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FM~ - SUMP---Fenil metionil sulfopa uridin monofosfaiec (mar-
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TEMEDw==-Tatrametilen diamino.



TYT=S=33~-~=-Medio de cultivo compuesto de infusidn de extra-
to de levadura y tetrationato ntimero 33.
Tiltrogel ACA-34---Es una combinacidn de poliacrilamida y
agarosa, se utiliza para la separacidn
de proteinas, diferencia pesos mélecula—

res entre 25,000 a 350,000 daltones,
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Debido a8 la organizacidn y actividad d2 la membrama -

plasmdtica de Entamceba histolyticz, es importante estudiar

su esbtructura y funciconamiento, ¥a gue de acuerdoe a Calde--
rén (1, 10) ¥y Alan (2)}; las probteisas carbohidratos y fosfo
1ipidos tienen un papel predominante en la determinacidn de
ia configuracidn inmuncgénica de 1z célula.

En el estudioc de los componentes esitructurales de la
membrana ciertas proteinas de 1a superficie celular, sonm -
de suma fmporitancia, con respecito al papel gue desempefiann -
como antigenos, frenite a un sistema inmune {3, 5, 6, 7, &,~
9, 15, 43}. .

A causa de gque existen en pequeiiss canbtidades estas -
proteinas medibles en microgrames, se dificulia el gque pue-
dan ser aisladas en forma religtivamente pura, tz2l como se ~
demositrd en el estudio realizado por Papermaster (41), en -
la separscidn de las proteinas de membrana de las células -
de rana. En la actunalidad hay variocs métodos con una alta -
sensibilidad y resclucidn para el andlisis de las protefnas
celulares (11, 18, 2%, 25, 27, 28, 29, 4o, %i, 42), median-
te estos madtodos se puede obtener una separacidn y rurifica
cidn satisfecboria de las proteinas de membrana plasmdtica.

Esta separacidn ¥y purificacidn es compleja, porgquse -——
las prctEinas de membrans celular constituyen solamente del
dos al cinco por ciento de la masa ecelular total, aproxims-—
damente 10‘133./célula, como lo demostrd Marchalonis, en ——
linfocitos de tumores humanos {3%).

Siguiendo las tcorias de Acosta y Calderdn (1), de —-
que las moléculas superficiales de los tretfczoftos de Lmia~

moeba histolytics, deben de ser los primerss antigenos reco



nocidos por ¢l sistema inmune del huésped, en el transcur-
so de la infeccidn gmibiana; si durante la enfermedad hay

un rechazo efectiveo contra los trofozoites por el sistema

inmune, su especificidad estard dirigida principaimente ha
cia los antigencs gque estdn dispuestos externamente, es de
cir en la superficie de estos protezoarios. Para determie-—
par esta funcidn sera necesarie, caracterizar a las molécu
las gue se encuentran en la cara externa dc los trofozoi-=-
tos ¥y definir sus prepiedades inmunogénicase.

Separacdo estos componentes de la membrana externa -
de los trofozoitos, el siguiente paso es inocularlos en —-
animales de experimentacidn y estudiar posteriormente ei ~
papel que Juegan los antigenos de membrana, en la viabili-
dad de estos pardsitos durante la infeccidn, como 1o reali
zaron parcialmente Parkhause (42) y calderdn (1, 10, 40).

Los obJjetivos gue se buscarocon en esbos estudios fue=-
ron los siguientes:

l.- Presentar dos métodos en la separacidn y purifi-
cacién en el anélis;s de las proteinas de membrana celular

de Be histolyticaj el primero es un método de radiovodacidn,

utilizado para marcar residucs de tirosina e histidina (1%,
3%, 37, 50)« Y 8l segundo un método de.comparacidn, utili-
zando pare ello 8l compuesto FHSSSUHF, gue identifica a los
grupo amino libres de las proteinas, la ventaja de estos =~
dos métodos, es que sclamente el isdtopo radiocactivo se une
a ias probteinas de superficie de la cara externa de la mem=—
brana exterma, sin que el compuesto atraviese dicha membra-
na y ademids identifica cantidades de proteinas medibles en
microgramos (9, 12).

2.~ Separar las proteinas de membrana marcadas por T3
dioyodacidn y radiosulfonacidn, mediante una centrifugacidn
diferencial, de acuerdo a la metodologia descrita por Cross

(12), seguide de una purificacidn parcial de 1as proteinas



de mexnbrana, utilizando cromatografia em columna sSobre Ul-
trogel aca-3% (48).
1a identificacidn de las proiteinas de membrana exter—

na de E. histolytica, se determind mediante la presencia de

radicactividad, en ;os pPicos gue se obituvieron de ia croma-
tografia en colunmna, para confirmar que las proteinas que -
se sepzraron eran de superficie; se utilizd la técmica de -
inmunofiucorescencia indirecta {8, 20, 206}.

Be.= Otro de los objetives es el de investigar, si las
proteinas de mewmbrana externa presentaban actividad bioldsi
ca, frente a sueros de paciemtss gue presentaron absceso he
pdtice amibizno. Um hecho imporiante para llevar a cabo es-
tos estudios Tue sl que las proteinas de superficie fueran
inmunosénicas, utilizando parza £1lo lzs técnicas de Aoble -
difusidn en gel de agarosa y bemaglutinacidn pasiva {30,32~
39, 4%}, Ista dltima téenica se utilizd para llevar = cabo
unia relacidn, entre el titulec gue se obituvo con 107 sueros
de pacientes que presentaron absceso Lerpdtico amibiano, -~
frente a un extracto toital de irofozoitos y estos mismos -
sueros frente a -tas proteinas gue se cobiuvieron en columna

. . =
de crematograllia



II.~ GENERALIDADES.

