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INTRCDUCCION

La amibiasis es una infeccibn producida por el par8si-
to Entamoeba histolytica, y representa un problema de salud
pBblica a nivel mundial (1). En algunas 8reas geogr&ficas -

tales como Méxiéo, Venezuela y otros paflses, la enfermedad
es endémica, por esta razfn resulta importante tanto su -
diagnBstico como su prevencibn (2,3 y 4).

Se han estudiado muchos aspectos de la E. histolytica,
entre los cuales destacan: mecanismos de patogenicidad, re=-
lacién hospedero-par8sito, caracterizaci®n de antfgenos que
tengan importancia en el desarrollo de inmunidad protectora
o en el diagn8stico de la enfermedad, o bien gque permitan -
distinguir entre cepas patfgenas y no patfgenas, y por lti
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 in
munidad protectora contra E. histolytica es la posibilidad
de contar con un antfgeno(s) adecuado{s). Para lograr tal -
tin se han efectuado diversos estudios con el objeto de de=~
terminar las las caracterfsticas antig&nicas, naturaleza -
bioquimica y grado de proteccifn de diferentes fracciones
obtenidas a partir de homogenados y extractos totales de a-
miba, las cuales constituyen lag preparaciones m8s frecuen=-
temente usadas para el serodiagn6stico e inmunizaci6n (6,11
12,13 y 14). Con menor frecuencia se han utilizado prepara-
ciones semipurificadas a trav8s de cromatograffa en columna
o bien por centrifugacién diferencial (15-18), Sin embargo,
el estudio de antlgenos con efectos de proteccifn o para =
fines diagnBaticos es dificil, entre otras causas por el -
complejo patrfn antigénico de este par8sito tal y como lo -
demuestran algunos estudios, como por ejemplo el de Chang y
col. (11) el cual detect® al menos 32 componentes antigéni-
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cos usando un extracto soluble de la cepa HT31 por medio de
la técnica de inmunoelectroforesis bidimensional,

Otro factor que complica este tipo de an8lisis se deri-
va de la observacién de Ishaq y Padma (14), quienes sugieren
que las cepas de g. histolxtiéa tienen m&s antfgenos especf-
ficos de cepa que antfgenos en comfln, 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 antigenos compartidos, mientras que algunos otros
solo estaban presentes en una o dos de ellas,

Goldman y col, (12) sugieren la presencia de antigenos
especificos de cepa basado en un estudio que realizaron en 6
cepas de amibas no histolyticas y 8 cepas aisladas a partir
de infecciones en humanos. Con ellas hicieron anflisis anti=
génicos por medio de fluorescencia directa e inhibicifn de
la fluorescencia, utilizando el suero de un paciente con a =
mibiasis invasora. Con este suero observaron diferencias en
el Indice de fluorescencia entre las cepas no histolyticas y
aquellas aisladas a partir de infecciones, lo cual indica =~
diferencias antigénicas 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 antfgenos
" en proporciones m&s o menos similares, observandose solo di-
ferencias cuantitativas. Con los experimentos de inhibicifn
de la fluorescencia se observan diferencias antig&nicas afin
m&s 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 antfgenos de amiba est$ el de 3li -
Khan y col. (16 y 17) quiehes utilizaron un extracto soluble
de E. hiitélxﬁicé en cultivo monox€&nico, con el cual obtuvo
por cromatogratfa, tres fracciones que caracteriz® bioquimi-



camente. De estas fracciones, las dos primeras contenfan los
componentes de alto peso molecular (Fl y Fz), que por isoe =
lectroenfoque demuestran ser una mezcla de proteinas 8cidas
¥ ligeramente b&sicas. Diferentes estudios inmunol8gicos ta-
les como fijacifn de complemento y hemaglutinacién, demos =~
traron que la casi totalidad de estas actividades se encuen=
tran en las fracciones F1 Yy P + & trav8s de doble inmunodi -
fu516n e 1nmunoelectroforesis se observé un patrﬁn similar
entre el extracto crudo y las diferentes fracciones probadas
En conjunto los trabajos mencicnados sugieren que el estudio
de ant:genos puede complicarse por el hecho de que los dife-
rentes grupos de investigacifn trabajen con distintas cepas;
asimismo no existe un m&todo de extraccidn uniforme y ademis
se han usado una gran géma de inhibidores enzim8ticos a con-
centraciones variables. A pesar de esta problem8tica la ma -
yorfa de los investigadores obtienen por medio ae cromatogra
ffa en columna de extractos solubles de tres a cuatro picos
de separacién,

d partir de la introduccién por Diamond (19,20 y 21) de
un medio de cultivo axénico para el desarrollo de E. histo -
lytica se han podido estudiar los antfgenos del par§sito li-
bres de moléculas contaminantes provenientes de otros micro-
organismos y as! se han definido algunas de sus caracteristi
cas biogqufmicas y sus propiedades inmunongicas. Esto se e -
jemplitica con los estudios de Sanchez y col, (22) y los de
Krupp (7 y 23); los primeros identifican diez antfgenos por
inmunoelectroforesis y diecinueve por inmuncelectroforesis
cruzada, Al pasar su extracto por Sefadex obtienen una frace
cifn & con tres antfgenos y fracciones B y C con el mayor =
n@mero de antfgenos; cuando se recromatograffa la fraccifn A
obtienen dos subfracciones, de las cuales 3_ tiene un solo =
componente. Sin embargo en este estudio, las fracciones ob =
tenidas no fueron ensayadas por m8todos inmunol8gicos., Por =
otra parte Krupp (7) trata de correlacionar el tftulo de he-
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maglutinacifn, el patrén inmunoelectroforético y el nivel de

proteccifn inducida en hamsters con tres de las cuatro frac-
ciones obtenidas por cromatograffa a partir de un extracto -
soluble de trofozoitos, después de un desaffo de amibas. De
estas la fraccifn 1 es la que da el mayor grado de protecci-
8n con un tftulo variable de hemaglutinacién (1:243 a 1l: -
59,049) y un patrén inmunoelectrofor@tico similar al obteni-
do con el antfgeno total, sin embargo este @ltimo demuestra
ser menos eficiente para conferir proteccibn en hamsters. =
Con las otras tres fracciones se obtuvo una menor proteccién
y tftulos variables de hemaglutinaci8n, Este estudic demues-
tra que los tftulos de hemaglutinacifn y la complejidad del
patrén inmunoelectrofor&tico no correlacionan con el grado =~
de proteccifn obtenida con las fracciones debido a que la =
respuesta individual es muy heterogénea.

Recientemente se le ha dado importancia a los componen-
tes de superficie de E. histolytica, ya que algunas propieda
des que parecen caracterizar a las cepas pat6genas pueden -
ser mediadas por estos componentes. Entre estas propiedades
encontramos la adhesi®n a c€lulas epiteliales (24), la sus -
ceptibilidad de las amibas para ser aglutinadas por la con -
canavalina 3 (25) y la capacidad para producir efectos 1fti-
cos en cultivos de c@lulas 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 estén impli -
cados en 1a inducci8n o evasifn de la respuesta inmune del -
organismo. En este éentido, poco se ha hecho para tratar de
caracterizar los componentes de superficie; entre los estu -
dios existentes se encuentra el de Acosta y col. (27) quie =~
nes obtienen seis componentes de superficie de4§5£gggggg in-
vadens, con pesos moleculares que van desde 14 a 67 kDa, -
siendo el componente de 67 kDa el de mayor densidad; de &s =
tos, 3 son glucoprotefnas (24,60 y 67 kDa). Por otro lado,



Jiménez (28) y Ca;derop_(29) han aislado 5 y 6 componentes
de superficie de E. histolztica respectivamente, esta dife-
rencia se puede deber a la metodologfa empleada, Estos com-
ponentes precipitan con sueros de paéientes con amibiasis =
hep8tica por la té&cnica de doble inmunodifusién.

