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HJTRODUCCION 

La amibiasis es una infecciOn producida por el par3si­
to Entamoeba histolytica, y representa un problema de salud 
pdblica a nivel mundial (1). En algunas 3reas geogr3ficas -
tales como M@xico, Venezuela y otros pa1ses, la enfermedad 
es end@mica, por esta razOn resulta importante tanto su 
diagnOstico como su prevenciOn (2,3 y 4). 

Se han estudiado muchos aspectos de la !• histolytica, 
entre los cuales destacan: mecanismos de patogenicidad, re­
laciOn hospedero-parSsito, caracterizaciOn de ant!genos que 
tengan importancia en el desarrollo de inmunidad protectora 
o en el diagnOstico de la enfermedad, o bien que permitan -
distinguir entre cepas patOgenas y no patOgenas, y por dlti 
mo factores que contribuyen a la virulencia de la amiba (5, 
6,7,8,9 y 10). 

Uno de los aspectos centrales para el desarrollo de i~ 
munidad protectora contra ~· histolytica es la posibilidad 
de contar con un ant!geno(s) adecuado(s). Para lograr tal -
fin se han efectuado diversos estudios con el objeto de de­
terminar las las caracter!sticas antig@nicas, naturaleza 
bioqu!mica y grado de protecciOn de diferentes fracciones 
obtenidas a partir de homogenados y extractos totales de a­
miba, las cuales constituyen las preparaciones mSs frecuen­
temente usadas para el serodiagnOstico e inmunizaciOn (6,11 

12,13 y 14). Con menor frecuencia se han utilizado prepara­
ciones semipurificadas a travds de cromatografta en columna 
o bien por centrifugaciOn diferencial (15-18). Sin embargo, 
el estudio de ant!genos con efectos de protecciOn o para 
fines diaqnOsticos es dificil, entre otras causas por el 
complejo patrOn antigdnico de este parSsito tal y como lo -
demuestran algunos estudios, como por ejemplo el de Chang y 

col. (11) el cual detecto al menos 32 componentes antiqdni-
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cos usando un extracto soluble de la cepa HT31 por medio de 
la t@cnica de inmunoelectroforesis bidimensional. 

Otro factor que complica este tipo de an~lisis se deri­
va de la observaci6n de Ishaq y Padma (14), quienes sugieren . . . 
que las cepas de !• histolytica tienen m~s ant!genos espec!­
ficos de cepa que ant!genos en comdn, ya que en tres cepas -
de amibas aisladas a partir de pacientes con colitis amibia­
na aguda y colitis amibiana no disent@rica, se encontraron -
solo dos ant!genos compartidos, mientras que algunos otros 
solo estaban presentes en una o dos de ellas. 

Goldman y col. (12) sugieren la presencia de ant!genos 
espec!f icos de cepa basado en un estudio que realizaron en 6 
cepas de amibas no histolyticas y B cepas aisladas a partir 
de infecciones en humanos. Con ellas hicieron anSlisis anti­
g@nicos por medio de fluorescencia directa e inhibici6n de 
la fluorescencia, utilizando el suero de un paciente con a -
mibiasis invasora. Con este suero observaron diferencias en 
el tndice de fluorescencia entre las cepas no histolyticas y 
aquellas aisladas a partir de infecciones, lo cual indica 
diferencias antig!nicas entre estos dos grupos. Por otra 
parte con este mismo ensayo se observaron diferencias en la 
fluorescencia entre las cepas histolyticas, por lo que los 
autores concluyen que estas deben tener los mismos anttgenos 
en proporciones mSs o menos similares, observandose solo di­
ferencias cuantitativas. Con los experimentos de inhibicien 
de la fluorescencia se observan diferencias antig!nicas adn 
mSs claras entre los dos tipos de amibas utilizadas, coinci­
diendo con los resultados de inmunofluorescencia directa. 

Entre los primeros estudios que determinaron algunas de 
las propiedades de los anttgenos de amiba estS el de Ali 
Khan y col. (16 y 17) quienes utilizaron un extracto soluble 
de !·· histolytica en cultivo monox!nico, con el cual obtuvo 
por cromatografta, tres fracciones que caracterize bioqutmi-
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camente. De estas fracciones, las dos primeras contentan los 
componentes de alto peso molecular (r·1 y F2), que por isoe -
lectroenfoque demuestran ser una mezcla de proteinas 3cidas 
y ligeramente bSsicas. Diferentes estudios inmunol6gicos ta­
les como fijaci6n de complemento y hemaglutinacien, demos 
traron que la casi totalidad de estas actividades se encuen­
tran en las fracciones F1 y F2• A trav@s de doble inmunodi -
fusien e inmunoelectroforesis se observe un patren similar 
entre el extracto crudo y las diferentes fracciones probadas 
En conjunto los trabajos mencionados sugieren que el estudio 
de anttgenos puede complicarse por el hecho de que los dife­
rentes grupos de investigaci6n trabajen con distintas cepas; 
asimismo no existe un m@todo de extracci6n uniforme y ademSs 
se han usado una gran gama de inhibidores enzimSticos a con­
centraciones variables. A pesar de esta problemStica la ma -
yor!a de los investigadores obtienen por medio de cromatogr.! 
f!a en columna de extractos solubles de tres a cuatro picos 
de separaci6n. 

A partir de la introducci6n por Diamond (19,20 y 21) de 
un medio de cultivo ax@nico para el desarrollo de !• ~ -
lytica se han podido estudiar los ant1genos del parSsito li­
bres de mol~culas contaminantes provenientes de otros micro­
organismos y as! se han definido algunas de sus caracter1st! 
cas bioqu1micas y sus propiedades inmunol6gicaa. Esto se e -
jemplifica con los estudios de Sanchez y col. (22) y los de 
Krupp (7 y 23)1 los pri~eros identifican diez ant!genos por 
inmunoelectroforesfs y diecinueve por inmunoelectroforesis 
cruzada. Al pasar su extracto por Sefadex obtienen una frac­
cien A con tres anttgenos y fracciones B y e con el mayor 
ndmero de ant!genos1 cuando se recromatograf!a la fracci6n A 
obtienen dos subfracciones, de las cuales A

