tabla III muestran el porcentaje de pro-

Eeina, determinado por el método de Lowry, del Pico A de CS
80%. Durante la precipitacidn fraccionada al 33, 80 y 100% de
saturacidn Gnicamente se recuper® el 38.88% de 1la

proteina
inicial de CS,

yh que durante la didlisis hubo desnaturaliza-
"~ cibn. En el Pico A se recupera por lo menos el 2n.88% de la

proteina de CS, equivalente al 12.7% de la protefna amibiana

total v a 0.14 mg de proteina del Pico A vor mill6n de amibas.
La figura 6 muestra la electroforesis convencional
de poliacrilamida de las

en qel
fracciones celulares del trofozofto,

de las fracciones de CS precipitadas con sulfato de amonio Yy

de los picos obtenidos por filtracitn en gel de Cs 80%., El

Pico A presenta cuatro bandas, sin embargo se encuentra una

Tabla III. Rerdimiento del Pico A ae Camplejos Solubles 80%.

283 x 106 trofozoitos

311 mg proteiTa amibiana total

l
189.4 mg protelina
en camplejos solubles

precipitac%én fraccionada

i
CS 33% CS 80% CS[IGO%
5.3 mg 63.9 my 4.5 mg
(2.8% de CS) (33.7% de CS) : {(2.38% de CR)

filtraci6n en gel

Pico A interseccifn A-B ' P;L>B
39.5 mg 7.99 mq 2,47 mq
(20.88% de CS) (4.2% de CS) (1.3% de C”)
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Fiqura 6. PARGE-convencional de las fraccianes celulares del trafozofto de
E. histoly_gica y de las fracciones de Camnplejos Soclubles.

1, membranas internas (7); 2, membranas no vesfculadas (7): 3, membranas
plasmiticas (5): A, camplejos solubles (10); B, camlejos solubles 33% (4);
C, camplejos solubles 100% (7); D, ‘complejos solubles 80% (5); B, wico A
(4); F, pico B (6). Entre paréntesis se indica el nGmerc de bandas.

LA

Figura 7. SDS-PAGE de las fracciones de Camlejos Solubles. o :
A, antigeno amibiano total; B, camplejos solubles; C, camplejos solubles
33%; D, camplejos solubles 100%; E, complejos solubles 80%; F, vico Ay G,
pico B. Marcadores de peso molecular: 1, albGmina bovina, 66,N00; 2, albd-

mina de huevo, 45,000; 3, anhidrasa carbbnica, 29,000; -4, lactalbfmina,
14, 200.
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Tabla IV. SDS-PAGE de las fracciones de Camlejos Sfolubles.

FRAQOCION PESO MOLECULAR DE LOS PEPTINOS

Antigeno total 90,200 75,000 70,000 67,000
' 57,500 53,000 50,100 42,600

36,300 33,500 28,800 26,600

19,500 17,400 14,200 12,000

Camplejos solubles 67,000 - 57,500 53,000 42,600
36,300 33,500 29,800 26,600
19,500 17,490 14,200 12,000

Campl. sol. 33% 28,200 19,500 14,600
Campl. sol. 100% 33,500 26,600 17,400 14,200
Caml, sol, 80% 67,000 57,500 53,000 42,500

29,800 26,600 13,500 17,400
14,200 12,000

Pico A de CS 80% 67,000 57,500 53,000 42,600
29,800 26,000 17,400

Pico B de CS 80% 28,500 19,500 18,200 16,400
14,200

proteina -.en mayor proporcifén, misma gque esta presente en alta
concentracifn tahto en el antfgeno total, como en CS y CR& 80%),
de igual manera se observa en las fracciones membranales ami-
bianas (MI, MNV y MP),.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS y 2-mer
;captoetanol de las fracciocnes de €S (fig. 7, tabla IV) mues-
tra 16 péptidos para el antfgeno total, de los cuales 12 tam-
bi&n se localizan en la fracci®dn total de complejos solubles
y 7 en el Pico A, donde los principales constituyentes son 2
.péptidos de aproximadamente 67,000 y 53,000 daltones de peso
molecular.,
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3. REACCIONES INMUNOLOGICAS.

La figura 8 muestra que todas las fracciones de comolesos
solubles son reconocidas, por doble inmunodifusibn, tanto por
suero de conejo anti~CS como por suero de paciente, con patro-
nes similares; las fracciones antiqgeno total, CS, CS 100% vy
CS 80% presentan dos bandas de reconocimiento frente a ambos
sueros (tabla V).