Aley y col. (30) purificaron los componentes de membra
na externa, usando durante la extraccifn Con 3, con el £fn
de estabilizarla y mantenerla intacta a lo largo de todobel
proceso. Mediante esta metodologfa es posible separar las -
vacuolas internas por medio de centrifugacién a baja velo =
cidad. Cuando usaron como marcador de superficie el is8topo
1251 y solubilizaron las membranas con detergentes, obﬁuvig
ron aproximadamente doce polip&ptidos que van de 12 a 200 -
.kDa de peso molecular y que corresponden a doce de las die-
ciocho protefinas recuperadas durante el proceso de purifi -
cacibn,

En relacifn a los estudios de proteccién en amibiasis,
estos se han llevado a cabo en modelos animales, en los cua
les se ha observado proteccifn después de la inmunizacién =
con diversos antfgenos de E. histolytica. El modelo de eva-
luacifn empleado es el de la inoculacién intrahep8tica de =
trofozoitos de E. histolytica en hamscérs adultos o neona =
tales, siendo &stos @ltimos los m&s empleados por la mayor
reproducibilidad del absceso hep8tico amibiano en ellos. De
safortunadamente no ha sido posible desarrollar un modelo a
nimal en el cual se pueda producir una infeccién amibiana
natural por medio de la administracibn oral de quistes in
fectantes., Con el modelo disponible en hamsters (40 y 41)
se han inmunizado con diversos antfgenos de E. histolytica,
como el extracto soluble total (42-45) y las fracciones ob-
tenidas a partir de este a trav8s de columnas de sefadex (6
7 y 42); también se han utilizado fracciocnes m#s puras, co-
mo las denominadas soluble I, soluble II, lisosfmica y ri =
hos@mica, estas @ltimas con gran capacidad antié&nica cuan=~



do son enfrentadas con sueros de pacientes con amibiasis {

10,46 y 47). La medicién de tftulos de anticuerpos antes de
la inmunizacibn y despu#s de la infeccifn no se correlacio-
nan con la proteccién (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 técnicas de biologfa molecular=-
asf como la disponibilidad de anticuerpos monoclonales ha =
permitido un mayor conocimiento de la constitucifn molecu =
lar de los par8sitos en los diferentes estadios de su cre =
cimiento y desarrollo, Asf por ejemplo, los estudios actua-
les con Plasmodium (31,32 y 33) tratan de identificar antf-
genos en algunos de los estadios de su ciclo vital con el =
ffn de obtener aquellos de importancia biol8gica en mayor -
cantidad, ya sea por medio de ingenierfa genética (34 y 35)
o bién por sfntesis qufmica (36 y 37). La obtencién de an -
tfgenos por éstos procedimientos tendrfa ventajas sustancia
les sobre los métodos tradicionales de aislamiento a partir
de extractos de par8sitos (38 y 39).

Las técnicas aétuales de biologfa molecular han permi-
tido la clonacién de genes de par8sitos, a través de la i =
dentificacifn de RNA mensajero que codifica para protefnas
con importancia biol8gica. Para esto se han empleado diver-
sos métodos de extraécién de RNA como el del fenol, tiocia-
nato de guanidina, etc.} (40 y 41). E1 RNA obtenido por es-
tos métodos tiene actividad de mensajero, con la presencia
de componentes de alto peso molecular en los productos de =
traduccifn, Asimismo, las té&cnicas de traducciBn en siste =
mas libres de c&lulas han pérmitido estudios de expresifn -
de antfgenos en diversos estadios del ciclo de algunos pa =
résitos (52-54) y determinar con estos su posible importan-
cia diagnéstica o de proteccién. 3sf, Hyde y col. (55) ais-
laron la fraccién poli(a)+ a partir del RNA de cultives no
sincronizados de Plasmodium (cepa K1), La traducci8n de es-
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te RNA en un lisado de reticulocito requiere la adicién de
tRNA homBlogo o heterflogo para su expresifn, aungue esto -
no parece ser necesario para la traducci®n de mensajeros en
otros par8sitos. El patrén de los productos de traduccifn -
presenta aproximadamente 50 bandas con pesos moleculares de
16 a 230 kDa de peso molecular: de estas solo 32 son las =
m8s reproducibles. En la comparaci8n de la expresifn de -
proteinas en dos de los estadios de un cultivo sincronizado
(trofozoitos 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 proteinas presentes en cultivos -
de Plasmodium marcados con 3H-leucina a los mismos tiempos
en que se hizo la extracci8n de RNA. Cuando se confrontan -
sueros de personas de un Srea end€mica con los productos de
traducci8n o bien con las protefnas marcadas provenientes -
de cultivos de par&sitos se observa un reconocimiento hete-
rogéneo de componentes en ambos casos; ademfs el nfimero de
profe!nas reconocido es similar a pesar de las diferencias
debidas a modificaciones postraduccionales que pudieran =
existir entre las mol8&culas obtenidas a partir.de un culti-
vo del par8sito y de aquellas sintetizadas in !iEES' Esto -
dltimo es importante ya que el reconocimiento por los anti-
éuerpos presentes en el suero de las personas no parece es-
tar regido por regiones con modificaciones, tales como glu-
cosilacién. Los resultados con otras cepas de Plasmodium co
mo por ejemplq g; chabaudi son similares a los obtenidos -
con g.’fﬁléiglfuﬁ, auque esta no requiere para su traduc -
cifn tRNA ex8geno. Los patrones electrofor8ticos de culti-
vos no sincronizados muestran al menos 50 componentes que -
correlacionan con los patrones electrofor8ticos de cada uno
de los estadios. Algunas de estas prote!nés son comunes a
todos los estadios, mientras que otras se sintetizan de ma=-
nera predominante en algunos de ellos (53). Los sueros hi -



perinmunes detectan un nfmero diferente de componentes en =
cada uno de los estadios probados. Sin embargo lo m&s rele-
vante de este estudio es la identificacifn de un componente
de alto peso molecular, detectado en los antfgenos del pard
sito marcados biosintéticamente con 355-metionina y en los
productos de traduccién obtenidos con el RNA del par&sito,
Esto es importante, ya que este componente inmunog&nico se
encuentra localizado en la superficie del par8sito, por lo
que serfa muy conveniente tratar de purificar este mRNB y -~
clonar su cDNa,

Una observacifn interesante en los estudios con RNA es
la realizada con P. yoelii en donde, mediante el uso de un
anticuerpo monoclonal que confiere proteccifn contra este -
par8sito, se detect8 que el mMRNA que codifica para la pro -
tefna reconocida por el anticuerpo monoclonal se encuentra
en la fracci8n poli-(3) , esto es importante, ya que gene -
ralmente se aisla la fraccifn poli-(h)+ como paso inicial -
en la construccibn de banco de genes, con lo que podrfan =
quedar fuera protefnas con importancia en la proteccién con
tra este parfsito. Con este mismo anticuerpo monoclonal se
identifican tres polip&ptidos sintetizados por un sistema
de traduccifn libre de células, por lo que se sospecha de =
la presencié de m&s de una protefna que comparten el epfto-
pe reconocido por el anticuerpo monoclonal en cuestifn (52).

Se han hecho estudios similares en Schistosoma mansoni,
par8sito que posee dos etapas; larvaria y estado adulto (54,
56 y 57). Cuando se corren geles en condiciones desnaturali-
zantes el RNA ribosomal corre como una sola especie, mien =
tras que en condiciones no desnaturalizantes se obtienen dos
especies ribosomales (0.75 y 1.5 x 106 Da de peso molecular)
En el patr8n electroforético de los productos de traduccifn
aparecen ptoteinas con pesos moleculares de 40 hasta 105 -
kDa, mientras que por electroforesis bidimensional y compa-
rando los diferentes estadios se observan una mayor canti -



dad de productos de traduccifn, algunas de estas proteinas
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 traduccifn, 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 protefnas entre 30 y 45
kDa que estdn presentes en los productos de traduccibn de =
la cercaria y no en los de esquistosSmulas 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 esquis
tosBmulas,

La traducqianvdg‘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 traduccifn conteniendo determinantes antig@nicos semejan
tes a IgG del hospedero. Esto flltimo sugiere que la presen-
cia de protefnas que recubren la superficie del par&sito y
reaccionan con anticuerpos anti-IgG porcina, estdn conteni-
das en secuencias del RNA codificado por el genoma del pa =
rdsito (58).