1 
tiene un solo -

componente. Sin embargo en este estudio, las fracciones ob -
tenidas no fueron ensayadas por m~todos inmunol6gicos. Por -
otra parte Krupp (7) trata de correlacionar el t!tulo de he-
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maglutinaci6n, el patr6n inmunoelectrofor@tico y el nivel de 
protecci6n inducida en hamsters con tres de las cuatro frac­
ciones obtenidas por cromatografta a partir de un extracto -
soluble de trofozoitos, despu@s de un desafto de amibas. De 
estas la fracci6n 1 es la que da el mayor grado de protecci-
6n con un tttulo variable de hemaglutinaci6n (1:243 a 1: 
59,049) y un patr~n inmunoelectrofordtico similar al obteni­
do con el anttgeno total, sin embargo este Qltimo demuestra 
ser menos eficiente para conferir protecci~n en hamsters. 
Con las otras tres fracciones se obtuvo una menor protecci6n 
y tttulos variables de hemaglutinaci6n. Este estudio demues­
tra que los tttulos de hemaglutinaci6n y la complejidad del 
patren inmunoelectrofor@tico no correlacionan con el grado -
de protecci6n obtenida con las fracciones debido a que la 
respuesta individual es muy heterog@nea. 

Recientemente se le ha dado importancia a los componen­
tes de superficie de !• histolytica, ya que algunas propied! 
des que parecen caracterizar a las cepas pat6genas pueden 
ser mediadas por estos componentes. Entre estas propiedades 
encontramos la adhesi6n a cdlulas epiteliales (24), la sus -
ceptibilidad de las amibas para ser aglutinadas por la con -
canavalina A (25) y la capacidad para producir efectos l!ti­
cos en cultivos de cdlulas de mamiferos (26). Por otra parte 
los componentes de superficie son los que interaccionan pri­
mariamente con el sistema inmune del hospedero durante el 
proceso infeccioso, por lo que es probable que estdn impli -
cadoa en la inducci6n o evasi6n de la respuesta inmune del -
organismo. En este sentido, poco se ha hecho para tratar de 
caracterizar loa componentes de superficie1 entre los estu -
dios existentes se encuentra el de Acosta y col. (27) quie -
nea obtienen seis componen~es de superficie de Entamoeba !!l­
?!!!!!l!• con pesos moleculares que van desde 14 a 67 kDa, 
siendo el componente de 67 kDa el de mayor densidad1 de ds -
toa, 3 son qlucoprote!nas (24,60 y 67 kDa). Por otro lado, 
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Jimdnez (28) y Calderen (29) han aislado 5 y 6 componentes 

de superficie de !• histolytica respectivamente, esta dife­
rencia se puede deber a la metodolog!a empleada, Estos com­
ponentes precipitan con sueros de pacientes con amibiasis -
hepStica por la tdcnica de doble inmunodifusien. 

Aley y col, (30) purificaron los componentes de membr~ 
na externa, usando durante la extraccien Con A, con el f!n 
de estabilizarla y mantenerla intacta a lo largo de todo el 
proceso. Mediante esta metodolog!a es posible separar las -
vacuolas internas por medio de centrifugacien a baja velo -
cidad, Cuando usaron como marcador de superficie el isetopo 
125I y solubilizaron las membranas con detergentes, obtuvi~ 
ron aproximadamente doce polipdptidos que van de 12 a 200 -

.kDa de peso molecular y que corresponden a doce de las die­
ciocho prote!nas recuperadas durante el proceso de purifi -
cacien. 

En relacien a los estudios de proteccien en amibiasis, 
estos se han llevado a cabo en modelos animales, en los cu~ 
les se ha observado proteccien despuds de la inmunizacien -
con diversos ant!genos de !• histolytica, El modelo de eva­
luacien empleado es el de la inoculacien intrahepStica de -
trofozoitos de !• histolytica en hamsters adultos o neona -
tales, siendo datos dltimos los mSs empleados por la mayor 
reproducibilidad del absceso hepStico amibiano en ellos. O~ 
safortunadamente no ha sido posible desarrollar un modelo ~ 
nimal en el cual se pueda producir una infeccien amibiana -
natural por medio de la administracien oral de quistes in -
fectantes. Con el modelo disponible en hamsters (40 y 41) -
se han inmunizado con diversos ant!genos de !• histolytica, 
como el extracto soluble total (42-45) y las fracciones ob­
tenidas a partir de este a travds de columnas de sefadex (6 
7 y 42)1 tambidn se han utilizado fracciones mSs puras, co• 
mo las denominadas soluble I, soluble II, lisosemica y ri -
bosemica, estas dltimas con gran capacidad antiqdnica cuan-
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do son enfrentadas con sueros de pacientes con amibiasis ( 
10,46 y 47). La medicien de tttulos de anticuerpos antes de 
la inmunizacien y despuds de la infeccien no se correlacio­
nan con la proteccien (7 y 49), El posible papel protector 
de la respuesta inmune celular que puede ser inducida bajo 
condiciones similares no ha sido estudiada, 

Actualmente, el uso de tdcnicas de biologta molecular­
ast como la disponibilidad de anticuerpos monoclonales ha -
permitido un mayor conocimiento de la constitucien molecu -
lar de los par!sitos en los diferentes estadios de su ere -
cimiento y desarrollo. As! por ejemplo, los estudios actua­
les con Plasmodium (31,32 y 33) tratan de identificar antt­
genos en algunos de los estadios de su ciclo vital con el -
ftn de obtener aquellos de importancia biolegica en mayor -
cantidad, ya sea por medio de ingenierta gendtica (34 y 35) 
o bidn por stntesis qutmica (36 y 37). La obtencien de an -
ttgenos por estos procedimientos tendrta ventajas sustanci! 
les sobre los m@todos tradicionales de aislamiento a partir 
de extractos de par!sitos (38 y 39). 