Desde gue se descubrid la zmiba por Lisk cen San Pe-
tersburgo en 1875, se kan llevade z czbo obserwvaciones ¥

estudios sobre este pardsito, enricueciendolas con investi-

saciones, nuevas téconicas y aportaciones, cwia dia mds refi

nadas 'y sensibles para 2l estudic Ze Entamoebz histolviicaa.

;.h

Tno de los estudics mds importantes fue iz aportacidn
de Dismond {17), va que ayudd a subsiguientes investigacio-
nes fue, la Separacido de las amibzs de un mcdio mixto, ma-
Iz que se desarrollara como trofozoito en un cultive axémi-

co, teniendo asi la primere cepa de B. histolytica HE~9.

. Las investigaciomes que se& estan llevamndc en la actuz
iidad, son sobre diferentes cepas, la mayor parie han side
aisladas de pacientes msxicanos {18}. Estos estudios esian
principalmente enfocados 2 dos obiebivos: el primere & la -
investigacion de la estructura vy comportamiento bioldgico -
de E. histolytica y €1 segundo ceoxzprende, los esiudios des-

tinados a des ermmnar ias reacciones hudsped-pardsito, ya -
sea en bumanos o en aninales de exp verimentacidn.
. La razdn de estaes modalidades, en el esiudio de la -
amibiasis nhedec;o 2 un hecho de ceonsidereble importancias
1a frecuencm& alta de wmorbilidag ¥y mortalidad, gue es reposg
tada cada iﬁu por varios paises ¥ principalmente el nuestro
(19, 22). .

El estudic que s presenta, estd dirigide hacia el --
primer objetivo enuncizdo; la iovestigacidn de antigencs de
superficie de la membrana externz de trofozoitos en la cepz

-1 de Ea. bistolytica y aplicar uma metodolegsia sensible -

para el cstudio de estas proteinzs, con el fin de aislarlas

y determinar sus funciones.
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Los componentes del medio de cultiveo pueden ser con-
taminantes, en la separacidn de las proteinas de membrana

en E. histolytica. La albimina sérica bovina (A3SB) es un -

componienite del medio de cultivo para los trofozoitos, se -
ha dencsirado que existe ASB adherida a la superficie del
trofozeisc en cultivo axénico y la determinacidn de &sta -
por serclcgia en pacientes que presentaron absceso hepati-
co amibiane (21, 23, 38).

Para la identificacidn de proteinas de membrana se ~

utilizarcn dos técmicas; la metodologia propuesta por Brets
¢chexr (9), para €l marcado de proteinas de membrana celular

con el coupuesio FMBESUEP,Vdegostré que las proteinas sepa-
radas por cromatografia en polimcrilamida, representa apro-
ximadamenta el 15 por ciento de las proteinas de membrana

que se marcaron con este radiocisdtopo.

Jont

T

Y
(=3

eparacidn de componentes de la membrana exter-

s
Ha de gi_histalytica, se han determinado glicoproteinas de

diferente peso molecular, asi comc una iipopéptidofosfogli-
capna (2%, 25, 46).

1a sezunda técnica gue se utilizd fue., la incorpora-

}f.l

et
*21 a la mexmbrana del trofozoito, por la enzima
125I

cidn del
lactoperoxidasa, determinandose 3 X 10° moléculas de
adheridas a la superficie de la célula.

1a microscopia electrdnica v radiografia, demostra-

125, y ?7s se asocié sélo a las proteinas de su

ron que el
perficie de membrana, sin afectar la viabilidad de las cé-
lulas {1. 34).

gtra -de las téenicas que se utilizaron para la iden~
tificacidn de proteimas de superficie externa del trofozoi
to fue, la inmunoflucrescencia indirecta (8, 18, 20, 26).

Fara estudiar su activided bioldgica se utilizaron -
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1as técnicas dé, dcble difusidn en gel de agarosa (29 39)
y 1a hemaglutinacidn pasiva {11, 30, 51%.

para saber 1= impertancia que representaban las pro-
teinas aisladas.por nosoircs, &€ determind el titulo de 107
sueros por hemaglutinacidn pasiva, de pacientes con diaghdg
tico de absceso hepdtico amibiano, frente a un extiracto %o~
tal de trofozoitos ¥ los mismos suerocs frente a i1as protei-
nas de‘gembrana,—obteniendose un coeficiente de correlacisn
1ineal {13). Esta ~elacidén nos da un panorama de la antige-
picidad de las preteinas de membrang, con 1a antigenicidad

total del total del trofozoito.
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Tripticasae.

GlucoSae

Extracio de levadura.
Acido L-ascérbico.

Cclorhidrato de L-cisteinz monchidratadas.

Sclucidn vitaninicas Diamond TIS-1 40X,

Vitamina Bl2'

Acido tidctico.
Teeen 804
Suerc bovino

Todos estos componenies del wedio de culiivo pava los tro-

fazoitos son de la Casa Biofluidos INC. E.l, A

EQUIYG:

1"
2 g
=
I o
Se=
5--&'-
7o
8*-'

Fo=

Bomba peristiltica P-3 FIARMACIA.

Bomba paza vacic.

Cémara de clciroforesis HULTIPHOR LL3 2117.

Cémara de Neubauer.

centrifuga SORVAL con refrigeracidn modelo RC-5e
Colector de fraccicones LRAB ULTRORAC XX 2070.
Columna de cromatografia LhB 2137.
Espectrofdtomeiro Beckman modelo 26.

Espacirfmetro de centelleo Packard Auto-Gamma 5110.

10.- Espectrdumeiro de centelleo Packard auto-Betas.
1i.- Flujo laminar marca VECO.

i2.~ Fuente de poder LK 2103.

i3.~ Homogenizadcx Poitter-Elveh jonm.

14 = Incubadors Medi~Lab.

15:=~ Matraces Elermeyer de 250 ml. con tapdn de rosca.