~ El objetivo de esta tesis es el aislar mRNA de E. his-
tolytica, traducirlo en un sistema de traducci8n libre de -
células (lisado de reticulocito de conejo) y determinar en
shs productos de traduccifn la presencia de antfgenos espe-
cfficos de esta especie, por medio de anticuerpes policlo =
nales y monoclonales dirigidos contra este protozoario.
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MATERIBLES‘f MﬁTODOS

Cultivos de Amibas. Las cepas HK9:NIH, HM1:IMSS y La-
redo tipo E. histolytica se cultivaron en medio axé&nico de
Biosate-Peptona a 37°C como es descrito por Diamond (19,20

Yy 21). Los trofozoitos se cosecharon a diferentes tiempos
de cultivo,

éhtisuéros. Se usaron anticuerpos policlonales huma -
nos obtenidos de pacientes con amibiasis invasora y un an=-
ticuerpo monoclonal especffico para E. histolytica (clona
004) (70).

Marcaje de los cultivos ' con 3H-Leucina v 355- etio -

—

nina, Para evaluar la capacidad de biosfntesis de E. his -

tolytica y de Laredo tipo-E. histolytica se hicieron ali -

cuotasde 10 ml de cultivo a diferentes tiempos de incuba -

35
S-me

cifn y se pulsaron con 0,5mCi de 3H-leucina o de
tionina, por un periodo de 12 hr en condiciones estériles
a 35°C, La sfntesis se termin8 colocando los cultivos en -
hielo=-agua,

éfacéibnaﬁienﬁo'de:ioércﬁitivos'de c8lulas marcadas.
Los cultivos de trofozoitos marcados con “H-leu 8 con ~~§=-
met se lavaron tres veces a 1500 rpm por 10 min a 4°C con
solucifn amortiguadora de fosfatos salina pH 7.2, 8l final
del laﬁado se resuspendieron en 1 ml de PBS y se lisaron =
los trofozoftos por congelacifn y descongelacién 5 veces

teasas (fenil metil sulfonil fluoruro 5 mM, n-etil malei
mida 5 mM y EDTA 5 mM final), después de lo cual se cen -
trifug® a 10,000 rpm por 30 min a 4°C, El sedimento resul-
tante Que contiene la fracciQn de membranas totales se re=-
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suspendi® en 1 ml de solucifn de PBS con inhibidores de -
proteasas a las concentraciones mencionadas. La fraccifén
sobrenadante contiene las proteinas solubles

Extraccifn de RNA total., El RNA se aisl$ de trofozof-
tos recien cosechados por medio del mé&todo de clorhidrato

de guanidina, con algunas modificaciones (48 y 60). Aproxi
[

madamente 50 x 10~ trofozoftos se solubilizaron en 10 ml
de solucifn de guanidina~-HCl 8 M y acetato de potasio 10 =
mM, pH 5 y se homogenizaronv(3 x 20 seg, 10,000 rpm) en un
policrén (Brinkmann Instruments, Westbury, N,Y.). E1 RN2 =
del hohogenado se precipit8 con 0.5 volumen de etanol ab -
soluto y se dej8 reposar a -20°C durante 12 a 15 hr. El
precipitado se disolvi8 en 10 ml de una solucién gue con -
tenfa guanidina-HCl 8 M, acetato de potasio 10 mM pH 5 y -
EDTA 20 mM pH 7., El proceso de precipitacifin de RN se re-
piti8 tres veces mis, y el precipitado obtenido se disol -
vi8 en 2 ml de EDTA 20 mM y se deslipidiz® con una mezcla
de cloroformo:butanol (4:1, v/v). Finalmente el RNA se pre
cipit8 con acetato de sodio 3 M a -20°C., El RNA obtenido
se reprecipit® con acetato de potasio 0,2 M, pH 6, y dos =
vol@menes de etanol durante 12-16 hr a -20°C, Finalmente =
el precipitado obtenido se le disuelve y ajusta a una con=-
centracifn de 1500 ug/ml en agua tratada con dietil piro -
carbonato.

'?fegéraéidh del Sistema de Traducci8n in vitro. Se ob
tuvo la sangre heparinizada (500 a 1000 U de heparina/100
ml de sangre) de tres conejos Nueva 2elanda (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 £filtr8 a trav8s de gasa esteril, Las célu-
las se colectaron por centrifhgacién a 2000 rpm durante 5
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min a 2°C y el paquete celular se resuspendi8 en 5 vol@me-
nes de una solucién de NaCl 0.14 M, Mgcl2 5 mM y KC1 50 mM
Yy se volvi8 a centrifugar a la misma velocidad. Este pro -
cedimiento se repiti8 dos veces m&s eliminando los leuco -
citos y plaquetas por aspiracifn con vacfo, Los reticulo =~
citos se lisaron afadiendo un volumen de solucifn de lisis
(MgCl2 2M, EDTA 0.1 mM y Ditiotreitol 1 mM) e incubando
10 min a 2°C y se hicieron alicuotas de 1=2 ml con el so =
brenadante y se congelaron a -=70°C hasta su uso (59).

El lisado se trat8 segfin el mé&todo de Pelham y Jack =-
son (59). A un ml de lisado se le afiadi8 una solucién de -
hemina (0.8 mM), 25 ul y creatina cinasé (5 mg/ml),'lo Al.
Se separ8 una alicuota de 25 pl como control de lisado no
tratado & al volumen restante se le afladieron 20 ul de -
Cacl2 (50 mM) y 30 ul de nucleasa de micrococo (1 mg/ml),
Se incub8 durante 10 min a 20°C y la reaccifn se terminf -
por adicién de 20 pl de EGTA (100 mM), Se hicieron alicuo=-
tas de 50, 100 y 200 pl y se congelarcn a -70°C hasta el
momento de su uso,

Traducci6n ‘del RNA del Pardsito. Alicuotas del RNA to
tal se adicionaron al lisado de reticulocitos de conejo =
tal como lo describe Pelham y Jackson (59). La mezcla de
reaccién total (15 ul) contenfa: lisado (5 ml), cloruro de
potasié (40 mM), acetato de potasio (100 mM), mezcla de a=
mino8cidos sin metionina (1 mM), creatina fosfocinasa (30~
mM),'HEPEs (75 mM, pH 7.2) y como precursor radioactivo -
355-metionina (10 uCi/ensayo; actividad especifica 1050 =
uCi/mM, New England Nuclear). La mezcla se incubs por 60 =
min a 30°C y la traduccibn se termin& por adiciQh de 2,5
Bl de RNasa pancre8tica e incubaciQn'a 30°C durante 15 min,

) Dééeiﬁihécién:éexla'ﬁu&ioaétividéd incbrgérada. La de

terminacién del is6topo se determin® 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 4°C
se filtraron en filtros de nitrocelulosa y se lavaron 3 ve
ces con TCA al 8%, Después de secar los filtros se midi8 -
su radioactividad para lo cual se les coloc8 en viales éue
contenfan 5 ml de 1fgquido de centelleo y se‘procedid a co-
locarlos en un contador de centelleo 1fquido,

"~ EFluorograffa. Después de la electroforesis los geles
se prepararon para la flhorograf!a de acuerdo al m&todo de
Laskey y Mills (61 y 62), trat8ndolos con una soluci8n de
2,5-Difeniloxazol (PPO) 20% en Dimetil Sulféxido (DMSO) y
se deshidrataron sobre papel Whatman nﬁmero.3 (secador de
geles en placa Bio Rad). Los geles se éxpusieron a placas
Kodak XRP=5 durante 3 dfas a =-70°C. Las placas se revela =~
ron y fijaron de acuerdo con métodos convencionales de fo-
tografia,

Electrotofesis eh ¢é17ée éoiiaéfilamida. Los produc -
tos de traducci@n gse solubilizaron en solucibn amortigqua -
dora que contenfa Tris-HCl 100 mM, pH 6.8; SDS 2% (p/v), -
glicerol 20% (v/v), azul de bromofenol 0.1% (p/v) y urea
1 M, Las muestras se pusieron a ebullicibn en esta mezcla
durante 3 min y se corrieron en el sistema discontinuo de
Laemmli en geles al 6% que contentfan urea (63),