En la doble inmunodifusifn de las fracciones celulares del
trofozoito se observa que todas reaccionan tanto con el suero
de conejo anti-~CS como con el suero de paciente, lo que sugie-
re la presencia de un antigeno comun a todas las fracciones
amibianas (fig. 9, tabla VI).

La presencia de alb@mina sérica bovina del medio de cultivo
como contaminante se verificd por doble inmunodifusién, enfren
tando ASB (0.1 a 1.2 mg/ml) contra suero de conejo anti-CSs,
con resultados negativos,

En la figura 10 se compara el watrdn inmunoelectrofor&tico
de las fracciones de CS frente al antisuero especiffico de cone
jo, observando un mayor nfimero de bandas para CS 80% y Gnica-
mente cuatro rara el Pico A.

Los datos de la tabla VII rmuestran los tfitulos de anticuer-
pos antiamiba de los sueros dé congjo y de paciente empleados.
Para sensibilizar los eritrocitos tanizados se utilizb antiqe-
no total de amiba a una concentraci®n de 2 mg protefina/ml.

Tabla V. Doble inmunodifusitn de las fracciones de CS,
R e
A antfigeno total 2 2
B complejos solubles 2 2
C CS 33% 1 1
D CS 100% 2 2
E CS 80% 2 2
F Pico A de CS BO0% 1 A
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Figura 8. Doble Inminodifusidn Figura 9. Doble Irmunodifusidn
de las fracciones de CS . de las fracciones amibianas.

1 = suero de conejo anti-CS

2'= suero de paciente

il

Figura 10. Inmunoelectroforesis.

Sistema: fracciones de
Compléjos Solubles-antisuero de conejo,

A, camplejos solubles 33% (3); B, camlejos solubles 80% (6)
camplejos solubles 100% (5); D, pico A de CS 80% (4).

entre paréntesis se indica en nfimero de bandas de precipitacitn,



Tabla VI. Doble inmunodifusibén de las fracciones amibianas.

cuer nanz, 3% Frecieitacion
A antigeno total 2 2
B complejos solubles 2 2
C membranas internas 1 1
D memb. no vesiculadas 1 2
E memb. plasmAticas 1 1
F pico A de CS 80% 1 1

Tabla VII. Titulo de anticuerpos antiamiba ovor hema-
glutinacidn pasiva con eritrocitos tanizados.

Suero titulo
suero de paciente 124 1:10,240
suero de paciente 126 1;10,240

suero de conejo anti-CS 1; 2,560
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V. DISCUSIONM.
Previco al aislamienteo de membranas los trofozofitos se lava-

ron exhaustivamente, para elirinar los componentes

del medio
de cultivao, v evitar asf la vresencia de albGmina sérica bovi-

na como contaminante en las fracciones celulares, aue conduci-
ria a resultados errdénecs al considerarla como una ovrotefna
amibiana, siendc realmente un

del medio de cultivo (17).

constituyente del suero bovino
Por doble inmunodifusidn se compro-
b6 la inexistencia de esta vroteina en la fraccidn de
jos solubles.

comnleoe-

En el aislamiento de membranas plasmiaticas, internas y no
vesiculadas realizado segfin el método descrito por Aley Yy
cols., més del 60% del peso seco v de la nroteina de Entamoeba
histolvtica corresponde a la fraccién denominada complejos so-
lubles. El andlisis electroforé&tico en gel de ovoliacrilamida
de los compnlejos solubles v de los tres tiovos de membranas, no
ne de manifiesto diferencias entre ellos, aunague también se ob
servan varios comnonentes similares, sobre todo entre MNV v
MP, se puede sunoner aue el método es de bajia resolucidn, pero
la extensa endocitosis cue vresenta ¢l var&sito vodria ser tam
bién causa de estas semejanzas. Reclentemente Alev y su aruono
demostraron aue la membrana plasmdtica de E. histolvtica de la
cepa patbdaena HM1:IMSS, se interioriza rédoidamente en forma de
vesiculas internas, vy aue la mavoria de los péotidos aue cons-—
tituven sus membranas son similares a los de suverficie (2).

Los porcentajes de vroteina obtenidos ©nara las fraccicnes
membranales {(MI, MNV v MP) de E. histelytica (HM1:IMSS) son ma
yores a los reportados por Alevy (3), aunaue no hay gque pnasary
por alto que Alev trabaid con la cepa HK9:NIH, de baja patoge-
nicidad, lo cual vuede ser la causa de las diferencias. La re-
lacidén carbohidrato/preoteina mayor en las fracciones membrana-
les se debe a la naturaleza gliceproteica de ellas, no obstan-
te, los CS también contienen algunos carbohidratos (0.06) en
prooorcién comparable a la obtenida vor Khan y Meerovitch

(23) para el extracto acuoso dializado de E. histolvtica cenra
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DKB (0.059) .