13 X
220"'
234

2h o~

Pipetas de 1, 5 ¥ 10 ml. estériles desechables.
Pipetas para glebulos blancos.

Registrador LKB para proiefmas 2140,

Tubos para ceuntrifuga de plastico de 13 X 110 mme.
Tubos de 15 X 125 mm. con tapdn de roscas

Tubos para ultracentrifuga de nitrato de celulosa de
50 e

Vasos de precipitado de 20 y 250 ml.

tliracentrifuga Beckman modelo L2-65.

TVICOR LEB.
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Aes= CULTIVO AXENICCG DE Entamoeba histolytiga_

Paxr el cultive axénico de E. histolytica, se utilg
z& el medio de cultive TYI-S-33, el cual ésta constituido -
de las siguientes soluciones:

Asle~ Caldo mutritivo TY.

Tripticasa=-~—- ————— R 2.0 B«
Extracto de levminra-— - 1.0 g
ClUCOSBm == o i o et o o st o i o e - 1.0 ga
Cloruro de sodio-- ’ - e ————— ., 200 &
Fosfato de potasioc monobdsico~———-——- 0.050 &
Fosfato de potasio dibdsico~——- , G100 z.
Acido I~ascdrbico- : - 0.020 g«

Clorhidrato de IL-cisteina monohidratada—=~ 0.100 g.
Citrato de amonic férricOm—mmecmmemmcenm—— G,225 g.
Aforar con agua destilada a 87 ml.

PROCEDIMIENTO.

Se disolyiercn los reactivos en el orden presentado,
con aproximadamente 50 ml. de sguas desiilada, se ajustd el
PH a 6.8 con NaOH O.l N., ¥ después se llievd a un volumen
de 87 ml. con agua destilada. El medio TY fue cilarificado
mediante filtracidn, a itravés de un papel filtro Whatman =
No. I y se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 mi-
outuss Debldo a las necesidades del estudio, por ia gran -
cantidad de trofozoitos que se utilizsaron, se prepararon —



&70 ml. de caldo, que corresponden a diez partes del medic
TYI-S-33 ¥y enseguida se depositzron en matraces Elermeyer
de 125 ml.;, 57 ml. de caldo TY para cada matrazz. Este paso
se hizo en condiciones estériles con la ayuda del fiujo la
minar VECO ¥ un mecheros

£l caldo se dejd en una incubadora a 37 °C, durante
24 hrs., sin gque hubiera desarrolle de gérmenes.

Ae«le— Solucidnm de vitaminas y Tween GU,

a} Solucidn wvitaminica de Diamond TPS-1 40 X.

b) vitaminz Byo - 3@ pesaron 40 mg. de vitamina
By, ¥ se dzsolvieron enr 100 ml. de agua desitilada, esta so~-
lucidn se almacend em un frasco Awbar y @ ¥ ~Ce

c} acido tiGctico.~ Se pesaron INT = . de dcido -
tidctico y se disolvieron en 10U mi. de alechol ahsoluto.

d) Tween 80 al cincuentz gor ciento.- 3Se pesaron

50 mg. &< Tween ¢Q y s¢ disolvieron en 10 ml. de alconol -

absoluto.

p= TAVTLOY T AT
I s uU-LE‘RE-— o I
e ——— i ——————

A 10U ml. de la solucidn {a)}, se le adiciomaron 1. ml.

de la solucidn (b), #%U ml. de la solucidn (cj, % ml. de 1o
solucidn {4) y 180 =l. de agua destilada. Ista solucidn se
esterilizd mediante filtro Lilipore, con una membrana de -
0.22 um., ¥y Se coloed eu pequencs Ifrascos ambar, almacenan~
dose a 4 “c.

Ae3e.~ Preparacidn del nedio de cultivo TYI-3~35.

PROCEDIMIENTO.
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var cada &7 ml. de caldo TY, se adicionaron en condi-
ciomes estériles, 3 ml. de mezcla vitaminica-Tween 80 y 10

mls de suero bovirno.
A.4.=~ Pruebas de esterilidad.

Las pruebas gne se I1levaron a cabo, para determiaar
la existencia de un posibie contaminante ya sea por bacte-~
rizs o por aon;os fuercn las siguientes:

La primera fue incubar al medio TYI~3-33 durante 2h
bBrs. a 37 OC., habiende transcurrido las 2% hrs. se proce-
dio a inocular el medic TYI-3~33 a medios de cultivos enri-
guecidos para anaercbics ¥ zerchbios, con lz ayuda de una -
asa bacterioldgicz=. LStos f.eiios Se incubaron a % hrs. y

. o~
0 GBS & Jy -

L¥9
L]

1
(&)
»

En ambas pruebas no se presento desarrollo de miero-

OTEanisSmos .

iz Ios trofozoitos al nedio de

A
o
o
i
Q
-
O
o
L

&
E

la cepa de L. aistoliriica que se culiivd en el iabo-

ratoric, fue iz cepa (~1 ,propercionada por la  W3.F. Mar-
sarztz de la Torreo, Centxo 2€dico I.h.3.3.). S usarom tu-~
bos de eusaye de 15 T 125 . con tapén de xroscaj; por lo -
general cada stubo contenin aproximadamente 1 X 1@5 trofozoi
tas,/ 10 ml.

ELl tubo gue se utilizd para inocular cada matrag, se
colocd en bauo de hielo, por cinco minutos para desprender
las células de las paredes dsl tubo, Gue contenion la Cepa .



Se imocularon 3 X 105 trofozoitos/3 ml. 2 matraces de
125 mi., que contenian 87 ml. del medio TYI-S-33. Después -
se incubaron a 37 qc., durante 72 hrs.

A.8.— Recoleccidn, lavado y determinacidén de la viabi
1idad de los trofozoiios, mediaunze la técnioa de exclusién

eon azul tripano.