Las tdcnicas actuales de biologta molecular han permi­
tido la clonacien de genes de parSsitos, a trav@s de la i -
dentificacien de RNA mensajero que codifica para prote!nas 
con importancia biolegica. Para esto se han empleado diver­
sos mdtodos de extraccien de RNA como el del fenol, tiocia­
nato de guanidina, etc., (40 y 41). El RNA obtenido por es­
tos m•todos tiene actividad de mensajero, con la presencia 
de componentes de alto peso molecular en los productos de -
traduccien. Asimismo, las tdcnicas de traduccien en siste -
mas libres de cflulas han permitido estudios de expresien -
de ant1genos en diversos estadios del ciclo de algunos pa -
rSsitos (52-54) y determinar con estos su posible importan­
cia diagnestica o de proteccien. As!, Hyde y col, (55) ais­
laron la fraccien poli(A)+ a partir del RNA de cultivos no 
sincronizados de Plasmodium (cepa Kl). La traduccien de es-
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te RNA en un lisado de reticulocito requiere la adici6n de 
tRN~ homeloqo o heter6logo para su expresi6n, aunque esto -
no parece ser necesario para la traducci6n de mensajeros en 
otros parSsitos. El patr6n de los productos de traducci6n -
presenta aproximadamente 50 bandas con pesos moleculares de 
16 a 230 kDa de peso molecular; de estas solo 32 son las 
mSs reproducibles. En la comparaci6n de la expresi6n de 
protetnas en dos de los estadios de un cultivo sincronizado 
(trofozottos y esquizontes), se observan diferencias por a­
rriba de los componentes de 91 kDa, mientras que por debajo 
de este peso molecular los productos son comunes a ambos. 
Esto correlaciona con las proteínas presentes en cultivos -
de Plasmodium marcados con 3H-leucina a los mismos tiempos 
en que se hizo la extraccien de RNA, Cuando se confrontan -
sueros de personas de un Srea end8mica con los productos de 
traduccien o bien con las protetnas marcadas provenientes -
de cultivos de parSsitos se observa un reconocimiento hete­
roq@neo de componentes en ambos casos; ademSs el ndmero de 
protetnas reconocido es similar a pesar de las diferencias 
debidas a modificaciones postraduccionales que pudieran 
existir entre las mol@culas obtenidas a partir.de un culti­
vo del parSsito y de aquellas sintetizadas !!! ~· Esto -
Ultimo es importante ya que el reconocimiento por los anti­
cuerpos presentes en el suero de las personas no parece es­
tar reqido por reqiones con modificaciones, tales como qlu­
cosilaciGn. Los resultados con otras cepas de Plasmodium c2 
mo por ~~em~lo.!• chabaudi son similares a los obtenidos 
con !• falciparum, auque esta no requiere para su traduc 
cien tRNA exeqeno. Los patronea electrofor8ticos de culti­
vos no sincronizados muestran al menos so componentes que -
correlacionan con los patrones electrofor@ticos de cada uno 
de loa estadios. Alqunas de estas protetnas son comunes a 
todos los estadios, mientras que otras se sintetizan de ma­
nera predominante en alqunos de ellos (53). Los sueros hi -
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perinmunes detectan un ndrnero diferente de componentes en -
cada uno de los estadios probados. Sin embargo lo m3s rele­
vante de este estudio es la identificaciOn de un componente 
de alto peso molecular, detectado en los ant!genos del par3 
sito marcados biosint~ticarnente con 35s-rnetionina y en los­
productos de traducciOn obtenidos con el RNA del par3sito. 
Esto es importante, ya que este componente inrnunog8nico se 
encuentra localizado en la superficie del par!sito, por lo 
que serta muy conveniente tratar de purificar este·rnRNA y -
clonar su cDNA. 

Una observaciOn interesante en los estudios con RNA es 
la realizada con !• yoelii en donde, mediante el uso de un 
anticuerpo monoclonal que confiere protecciOn contra este -
parSsito, se detecto que el mRNA que codifica para la pro -
te!na reconocida por el anticuerpo monoclonal se encuentra 
en la fracciOn poli-(A)-, esto es importante, ya que gene -
ralmente se aisla la fracciOn poli-(A)+ como paso inicial -
en la construcciOn de banco de genes, con lo que podr!an 
quedar fuera protetnas con importancia en la protecciOn con 
tra este parSsito. Con este mismo anticuerpo monoclonal se 
identifican tres polipdptidos sintetizados por un sistema 
de traduccien libre de cdlulas, por lo que se sospecha de -
la presencia de rnSs de una protetna que comparten el ep!to­
pe reconocido por el anticuerpo monoclonal en cuestiOn (52). 

Se han hecho estudios similares en Schistosoma mansoni, 
parSaito que posee dos etapas; larvaria y estado adulto (54, 
56 y 57), Cuando se .corren geles en condiciones desnaturali­
zantes el RNA ribosomal corre corno una sola especie, mien 
tras que en condiciones no desnaturalizantes se obtienen dos 

6 . 
especies riboaomalea (0.75 y 1.5 x 10 Da de peso molecular) 
En el patrOn electrofor@tico de los productos de traducciOn 
aparecen prote!nas con pesos moleculares de 40 hasta 105 
kDa, mientras que por electroforesis bidimensional y compa­
rando los diferentes estadios se observan una mayor canti -
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dad de productos de traduccien, algunas de estas proteínas 
son comunes a todos los estadios; no obstante otras parecen 
ser especfficos para cada estadio, en particular dos de e -
llas, Cuando se enfrentan sueros hiperinmunes de mono con -
los productos de traduccien, es posible inmunoprecipitar al 
menos 13 componentes cuyos pesos moleculares van de 18 has­
ta 105 kDa, Con el suero de rata (hospedero no permisivo), 
se inmunoprecipitan de preferencia proteínas entre 30 y 45 
kDa que est!n presentes en los productos de traduccien de -
la cercaria y no en los de esquistosemulas o en el par!sito 
adulto, por lo tanto solo hay antfgenos que son expresados 
en la fase cercaria, mientras que otros solo por las esqui! 
tosemulas. 

La traduccien de preparaciones de RNA total y poli-(A)+ 
. '' . 

obtenidas de Cisticercus cellulosae en sistemas libres de -
c@lulas, ha permitido demostrar la presencia de productos -
de traduccien conteniendo determinantes antig@nicos semeja~ 
tes a IgG del hospedero. Esto Oltimo sugiere que la presen­
cia de prote!nas que recubren la superficie del parSsito y 
reaccionan con anticuerpos anti-IgG porcina, estSn conteni­
das en secuencias del RNA codificado por el genoma del pa -
dsito (58), 

El objetivo de esta tesis es el aislar mRNA de !• h!!,­
tolytica, traducirlo en un sistema de traduccien libre de -
cdlulas (lisado de reticulocito de conejo) y determinar en 
sus productos de traduccien la presencia de antfgenos espe­
cff icos de esta especie, por medio de anticuerpos policlo -
nales y monoclonales dirigidos contra este protozoario. 
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MATERIALES ·y METODOS 

Cultivos de Amibas. Las cepas HK9:NIH, HMl:IMSS y La­
redo tipo ~· histolytica se cultivaron en medio ax~nico de 
Biosate-Peptona a 37°C como es descrito por Diamond (19,20 
y 21). Los trofozo!tos se cosecharon a diferentes tiempos 
de cultivo. 