"Eiécéfoﬁfaﬁéféfaﬁéﬁé'etinﬁﬁnéaetécciﬁn. Los productos
de traduccifn se transfirieron segin el método de Towbin -
(64), con aiqunas modificaciones. Brevemente, los produc =~
tos de traduccibn se transfirieron a papel de nitrocelulo-
. sa (Schleicher y Schuell, Inc Keene, N,H.) usando como bu-
ffer glicina 192 mM, Tris 25 mM y metanol 20% a 400 md du-
rante 2 hr. Después de la transferencia y con el objeto de
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saturar los sitios de unifn a proteina remanentes, el pa-
pel de nitrocelulosa se incub® durante 2 hr a 35°C en una
solucifn amortiguadora de fosfatos salina 0,01 M, pH 7.2,
con alb@mina bovina (grado RIA) 1,5% y gelatina 0,25%,
Despufs de bloquear las tiras de nitrocelulosa se in
cubaron durante 2 hr con una dilucifn apropiada de suero
de pacientes con amibiasis hep&tica o con el anticuerpo -
monoclonal especifico para E. histolytica. Las tiras se -
lavaron dos veces con PBS que contenfa 0,3% Tween 20 y =
dos veces con PBS; cada una de ellas durante 10 min., 38 -
continuacifn, las tiras tratadas con los sueros de pacien
tes se hicieron reaccionar con un anticuerpo dirigido con
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 proteina A se encontraban acopla~-
das a peroxidasa. Despuls de esta incubaci®n, las tiras -
se lavaron de la misma manera descrita anteriormente y se
revelaron con diamino bencidina (50 mg/ml) y per§xido de
hidr6geno (100 u1/100 ml) al 3% en PBS pH 7.2 (64).
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RESULTADOS

Extraccibn de RNA, Uno de los requisitos para el estu=
dio de RN2 es la preparacifn de RNA no degradado. Las prepa

raciones iniciales de RNA obtenidas a partir de trofozoitos
35

congelados a =70°C inhibfan la incorporaci8n de
na en el lisado de reticulocito, por lo que la extraccifn -
de RNA se hizo inmediatamente después.de cosechar los tro =
fozoitos con lo cual se pudo obtener RNA con actividad de -
mensajero, cuya integridad se puede observar en la eficien-
cia de traduccifén de &ste (Tabla 1), El RNA obtenido de =~

HK9:NIH, HM1:IMSS y Laredo estimulan 4.54, 4.84 y 4,39 ve -
35

S-metioni

ces m8s la incorporacifn de ~“S-metionina respectivamente -
sobre el control (sin RNA), Sin embargo, la demostracifn =
m&s convincente de la actividad de las preparaciones de RNA
es la calidad de las protelnas expresadas in vitro (Fig. 1)
.y analizadas en geles de SDS-urea al 6%, en los cuales pode
mos observar un patr6n heterogéneo en los productos de tra-

duccién,

Cinética de Incorgofaci&n de RNA total. La Fig. 2 mues

tra la gréfica de dosis-respuesta para evaluar las prepara-
ciones de RNA total de las cepas HM1:IMSS, HK9:NIH y Laredo
en el lisado de reticulocito de conejo. Estas preparaciones
de RNA fueron obtenidas de cultivos de trofozoitos en para=
lelo, En ella se observa una incorporacifn lineal hasta a =
proximadamente 6 ng de RNA para las cepas HK9:NIH y HM1:
IMSS mientras que para la cepa Laredo el 8ptimo fue entre
3y 4.5 ng de RNA total. Tambiln es evidente la promocifn -
de sfntesis de protefnas con las preparaciones de RN3, la
cual fue mayor con las cepas HK9:NIH y Laredo.

: Acﬁividad de mMRNA en E. histolxtica y laredo. Los RNAs
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totales obtenidos a partir de los trofozolftos se tradujeron
en el lisado de reticulocito de conejo con una eficiencia -
comparable a los RNas del reticulocito de conejo., lLa capa -
cidad de traduccién de los RNAs obtenidos de las cepas de

E. histolytica HM1:IMSS, HK9:NIH y Laredo se puede ver en

la Fig. 3, donde se observa un patr8n heterogéneo de tra =
duccisn de RNA total de poblaciones de trofozoitos no sin -

cronizados. Estos RNAs se extrajeron en fase exponencial
tardfa, El patrén de traduccifn de varias preparaciones de
RN3 total obtenidas de diferentes cultivos de trofozoftos -
fue muy reproducible, por lo que solo se muestran los de u-
na preparacién de HM1:IMSS y HK9:NIH obtenida a las 60 hr -
de cultivo, mientras que para Laredo fue a los 12 dfas de
cultivo. La fluorograffa representa la electroforesis en -
gel de poliacrilamida (egpa) al 6% en SDS-urea en condicio-
nes reductoras. Como se puede observar el patrén de traduc-
cién para las tres cepas es heterog&neo con bhandas radioac-
tivas cuyos pesos moleculares van de 15,000 a 200,000 de -
peso molecular. En el caso de HK9:NIH y HM1:IMSS el patr6n
de traduccifn fue similar excepto por dos bandas de 75,000
y 150,000 de peso moelecular no observadas en HM1:IMSS. En
Laredo se observan difefencias cuantitativas y cualitativas
sobre todo en los componentes de alto peso molecular,

xos!ntes:Ls de Protefnas gor E. histolytica (HM1:IMSS

y HK9:NIH) y Laredo Durante la Curva de Crecimiento. La bio
s!ntesis de proteinas durante la curva de crecimiento para
las cepas utilizadas se siguif mediante la incorporacibn -
del is8topo 34-leucina. Las cepas HM1:IMSS y HK9:NIH alcan=
zaron la fase estacionaria entre 60 y 72 hr de cultivo, en
tanto que la cepa lLaredo lo logr8 a los 12 dfas (Fig. 4).
El patrén de incorporacifn para la sintesis de protefnas to
tales de la cepa HM1:IMSS es lineal hasta las 60 hr, des =~
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pués de lo cual no se observ8 mayor incremento en la radip
actividad incorporada. Para la cepa HK9:NIH los resultados
fueron similares s6lo que la incorporacién de radioactivie
dad fue mayor. Por lo que respecta a la cepa Laredo, la -
incorporacifn de 3H-leucina fue menor que para E. histoly=-
tica (Fig. 5).

Cuando se determin8 la incorporacidn en las diferen =

tes fracciones (soluble y sedimento 10 K) la fraccién so -
luble 10 K de HK9:NIH incorpor8 m&s que la HM1:IMSS; sin -
' embargd en el sedimento 10 K esto se invierte ya que se =
observa mayor incorporacifn en HM1:IMSS., Para Laredo las =
incorporaciones en las dos fracciones fue mucho menor que
para las cepas histolyticas (ver Tabla II).

Sintesis de Proteinas Durante la Curva de Crecimien -
to. La capacidad de sintesis de protefnas a partir del RNA
total obtenido a diferentes tiempos de cultivo se analizan
en la Fig. 6. E1 patrfn de sintesis de protefnas de las po
blaciones de trofozoitos no sincronizados es cémplejo, mos
trando una gran cantidad de protefnas. Este patrén no se =
modifica durante la curva de crecimiento., Estos cambios s
lo son cuantitativos, ya que algunas de las bandas radio -
activas se hacen m8s aparentes a lo largo del cultivo. Lo
mismo sucede con la cepa Laredo, por lo que solo se mues =
tra la fluorograffa de los productos de traduccién a los -
doce dfas de su curva de crecimiento.

;nmgﬁggeteccidn'de Pfoductos'de Traducci8n con Sueros

de Pacientes ‘con Amibiagis Hepdtica. Para estudiar las pro
piedades antigénicas de las protefnas sintetizadas en el =
lisado de reticulocito de conejo, se usaron sueros hiper =
inmunes de pacientes con amibiasis hepftica. Para esto los
productos de traduccifn se transfirierbn 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 especffico de -
los diferentes productos de traduccién, con un patrén com-
plejo para cada uno de los sueros empleados., No hay similji
tud en el patrédn de reconocimiento entre los diferentes =
sueros de los pacientes, ni hay reconocimiento de alguna(s)
proteina(s) en particular. Los sueros reconocen proteinas= -
con pesos moleculares que van de 15,000 a 200, 000 Da, El
carril ca corresponde a un suero de paciente con colitis -
amibiana, con un patrén de reconocimiento tambié&n complejo.
El carril sn es el control de suerc normal humaho.