Después de naber obtenido un buen desarrollo de las -
cdinlas a las Tz ars., los matraces se coloczaron en un baifio
de hielo, para ayudar al desprexiimiento de las células y -
se colocarcn en tubos de centrifuga a 500 x g+ y se lavaron
ias células, con solucién.salina de fosfatos a pH de 7.0 -

E1 procedimiento se repitid nueve veces com un volu~—
men botal de o0 ml. de la solucidn de fosfatos.

:1 terminmar con <1 lavado de las célnlas, se comprobd
1a viabilidag dev los trofozoitos, com azul tripanoc al CG.2

por ciento.

Be~ IXNVESTIGACICON E La ALBUMINA SERICA BOVINA, EX

105 TROFOZOCITGS LAVADDS.

Bele+~ Obtencion del antisueroe anti-albidmina séries
BOFing.

3e inoculd suero bovino a uma concentracidn de 2 mg.
por ml.. en conejos de 2 Kg. 42 razz Nusva Zeizsnda, cou ad-
yuvante completo de Freund, por via intradérmica, cuatro ¥e
ces durante un mes. A l2 quinta semana se sangrd el conejo
y se debermind la presencia de anticuerpos, mediante la prue
ba de doble @ifusion en gel de agaross al 1 por ciento, sn
presenciz del suero que se¢ obifuve del conejo frente al sue-
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ro bovino que se le inoculd.

Be2.~ Investigacidn de la albimina sérica bovina,
en trofozoitos de E. histolytica.

Los trofozoitos fueron lavados 3, 5, 7 ¥ 9 veces, me-
diante centrifugacién con solucidn amoriiguadora de fosfa=--
tos inhibidores a pH 7 (SAFIE).

En cada unc de los lavados se investigd la presenciz
de albitminz sérica bovina, por la prueba de doble difusidn
en gel de agarosa al uno por ciento, utilizando pura ello

el suero anti-albiimina sérica bovina.

Ce— USO DE NANCADOBRES ERADICACTIVOS PARA Bl EECONCCI~
MIEXNTC DE LAS PROTEINAS i SUTPERFICIE EZTRINS Tz
E. histolytica.

R . 125
C.l.- Radioyocdacidn con SI.
El méicde guo se uiilizdé para marcar radicactivamen~
- . 12
te las proteinas de superficie externa, con 51 fue el de

1a lactoperoxidasa (3%, 37), descrito a continuacidn.

PROCEDIMIENTO .
A2X :l.f.}8 células viables/ml., gque se lavaron nueve,
se suspendieron en 3 ml. en seluncidn SAFIP, oo seguida se

le adicionaron 30.0 ul., de 1.0 uCi de NEX25I (New Sngland
Nuclear Corp. Boston Mass.), 30.0 ule. de KI 2 X-lﬁ_s - P
20,0 ul., de lactoperoxidasa & una concentracidn de 2 mg. -

poxr ml. ¥ 10.0 ul. de H,0, al 0.03 %, se incubaron durante
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2.5 mimatos a 4 °c., repitiendose nuevamente la adicidn de
1a 1act~cperoxidasa b4 Hzo o incubandose también a ho’c » duran
te 2.5 minutos. Se detuvo la reaccidn con la adicidn de 5
ml. de KI 19-3 M.y o0 seguida se lavaron las células, con
30 ml. de solucidén reguladora de fosfatos inhibidores pH 7
tres veces centrifugando a 5300 x ge, durante tres minutos
cada ocacidn, el procedimientc necesitd aproximadamente de
40 a 50 minutoes. A ‘ .

La viabilidad se determind nuevamente cor azul tripa-
no al 0.2 %%, obteniendose un g7 % de viabilidad. En estas
condiciones, la radioyodacidn fue exclusivamente de las Pro
tei{nas de superficie externa, de acderdq a la viabilidad ob
servadas ‘ ' ) |

Ce2e~ Radicsulfonacida con 358.

£l compuesto radiocactivo que se utiiizé fue, el fe
nil metionil sulfona uridin monofosfato, marcado con 355 -
{FM35éC}@}, que se sintetizd en el Instituto de Quimica de
1la UJX.A.H» « por el Dr. Benjamin ortiz, de acuerdo a la me-
todologia propuesta por Bretscher ().

PROCEDIHNIERTO.

Ces24+le~ Preparacidn de¢ soluciones.

Solucidén reguladora de separacidn{SaS); se prepa-
raron 44 mM. de Nacl, 57 mM. de Na,HPO) , 10 mM. de glucosa,
en agua destilada, ajustandose a pH 8.

Solucién reguladora para marcar radioaciivamente §AM);
esta solucidn se prepard para la unidn covalente del compues



to=EMSSSUHE, a las proteinas de superficie. Se prepararon -
50 m. de H,BOy, 23 oM. de KC1l, 86 m. de NaCl, 1 md. de --
¥gS0y s 20 mie de glucosa y se ajusto & pi 9.3 con ¥aOH 0.5 N.

Sclucidn amortiguadora de dilucidn (SAD); se disol
vieron 5 mMe de KCl, 80 mM. de NaCl, 1 md. de }gSOp, 20 mM.
de xazﬁPOlk’ 19 mM. de glucosz en agus destilada ¥ se ajustd
el PH a T »

PROCEDIMIENTO.

Se tomarom 2 X .108 trofozoitos/ml.y lavados y compro-
bada su viabilidad, se resuspendieron en 3 ml. de S&M a #cc.,.
después se colocaron en un vaso de precipitado de 20 mi. de
8 e¢m. de difmetro, en donde la suspensidn de trcfczoitos no.
alecanzd una aitura de 3 mm., para una adecuada oxz,e_,emclon.