Antisueros. Se usaron anticuerpos policlonales huma -
nos obtenidos de pacientes con amibiasis invasora y un an­
ticuerpo monoclonal espec!fico para !• histolytica (clona 
004) (70). 

Marcaje de los cultivos · con 3H-Leucina y 35s-Metio -
~· Para evaluar la capacidad de bios!ntesis de !• !!,!! -
tolytica y de Laredo tipo-§. histolytica se hicieron ali -
cuotasde 10 ml de cultivo a diferentes tiempos de incuba -
ci6n y se pulsaron con o.smci de 3H-leucina o de 35s-me 
tionina, por un periodo de 12 hr en condiciones est4riles 
a 35°C. La s!ntesis se termin6 colocando los cultivos en -
hielo-agua. 

Fraccionamiento de ·1os cultivos de c4lulas marcadas. 
Los cultivos de trofozoitos marcados con 3H-leu 6 con 35s­
met se lavaron tres veces a 1500 rpm por 10 min a 4°C con 
soluci6n amortiguadora de fosfatos salina pH 7.2. Al final 
del lavado se resuspendieron en 1 ml de PBS y se lisaron -
los trofozo!tos por congelaci6n y descongelaci6n 5 veces 
en hielo seco-acetona en presencia de inhibidores de pro -
teasas (fenil metil sulfonil fluoruro 5 mM, n-etil malei -
mida 5 mM y EDTA 5 mM final), despu@s de lo cual se cen 
trifug6 a 10,000 rpm por 30 min a 4°c. El sedimento resul­
tante que contiene la fracci6n de membranas totales se re-



suspendi6 en l ml de soluci6n de PBS con inhibidores de 
proteasas a las concentraciones mencionadas, La fracci6n 
sobrenadante contiene las proteinas solubles 

Extracci~n de RNA total, El RN~ se aisl6 de trofozo!­
tos recien cosechados por medio del m~todo de clorhidrato 
de guanidina, con algunas modificaciones (48 y 60), Aproxi 
madamente 50 x 106 trofozoítos se solubilizaron en 10 ml -
de solucien de guanidina-HCl 8 M y acetato de potasio 10 -
mM, pH 5 y se homogenizaron (3 x 20 seg, 10,000 rpm) en un 
poli~ren (Brinkmann Instrumente, Westbury, N,Y,), El RNA -
del homogenado se precipite con 0,5 volumen de etanol ab -
soluto y se deje reposar a -20ºC durante 12 a 15 hr, El 
precipitado se disolvi6 en 10 ml de una soluci6n que con -
ten!a quanidina-HCl 8 M, acetato de potasio 10 mM pH 5 y -
EDTA 20 mM pH 7, El proceso de precipitacien de RNA se re­
piti6 tres veces m!s, y el precipitado obtenido se disol -
vi6 en 2 ml de EDTA 20 mM y se deslipidiz6 con una mezcla 
de cloroformo:butanol (4:1, v/v), Finalmente el RNA se pr~ 
cipit6 con acetato de sodio 3 M a -20ºC, El RNA obtenido 
se reprecipit6 con acetato de potasio 0,2 M, pH 6, y dos -
volUmenes de etanol durante 12-16 hr a -20ºC, Finalmente -
el precipitado obtenido se le disuelve y ajusta a una con­
centraci6n de 1500 pg/ml en agua tratada con dietil piro -
carbonato. 

Preearaci6n del Sistema de Traducci6n in vitro, se o~ 
tuvo la sangre heparinizada (500 a 1000 U de heparina/100 
ml de sangre) de tres conejos Nueva Zelanda (2-2,5 kg) 
previamente anemizados con inyecciones repetidas de fenil­
hidrazina de acuerdo al m@todo descrito por Darnbrough y 

col, (80), y se filtre a travfs de gasa esteril, Las cdlu­
las se colectaron por centrifugaci6n a 2000 rpm durante 5 



J 

J 

J 

J 

l 
1 

12 

min a 2ºC y el paquete celular se resuspendiO en S voldme­
nes de una soluciOn de NaCl 0.14 M, MgC1 2 5 mM y KCl SO mM 
y se volviO a centrifugar a la misma velocidad. Este pro -
cedimiento se repitiO dos veces mSs eliminando los leuco -
citos y plaquetas por aspiraciOn con vac1o. Los retículo -
citos se lisaron añadiendo un volumen de soluciOn de lisis 
(MgC1 2 2M, EDTA O.l mM y Ditiotreitol 1 mM) e incubando 
10 min a 2ºC y se hicieron alícuotas de 1-2 ml con el so -
brenadante y se congelaron a -70ºC hasta su uso (S9). 

El lisado se trate segdn el m@todo de Pelham y Jack -
son (S9). A un ml de lisado se le añadiO una soluciOn de -
hemina (O.B mM), 2S pl y creatina cinasa (5 mg/ml), 10 pl. 
Se separe una alicuota de 2S pl como control de lisado no 
tratado y al volumen restante se le añadieron 20 )ll de 
cacl 2 (SO mM) y 30 ul de nucleasa de micrococo (1 mg/ml). 
se incube durante 10 min a 2o•c y la reaccien se termine -
por adicien de 20 µl de EGTA (100 mM). Se hicieron alicuo­
tas de so, 100 y 200 pl y se congelaron a -1o•c hasta el 
momento de su uso. 

Traduccien ·del RNA ·del ParSsito. Alicuotas del RNA t,2 
tal se adicionaron al lisado de reticulocitos de conejo 
tal como lo describe Pelham y Jackson (S9). La mezcla de 
reaccien total (lS pl) contentas lisado (5 pl), cloruro de 
potasio (40 mM), acetato de potasio (100 mM), mezcla de a­
minoScidos sin metionina (1 mM), creatina fosfocinasa (30-
mM), HEPES (75 mM, pH 7.2) y como precursor radioactivo 
35s-metionina (10 uCi/ensayo1 actividad especifica 1050 
uCi/mM, New Enqland Nuclear). La mezcla se incube por 60 -
min a 3o•c y la traduccien se termine por adicien de 2.5 
pl de RNasa pancreStica e incubacien a 30°C durante lS min. 