La solubilidad de los CS recién aislados es muy alta, a di-
ferencia de la muestra liofilizada gue es muy insoluble -, pro-
bablemente este efecto se debe a los carbohidratos presentes ,
ya gue como demostraron Lawson y cols., los carbohidratos uni-
dos covalentemente a las protefnas incrementan o disminuven la
solubilidad de estas, dependiendo del estado de glicosilacién,
del tipo de proteina y de la temperatura de trabajo (28).

La porcién soluble del extracto amibiano crudo contiene va-
rios antigenos, por lo que para definir su especificidad es ne
cesario purificarlos. Asi, como primera instancia, sc rcalizdé
el aislamiento de la fraccidn de CS de otros componentes celu-
lares y se procedid a su purificacién mediante filtracifn en
gel, obteniende un perfil de elucibn similar al reportado para
el extracto soluble de la ceva DKB (23). Dada la c¢onsiderable
heterogeneidad de las protefnas amibianas no fwe posible una
separacibn completa. Con el proposito de lograr una mayor puri
ficaci®n se recurrié a la precipitacidn fraccionada con sulfa-
to de amonio; la mayor proporcidén de orotefna de CS ovrecipitd
al 80% de saturacidn. El perfil cromatogréfico de este mate-
rial en Sephadex G-100 muestra la presencia de un primer vico
(Pico A) bien definido, similar al obtenido con el material
liofilizado, cue indica la presencia de una oproteina de alto
peso molecular, gue sale con el volumen de exclusidn.

La determinacién del peso molecular de 1las fracciones no
fue posible por carecer de los marcadores adecuados, pero si
se considera gue el limite de exclusidn del Sephadex G-200 es
600,000 daltones, se puede inferir que el constituyente del Pi
co A posee un peso molecular superior a los 600,000 daltenes.
Estos resultados concuerdan con los de Sawney ¥y cols., quienes
al cromatografiar el extracto acuoso de la cepa NIH:200 obtu-
vieron una primer fraccién con peso molegular de 650,000 dal
tones (47).

En 1985 C. Agundis y cols. (comunicacién personal) al reali

I125

.
zar marcaje radiactivo con v filtracidn en gel de Sepha-
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dex de las fracciones membranales (MI,

MNV y MP)} separadas por
el método de Aley,

obtuvieron para los tres tipos de membranas
de E. histolytica (EM1:IMSS) un primer pico de peso molecular

elevado, similar al Pico A de CS 80%,
reaccidn de identidad observada entre las
MP y CS frente al suero de conejo

hecho cue exwvlica 1la

fracciones MI, MNV,
anti-CS, ya que si bien el
suero es esvecifico para complejos sclubles también reconoce

las fracciones membranales debido a gue comparten cuando menos

un componente, que suponemos eguivale al Pico A de CS. Ademds,

se observd aque la protefina de este primer pico no se marca con
1 .
I 25 y posiblemente esta sea la causa de gque no se

haya dado
mayor trascendencia a su estudio,

puesto que tradicicnalmente
1o gue se marca ha sido objeto de investigacidén

no asf las fracciones no marcadas.
Los resultados de PAGE-convencional

pvreferencial,

Yy SDS-PAGE revelan la
presencia de contaminantes traza aGn en el material recromato-

grafiado del Pico A, pero se debe considerar la posibilidad de

degradacidén de la muestra durante el andlisis, debido a la

gran actividad litica presente en la amiba.

Récientemente Avi-
la y cols. (4) demostraron ague

el inhibidor de proteasas seri-
nicas PMSF a una concentraciédn 2 mM, inhibe 1la

actividad pro
teolftica de la cepa HM1:IMSS

dinicamente en un 25%¢ a oH 7.5,
v son estas precisamente las condicicnes empleadas en el pre-
sente trabajo; v considerandoc aue los autores citados demostra
ron aue la mayor parte de las proteasas presentes en E. histo-
lytica son de tipo sulfhidrflico recomendamos en lo sucesivo

el empleo de inhibidores especificos para ellas, como seria

mercurial soluble a
gue es el pH usual de trabajo.

Se ha reportado que el extracto soluble de E.
{DKB)

acetato fenil merciGrico o cualguier otro
pH ligeramente alcalino,

histolytica
es una glicoprotefna compuesta por una mezcla de diferen
tes especies moleculares tanto &cidas como debilmente b&sicas,
cuyos pesos moleculares varian de 1,450 a 65,000 daltones
(23). Estos resultados son parecidos a los que se obtienen pa-

ra la fraccidn CS; si bién, se encuentran dos péptidos de apro
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ximadamente 67,000 v 53,000 daltones de peso molecular, princi
pales constituyentes del Pico A, y wara cuya purificacién pro
ponemos la realizacidn de cromatograffa de intercambio ifnico
en DEAE-Sephadex.