E1l vaso de 20 ml, se colcco er: bano Maria a =G C. dn -
rante cinco minutos, antes de adicioumar el compuesio radioac
tivos Al temer la suspensidn de trofozoitos la misms tempe-
ratura que el baidoc Maria, se adiciond el compuesto }'::3551‘&{?
dejandose reaccionar durante cinco mimntes, daspude Iz sus—
pensidn se iavd con 40 mi. de SAD a 4 .%C., mediante centri-
fugacidn a 300 X 5., durante tres minutos para eliminar el
1"1{35 SUMP presente, que no reacciond.

Después Se resusperddiaeron en 1 mls de SAD y se doter-
mind nuevamente la wiabilidad de las células, mediante ia -
técnica de azul tripano, la cual fue de 97 %.

'

De~ OBTENCION Y SEPARACION DE LAS FROTEINAS DE SUPER~

FICIE DE TROFOZOITOS DE Es histolytica, MARCADAS
cox 1257 4 355,




Dele~ Adicidn de innibidores enzimdticos.

FPROCEDIMIENTO.

Se prepararon solucicnes de FMSF, EDTA y N-etil malei
mida a una concentracidén de 1 mM., estas soluciones se aﬁa;
dieron a la suspensidn de 2 :{"108 trofozoitos por mi. Se --
adieioné 0.5 mi. de cada uno de los imhibidores a la suspen
sién de trofozoitos.

De2s~ Homogenizacidén de los trofozoitos.
Los trofozoitos se resuspendieron en 3 ml. de SAR ¥
se fragmentaron las célulzs 2n un homogenizador Potter-El-
venjem, durante 10 minutss a o-riz., utilizando para ello un

ba.:5 de hielo.

. De3e= Centrifuyacidn diferencial para la separa——

-

cidn de las proteinas.

T1 homogenado se centrifugd a 15, 000 x g., en una ~
centrifuga refriserada SQRVAL, durante 15 minutos. En esta
primera centrifugacidn se obtuvo la sasparacidn de mitocon-
drias y particulas de peso molecular alio, al que llamamos
precipitado {1}; el sobremadante (1) que se obiuvo fue se-
parado. E1 precipitado (1} se resuspendio en 5 ml. de SAR
¥ se centrifugd nuevemente en las mismas-condiciones, obte~
niéndose asi el scbrenadante (2), que se separd del precipi
tado (2). E1 sobrenadante (1) Se mezcld con el sobrenadante
(2)»

Utilizando una ulitracentrifuga Beckman L~2 &85B, la ~—
mezcla del sobrenadants {1) y (2), se centrifugd & 165 000
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X &« durante dos horas, se obtuvo asi el precipitado (3),
cons tituido de particuilas ribosomales principalmente y en
el sobrenadante (3), las particulas solubles gque pertene-
cen a la superficié exierna de membrana celulax.

-

-

Ee- PURIFICACION PARCIAL E IDDNTLi ICACIOX DE LAS FRo-
TEINAS DE SEFERIICIE MARCADAS COX 192t y I3,

Ee+le~ Concentracidén de las proteirpas de superficie.

PROCEDI: IENTO.,

Las proteinas procedentes del sobrenadante (3), fue-
ron concentradas mediante un 4MICON, utilizario une mewbra-
na de 10 000 X, hasta tener una concensracidn de 9.5 mg. /mi.
esta concentracidén se determind en un espectrofotdmetro -
Beckuan modelo 26, a 280 nm. Esta concentracidn fue para -
las proteinas marcadas con 125,

S

Paras las proteiuas marcadas con j35
concentracidn de L.2 mg./ml.

y Se cobiuvo upa -

Ee2e~ Cromatografia en columna, en Lltrogel ACA-3k.

PROCEDIMIENTO .

E1 Ultrogel sCA~34, distingue pesos woleculares entre
25 0G0 a 350 000 daltones, esta dextrana fue desaeresada al

vacid, con soluciﬂn.amortiguadora de fosfatos salins pH 7 o
durante dos horas. .
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Se montaron simultdneamente dos colummas de cromato-
grafia IKB (2117), de igual wvolumen para ser utilizadas con
las proiteinas marcadas con el isdétopo correspomxxiiente. Se -
ies mantuvo en eguilibrio durante dos dias con SAFS PH 7

Se les determindé el volumen vacio con azul dextrana
2 000 21 0.5 por ciento.

Se depositaron las proteipas concentradas por el AMI-
COX, respectivamente en cada columna y se recogieron las -
fracciomes mediante un colector LKB ULTRORAC (2070), a un
volumen de 3 mla. de eluyente por cada cinco minutos. Estas
fracciones proteicas fueron detectadas por un LKB UVICOR a
280 ni. ¥ registradas por un graficador LKB.

A cada tubo se le deter;iné la radiocactividad de acuer
do a 1a emisidn gque tenian. En el caso del isdtopo 358, se
tomé unx alicuota de U.2 ml. d¢ cada tubo y se colocdé en -
fraseas rackard de <27 ¥ OGU con tapdn de rosca, sSe le adicio
nd 1¢ =i, de liguido centellante IRSTAGEL. Se leyd em un -
aparatc Packard para radiacrones beta.

Tos tubos gque btenian las proteinas marcadas con 1251;
se colocaren en &i contador Packeard Auto-Gammza 5110 y se le

yeron directamente las radiaciones garma.

(Y

By 3s= Eleciroforesis en gel de poliacrilamida en -
SD3 (35).

Ba3ele— IZreparacidn de soluciones.

3olucidn a—ortiguadora de fosfatos concentrada -—-
3 T2 Mey 5@ ajustd a pd Tol.
Fara ello se pesaron 3§ g. de NaH,FOy~T7H,Q0y 10 ge de

3pS, esto Se llevd &£ 5 lt., con agua destilada.