. . . 
· Oeterminacien de ·1a Radioactividad Incorporada, La d! 

terminacien del isetopo se determine midiendo la radioac -
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tividad precipitable con TCA al 10% en las diferentes a 
licuotas. Las muestras se mantuvieron durante 30 min a 4ºC 
se filtraron en filtros de nitrocelulosa y se lavaron 3 v~ 
ces con TCA al 8%. Despu@s de secar los filtros se midi6 -
su radioactividad para lo cual se les coloc6 en viales que 
contentan 5 ml de ltquido de centelleo y se procedi6 a co­
locarlos en un contador de centelleo ltquido. 

Fluorograf!a. Despu@s de la electroforesis los geles 
se prepararon para la fluorograf!a de acuerdo al m@todo de 
Laekey y Mille (61 y 62), tratSndoloe con una eoluci6n de 
2,5-Difeniloxazol (PPO) 20% en Dimetil Sulf6xido (DMSO) y 
se deshidrataron sobre papel Whatman nl1mero 3 (secador de 
geles en pl~ca Bio Rad)º Los geles se expusieron a placas 
Kodak XRP-5 durante 3 dtae a -70ºC. Las placas se revela -
ron y fijaron de acuerdo con m@todoe convencionales de fo­
tografta. 

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida. Los produc -
toe de traducci6n se eolubilizaron en soluci6n amortigua -
dora que contenta Tris-HCl 100 mM, pH 6.81 sos 2% (p/v), -
glicerol 20\ (v/v), azul de bromofenol 0.1% (p/v) y urea 
1 M. Las muestras se pusieron a ebullici6n en esta mezcla 
durante 3 min y se corrieron en el sistema discontinuo de 
Laemmli en geles al 6\ que contentan urea (63). 

'' .... ' '' 

· 'Electrotransférencia e ·Irununodetecci6n. Los productos 
de traducci6n se transfirieron segGn el m@todo de Towbin -
(64), con algunas modificaciones, Brevemente, los produc -
tos de traducci6n se transfirieron a papel de nitrocelulo­
sa (Schleicher y Schuell, Inc Keene, ~.H.) usando como bu­
ffer glicina 192 mM, Tria 25 mM y metanol 20% a 400 mA du­
rante 2 hr. Despu@s de la transferencia y con el objeto de 
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saturar los sitios de uniOn a proteina remanentes, el pa­
pel de nitrocelulosa se incubO durante 2 hr a 35ªC en una 
soluciOn amortiguadora de fosfatos salina 0.01 M, pH 7.2, 
con albttmina bovina (grado RIA) 1.5% y gelatina 0.25%. 

Despu@s de bloquear las tiras de nitrocelulosa se i~ 
cubaron durante 2 hr con una diluciOn apropiada de suero 
de pacientes con amibiasis hepStica o con el anticuerpo -
monoclonal espec!fico para !• histolytica, Las tiras se -
lavaron dos veces con PBS que contenta 0.3% Tween 20 y 

dos veces con PBS1 cada una de ellas durante 10 min. A 
continuaciOn, las tiras tratadas con los sueros de pacie~ 
tes se hicieron reaccionar con un anticuerpo dirigido co~ 
tra las cadenas pesadas de la IgG humana y las tratadas -
con el anticuerpo monoclonal con Proteina A. Tanto la 
anti-IgG humana como la proteína A se encontraban acopla­
das a peroxidasa. Despu@s de esta incubaciOn, las tiras -
se lavaron de la misma manera descrita anteriormente y se 
revelaron con diamino bencidina (50 mg/ml) y perOxido de 
hidrOgeno (100 )11/100 ml) al 3% en PBS pH 7.2 (64). 
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RESULTADOS 

Extracci6n de RNA, Uno de los requisitos para el estu­
dio de RNA es la preparaci6n de RNA no degradado, Las prep! 
raciones iniciales de RNA obtenidas a partir de trofozoitos 
congelados a -70ºC inhib!an la incorporaci6n de 35s-metioni 
na en el lisado de reticulocito, por lo que la extracci6n -
de RNA se hizo inmediatamente despu@s de cosechar los tro -
fozo!tos con lo cual se pudo obtener RNA con actividad de -
mensajero, cuya integridad se puede observar en la ef icien­
cia de traducci6n de @ste (Tabla 1), El RNA obtenido de 
HK9:NIH, HMltIMSS y Laredo estimulan 4,54, 4.84 y 4,39 ve -
ces m!s la incorporaci6n de 35s-metionina respectivamente -
sobre el control (Sin RNA), Sin embargo, la demostraci6n 
m!s convincente de la actividad de las preparaciones de RNA 
es la calidad de las prote!nas expresadas_!!!~ (Fig, 1) 
y analizadas en geles de sos-urea al 6%, en los cuales pod! 
mos observar un patren heterog@neo en los productos de tra­
ducci6n, 

Cin@tica de Incorporaci6n de RNA total, La Fig, 2 mue! 
tra la grSfica de dosis-respuesta para evaluar las prepara­
ciones de RNA total de las cepas HMl:IMSS, HK9:NIH y Laredo 
en el lisado de reticulocito de conejo. Estas preparaciones 
de RNA fueron obtenidas de cultivos de trofozo!tos en para­
lelo, En ella se observa una incorporaci6n lineal hasta a -
proximadamente 6 Jlg de RNA para las cepas HK9:NIH y HMli 
IMSS mientras que para la cepa Laredo el 6ptimo fue entre -
3 y 4.5 µg de RNA total, Tambi@n es evidente la promoci6n -
de s!ntesis de prote!nas con las preparaciones de RNA, la -
cual fue mayor con las cepas HK9:NIH y Laredo, 