Reconocimiento de Protefnas por un Monoclonal anti-E,
histolytica. El patrfn electroforético de la cepa HM1:IMSS

y Laredo es complejo tanto para la preparacifn de membra =

nas (carril ¢ y d) como para el soluble (carril a y b). En
la comparacifn de cepas se observan protefnas en comfin en~
tre las preparaciones de antfgeno soluble y de membrana, =
En la preparacién de la cepa HM1:IMSS el monoclonal reco -
noce s6lo tres bandas con pesos moleculares mayores de 67,
000 Da, en tanto que el suero hiperinmune muestra un pa -
trén heterogéneo de reconocimiento (carril e). El carril g
es el control de inmunoglobulinas de ratén normal (Fig. 8)

Inmunodetecci6n de Prodﬁétos de Traduccifn con un An-
ticuerpo Monoclonal. Una vez que se caracteriz8 el anti =~
cuerpo monoclonal con los antfgenos de membrana de la cepa
HM1:IMSS, se procedi8 a enfrentar este anticuerpo con los
productos de traduccién del RNA total extraido de trofozo=
{tos de la misma cepa. Aquf el anticuerpo monoclonal reco-
noce algunos de los productos de traduccifn de alto y bajo
peso molecular; de estos, tres son los m8s prominentes, La
especificidad de reconocimiento del monoclonal se puede =
ver en el carril S' ya que representa la fluorograffa de ~
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una tira de nitrocelulosa gque contiene los productos de tr_é_
duccién (Fig. 9).
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Tabla I

Traduccibn in vitro de RNA total de E. histolytica HM1:IMSS, HK9:NIH y
< Laredo (tipo E. histolytica)
Lo Fuente 33s-metionina incorporada Estimulacibn relativa
§§? : cpm x 1073 /ug RNA al control
‘ : HM1: IMSS 46.97 ' e T
HK9:NIH 43.31 ‘ 4.54
Laredo 56,77 4.39

Estos resultados representan los 6ptimos de traduccién con RNA extrai=
do despufs de 60 hr de cultivo para HM1:IMSS y HK9:NIH y de 12 dfas pa
ra la cepa Laredo.




Tabla II

Radioactividad (cpm x 10-4/fraccidn) en Homogenados celulares

Tiempo de
Cultivo Fraccifn soluble 10K 'Sedimento 10K
(Dfas) HM1:IMSS HK9:NIH Laredo HM1:IMSS HK9:NIH Laredo
1.0 8.0 27.8 - 6.97 2.3 -
1.5 12,75 43.8 - 11.7 6.40 -
2.0 16.87 53.0 - 18.0 11.0 -
2.5 20.81 59.3 - 24.4 13.70 -
3.0 11.50 21,2 - 12,25 10.21 -
4.0 - - 1.95 - - 0.75
1. . 8.0 - - 8.95 - - 2.48
12.0 - - 20.46 - - 4,70
16.0 - - 15.85 - - 2.18
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Fig. 1. Fluorograffa de una EGPA-SDS de produc-
' tos de traduccibn de E. hitolxticé HM1:IMSS, -
Carril a, contr61 gin RNA; b-f, HM1:IMSS con -~
. concentraciones de 1,5 a 7,5 ug de RNA/ensayo.
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Fig. 3, Fluorograffa de EGPA-SDS de prod&ctosi?r
"de traducciQn de E. histolytica HM1:IMSS (ca -
rril 1); HKS:NIH (carril 2) y Laredo tipo-E. -

histolytica (carril 3).
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Fig. 6. Fluorogratfa de EGPA-SDS de productos =
de traduccifn de cepas E. histolytica HM1:IMSs
(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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Fig. 7. AnSlisis porm inmunoelectrotransferencia
de productos de traduccién de la cepa HM1:IMSS
enfrentados a sueros de i)acientes con amibiasis
hep8tica (aha), colitis amibiana (ca) y suero -
normal humanoc (sn).
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Fig. 8. An8lisis por inmuncelectrotransferencia de
extractos de trofozoitos de E, histolxtica HM1:IMSS
y Laredo tipo-g. higtolytica. Carril a, extracto -
soluble (Es) HM1:IMSS; b, extracto soluble Laredo;-
c, membranas totales HM1:IMSS; d, membranas totales
‘Laredo; e, suero policlonal de rat8n entrentado a -

| mebranas totales de HM1:IMSS; £, anticuerpo monoclo
nal enfrentado a membranas totales de HM1:IMSS y g,
control con inmunoglobulina de rat@n normal, '
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Fig. 9, AnSlisis por inmunoelectrotransterenci;.d
productos de traduccifn de cepa HM1:IMSS enfrenta -
dos a suero normal humano (carril a), anticuerpo -
monoclonal (carril b). Carril c represents la fluo-
rograffa de productos de traduccibn presentes en la
tira de nitrocelulosa A
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DISCUSION

Como un primer paso en la identificacién de genes que
codifiquen para antifgenos de E. histolytica se han estudia
do los antfgenos sintetizados por un sistema de traduccién
libre de c€lulas (lisado de reticulocito de conejo) utili-
zando RNA total, extraido de cultivos no sincronizados de
trofozoitos de las cepas HM1:IMSS, HK9:NIH as? como de la
cepa Laredo tipo E. histolytica. Mediante el empleo de la
técnica de clorhidrato de guanidina (48 y 60) fu& posible
la purificacifn de RNA a partir de trofozoftos, ya que se
ha reportado la dificultad para aislar RN2A a partir del -
género Entamoeba debido a la presencia de una potente RNa=-
sa, la cual resiste algunos métodos de extraccién tales -
como el de fenol (41). Sin embargo el m&todo agquf empleado
permiti8 la preparacibn de RNA intacto con buen rendimien=
to. El anflisis de los productos de traduccifn muestra que:
la degradacifn que pudiera existir en las preparaciones es
minima (Fig., 1). E1 RNA de E. histolytjca 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 par8sitos (40,44 y 65). AdemSs la -
traduccifn de estos RNA no parece requerir la adicién de =
alg@n factor adicional al lisado para su eficiente traduc-
cifn, como en el caso del RNA de Plasmodium lophurae y P.-
falciparum que requieren de tRNA ex8genos de los mismos =
par8sitos para su eficiente traduccifn en el lisado de re-
ticulocitos (66).

El anflisis de los antfgenos sintetizados por E. his-
tolvtica en varios puntos de su curva de crecimiento sblo
muestra que &stos son sintetizados en mayor proporcifn con
forme aumenta -el tiempo de cultivo. Estas diferencias posi
blemente sean debidas al crecimiento no sincronizado de "~
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los trofozoitos, ya que todos los polipéptidos son sinte -
tizados durante toda la curva de crecimiento. Un aspecto -
interesante serfa trabajar con lineas clonadas de E. his -
tolxtica y con cultivos sincronizados, ya que la heteroge-
neidad genética que se encuentra en aislamientos no clonaf
dos no se.hace evidente en los productos proteinicos sinte
tizados ig !i&Eé (67). .

El enfrentamiento de los productos de traduccibn de -
los trofozoftos de HM1:IMSS con suero de pacientes con ami
biasis hep8tica, demuestra gque algunos de los RNA corres -
ponden a génes'cuyos productos inducen una respuesta inmu-
ne especffica en tales individuos. Esto resulta interesan-
te, ya que a partir de estos mRNA se puede obtener cODNR y
de esta manera genes que pudieran tener importancia en el
djagnéstico 8 en la protilaxis de la enfermedad, como ha =
sido el caso en algunas parasitosis (34,35 y 36). Ademds -
esto demuestra que el suerc de los pacienﬁes contiene anti
cuerpos que reconocen las caracterfsticas de esas cadenas
polipeptfdicas, m&s que las moditicaciones postraducciona-
les que budieran ilevarse a cabo, tales como glucosilacién.
Los resultados sugieren que estos productos pueden ser ob-
tenidos a partir de genes clonados y expresados en siste -
mas tales como Eséhéricp;g coli. De ser asf, estos produc-
tos podrfan usarse para inducir una respuesta protectora

en humanos,
actualmente uno de los avances m8s significativos es

sin duda la obtencifn de anticuerpos monoclonales dirigi =
- dos contra antfgenos de par8sitos (68,69,70 y 71). Si bien
estos anticuerbos monoclonales no se comportan comc los =
anticuerpos policlonales, ya que en algunos casos no pre -
cipitan, no fijan complemento ni opsonizan, tienen la ven-
taja de ser homogéneos, especiticos, facilmente estandari-
zables y adem8s de que su disbonibilidad no tiene lfmite.
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Se han encontrado numerosas aplicaciones para estos anti
cuerpos en diferentes 8reas tales como: identificacién de
antfgenos, mapec de epftopes, purificaci8n de antfgenos, =
definicibn de variantes, an8lisis de antfgenos de diferen -
ciacifn, diagn@stico patol8gico y elucidacifn de patogéne -
nesis, gen8tica de transplantes y diagn8stico de enfermeda=-
des infecciosas (69 y 70).