Selteidn reguladora para electrodos (SAE); esta -~
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solucidn se prepardé con una parte de SAFC, por una parte de
agua destiladae

. Selucidn reguladora para el tratamiento de la mues
tra (SATM); se tomaron 5 ml. de SAFC, 1 ml. de 2-mercapto=-
etancl vy 1 g£. de SDS, esto se aford a 100 ml. con agua des-
tiiada.

Solucidén de acrilamide (sg}# se pesaron 22.2 g. de
acrilamida (B. DH. Chemical Ltd. England), 0.6 ge de BIS -
(B.D.H.), se aford a 100 ml. con agua destilada y se almace.
nd en un frasco dmbar, a & °g. ’

solucidn de persulfato de amonic (SFL); se peséd -
G.150 g. de persulfato de amonio, se disolvieron en 10 ml.
con: agua destilada, se ecolocdé en un frasco dmbor ¥ se alma-

o
cend a # “Ce

Se prepard azul de bromofenol al 0.25 por ciento

{p/V).

Solucidn fijadera para las protednas (SFFP); se pe-
saron 57 g« de dcido tricloroacédtico, 17 g. do Acido sulfo-
salicf{iico, se disclviercon en 150 ml. de metanocl v se aford
a 350 mli. con agua destilada.

Selucidn para tincidn de proteinas (SETR); se pesa
ron 1.25 g+ d€ azul de oomassie R-250 ¥ se disgivieron en

227 ml. de Acido acético glacial, se filtro a través de pa-
pel Whatman No. 1 y se almacend én un frasco dmbaxr.

Solucidn pars desterir proteinas {SDPY; = 1.5 1.
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de etanol se le adicionaron 500 ml. de dcido acético y se--
1levéd 2 5 1lt. con agua destilada.

Solucidn preservativa para las placas de poliacri-
lamida (SPPP); & 300 ml. de etanol se le adiciomaron 100 ml.
de dcido acético, mis 100 ml. de glicerol y se aford a 1 1t.
con agua destilada

De3eZe= Ireparacion de las placas de poliacrilami-
da, en S0S al 5 por ciento.

PROCEDIMIENTO.

En un matraz gde <50 mle. Se colocaron i#4.% ml. de agua
destilada, 53 ml. de AFC, 1+ wl. de 3A, se agité duranie -
cinco minutos, después se desaereo durante tres winuios, —-—
usando para esto uuc bonba de vacio, procurando no raceyr —-
burbujas, en seguids se adicionaron .2 ml. de 3P8A vy U.1 mi.
de TEMED, se agitd rapidamente y con ayuda de un eubudo y
una pipete Pasteur adaptada, se colocd la solucidn en un -—
molde de widrio de 23 I 11 cwm. Después de maber llsnado ol
molde con la soclucidn, se dejd reposar diez minutos a ten-~
peratura ambiente y 15 minutos a + oC., al poliwmerizarse la
acrilamida, se dejd en una cdmara hiluweda, para ser usada ~
después de 12 hrs.

Ee3e3s~ Llectroforesis de las proteinas eluidas =
por croma?cgrafia sobre columna de Ultropel ACA-3k.

PROCEDIMIENTO.
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La electroforesis se llevd a cabo en un HKULTIFHOR LIRKB
{2117). 1a placa de poliacrilamida se colocd en la cdmara -
de electroforesis LEB, & una temperatura de & °s.

3e efectud un precorrimiento de la placa sin colocar
1as muesiras, duranie 30 minutes y a8 150 ma.

-

Eee~ Doterminacidn del pesc molecular, cn las pro

teinas de superficie.

PEQCEDIMILNTO.,

rara la determinzcidn del peso molecular se ntiliza-—
ron dos métedos, la crouwaibe,rafias en columna ¥ la cromato—-—
osrafia eu el dc volizcrilawida.

Ia cr@a&ﬁﬁg?:fﬁ& en cclunina se basa en 1 volumen elué
do y €l ticspu (ue faxia 1a protefrne &n separarse. se utili
zaron,proaeinas de pesce molecular conocido, 2 una concentra
cidn de 2 m,,/ml.; catalasa de peso molecular de 240 000, ci
tocromo ¢ de 11 C0U 3y albduina bovina de o UUL doltoness -
para obtener une yrdfica yue nos permita determinar el peso
molecular de nuestras proteinas.

Para la cromatografia en gel de poliacrilemida se uti
lizaron las mismas proceinas de peso molecular conocido v a
1la misma concentacidi.

Los eluidos, asi como las proteinas de peso molecular
conocido, fueron tratadas con SRTM ¥y & une temperatura gde-—
+14] 90,, durante 30 minutos, se adicionaron 0.0l ml. de azul
de browmofenocl al 0+25 w. Despuls se colocaron en la placa -
de poliacrilamida y esta en la cédmara de eleciroforesis.

E1l tiempo de corrimiento de las proteimas fue de I hrs

2 150 mA. A1 finalizar el corrimiento, la placa se colocd -
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en una caja wetdlica, se adiciond SFP y se deJjd reaccionar
esta soclucidn durante l.hr., iz solucidn fue separada ¥ en
seguida se adiciond STP, dejandolz durante 2 hr., se sepa-
| rd y se adiciond S0P, cambiando continueamente esta solucidn
hastz gue guedaron solamente las bamdas de proteinas teui-

" das por £1 cclorante.

Fo— IXKVESTIGACIOK DE 1LOS ANTIGENCS DE SUPERFICIE DE
Lntamoeba nistolytica, POR INMRCKCFLUQRESCEXRLIX.

Fale~ Obtencidn de los anticuerpos anti-Pico I ¥y

253
1l JI

anti-Fico II, sarcados con ¥ los anticuerpos del Fico

-
I, marcado con -

PROCZSIETIINTO.

L3

Se incocularon Conejos Nuewva Zelanda de 2 fy.y con las
proteinas de los picos eluidos por la columra de Ultrogel -
ACA-3+, & una concentracion de 2 mg./ml. con adyubante com-
pleto de rfreund, durante cuatrc semanas, haciendo una imocu
lacidn por semana, & la guintz senana se sangrd al comejo =
para determinar si habia anticuerpos presenites en el suero,

conira estas proteimas.

Fs2e~ Técnica de la prueba de inmunofluorescencia
indirecta.

PROCEJIMIENTO.

é

Se obtuvieronm 1 ¥ 10 trofozoitos/mi., con las gue se
llevd a cabo uwna dilucidn 1:1 000. Se tomd una gota y &¢ co



10d en poriacbjetos, previamente Iizpio y desengrasado, £&s-—
te se colocd en una estufa & 37 c., hasta gue se secd la
gota. Sobre la gota seca se coloctd el suero anti-Picol I, -
haeiendo lo mismo con 81 anti~Pico ITI y el pico marcado con
355 v un condrol sin antisueroc. Los portaocbjetes se coloca-
ron en una camara himeda a 37 °C., durante 30 minutos. Des—
puds se lavaron con SAFS a2 PH 7.2, ires veces durante 10 mi
Wnutos cnnAagitacién'y se dejaron secar 2 temperatura ambien
te.

Yna vez secos se les colocd el sueroc fluoresceinado y
se dejaron nuevamente en la cdmara himeda, durante 15 minu=-,
tos a2 37 °C. Se lavd nuevamente con agitacidn y se colocd -
el azul de Zvans al 5 por ciento, durante 20 minutos. Se la
varcen las laminillas c¢on agua destilada y se dejaron secar,
se les adiciond gliceripma al 90 por cientc, iibre de fiua—
resceina. For dltimo se colocéd un cubreobjetos sobre la tin
cidn v se seild el perdimetro de £sie con barniz.

Ge= IRVESTICACION DE 1A ACTIVIDAD BICLCCGICA DE LAS -
FRACCIOKLS ¥ SUPERFICIE DE Entanoeba aistolyvtica,
FRENTE A SUERCS DB PACIENTES QUE FPRRSENTARON ASSCE

80 HEPATICC AMIBIANC,

-

Gul.~ Técmica de doble difusidn en gel de agarcsa.

» L m *
e la de dovie difusicon e

E‘L
M

1a técnica que =e ntili

4]

gel de agarosa, és5ta se prepard < agarosa a2l 1.5 por cien

P ﬂ

« ¥ Se cplocaron €6 un

to, de esta solucidn se tomarom 3
portaobjetos, se dejd que solidificara, despuds se nicierom

cinco perforaciones foroando un pentdgono v ofra en el cen—
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Tro.

Con syuda de capilares, se colocaron en cada perfora-—
cidn difercentes antigenos y en el.centro el suero provenien
te de un paciente que presentd absceso hepdtico amibiano.

Se colocarcon los portacbjetos en uma cdwara ndmeda, -
durante 48 hrs. a 4 °c.

GeRe= Técnica de hemaglutinacidn indirecta.

PROCEDIMIENTO.

Se sangrd a un caraero en la yugular, la sangre se da
positd en un frasco conteniendo solucidn ALSEVER estéril y
se almacend a & °c. De esta suspensidén se tomerom 2 ml., y =
se lgvaron tres veces con solucidn salino isotdnica (SSI) ¥
se prepard una dilucidn de esta suspensidn al 2 por ciento.

Los antigenos que Se usaron para sensibilizar a los -
globulos xrojes de carnerc (GRC), fueron los siguientes y a
una concentracidn de 2 mg./ml.

[

a) Exiracto crude fotal de trofozoitos de la cepa
el

b} EFroteinas del Pico I, marcadas con 191,

¢} rroteinas del Pico II, marcadas con 1251,

d)} Froteinas del Pico I, marcadas con 335,
nstas proteinas se hicieron reaccionar, con 107 sue-

ros diferentos, de pacientes con diagndstico de absceso he

pdtico amibianoc.

Ge2ele~ Preparacidn de soluciones.



Suerc de conejo normal, éste se inactivé a 56 %c., du
Tante 350 minutos, después de absorberse con un volumen igual
de GRC empaquetados, en seguida se incubaron durante 1 hora
a 37 °G.

Se almacend una noche a 4 °C., 21 transcurrir este -~
tismxpo, se centrifuéé y se separd el suero de conejo absor-
bido, Este suero se utilizd para hacer las diluciones del -
suero problems por Ultimo se hizo una dilucidn de este sue-
re 1:1 000 en SAFS a pH S.4..

Se prepard una sSolucidn de dcido tdnico al 1 %, dicha
solucidn se almécené a & %%c. y al ser utilizada se hacia =
un= dilucidn de 1:20 000 para tanizar a 1oS GRC.

Solucidn amortiguadora de fosfatos salina (SAFS), a -
o 6.4 ; se prepard de la siguiente manera:

a) Kil,POy a una concentracidn de 0.15 M.
b) Ya_HPQ) a una concentracidn de 0.15 M.

Se tomaron 62.8 ml. de la soluczdn (a), mds 32.% ml.
de la solucidn (b) y se adicionaron 100 ml. de SSI.

Solucidn amortiguadora de fosfatos salina pH 7.2, se

4 - - F 5 S . " o, T
prepard de lg siguiente mansras

a) KH,PO) a una concentracidn de 0,15 M.
b) ¥a HPQ, a una conceantracidn de 0.15 M.

5e tomaron 24 mi. de la solucidn (a), wds 76 ml. de
la solucidn {b), ademds de 100 ml. de 5SI.

SRCCEDIMIENTO.