Actividad de mRNA en E. histolytica y Laredo. Los RNAs 



16 

totales obtenidos a partir de los trofozo!tos se tradujeron 
en el lisado de reticulocito de conejo con una eficiencia -
comparable a los RNAs del reticulocito de conejo. La capa -
cidad de traducci6n de los RNAs obtenidos de las cepas de 
.!a• histolytica HMl:IMSS, HK9:NIH y Laredo se puede ver en 
la Fig. 3, donde se observa un patr6n heterog~neo de tra 
ducci6n de RNA total de poblaciones de trofozo!tos no sin -
cronizados. Estos RNAs se extrajeron en fase exponencial 
tard!a. El patr6n de traducci6n de varias preparaciones de 
RNA total obtenidas de diferentes cultivos de trofozo!tos -
fue muy reproducible, por lo que solo se muestran los de u­
na preparaci6n de HMl:IMSS y HK9:NIH obtenida a las 60 hr -
de cultivo, mientras que para Laredo fue a los 12 d!as de 
cultivo. La fluorograf!a representa la electroforesis en 
gel de poliacrilarnida (egpa) al 6% en sos-urea en condicio­
nes reductoras. Corno se puede observar el patr6n de traduc­
ci6n para las tres cepas es heterog~neo con bandas radioac­
tivas cuyos pesos moleculares van de 15,000 a 200,000 de 
peso molecular. En el caso de HK9:NIH y HMl:IMSS el patr6n 
de traducci6n fue similar excepto por dos bandas de 75,000 

y 150,000 de peso rnoelecular no observadas en HMl:IMSS. En 
Laredo se observan diferencias cuantitativas y cualitativas 
sobre todo en los componentes de alto peso molecular. 

Bios!ntesis de Prote!nas por E~ histolytica (HMl:IMSS 
Y·HK9&NIH) y Laredo Durante la Curva de Crecimiento. La bi2 
s!ntesi• de proteinas durante la curva de crecimiento para 
las cepas utilizadas se sigui6 mediante la incorporaci6n 
del is6topo 3H-leucina. Las c~pas HMl:IMSS y HK9:NIH alcan­
zaron la fase estacionaria entre 60 y 72 hr de cultivo, en 
tanto que la cepa~ lo logre a los 12 d!as (Fig. 4). 
El patren de incorporaci6n para la s!ntesis de prote!nas t2 
tales de la cepa HMl&IMSS es lineal hasta las 60 hr, des 
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puds de lo cual no se observe mayor incremento en la radio 
actividad incorporada. Para la cepa HK9:NIH los resultados 
fueron similares s6lo que la incorporaci6n de radioactivi­
dad fue mayor, Por lo que respecta a la cepa ~. la 
incorporaci6n de 3H-leucina fue menor que para ~· histoly­
.E.2! (Fig, 5). 

Cuando se determin6 la incorporaci6n en las diferen -
tes fracciones (soluble y sedimento 10 K) la fracci6n so -
luble 10 K de HK9:NIH incorpore mis que la HMl:IMSS1 sin -
embargo en el sedimento 10 K esto se invierte ya que se 
observa mayor incorporaci6n en HMl:IMSS. Para ~ las -
incorporaciones en las dos fracciones fue mucho menor que 
para las cepas histolyticas (ver Tabla II), 

Sfntesis de Proteinas Durante la Curva de Crecimien -
.!:2• La capacidad de sfntesis de protefnas a partir del RNA 
total obtenido a diferentes tiempos de cultivo se analizan 
en la Fig. 6. El patr6n de s!ntesis de protefnas de las P2 
blaciones de trofozo!tos no sincronizados es complejo, mo~ 
trando una gran cantidad de prote!nas, Este patr6n no se -
modifica durante la curva de crecimiento. Estos cambios s~ 
lo son cuantitativos, ya que algunas de las bandas radio -
activas se hacen mSs aparentes a lo largo del cultivo. Lo 
mismo sucede con la cepa ~. por lo que solo se mues -
tra la fluorograffa de los productos de traducci6n a los -
doce dfas de su curva de crecimiento. 

ImmJnd4etecei6n 'de Productos de Traducci6n con sueros 
de Pacientes ·con Amibiasis HepStica •. Para estudiar las pr2 
piedades antigdnicas de las prote!nas sintetizadas en el -
lisado de reticulocito de conejo, se usaron sueros hiper -
inmunes de pacientes con amibiasis hepltica. Para esto los 
productos de traducci6n se transfirieron a papel de nitro-
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celulosa y se enfrentaron con los sueros de los pacientes. 
En la Fig. 7 se muestra el reconocimiento espec!fico de 
los diferentes productos de traduccien, con un patren com­
plejo para cada uno de los sueros empleados. No hay simili 
tud en el patren de reconocimiento entre los diferentes 
sueros de los pacientes, ni hay reconocimiento de alguna(s) 
prote!na(s) en particular. Los sueros reconocen proteinas- • 
con pesos moleculares que van de 15,000 a 200, 000 Da. El 
carril ~ corresponde a un suero de paciente con colitis -
amibiana, con un patren de reconocimiento tarnbi@n complejo. 
El carril !,!! es el control de suero normal humano. 

Reconocimiento de Prote!nas por un Monoclonal anti-E. 
histolytica. El patren electrofor@tico de la cepa HMl:IMSS 
y ~ es complejo tanto para la preparacien de membra -
nas (carril c y d) como para el soluble (carril a y b). En 
la comparacien de cepas se observan prote!nas en coman en­
tre las preparaciones de ant!geno soluble y de membrana. -
En la preparacien de la cepa HMl:IMSS el monoclonal reco -
noce selo tres bandas con pesos moleculares mayores de 67, 
000 Da, en tanto que el suero hiperinmune muestra un pa 
tren heterog@neo de .reconocimiento (carril e). El carril g 
es el control de inmunoglobulinas de raten normal (Fig. 8) 

Inmunodeteccien de Productos de Traduccien con un ~n­
ticuerpo Monoclonal. Una vez que se caracterize el anti 
cuerpo monoclonal con lós ant!genos de membrana de la cepa 
HMltIMSS, se procedie a enfrentar este anticuerpo con los 
productos de traduccien del RNA total extraido de trofozo­
!tos de la misma cepa. ~qu! el anticuerpo monoclonal reco­
noce algunos de los productos de traduccien de alto y bajo 
peso molecular1 de estos, tres son los m!s prominentes. La 
especificidad de reconocimiento del monoclonal se puede 
ver en el carril .=, ya que representa la fluorograf!a de -
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una tira de nitrocelulosa que contiene los productos de tr! 

duccien (Fiq. 9). 