Con el anticuerpo monoclonal utilizado se reconocieron
varios polip€ptidos, tanto en los antfgenos del par&sito co
mo en sus productos de traduccifn, Este anticuerpo reconoce
epitopes que se encuentran en la superficie del parfsito -
(70), por lo que los experimentos con los productos de tra-
duccifn sugieren la presencia de mRNA que codifica para -
protefnas de superficie de los trofozoitos. El reconocimien
to de varios polipéptidos por este monoclonal es un hecho =
interesante, Existen varias posibilidades para explicarlo.
Una de ellas es el procesamiento de proteinas, como se ha
reportado en P, falciparum (72 y 73), en el cual mediante
el uso de un anticuerpo monoclonal detectan en un extracto
obtenido a partir de una poblaci8n no sincronizada de es -
quizontes un polip@ptido de alto peso molecular junto con -
otros de menor pesb, existiendo entre ellos una relacién =
precursor-producto, Hallazgos similares han sido descritos
con P, yoelli (74) y P. knowlesi (75). En E. histolytica =

.esto es dificil de probar, ya que serfa necesario trabajar
con cultivos sincronizados, no disponibles, y observar la
aparicifn de los productos procesados. Otra posibilidad pa-
ra explicar el reconocimiento de varias protefnas por el mo
noclonal anti-g. higtolytica, es que ocurra una degradacipn
de los componentes proteicos durante el proceso de extrac -
cién (75 y 76). Esto se ha observado en otros estudios; ast
cuando se incuba el precursor (230 kDa) marcade de g.‘ggg!
lesi con actividades enzimfticas de merozoltos de P. falci-
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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
P. knowlesi (75). Sin embargo a diferencia de lo que sucede
in vivo en los sistemas de traduccifn libres de c€lulas, ta
les proteasas no aparecen y solo se observa la banda precur
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 trofozoftos de HM1:IMSS (77), O =
tra posible explicacibn es que se trate de proteinas sinte-
tizadas individualmente Y que compartan epftopes. Esto po =
drfa ser sugerido por los resultados obtenidos con los pro-
ductos de traduccifn y el anticuerpo monoclonal, ya que las
protefnas reconocidas por 8ste parecen estar codificadas =
por mRNA con diferentes coeficientes de sedimentacifn. Ade~
m&s bajo condiciones de traducciln en sistemas libres de -
c8lulas no hay procesamiento de ﬁroteinas por lo que se pue
de sugerir la existencia de mfs de un polip8ptido que com -
parte el epftope reconocido pbr el monoclonal usado,

Recientemente se ha observado en P, falciparum la pre-
sencia de familias de protefnas estructural y antigénica -
mente polimérficas (78 y 79), las cuales también podrfan -
ser responsables de la posible diversidad antigénica de E.-
histolytica sugerida por los resultados obtenidbs con el -
anticuerpo monoclonal, Esto podrfa ser probado usando en =
lugar de una mezcla de organismos que difieren genéticamen=
te, lineas clonadas genéticamente distintas. Un reéuisito -
importante es que las clonas utilizadas sean estables y fe=-
notfpicamente homogéneas como se ha demostrado para P. fal-
ciparum (78). Otras observaciones que sugieren la heteroge-
neidad de E, histolytica es que cepas virulentas de HM1:IMSS
estin compuestas de una mezcla de c8lulag con diferentes =
capacidades fagocfticas (5). '
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El desarrollo de estas Sreas ser&n fundamentales y au
nadas al uso de anticuerpos monoclonales ayudar8n a la de-
dinicifn de antfgenos relevantes en la biologfa de E. hig-

tolytica.



25

BIBLIOGRAFIA

1, Ortiz-Ortiz, L., and 3vella, M.L. (1984). Respuesta inmu-
ne en infecciones por Entamoeba histolytica. Inmunoclogfa
(Spain) 3, 5=11.

2, Gutierrez, G., Ludlow, 3., Espinosa, G., Herrera, S., -
Muiioz, O., Rattoni, N. and Sepflveda, B. (1976). Encues-
ta serolfgica nacional. II. Investigacifn de anticuerpos
contra Entamoeba histolytica en la Repfiblica Mexicana., -
In B, Sepflveda and L.S. Diamond (Eds.) Proceedings of -
the International Conference on Amebiasis, Instituto Me-
xicano del Sequro Social, M8xico, D.F., pp. 599-608,

"3, Krupp, I. (1970). antibody response in intestinal and -

extraintestinal amebiasis. Am. J. Trop. Med. Hyg. 19, =
57-62.

4, Chacin-Bonilla, L., and Bonpart, D, (1981). A seroepide =
miological study of amebiasis in adults in Maracaibo Ve~
nezuela, Adm, J. Trop. Med, Hyg. 30, 1201-1205.

5. Orozco, E., Guarneros, G., Martinez-Palomo, &. and sén -
.chez, T. (1983), Entamceba histolytica; Phagocytosis as
a virulence factor. J. Exp. Med. 158, 1511-1521.

6. Qlam, M, and Ahmad, S. (1974). Immunogenicity of Enta -
moeba histolytica antigen fractions. Trans. Roy. Soc., =
Trop. Med, Hyg. 68, 370-373,

7. Krupp, 1.M, (1974), Protective immunity to amebic infec=-
tion demonstrated in guinea pigs. Aam. J. Trop. Med. Hyg.
23, 355-360.

8., Jackson, T.F.H.G,, Anderson, C.B, and Simjee, A.E, -
(1984) . Serological differentiation between past and =
present infection in hepatic amoebjiasis, Trans. R. Soc.
Trop. Med., Hyg., 78, 342-345,

9. Mufioz, M.L., Calder8n, J. and Rojkind, M. (1982). The =
collagenase of Entamoeba histolytica. J. Exp. Med. 155,
42-51,



10,

11.

12.

13.

14.

15,

16.

17.

26

Sepilveda, B.,, Arroyo, B.A,, Tanimoto, W.M., Martinez=
Palomo, 8. and Ortiz-Ortiz, L. (1978). Simposio: In =
duccifn de inmunidad protectora antiamibiana con "nue-
vos" antfgenos en el hamster lactante. a. Introduccifn
Arch. Invest., Med. (M&x.) 9 (Suppl 1), 309-310.

Chang, s.M., Lin, C.M., Dusanic, D.G. and Cross, J.H.
(1979), antigenic analysis of two axenized strains of
Entamoeba histolytica by two-dimensional immunoelectro
phoresis. &m, J. Trop. Med. Hyg. 28(5), B845-853,
Goldman, M. and Cannon, L,T. (1967). Antigenic analy -
sis of Entamoeba histolytica by means of fluorescent =
antibody V. Comparison of 15 strains of Entamoeba with
information on their pathogenicity to guinea pigs. B&m,
J. Trop. Med. Hyg. 16, 245-254,

Cole, B.B8, and Kent, J.F, (1953), Immobilization of =
Entamoeba histolytica in vitro by antiserum produced -
in the rabbit. Proc, Soc. Exp. Biol. Med. 83, 811-814,
Ishag, M. and Padma, M.C, (1980). Antigenic variations
among strains of E. histolytica. Ann. Trop. Med. Para-
sitol. 74, 373=-37s5. .

Sehgal, s.C., Gupta, S., Chhiber, S. and Vadehra, D.V,
(1982) ., Gel filtration pattern of axenic Entamoeba his
tolytica and characterisation of immunological speci -
ficities of various fractions. Indian J. Med. Res, 75,
28=-32,

dli-Khan, 2. and Meerovitch, E. (1970). Studies on the
purification of Entamoeba histolytica antigens by gel
filtration. I. Some physicochemical properties of the
isolated fractions. Can, J. Microbiol. 16, 485-492,
ali-Khan, 2. and Meerovitch, E. (1970). Studies on the
purification of Entamoeba histolytica antigens by gel
filtration 1I. The antigenic properties of the isola -
ted fractions. Can. J. Microbiol. 16, 493=498,




18.

19.

20,

21.

22,

23,

24.