Se tomaron 3 ml. de Ia suspensidén de GRC al 2 % en



SAFSa PH 7.2 ¥y se mezclaron conr 3 ml. de dcido tdnico al -
1:20 000 después se incubaron a 37 Oc;, durante 10 minutos
en seguida se centrifugd el paqueﬁe de GRC 'a 600 x g., du-
rante 35 minutos. Se separd el sobrenadante y se lavd con -
SAFS a PH 6.4 .

El anticuerpo reacciond con el antigeno unido a los
GRC tanizados de la siguiente manerz.

Se¢ prepararon los tubos con ios siguientes componen-
tes;

Tubo Noe. 1, Se colocaron 4 ml. de SATS a pH G.4 mds
un mi. de antigeno y un ml. de GRC tanizados (tubos proble
ma).

Tubo No. 2, Se tomaron 5 ml. de SAFS a pH 6.4 mds un
ml. de GRC tanizados {tubo control).

Los tubos se dejaion lo minutos a temperatura ambien
te, en seguida se lavd el paquete de GRC con SAFS pH 6.4 ¥y
se resuspendieron al final con un ml. @& SAFS pH S.4 .

- Quedando asi una sciucidn al 2 < {con suerc de cone-
Jjo absorbido e inactivado) '

Por fltimo se hicieron las diluciones seriadas del -
suero problema, para deéterminar el titulo de antitusrpos -
presentes, conira cada uno de los antigenos gue se uiiliza
ok«



Ve= RESULTADOS,

Para la determinacidn de ia albimina sérica bovina en
los trofozo{tos, se utilizdé la prueba de doble difusidn en-
-gel de agarosa,; como 58 muesira ea la figuna uno.

Fig- Noe 1

LAYADOS

Fig« N0+ 1 .- Pozo ceniral anti-aibdmins sérica bovi~
na (-5&,'en los pozos periféricos; (1) extracto de trofozoi
tos hamogenizados sin lavar, {2) lavados una vez, (3} lava-
dos 5 veces, (%) lavades 7 veces ¥y (5) lavados § veces.



El efecto de los inhibidores de proteasas afiadidos a

extractos de trofozoitcs, se observa en la figura 2.

Fig. No. 2

EXTRACTC BE TROFOZOITOS
SIN INHIBIDORES

EXTRACTO DE TROFOZOITOS .
CON IiA MEZCLA DE § I
INHIBIDORES

Fig. Nos» 2 .~ En el corrimiento (A} por elecirofore-
sis en gel de poliacrilamida, la separacidn de las protei-
nas no 6 posible, debide 2 una desnaturalizancidn de ias -~
mismass '

En el corrimiento (Bj, s& ie adicicnd al exiractio de
trofozoitos los inhibidores, FMSF, EDTA ¥ N-etil maleimida,
observarndose la separacidém de las proteinas.
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Otra prueba que se hizo para determinar el efecto de
1os inhibidores fue, ia cromatografia en columma de las pPro
tefnas totales de los trofozoitos; previamente marcados con
gl isdtopo correspondiente.

ABS. A 280 nm. RADIOCACTIVIDAD

B 3

h '
\

FRACCIONES

Gréfica Noe« I .= Musctra nnn variedad de picos corres-
pondientes a las proteinas, esta variedad se debid a que no
se le adiciond inhibidores a los trofozoitos. Ld linea conti
nua reopresenta la determinacidn de las proteinas a 280 nm. vy
l1a 1fnea punteada ls radiocactividads.



GRAFICA No» 2

ABS. A 280 nm.
RADIOCACTIVIDAD

Gréfica Noe 2 o~ Muestr= los efectos de los inhibido-
res sobre las enzizas enddgenas de los itrofozoites, princi-
palmente de proteasas. Obteniemdose solamente un sdlo pico,
como s en el casoc de las proteinas marcadas con 353. La 1f
nea puanteada represeunta la raiiocactividad y la ceontinua la
determinacidn de las proteimas a 250 nm.
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1a tabla No. 1, muestra lia distribucidn de 1a radioac
tividad residual, expresada en por ciento de radioaciividad.

De los diferentes isdtopos que se utilizaron pars la
identificacidén de las proteimas de superficie.

TABLA Wo. 1

FRACCIONES ‘ % DE RADICACTIVIDAD EN
CADA FRACCION OBTENIDA.

1251 355
CELULAS HOMOGENIZADAS 160 100
lo. Sobreunadante a 15 000 x g, 71 60
lo. Sedimento a 15 G00 x g. 28 37
20. Sobrenadante & 15 000 x g 9 5
Ba: Sedimento = 15 000 x g. 1h 28
Sobrenadantes combinados a 15 000 x g.m 79 63
Sobrenadante a 165 000 x g. 67 &g
Pico T de exclusidn en Ultrozel ACA-34 g7 47
Pico II de exclusidn en Ultrogel ACa~34% 21 Te
Elufdos restantes 0 ©



1a separacidn de las fracciones proteicas radicacti~-
vas; gue se obiuvieron en cromatografia en columna S& mueS=—
tran en las grdficas 3 v 4.

GRAFICA No» 3

TRANSMITANCIA | RADIOAGTIVIDAD
280 nm. . dpm. 1 X 10°
30
4o | .
o 35, 5
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80 | > 1
so | i
.iv_"/ .
100 e e
20 25 30 40 50
FRACCIOKES

Griafica No« 3 .= Cromatografia en columna, de las pro
teinas de mexbrana, marcadas con el isdiopo 353, mediante -
el compuesto PPste. la presencia de las proteinas fue de
terminads a 200 nme. y la radicactividad fue medida por 1las

emisiones betz, en d.Pslliey; 2Nl un contador Fackard.
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FRMCCIONES

Griafica No. 4 «~ Czomatografia en columna sobre Uliro
gel aca~3k, S las proteinas de membrana marcadas con 125 Ie