Tabla I 
----------···-·-----··----·---· ·---··-···· . ·- .. . .. 
Traducci6n in~ de RNA total de~. histolytica HMl:IMSS, HK9:NIH y 

Laredo (tipo !· histolytica) 
¡_ __________ :.._::..__.:=..:._.==::::::~-=-=-·----···------····------------· 

Fuente 35s-metionina incorporada 
cpm X 10-3 /~q RNA 

Estimulaci6n relativa 
al control ·----------- -----····--.. ·--·- --·--··· - --·-·-··-------~·-···--

HMl:IMSS 
HK9:NIH 
La redo 

46. 97 
43.31 
56,77 

4.84 
4.54 
4.39 

Estos re&ul tildOS rePr·esentan10-s~tinl0S.de tradüCci~n con RNA "E!Xtrar.: 
do despuGs de 60 hr de cultivo para HMl:IMSS y HK9:NIH y de 12 d!as p~ 
ra la cepa Laredo. 



Tabla II 
..-----------------··--··---- -- ··-·-·· ····-. ··--·-------·-·---- . 

Tiempo de Radioactividad (cpm x l0-4/fracci6n) en Homogenados celulares 
---····~ ··--·-. ··----------

Cultivo Fracci6n soluble lOK Sedimento lOK 
(Olas) HMl: IMSS HK9: NIH Laredo HMl: IMSS HK9: NIH Laredo 

+----'----'------------------ ·-. -- -----·-·· -- ···-·-----·------··---------· 
i.o e.o 21.e 6.97 2.39 

1.5 12.75 43.e 11.7 6.40 

2.0 16.e7 53.0 le.o u.o 

2.5 20.e1 59.3 24.4 13.70 

3.0 

4.0 

e.o 

12.0 
16.0 

11.50 21.2 

1.95 

e.95 

20.46 

15.e5 

12.25 10.21 

o. 75 

2.48 

4,70 

2.1e 
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Fig. l. Fluorograf!a de una EGPA-SDS de produc­
tos de traduccien de ~· histolytica HMl:IMSS. -
carril a, control sin RNA1 b-f, HMl:IMSS con 
concentraciones de 1.5 a 7.S)lq de RNA/ensayo. 
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. Fiq. 2. Cin@tica de incorporacien de 35s-metio­
nina con cantidades crecientes de RN~ (1.S-7.S 
µq/ensayo). !· hi~tolytica HX91NIH, º' HMl1IMSS 

a y Laredo tipo-!• histolytica a. 
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Fig. 3. Fluorograf!a de EGP~-SDS de productos -
· de traduccien de !· histolytica HMl 1 IMSS (ca -
rril 1)1 HK91NIH (carril 2) y Laredo tipo-!• -
histolytica (carril 3). 
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Fiq. 4. Bios!ntesis de proteinas en medio de - ! 
cultivo de E. histolytica HMlaIMSS (A)J HK9aNIH 

1 - -
· (o) y Laredo tipo·!· histolytica (a) usando co-

mo isetopo 3H-leucina. 
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Fig. 6, Fluorograf!a de EGPA-505 de productos -
de traducci6n de cepas!• histolytica HMl:IM55 
(carriles 1,3 y 5) y HK9:NIH (carriles 2,4 y 6) 

sintetizados por el RNA obtenido a diferentes -
tiempos de su curva de crecimiento. 
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Fiq. 7. AnSlisis por inmunoelectrotransferencia 
de productos de traduccien de la cepa HMl:IMSS 
enfrentados a sueros de pacientes con amibiasis 
hepltica (aba), colitis amibiana (ca) y suero -
normal humano (sn). 
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Fi9. 8. Anllisis por inmunoelectrotransferencia de 
extractos de trofozoitos de!• histolytica HMlaIMSS 
y Laredo tipo-!• histolytica. Carril a, extracto -
soluble (ES) HMl:IMSSJ b, extracto soluble Laredo1-
c, membranas totales HMl1IMSS1 d, membranas totales 
Laredo1 e, suero policlonal de raten enfrentado a ~ 

' mebranas totales de HMl1IMSS1 f, anticuerpo monocl.2 

· .. 1 nal enfrentado a membranas totales de HMl:IMSS y 9, 
control con inmuno9lobulina de raten normal. 
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Fiq. 9. AnSlisis por inmunoelectrotransterencia de 
productos de traducci6n de cepa HMl:IMSS enfrenta -
dos a suero normal humano (carril a), anticuerpo -
monoclonal (carril b). Carril c representa la fluo­
roqraf!a de productos de traducci6n presentes en la 
tira de nitrocelulosa 
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DISCUSION 

Como un primer paso en la identificaci6n de genes que 
codifiquen para ant!genos de ~· histolytica se han estudi! 
do los ant!genos sintetizados por un sistema de traducci6n 
libre de c@lulas (lisado de reticulocito de conejo) utili­
zando RNA total, extraído de cultivos no sincronizados de 
trofozo!tos de las cepas HMl:IMSS, HR9:NIH as!.como de la 
cepa ~ tipo ~· histolytica. Mediante el empleo de la 
t@cnica de clorhidrato de guanidina (48 y 60) fu@ posible 
la purificaci6n de RNA a partir de trofozo!tos, ya que se 
ha reportado la dificultad para aislar RNA a partir del 
g@nero Entamoeba debido a la presencia de una potente RNa­
sa, la cual resiste algunos m8todos de extracci6n tales 
como el de fenol (41). Sin embargo el m8todo aqu! empleado 
permiti6 la preparaci6n de RNA intacto con buen rendimien­
to. El anSlisis de los productos de traducci6n muestra que 
la degradaci6n que pudiera existir en las p~eparaciones es 
m!nima (Fig. 1). El RNA de~. histolytica se traduce tan -
eficientemente en el lisado de reticulocito de conejo como 
los RNA del reticulocito mismo y similar a los reportados 
para el RNA de otros parSsitos (40,44 y 65). AdemSs la 
traducci6n de estos RNA no parece requerir la adici6n de -
algdn factor adicional al lisado para su eficiente traduc­
ci6n, como en el caso del RNA de Plasmodium lophurae y !·­
falciparum que requieren de tRNA ex6genos de los mismos 
parfsitoa para su eficiente traducci6n en el lisado de re­
ticulocitoa (66). 

El anSliais de los ant!genos sintetizados por !• .!l!!­
tolytica en varios puntos de su curva de crecimiento s6lo 
muestra que @stos son sintetizados en mayor proporci6n con 
forme aumenta ·el tiempo de cultivo. Estas diferencias pos! 
blemente sean debidas al crecimiento no sincronizado de 
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los trofozoitos, ya que todos los polip~ptidos son sinte -
tizados durante toda la curva de crecimiento. Un aspecto -
interesante ser!a trabajar con lineas clonadas de ~· h.!! -
tolytica y con cultivos sincronizados, ya que la heteroge­
neidad gen~tica que se encuentra en aislamientos no clona~ 
dos no se.hace ~vidente en los productos prote!nicos sint! 
tizados ,!!! ~ (67). 