25,

26,

27

Marquez, N.S., Tamayo, F.G. and Kumate, J. (1978). In
munoqufmica de proteinas inmunogénicas de Entamoeba -
higtolytica., Arch. Invest. Med. kMéx.) 9 (Suppl. 1),
149-154, ' |
Diamond, L.S. (1961). Axenic cultivation of Entamoeba
histolytica. Science. 134, 336-337.

Diamond, L.S. (1968). Techniques of axenic cultivation
of Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903, and E. histo
lytica-like amebae. J, Parasitol. 54, 1047-1056.
Diamond, L.S., Harlow, D.R. and Cunnick, C.C, (1978),.,-
A new medium for the axenic cultivation of Entamoeba -
histolxtica and other Entamoeba. Trans. R. Soc, Trop.
Med, Hyg. 72, 431-432.

Sanchez, M.N,, Garcfa, T.F. and Kumate, J. (1978). In=-
munoqufmica de proteinas inmunog@nicas de Entamoeba -
histolytica. Arch. Invest. Med. (Mé&x.,) 9 (Suppl. 1), =~
149-154,

Krupp, I.M. (1977). Definition'of the antigenic pa =
ttern of Entamoeba histolytica, and immunoelectropho
retic analysis of the variations of patient response =
to amebic disease. Am. J. Trop. Med. Hyg. 26, 387=392,
Ravdin, J.I. and Guerrant, R.L. (1981). Role of adhe =

‘rence in cythopathogenic mechanisms of Entamoeba hig =-

tolyticas study with mammalian tissue culture cells -
and human erythrocytes. J. Clin. Invest. 68, 1305-1313
Trissl, D., Martinez-Palomo, A., Argllello, C., de la =
Torre, M. and de la Hoz, R. (1977). Surface properties
related to concanavalin A-induced agglutination, A com
parative study of several strains. J. Exp. Med., 145, -
652-665,

Martinez-Palomo, 8., Gonzalez-Robles, 3., Chdvez, B.,
Orozco, E., Fernandez-Castelo, J, and Cervantes, 3, =
(1985) Structural basis of the cytolytic mechanism of
Entamoeba histolytica. J. Protozool. 32, 166-175.



27,

28,

29,

30,

al.

32,

33,

28

acosta, V.H., Muioz, M.M.L. and Calder8n, J. (1978), =
Caracterizacifn de moleculas superficiéles de Entamoe=-
ba invadens. Arch. Invest. Med. (M&x.) 9 (Suppl 1), -~
175-181.

Jimenez, C.E,, Soto, J.0., Kumate, J. y Ortiz, B, -
(1982). Purificacifn parcial de algunos antigenos de -
superficie de E. histolxtica. Investigacifn de la ac -
tividad biol8gica frente a sueros de pacientes con ab-
sceso hepatiéo amibiano. 3rch. Invest. Med. (M8x.) 13
(Suppl 3), 281-289,

CalderQn, J., Parkhouse, M, and Ccid, M.E, (1978), I -
dentificacién de antfgenos de membrana de E. histolyti
€a con anticuerpos de pacientes con amibiasis, Arch. -
Invest, Med. (M&x.) 9 (Suppl 1), 211-218,

Aley, S.B., Scott, W.A. and Cohn, Z.d. (1980), Plasma
membrane of Entamoeba histoixtica. J. Exp., Med., 152, -
391~404,

Dame, B.2,, Williams, J.L., McCutehan, T.F., Weber, J.
L., Wirtz, R.3., Hochmeyer, W.T., Maluy, W.L., Haynes,
J.D., Schneider, I., Roberts, D., Sanders, G.J., Reddy
E.P., Diggs, C.L. and Miller, L.H. (1984). Structure =
of the gene encoding the immunodominant surface anti -
gen on the sporozoite of the human malaria parasite -
Plasmodium falciparum, Science. 225, 593-599, '
Stahl, H.D,, Crewther, P,E., 3nders, R.F., Brown, G.V.
Coppel, R.L., Bianco, A.E., Mitchell, G.F. and Kemp, -
D.J. (1985). Interspersed blocks of repetitive and -
charged qmino;cids'in a dominant immunogen of Plasmo -
gggg‘falcigarum. Proc, Natl, Acad. Sci., (USA) 82, 543-
547,

Enea, V., Ellis, J., Zavala, F,, drnot, D.E,, Asava -~
nich, 3., Masuda, A.Ad., Quqkyi, I. gnd Nusgenzweiq, R,
S. (1984), DNA cloning of Plasmodium falciparum cir =
cumsporozoite gene: Aminiacid sequence of repetitive -



34.

35.

36.

37.

38,
39,
40,

41.

42.

| 4 oy
epitope., Science., 225, 628-630.
Young, J.F.,, Hockmeyer, W.T., Gross, M., Ripley, B.W.
Wirtz, R.d., Trosper, J.H., Beaudoin, R.L., Hollingda-
le, M.R., Miller, L.H., Diggs, C.L, and Rosenberg, M.
(1985) . Expression of Plasmodium falciparum circumspo-
rozoite proteins in Escherichia coli for potential use
in a human malaria vaccine. Science, 228, 958-962.
Arnot, D.E., Barnwell, J.W., Tam, J.P,.,, Nussenzweig, -
V., Nussenzweiqg, R.S. and Enea, V., (1985). Circumspo -

rozoite protein of Plasmodium vivax: Gene cloning and
characterization of the immunodominant epitope. Scien-
ce, 230, 815-818.

Vergara, U,, Ruiz, A., Perreira, d., Nussenzwieg, R, =
S. and Nussenzwieg, V. (1985). Conserved group-speci =
fic epitopes of the circumsporozoite proteins revealed
by antibodies to synthetic peptides. J. Immunol. 134,
3445~3448.

DiMarchi, R., Brooke, G., Gale, C., Cracknell, V., -
Doel, T. and Mowat, N. (1986) Protection of cattle a -
gainst foot and mouth disease by a synthetic peptide.
Science, 232, 639-641.

Liew, F.Y. (1985). New aspects of vaccine development,
Clin, Exp. Immunol, 62, 225-241.

Mitchell, G.F, (1984), Towards molecular vaccines a -
gainst parasites, Parasite Immunol. 6, 493-498,
Reinertson, J,W. and Thomson, P,E. {(1951). Experimen =
tal amebic hepatitisﬂin hamsters. Proc, Soc., Exp. Biol,
Med, 76, 518=521,

Jarumilinta, R.d. (1966), P simple method of inducing
amoebic liver abscess in hamsters. Ann. Trop. Med. -
Parasitol, 60, 139-145.

Ghadirian, E,, Meerovitch, E,, Hartmann, D.P. (1980) =
Protection against amebic liver abscess' in hamsters -
by means of immunization with amebic antigen and some



43,

44.

s,

30

of its fractions. am, J. Trop. Med. Hyg. 29(5), 779-784.
Tanimoto-Weki, M., Vazquez, S.J.A., Calderbn, L.P. and
dguirre, G.J. (1973). Inmunidad consecutiva a la inyec-
cifn de antfgeno amibiano ax8nico en el hamster. Arch.
Invest. Med. (M&x,) 4 (Suppl 1), 147-154.

Sepdlveda, B., Tanimoto-Weki, M., V&zquez, S.J.A. andj-
Landa, L. (1971). Induccifn de inmunidad antiamibiana =
en el hamster con antfgeno obtenido de cultivos axé&ni -
cos de Entamoeba histolytica. Arch. Invest. Med. (Mé&x)
2 (Suppl 1), 289=294,

Sep@lveda, B., Tanimoto-Weki, M., Calderfn, P. and de -
la Hoz, R. (1974), Inmunidad en hamsters consecutiva a
vacunacifn con cultivos monox&nicos y axénicos de E. =

“‘histolytica. Arch, Invest. Med. (M&x.) 4 (Suppl 1), =~

46.

47.

48,

49,

50.