El principal constituyente del Pico A esta presente en to-
das las fracciones celulares de la amiba y representa al menos
el 12.7% de la proteina total, este dato resulta similar al re
portado por Sawney y cols., gquienes encontraron que el primex
pico, de 650,000 daltones, constituye el 14% de 1la proteina
amibiana (cepa NIH:200) y sugieren gue solo esta fraccién es
serolSgicamente activa (47).

Los resultados de doble inmunodifusi&n muestran que el Pico
A presenta una banda semejante a la mostrada por el antigeno
total, lo que confirma la localizacién subcelular de los antf-
genos importantes para el sistema inmune del conejo. Esta ban-
da es antigénicamente similar a la banda de precipitacién de
todas las fracciones de complejos solubles y de todas las frac
ciones celulares de E. histolytica. La inmunoelectroforesis re
vels un mayor nfinero de bandas para todas las fracciones de CS
que la doble inmunodifusiég, indicando por un lado su heteroge
neidad antig&nica y por el otro una mejor resoluéién del méto-~
dc. Las fraccicnes C5 333, C5 380% y CS i00% comparten algunas
bandas revelando que no hubo una buena separacidn derlos compe
“nentes, aunque el Pico A muestra Ginicamente cuatro bandas y el
antfigeno dominante de esta fraccidn tambi&én esta presente en
ias fracciones CS 80% y CS 100%.

Los titulos de hemagiutiﬁacién vasiva demuestran gque los
componentes de complejos solubies son importantes para el sis-
tema inmune del conejo, ya que. resultaron ser inmunogénicos,
pero hay mayor cantidad de anticuerpos antiamiba en el suero
de paciente.

. Las pruebas lnmunoldgicas ponen de manifiesto que existe un
antfgeno que es comun al Pico A y a todas las fracciones ami-
bianas, por lo que todas las fracciones son reconocidas pof el
suero de éonejo anti-CS, perc el hecho de mayor relevancia es
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que son reconocidas por el suero de paciente con amibiasis, lo
que indica gue durante el proceso de la infeccibén el sistema
inmune humano produce anticuerpos especfficos para el componen” -
te del Picc A, el cual es un antigeno tanto de citoplasma como
de superficie, si bien es mucho m&s abundante en la fraccién
de compleios solubles. .

Debido al ré&pido recambio entre la superficie y las membra-
nas internas de E. histolytica, los determinantes antigénicos
se localizan tanto en membranas citopldsmicas como en plasm&ti
cas, esto explicaria la inmunogenicidad efectiva de las frac-
ciones ribosomal y lisosomal y la localizacién de los componen
tes antiaénicos en la superficie amibiana, ampliamente reporta
do (6, 21, 22, 23, 41). Es pues de particular importancia la
purificacién y caracterizacidén de antfgenos subcelulares , vya
que su abundancia facilita su estudio y abre la posibilidad de
investigar no solo sobre la induccibn de inmunidad protectora
en hamsters u otros animales de experimentacién, sino ademés
en la obtencién de anticuerpos monoclonales altamente especifi
cos y afin m&8s en la posibilidad de desarrollar pruebas de diag
néstico mas sensibles gue las actuales.
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VI. CONCLUSION.

Entamoeba histolytica (HM1:IMSS) presenta como principal
componente una proteina de alto peso molecular, supexior & los
600,000 daltones, con bajo contenido de carbohidratos. Dicha
protefina constituye al menos el 12.7% de la protefna total y

esta presente en todas las fracciones celulares del trofozoi-

to, si bien se encuentra bisicamente en la fraccidn denominada

complejos solubles. Su patrSn de precipitacién es parecido al
" que muestra el antigenc total. Adem&s, el componente del Pico
A es reconocidec por el suero de paciente con amibiasis y mues-—
tra reaccifn de identidad con las fracciones amibianas, lo que
sugiere gue es un antigeno importante para el sistema inmune
humano y confirma gue esta presente tanto en la superficie co-
mo en el interior de la cé&lula.

Los resultados obtenidos son importantes si se considera
gue la identificacidén y purificacidén de los antfigenos amibia-
nos relevantes en té&rminos de la respuesta inmune humoral, pue
den conducir a su produccién masiva a través de anticuerpos mo
noclonales y proveer las bases para la induccién de inmunidad
protectora vy el desarrolleo de mejores métodos de diagndstico.
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