El enf rentarniento de los productos de traducci6n de -
los trofozoftos de HMl:IMSS con suero de pacientes con ami 
biasis hep!tica, demuestra que algunos de los RN~ corres -
ponden a genes cuyos productos inducen una respuesta inmu­
ne especifica en tales individuos. Esto resulta interesan­
te, ya que a partir de estos mRN~ se puede obtener cDN~ y 
de esta manera genes que pudieran tener importancia en el 
diagn6stico 6 en la profilaxis de la enfermedad, corno ha -
sido el caso en algun~s parasitosis (34,35 y 36), AdernSs -
esto demuestra que el suero de los pacientes contiene anti 
cuerpos que reconocen las caracterlsticas de esas cadenas 
polipeptldicas, m!s que las modificaciones postraducciona­
les que pudieran llevarse a cabo, tales como glucosilaci6n. 
Los resultados sugieren que estos productos pueden ser ob­
tenidos a partir.~e.qenes clonados y expresados en siste -
mas tales corno Escherichia ~· De ser as!, estos produc­
tos podr!an usarse para inducir una respuesta protectora 
en humanos, 

Actualmente uno de los avances rnSs significativos es 
sin duda la obtenci6n de anticuerpos monoclonales dirigi -
dos contra ant!genos de parSsitos (68,69,70 y 71). Si bien . . 
estos anticuerpos monoclonales no se comportan corno los 
anticuerpos policlonales, ya que en algunos casos no pre -
cipitan, no fijan complemento ni opsonizan, tienen la ven­
taja de ser homog~neos, especlticos, facilmente estandari­
zables y adem!s de que su disponibilidad no tiene limite. 
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Se han encontrado numerosas aplicaciones para estos anti 
cuerpos en diferentes 4reas tales como: identif icacien de 
antfgenos, rnapeo de ep!topes, purificaciOn de ant!genos, 
definicien de variantes, an4lisis de antfgenos de diferen -
ciaciOn, diagnOstico patolegico y elucidacien de patog@ne -
nesis, gen@tica de transplantes y diagnestico de enfermeda­
des infecciosas (69 y 70), 

Con el anticuerpo monoclonal utilizado se reconocieron 
varios polip@ptidos, tanto en los ant!genos del par4sito c2 
mo en sus productos de traducciOn. Este anticuerpo reconoce 
ep!topes que se encuentran en la superficie del par4sito 
(70), por lo que los experimentos con los productos de tra­
ducciOn sugieren la presencia de mRNA que codifica para 
prote!nas de superficie de los trofozoítos, El reconocimie_!l 
to de varios polip@ptidos por este monoclonal es un hecho -
interesante, Existen varias posibilidades para explicarlo, 
Una de ellas es el procesamiento de proteínas, corno se ha 
reportado en E• falciparurn (72 y 73), en el cual mediante 
el uso de un anticuerpo monoclonal detectan en un extracto 
obtenido a partir de una poblaciOn no sincronizada de es 
quizontes un polip@ptido de alto peso molecular junto con -
otros de menor peso, existiendo entre ellos una relaciOn 
precursor-producto. Hallazgos similares ha11 sido descritos 
con f· yoelli (74) y!• knowlesi (75), En!• histolytica 

.esto es dificil de probar, ya que ser!a necesario trabajar 
con cultivos sincronizados, no disponibles, y observar la 
apariciOn de los productos procesados, Otra posibilidad pa­
ra explicar el.reconocimiento de varias prote!nas por el m2 
noclonal anti-!• histolYtica, es que ocurra una degradaciOn 
de los componentes proteicos durante el proceso de extrae -
cien (75 y 76). Esto se ha observado en otros estudios1 as! 
cua·ndo se incuba el precursor (230 kDa) marcado de f• ·~ 
l!!! con actividades enzimSticas de merozo!tos de !• !!!.!:,!-
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se obtienen los mismos productos (200, 145 y 110 kDa) que a 
partir de extractos de esquizontes o merozo!tos maduros de 
!• knowlesi (75), Sin embargo a diferencia de lo que sucede 
,!!l ~ en los sistemas de traduccien libres de c@lulas, t! 
les proteasas no aparecen y solo se observa la banda precu! 
sora (53 ). Es por tanto de importancia el uso de inhibido­
res a concentraciones adecuadas. En nuestro caso se usaron 
substancias que inhiben una proteinasa neutra, la cual es -
una de las principales en trofozoítos de HMl:IMSS (77). o -
tra posible explicacien es que se trate de proteínas sinte­
tizadas individualmente y que compartan ep!topes, Esto po -
dr!a ser sugerido por los resultados obtenidos con los pro­
ductos de traduccien y el anticuerpo monoclonal, ya que las 
proteínas reconocidas por @ate parecen estar codificadas 
por mRNA con diferentes coeficientes de sedimentacien. Ade­
mSs bajo condiciones de traduccien en sistemas libres de 
c@lulas no hay procesamiento de proteínas por lo que se pu~ 
de sugerir la existencia de mSs de un polip@ptido que com -
parte el ep!tope reconocido por el monoclonal usado. 

Recientemente se ha observado en !• f alciparum la pre­
sencia de familias de prote!nas estructural y antig@nica 
mente polimerficas (78 y 79), las cuales tambi@n podr!an 
ser responsables de la posible diversidad antig@nica de !·­
histolytica sugerida por los resultados obtenidos con el 
anticuerpo monoclonal. Esto podr!a ser probado usando en 
lugar de una mezcla de organismos que difieren gendticamen­
te, linea• clonadas gen@ticamente distintas, Un requisito -
importante es que las clonas utilizadas sean estables y fe­
not!picamente homog@neas como se ha demostrado para !• !!!,­
ciparum (78). Otras observaciones que sugieren la heteroge­
neidad de !• histolytica es que cepaa virulentas de HMl1IMSS 
eatSn compuestas de una mezcla de c8lulas con diferentes 
capacidades fagoc!ticas (5). 
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El desarrollo de estas !reas ser!n fundamentales y a~ 

nadas al uso de anticuerpos monoclonales ayudaran a la de­
dinicien de ant!genos relevantes en la biolog!a de !• h!!­
tolytica. 
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