159-164,

aArroyo, B.A. (1978), Simposio. Induccifén de inmunidad -
protectora antiamibiana con "nuevos" antfgenos en el =~
hamster lactante. b. Material antigénico. Arch. Invest.
Med, (M&x.) 9 (Suppl 1), 311-314,

Sepdlveda, B. (1978). Simposio: Induccifén de inmunidad
protectora antiamibiana con "nuevos" antfgenos en el =
hamster lactante f. Comentarios y concluéiones. arch,
Invest, Med. (M&x.) 9 (Suppl 1), 327-328,

Krupp, I.M. and Powell, S.J., (1971), Comparative study
of the antibody response in amebiasis, Persistence af -
ter successful treatment, dm, J. Trop., Med, Hyg., 20, -~
421-424, :
Stamm, W,P.,, Ashley, M,J. and Bell, K. (1976). The va
lue of amoebic serology in an area of low endemicity.
Trans, R. Soc, Trop. Med. Hyg. 70, 49-53,

Wallach, M, (1982), Efficient extraction and transla
tion of Plasmodium falciparum messenger RNA. Mol. Bio
chem., Parasitol. 6, 335-342,



31

51, Heebner, G.M. and Albach, R.3, (1982), High salt sSDsS=-
DEP technique for isclation of intact RNA from E. his-
tolytica, Arch, Invest, Med, (M&.) 13 (Suppl 3), 23 -
28,

52. Vaidya, 3,B,, Schleif, W,3,, Majarian, W.,R,, Daly, T.
M., Taylor, D.W. and Long, C.A. (1984). Analysis of =
mRNA coding for blood-stage antigens of a rodent mala-
rial parasite Plasmodium yoelii: mRNA coding for a po-
ssible protective antigen purify as a poly & . J. Immu
nol. 132, 3126~3130,

53. Da Silveira, J.F. and Mercereau-Puijalon, O. (1983).
Plasmodium chabaudi antigens synthesized in an mRNA -
dependent cell-free translation system. Mol. Biochenm,
Parasitol, 7, 159-172,

54. Grausz, D,, Dissous, C., Capron, A, and Roskam, W, -
(1983) . Messenger RNA extracted from Schistosoma man -
soni larval forms codes for parasite antigens when
translated in vitro., Mol., Biochem, Parasitol. 7, 293
301,

55, Hyde, J.E., Goman, M., Hall, R,, Osland, d., Hope, I.
a,, Langsley, G., Zolg, J.W. and Scaife, J.G. (1984).

Characterization and translation studies of messen -
ger RNA from the human malaria parasite Plagsmodium =
falciparum and construction of a cDNA library. Mol. -
Biochem, Parasitol, 10, 269-285,

56., Teniswood, M.P.R. and Simpson, 3.J.G. (1982), The ex-
traction, characterization and in vitro translation =
of RNA from adult Schistosoma mansoni. Parasitology.
84, 253-261,

57. Taylor, D.W., Cordingley, J.S. and Butterworth, A,E.
(1983) Immunoprecipitation of surface antigen precur=~
sor from'SchistosomS ﬁansohi messenger RNA: In vitro
translation products. Mol. Biochem, Parasitol, 10, =~




58.

59.

60.

61,

62,

63,

64.

" 65.

32

305-318,

DIaz de Lecn, L., drcos, L, and Willms, K. (1982), The
use of cell-free systems for the characterization of -
Cysticercus cellulosae antigens. In A, Flisser, J,P. =
Laclete, K. Willms and C, Larralde (Eds.). Cysticerco-
sis: Present state of knowledge and perspectives, Aca-
demic Press, USA. pp. 465-475.

Pelham, H.R,B, and Jackson, R.J. (1976),., 3dn efficient
mRNA dependent translation system from reticulocyte -
lysates, Eur. J, Biochem, 67, 247-256,

Strohman, R.C., Moss, P.S., Micou=Eastwood, J.,, Spec =
tor, D., Przybyla, &, and Paterson, B, (1977), Messen-
ger RNA for myosin polypeptides: isolation from simple
mycgenic cell culture. Cell. 10, 265=270,

Bonner, W,M. and Laskey, R.A. (1974). 3 film detection
method for tritium-labelled proteins and nucleic acids
in polyacrylamide gels. Eur, J. Biochem, 46, 83~88,
Laskey, R,A. and Mills, 3,D. (1975). Quantitative de -
tection of 3H and 14C in polyacrylamide gels by fluo =
rography. Eur, J. Biochem, 56, 335=341,

Laemmli, U.K. (1970). Cleavege of structural proteins
during the assembly of the head of bacteriophage T4, -
Nature, 227, 680=685,

Towbin, H,D.,, Staehelin, T. and Gordon, J. (1979)., E =
lectrophoretic transfer of proteins from polyacrylami-
de gels to nitrocellulose sheets. Procedure and some =
applications. Proc. Natl. 3cad, Sci. (US3d), 76, 4350~
4354,

Gross, De S8, M.F., De Sa, C., De dlmeida, E.R.P., Da
Cruz, W.B., Fihla, S.A. and Gander, E.S. (1984), Op =
timization of a protein synthesizing lysate system -~
from frgganosoﬁa cruzi. Mol. Biochem. Parasitol. 10,
347-354.

66, Wallach, M, and Killejia, A. (1982), The importance -



67.

68,

69.

70.

71.

72.

73.

74,

75.

33

of tRNA for the in vitro cell-free translation of me -
ssenger RNA isolated from the malaria parasite Plasmo=
gigg loghﬁrae. Mol. Biochem., Parasitol. 5, 245-261.
Rosario, V,(1981). Cloning of naturally ccurring mixed
infections of malaria parasites. Science. 212, 1037-
1038,

Smith, M.d, and Clegg, J.A.(1985), Vaccination against

Schistosoma mansoni with purified surface antigens, =

Science, 227, 535-538,

Campbell, G,H., Miller, L.H., Hudson, D., Franco, E.L.
and Andrysiak, P.M., (1984), Monoclonal antibody: cha -
racterization of Plasmodiﬁm féicigarum antigens, am,
J. Trop.Med, Hyg, 33(6), 1051-1054.

Ortiz=-ortiz, L., Ximenez, C., Mendoza, F., Mzchalak, C
Melendro, E.I. and Oliva, 3. (1986). Entamoeba histoly
tica: Specific antigen recognized by a monoclonal an =
tibody, Exp. Parasitol, 61, 390-397,

Montaraz, J.R., Novotny, P, and Ivanyi, J. (1985), I
dentification of 68 kilodalton protective protein an
tigen from Bordeﬁella bronchiségticé. Infect., Immun,
47, 744-751,

Holder, A.A. and Freeman, R.R. (1982) . Biosynthesis =
and processing of a §lésmodium félcigarum schizont an-
tigen recognized by immune serum and monoclonal anti =
body. J. Exp. Med. 156, 1528-1538,

Holder, A.A. and Freeman, R?SQ‘!1984)Q Thg three major
antigens on the surface of Plasmodium falciparum mero-
zoites are derived from a single high molecular weight
precursor, J. Exp. Med. 163, 536-549,

Holder, A.3. and Freeman, R.R. (1981), Immunization a-
gainst blood stage rodent malaria using purified para-
site antigens, Nature. 294, 361-363.

bavid, P.H., Hadley, T.J., Aikawa, M. and Milleg, L.H.



76.

77.

78.

79,

80.

34

(1984) . Processing of a major parasite surface glyco-
protein during the ultimate stages of differentiation
in Plasmodium knowlesi. Mol. Biochem, Parasitol. 11,
267=-282,

Campbell, G.H., Miller, L.H., Hudson, D,, Franco, E,
L. and Andrysiak, P.M. (1984). Monoclonal antibody =
characterization of Plasmodium falciparum antigens,
adm, J. Trop. Med. Hyg. 33(6), 1051-1054,

Keene, W.E., Petitt, M.G,.,, dllen, S. and McKerrow, J.
H. (1986). The major neutral proteinasa of Entamoeba
histolytica. J. Exp., Med, 163, 536-549.

Mc Brido, J.S., Newbold, C.I. and Anand, R, (1985). -
Polymorphism of a high molecular weight schizont an =
tigen of the human malaria parasite Plasmodium falci=-

parum. J. Exp. Med. 161, 160-180.

Brown, K.N., Jarra, W., Newbold, C.I., and Schryer, =
(1985), Variability in parasite antigen structure and
protective immunity to malaria, dnn, Inst. Pasteur/ =
Immunol, 136C, 11=23,

Darnbrough, C,, Legon, S,, Hunt, T. and Jackson, R.J,
(1973) . Initiation of Protein Synthesis: Evidence tor
Messenger RNR-independent Binding of Methionyl-trans-
ter RNA to the 40 s Ribosomal Subunit. J. Mol., Biol.
76, 379~403,




	Portada
	Contenido
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía



