
-. 

.·. 

t:?Jt:>6fl 
__:_,\]' 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 
INSTITUTO DE INVESTIGACION BIOMEDICA 

DESARROLLO DE UN METODO INOCUO PARA 
INHIBIR LA DE0RADACION ENZIMATICA DE 
LOS ANT10ENOS AMIBIANOS: ANALISIS DE 
ALGUNAS PROPIEDADES ·· INMUNOL001CAS 

Por: 

JAVA LEA LILIAN PORTNOV 6RUNBER0 

T E s 1 s 
PARA OBTENER EL GRADO DB 

MAESTRO EN INVESTl0ACION 
BIOMEDICA BASICA 

.. , 

MEXICO, D. F .. 

TmlSl r.ioo. N ! 
., ifJL\,A fiE OlUG&¡~ 1988 
r .. 

f ¡ 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



Rl!ill'llM 

Un• d• l•• C•r•ct•ristic•• ,.,a., r•l•vant•• de los 

•Ntractos de Entamo~ba h..!....!...!..~ •• su 9ran •ctividad 

•n:imatica. E•t• peculiaridad tr•• como con••cuencia •u 

capacidad de digerir protein.J.• no •ólo •Ntrin••C•• ~•no 

bi•tolytis.J. 

pr•p•r•ción ••• quo 

•• 
di t lcul ta '" 

•vidJnci•• qu• indican 

qu• •l tr•':a111i•o1to d.: 

por 111•dio d• un choque acido • ptl :!, d• 30 ininutos • 

37•C inhibe i1•reverslblem•nte la •ctivi.Ja.rt enz:imatic• d•l 

••tructur• .-r,ti.¡inic• ni '" 

..,•ntisu•ros poltclonal•• ,¡¡roti-~ hi•tolytice 1 ••i como 

su c•pacidad 

•l d•••''º 
tie inducir •ntlcu1111•pos v de prot•ll•r contra 

intra-h•pAtico de trotozoit~• da l.a. 

hl•t;qlyt;tca. 

Por enriqu•cida •n 

carbohJ~~ato• d•l •Ktracto •mibiano no pr•••nt• todos 

las d•termin•nt•11 .anttgén•co• 0:1uo r11cor1oc1ul .-nticu•rpo• 

~onoclon•l•• y poltclonaies anti-~ b11tolyttc~. 
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'tNTROOUCClON 

La• inf•ccion•• por Entamoeba hittolytjc• r•pr•••ntan 

un probl•ma- d• •alud póblica particularment• •n paises 

en via• de de~arrollo, con una distrtbucton •undial no 

limitada a la ~rwas tropicales (Orti:-Drtiz y Av•lla. 

porta al parásito. 

menor proporción. En algunos pais•• como Hfxlco, l• 

d••pu•• d• malaria y ••qui•tosomiasi• co•o causa de 

•u•rt• por parA•itos <W.lsh, 1986). 

La amibi~•i• •• una par~•itosi• ocasionada por el 

protozoario ~ hl•$glyt'ca 1 qu• se puede dividi, .. 

en dos grupo•• 

•• pri••ro •• incluyen los caso• 

asinto•Aticos y los de disenteria crónica~· aguda. La 

a•ibia•i• intestinal aguda asi co•o la •xtra-int•stinal 

•• consideran ••ibia•i• invasoras. Esta ültt.. puede 

localizar•• •n cu•lqui•r ór9ana •i•ndo •l higado el mas 

y en alguno• caso• pu•de 

conducir a la •u•rt• (Ortiz-Ortiz y Avella, ........ 



En •l ciclo de vida d•l par6sito se reconocen do• 

••tadloa. Uno ea el qui•te infeccioso na-mó~il que 

tien• de do• • cuatro nócleo• y pued• •obrevivi~ 

tuera del 

Cuando se ingiere, l• p•red del quiste funciona como una 

barrera a 1• acide= 1••trica normal, y al lle1ar &l 

intestino o delgado) se on 

•et•quistico por otr• división nuclear, presentando ahora 

ocho nOclno~. Post•riormente se liberan ocho trotozoito• 

uninucleado• que representan el otro estadio dol 

par6sito o tor•a móvil. Estos trotozoitos se multiplic•~ 

por fialón bin•t·ia y se instalan en el intestino grueso, 

donde ocurre la invasión ti•ular y la posible presencia 

severos. Lo• individuo• infectados pu~d•n •Xcretar ha•t• 

45 ~illon•• de quistea por dla. Se desconocen la• 

condlcion•• lo• 

trotozoito•, ••i co•o la• causas del proceso contrario 

(Chayen y Avron, 1985¡ Guerrant, 19861 Ravdin, 1~86) 

L•• dif•rent•• eapeci•• d• gntamprba se pued•n 

distin~uir por la •oYtlldad electrotorftiCa de ci•rta• 

•l•llar a 

analizar 

(Sargeaunt y col., 1982). Toda• la• ~ 

•l 

la aovtlidad d• la coabinación del patrón 

2 



niovilid•d d• h•JCoqutnasa, _9lucos• foet•to i•o••r••• V 

tosfo9lucomut• .. •• ... •ncontró qu• los trofozo·ttoe 

prov•ni•nt•s d• ••ib•• com•n .. •l•• (no p•td9•naa) •r•n 

•n la c•p•cidad d• inducir •b•c••o h•p~tico cuando lo• 

mtcroor9ani•mo• cultiv•dos •n m•dio •Hinico se inoculan 

dir•ct•ment• •n el h'9ado. L•• c•p•• p•t69•n•• pr•a•ntan 

dtf•rent• grado d•.Virulenci•. En gen•r•l, 1•• ••iba• 

vtrul•ntas tagocit•n m•• eritrocitos qu• l•• c•p•• no-

y Avron,1'98St 

Asi•i•~o •• h•n reportado dif•r•nci•• •n 1• superfaca• 

de l• ••nibr•n• d• las mencton•d•• c•pa• •n los r•stduas· 

1'973t 

1986). La 

CAnt{dit.d L. 

htttolyti,a, •• ha r•l•cionado con la vtrul•ncia d• 

varias c•pas p.at6g•na• al •studi•r su •fecto eobr• el 

cr•cinii•nto d• fibroblastoa in.~ (Boa, 1'97'9t G•d••i 

y Kobtler, 1'9831 P•r•z-Mantfort y col., 1987). 

S• ~•n d•acrtta das •ecanis•D• par ••dio d• loa C'Nll~• 

~ hittolyttca eJ•rc• su actividad cttot6xic•• Uno d• 

ellos involucra la. cttolisi• por cont-.cto entr• la .. tb• 

y la célula blancat ••t• unión se ll•v• a cabo por ••dio 



lnhlbible por Oal/OalNAc) 1 

1906). 

Est• contacto permite un tluJo lntrac•lular de calcio a 

la amib• 1 que a su vez induce l• l lberaclón de varias 

proteínas •• 
que Junto 

con l.ais 

celular en la célula blanco y 

(Gitl•r y Mir•lman 1 

su desprend_lmiento 

1997). La lisis 

amibiana . sobre 

(neutróf i los) 

las c6lulas lntlamatorias del hufsped 

liberan enzin.as que tambifn causan 

toKlcidad •n el t~Jido (Guerrant 1 1986). 

El otro mecanismo de citotoKicidad es ocasion•do por 

la liberación de eompuestos solubles activos quo 

partictp•n en 

del hu¡ sp•d 1 principalmente enzima~ proteoliticas que 

atac•n tanto a l•• cllulas como a la matriz eKtracelular 

del hu99ped (Keene y col •• 19$6). 

Los ext·ractos y lis.ados de b hl1tolytls;t11 cultivada 

aKenicament9 muestran una gran variabilidnd en l• 

actividad proteolitica hacia diferunt•a sustratos <P•re; 

Montfort y col.,19a7>. La más importante de estas 

enzimas es la proteinasa d~ cisteina (tiol) que es capaz 

d•. degradar proteínas de anclaje como tibronectina Y lA 

l•minina 1 asi como la col~gena (~een~ y col., 

4 

1986). 



T•mbién •• present• una cla•• de protein••• de ••rin• y 

otra •soci•da a la membrana de la •miba, la 

me~alocola9ena•a1 sin embargo, asta Ultima no •• soluble 

y requiere de contacto. 

Se puede· •b•tir la .actividad de las difer•nt•• el•••• 

de proteinasa• pre~entes en •l eKtracto de amibas si •• 

adicionan concentraciones detlnid•s de 

especifico• para cada un• de ellas. 

maleimida (NEH), iodoAcetato (lA>, 

inhlbidore• 

At1i, N-etil 

acetato de 

tenilmercurio (AfM), y p-hidroxlmercurio ben:aato (PHHB) 

bloquean la actividad de las proteasat1 de cisteina, 

mientra• que el fenilmetilsultonil tluoruro (PMSF) y el 

inhibidor de tr1ps1na de la soy• inactiva;"! a las 

proteas•s, (Avil;io y c:ol., 198~i Keene y cal., 1906 y 

Pérez-Hontfort y cal., 1967). De la misma manar• se puede 

inhibir la citotoKicidad de 

lgO inmune (Bos, 1979• 9os y col., 1~80) 

y por tactore• presente• en suero inmune y no-inmune 

de un peso molecular d• 50 

HcOowan y col., 1982), 

• 100 kDa (Boa~ col., 1900• 

como l.r tetulna, la o<..2-

macroglobulina y la 'Q(,,1-antitripsina <McOowan y cal., 

1962¡ P•re:-Hontfort y cal., 1987). La inhibición d• 

la actividad enzim~tic:a r~quiere del contacto entre las 

prote&nas y la membrana del parásito (Bes y col., 1990)1 

esta dltima pr~•~nt• una alta afinid•d para l•s pratoin•• 

" 



Est•• protaasas Jue9an un papel importante •n la 

prot•dli•i• qu• s• pr•••nta durante el fraccionamiento 

y purificación de los compuestos amibianos. la digestión 

de prot1tl. nas, 

del efecto citopatogiinico (Oitler y Hirelman, 1'386). 

pesar d• qu• •u actividad •• 11 eva ~ c~bo •n un ~mplio 

rango •• pH (3 • 10)(Avila y col., 1'365), la óptima 

•ncu•ntra • pH ,._ :5 (pH d• lisosomas ••cundarios) 

•ntr• b.:5 • 7.0 (pH imp•r•nt.• •n ol citoplasma y 

medio que rod•• a la amiba)(HcGowan y col •• 

y col., 199!:5)~ 

A 

•• 
y 

•l 

ht1tolytica. Por microscop{a 

•lectrónica •• ha do 

carbohidrato• en •l glicocalix que r•cubre 1• membrana 

del p•r•aito (Hartlnez Palomo y col., 19731 Gitl•r Y 

Hirelman. 19e6). Alry y colaborador•s (1990), utilizando 

Con A pudieron unirla a l• membrana de la amiba y aislar 

tracciones puras de la ••mbrana. Recobraron 19 p8ptido•, 

varios de los cual•• •• unen a Con A. 

Parkhouae y colaboradores {1979) identificaron varias. 

gllcoprot•'n•• {20, 30 y 1:50 kDa.) quo •r•n 

b 



y 

colabor•dores (1~06) con~irm•ron l• pre••nci• de dich•• 

gltcoproteinaa ••roló9icament• •ctivas en 1• superficie 

y en l•a membranas internas del par4sito. 

J.-suscar un ~étodo que proteja al ant,geno •mibiano del 

•f•cto d•gradativo de laa enzima• prot•ol,tic•s que 

contiene, y que a la vo~ pueda rermitir el u~o del mismo 

con fines d• inmunoprotil•Kta. 

2.-Co•parar las caracterlsti:as tn~unológic•s de loa 

•ntigenoa estabiliz••io (protegido de l• <f'"')'radac;a.ón) y 

la p~rtt~tpación de los 

presentes en el antigeno •~ibiano en la respuesta in•une 

humoral. 

7 



HATERIAL Y METOOOS 

ANIMALES. Se usoaror+ hamstero¡ dOl"'91dOS {Ht>SOl:'.ric!!'tl.l!j 

hembras y ratones de la cepa BALB/c hembra$, 

TROFOZOITOS DE E. HTSTOLYTICA DE LA CEPA HHl. Cultivos 

.oucin icos 

mantenidos •n medio TY-1 <Dii'mond y col.• 1976) 1 se 

l•varon dos veces en amortiguador de fosfatos, O.lSN pH 

7.4 CPBS) ~stirtl p~r• loa ensayos de inmunoprofil•xis. 

ANTIOENOS DE ~ HISTOLYTTCA. Antígenos control recten 

preparado (AgTt0)1Este antlg•no fue proporcionado por •1 

Dr. Enders, Behringwerke, Harburg, FRG1 y se prep•ró a 

p•rtir Je cultivos de trofo~oitos HNl de 72 h mantenidos 

en·mtrdio TV-J, (Di•mond y col., 1970), que se lavaron 

tres v•ces con PBS, pH 7.4, poster-iormente •• 
liofilizaron y se hidrataron en el momento de ser utilizado. 

deslipidizados1 Se obtuvo del AgTto por 

extracción d• los llpidos con •ter etlltco •n un aparato 

de So>c:hlet • 37•Cpo.r24 h (Oliva y col., 1906). 

Antigenos Est~bilizados (AgE)1 Se resuspendi~ el AgTtO en 

un •mortiguoador de Olictna-HCl, pH 2, (0.lM Olictna Y 

O.lM HCl) por 30 minutos a 37SC 1 

neutral izó por 

1980) 

ta adición de O.lN NaOH (Sos y col., 

e 



Antig•nos Dvgr•d•do• CA9D)1 El AgTtO se r•susp•ndió •n 

PBS p•r• ••r incub•do • 37•C por tod• l• noch•. 

Ant.f:g•nos Enriqu•cidos •n CArbohid
0

r•tos1 S• prep•rd d• 

•cu•rdo •1 mftodo d•scrito por Zamor• y col. (1962) con 

•lgun•• modific .. cion••· 9• resuspendió •1 ant!geno 

d••lipidiZ•dO •n o.OlH 

pH 7.4 y •• centrifugó 

n11inutlos1 •• 

•• r•su•p•ndió •n PBS, 

por 72 h, •• pr•cipttd 

d• 

Tris-hidroximetll aminom•tano 

a 3020xg por 30 

se pr•cipitó con 10 

10 volum•n•• 

puritic•r-

glicaprot•in•• •• •diciond lOX TCA por 30 minutos • 

4tC y •• r••usp•ndid •1 precipit•do •n ~cido •citico 

0.11"1. P•r• ·•limin•r el .TCA •• di•lizó contr• •cido 

•c6tica o.tM. L•• glicoprat•in•• tu•ron tr•t•d•• con 

IX d• pepsin• por 24 h •n •git•ción • 4tC. Post•riormente 

s• •ltm.f:nd la •nzi,... y los restos de pi"ptido• · con lOX 

TCA y •• dializd contra agu• d••tilada. Al sobr•n•dant• 

•• l• d•t•rmind 1• conc•ntr•cidn d• carbohidr•tos por •1 

m•todo d• t•noJ-suJf~rico y •• v•rificd la aus•ncia d• 

prot•lnas por ••p•ctrofotom•trá• a 2b0 nni. 

SUEROS DE RATON INHt.INES ANTl-(.HISIOLYTICA. S• 

tnMunizaron 10 ratones por grupo, con 1 m; de AgTto, AgE 



. . 
l 

S• iny•ctaran un• ve: a la semana por tr•• samanas y a 

la cuarta sa •~ngraron • blanco¡ •l ~uero se recuperó d• 

TlTULO DE ANTICUERPOS HEMAOLUTINANTES. Se determinó por 

hamaglutinaciOn de eritrocitos de carnero •l 

praviam•nt• ·sansibili:ado~ con el AgTto por medio da 

glutarald•hido (Larr•lde y col., 1986). 

INHlBIClON DE LA HEMAGLUTINACION. A las placas d• 

h•maglutinÁción can tondo en V se les adicionó 25.,.ul da 

da HamaglutinaciOn <UHA> y d• 25 ,..01 del anttgeno 

lnhibldor en astudio. La pl•C• •• incubó par ~O minutos 

a 37tC y post•riorm•nte se adicionaron 50 ,,.ul de 

eritrocitos da carnero al 1 % sensibilizados con AgTto. 

INt'lBICION DE LA REACCION DE ELISA. Cada po:o d• la 

placa de pollestireno s• s•nsiblll:O con 20.)J.g de AgTto 

en 50 .ul d• amortiguador de carbonatos, pH 9.ó y las 

placas se secaron a 37tC toda la noche. Posteriormente 

se hidrataron con PBS qu• contenta Tween 20 al 0.05 ~ 

(PBS-Tw) y BSA al 0.05S, y el eMceso de proteina no 

adherida se lav6 con PBS-Tw tres veces por tres minutos 

~onoclonal especifico antl-i.s., hi1tolytic• (Ortl:-Orti: y 

10 
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col., 

hep.tittco iill,.ibiano (AHA). Los sueros se .::111•.tViH"'On lslOOO 

en °PBS y•• incubaron con 1, S y 10 ~g de AgTtO o d•l 

•ntigeno enriquecido •n carbohidr•tos y se incub•ron • 

371C. Los sueros as& tratado~ •• ahadieron en volúm•n•• 

l•v•ron tres veces con PBS-T" y S• procedió a ahadir •l 

••gundo •nticuerpo peroxid•do (•nti-IgG, IgM e IgA anti

ratón peroxidiilldo de chivo) <CAPPEL), las placas 2e 

incubaron por 90 minutos a 37•C y 30 minuto• adicional~• 

• temper•tura ambient•l• La placa se lavó nueva•ente y 

•e reveld con ~0).11 del sustrato (iU •9 o-tenilendia•in• 

y 4 .t.11 de Ha.0.2 en 10 •1 de O. lM amorti g11ador de 

citrato•, pH 4.~). La reacción s• detuvó con 200 ul de 

Ha. SO'i 2.SH y las Pl•c•• s• leyeron a 495 nm en un 

Eli•d~etro (Dynatech Laboratori•• Jnc.) 

DETERMJNACJON DE LA ACTIVIDAD PROTEOLJTJCA. La 

proteoli•is se determinó midiendo la absorbencia d•l 

color liberado por el sustrato susceptible Azocoll 

(Calbiochem) despuls de incubarlo con cada uno de los 

anti geno• 

10 •9 del 

en estudio. Se utilizó 1 m9 de antige!"'o con 

Azocoll en 1 •1 de POS. Durante el estudio 

de cinftlca la incubación v•rió de 30 a 120 minutos. 

Un• ve: deter•inado eJ tie•po dptiMo que fU• de 2 h • 

37•C se uso ttn el 

11 



Lo• inhibtdorew de prat••••• utilizado• tuerons 

N-ettl111al•i•lda (NE~>, tentl••til•ultonil fluoruro (PMSF) 

Y p-hidroxl••N:uriobenzoato CPHHB) • la concentracidn de 

2 .tt. La reacción •• detuvó por adición da TCA 0.3H y el 

•obrenadante se leyó • 520 nm. 

ELECTROFOREBlS EN GELES DE 

••ibi.an•• •• 

(1970). El amo1"ti9u•dor en 

POLIACRILAMIDA-SDSs 

corf'ieron en 

Los 

•• 

•ercapto•tanol, 10S y azul d• bromot•nol. La• mue•tras •e 

hirvieron por ~ minutos. Los geles •• tiñieron con 

una ••zcla de azul de Coo•••J.• brillante. al 0.25 s, 
•etanol al 40 S y Acida acltico al 10 : • Los geles •• 

•o••tie~on • densitometria (Espectrofotometro Beck~•n 

OU-7> do las protelnas 

••iblan.as. 

IN'1UNOTRANSFERENCIAS1 Las protein.as de los AgTto, AgD y 

AgE ••parad~• por electroforesis •• transfirieron a 

papel de nitrocelulosa en una ca .... ra d• tr.ansferencia • 

2A por SO •inutos. ·Lo• •itios libr•• del papel •• 

bloquearon por incubación con BSA al 3 S en PBS que 

contenia 0.3 S de Tween 20 CPBS-T>, durante 18 h a 4•C. 

Par• el reconoct•l•nto de l••·proteina• a•ibianas por el 

•uero 

12 



d• nitroc•lulo•• bloqu••do, •• lavó con PBS-T tr•• v•C•• 

durant• 15 •inutas y •• utilizó co•o prim•r antlcu•rpo 

un suero in•un• d• ratón diluido 111000, •l cual •• 

incubó con •l P•P•l toda l• noch• • 4SC •n agitación. 

D•spuis d• lavar tr•• v•c•• con PBS-T •• adicionó •l 

••2undo anticuerpo, para •llo se utilizó un •nticu•rpo 

•n contra d• IgG, t9M • l9A d• ratón p•roMidado (111000) 

(ZYt1ED) qu• •• incubó por tres horas a 37•C. S• l•vó 

con PBS-T cuatro v•c•• y la ~ltima v•z con P86. La 

actividad enzim6tica •e desarrollo con un sustrato de 

o-cloronattol (30 •g> disuelto •n 10 ml de •etanol, 

SO •l de PBS y SO ul d• H:;:P::;a,.• 

TlNCtON DE GLtCOPROTEINAS RECONOCIDAS POR CON A. El papel de 

nitrocelulosa ya bloqueado •• lavó dos v•ces con P&S. 

(Na~HPO~, 6.46 mM, KH-~0~1 1.47mM1 NaCl, 136 mM1 KCl, 

2.7mtt¡ CaCl,;;¡, , O.ó8111f1' MgCl,;¡, 1 0.49""1 pH 7.4) por l~ 

•inutos cada vez. Posterior•ent• •• incubó por una hor.• 

a temperatura a•biente en agitación con 0.1 mg de Con A 

acoplad• ·a p•raMid••• (6JGMA) disu•lt• .en PBS¡ 

nuev .. ente •• lavó dos ·vec•• con PBS por •edi• hora 

cada vez y •• equilibro por 10 •inutoa con ••ortiguador 

de fosfatos 0.01", pH 7. El •ustr•to fue el •i•mo 

qU• el d••crito para el su•ro inmune pero •n lugar 

del PBS •• adicionó el .. ortiguador de fosfatos CSchott 

y col., 19El4). 

13 



1Nr1UNOPLOT • .. un m'todo •• an.A.li•i• •• 
inmunatransf•rencia qu• P•rmit• det•ctar los antigenaw 

r•l•vante• para·inmunadiagnó•tica o e•tudia del total 

de b•ndas d•sarralladas. Para este tr•b•ja •e graficaran 

las banda• del AgTta que r•canoce el suero paliclonal 

anti-E.bittolytis• contra las bandas de AgE y A9D1 

, .. glicoprotein•s reconocidas por Can A de las tres 

antig•nas. 

cant"f'a las 

(L&rralde y cal., 1988). 

ENSAYOS DE 1Nl1UNOPROFIL~XIS1 Se inmunizat'on hamste"C's de 

4 ••••nas de edad vi& wubcut•nea con 1 mg d•l anti9eno 

di•u•lta en 0.2 ml de PBS esté"f'il, un• vez a la 

•e•ana por tr•s ••••nas. • la séptima 

se realizó una laparota•i• para 

7~Q,OOO y l .500,000 trotazaitos de 

s•m•n• de vida. 

inocular 37~,ooo. 

t.._ hi•tqly!¡isa 

pr•••nt• •• pewaron p•~• 

tisular. 

d•t•r•inar el porci•nto d• da~o 

P••o d•l ab•c•so .. tbiana/ P•so d•l higado M 100 •• •l 

parciento d• •b•c•so. 
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RESl.LTADOS 

CinGtlC• d• l• activid•d prot•olltica del •ntlgeno 

••i.bi•no. Con el propósito de e1tudt.•r la dinámic• 

actividad 'º' 
•ntig•noe a•ibianos de t.,_ bi1tolytlc1, 1• rnidi6 ~u 

•tmc~a •obre un 1u1tr•to d• col•9ena1a deno~inado Azocoll. 

La d•9radaci6n •n~irnAtica •• ~1di6 a diter•nte1 tie•pa1 

d• incubación. En este 

actividad •nzimAtica del 

•1t\..dia 

AgTto 

•• 
sobre 

inv•stigO la 

el sustrato 

corre1pondi•nte. Co•o control se incluyó un antigena 

a•ibiano 1~1, l• actividad enzi,n.t.tica, que r: inhibió por 

la adici-6n de .1uero normal hu•aoo &l :? "%, (Ba1., 1<17'91 

Oada1i y Kobil•r, 1903). 

La Figura l muestra la actividad enzi••tica del 

•nt'g•no ••ibiano., l• cual aWRenta praporcianal111ent• con 

el tiempo.· Por atra parte., el control negativo 

enriquecido ºcon suero normal huniano pre••nta escasa 

actividad. 

15 



2.0 

A!'T!rJ + 
(2" SlJero Hmtnol _..,._ __ ,__ 

60 '120 

TIEMPO ( min. ) 

f'l9ura 11 Cinética de l• actividad proteol,tica del 
anti9•no amiblano. Se r•aliz6 una cinEtica de actividad 
proteolitlca utilizando como su•trato de la• •nzi••• 
amtbiana• al Azocoll. Se dejo incubar por 30, 60, 90 y 
120 •inutos v..-· •• d•t•rniin6 l• actividad por 
••P•ctrototometrta~. e20 n•· El control negativo consistt6 
d• un ant'1•no .•mibiLno total adicionado con suero 
nor••l hWtl•no ., • ., 2~. 
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•nti9enos a•ibi•nos. Los estudios •nt•rior•• d•~uestran qu• 

el "a.ntJ:geno de E.h1stplytica pr•••nta una 9ran 

•Ctivid•d •nzt••tica desde que •• r•constituy• y que 

esto ac•siana su degradación con l• P•rdida de protein•• 

de a.lto peso molecular. Con •l propósito d• abolir 

••t• de9rad•ci6n •in la uttliz•ción de 

prot•••••, qu• ti•n•n actividad tóxica 

•• •studió una 

inhibtdor•• d• 

y no pueden 

•cido • pH 2 dur•nte 30 •tnutos, ••9uidos d• l• 

neutralización • pH 7. Con •l obJ•to d• d•t•Mlinar si 

•1- a.nt:lge.,o ast ••t•bilizado na pr•••nt•b• actividad 

prot•olitica •• utilizó nu•v•••nte la prueba d• Azocoll. 

L• actividad de ••t• ~nti9eno •• co•P•ró con la del 

AgTto, AgD y la del AgTto que conteni• suero nonuil 

hu.ano al 2 s. Co•o pod••o• V•r en la T&bl& t., •l AgE 

ft• fue i9ual o •enor a la que •ostró •l ant~g•no control 

enriquecido con el suero nor .. 1. Por otra p•rte, el AgTto 

.-se•tra gran ac~ivtdad enzie.6ttca y •l "9D toda.vi• 

e•hibe actividad prot•olitica, aunqu• •enor qu• la del AgTto. 

Se co.par6 ta.bt•n l• c&p.c:idad de inhibir la 

acttvict.d enzt .. tica d•l antigeno .. ibiano •stebtltzado 

17 



por choqu• 6cido y del ant,geno ••ibi•no adicion•do con 

diferente• tnhibidores de proteas•s. Los resultados de 1• 

Tabl• 2 -u••tra~ que •1 choque •ctdo es el •~todo ••• 

et•ctivo para inhibir la •ctividad enzi•Atic•. D• 

loa inhibidores quL~icas 

mayor capacidad de aba"tir l• •ctividad •nzim.itica. Tanto 

el PttSF y el NE'1 fueron incapaces de inhibir 1• 
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TABLA 

DETERMINAClON DE LA ACTIVIDAD PROTEOLtTJCA EN ANTJOENOB 
AHIBIANOS. 

T R A T A M I E N T O 

Anti 9eno 
estudiado 

AgTt:o 

Ag. 
desl.&pidtzado 

0.16 

0.15 

Adicionado Degradado Ninguno· 
con SNHI 

0.21 2_.4~ 

0.22 NSDce 2.66 

Se incubo 1. •9 d• antt9eno con 10 .. 9 d• A::ocol l • 371C 
por 2 h, postertor~ent• •• determtn6 la actividad 
prot•oltticA. en un ••pectrofot&metro a ~20 n•. 
1 suero nor••l hU•ano.•l 2 x. 
CI No •• d•t•r•in~. 
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TABLA 2 

OETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL ANTIGENO 
AttlBlANO EN PRESENCIA DE INHIBIDORES DE PROTEASAS V 

ESTABIL.IZADO POR CHOQUE ACIDO. 

Antig•no ••ibi.ano Tat&l DO • ~20 •• 
eolo "·º AoE o.O'I 
+ Pt'tSF 2.7'5 
+ NE!< l.O'I 
+ """" 0.11 
+ Pl<SF + Ntrt1 o.77 
+ Pl'tSF + PHttB O.ló 
+ NEt1 + PHl1B 0.11 
+ PhSF • NEt1 • PHHS 0.11 

l •9 d• · antígena se incub6 por 2 horas a 371C en 
presencia d•l •u•tr&ta Azacall. L• r•&ccl6n· •• ter•in6 por 
adición d• TCA 0.3t1. La activid&d prot•olitica •• 
dete..-.in6 por ••p•ctrofoto••trta. L~• inhibidor•s •• 
•dicianaron a 1• conc•ntraclon d• 2.llt'I. 

20 



An~lisi• electroforético comparativo de los ~ntig.no• 

amibiano•. Con el obJeto de determinar si el antígeno 

por choque jcido no sutria cambios 

electrotorftico. 

C) pre•enta esencialm9nte el mismo patrón que el AgTto 

(carri 1 A). el antígeno que se ha 

degradado por incuoacidn a 37*C durante 24 h 9Mhibe 

donde •• evidente la ausencia de 

vari•• proteinas de peso molecular cercano a 94, 67 y 

35 kDa, asi como l• persistencia de otras menores de 43 

kDa. Cuando el '.J•l se sometió a den~ i tome tri a se 

confirmaron los hallazgos anteriores. En la Figura 3 se 

comp•r•n los tr•s antígeno• y •• c:orrob.or·A la ausenci.;a 

de unas y presencia de otras bandas en el AgD (gr4fic.;a 

8)f por otra parte, el AgE (gr4fica C) muestra un. perfil 

similar al del AgTto (9r•tica A>. Las pequeñas 

diferencias e11 las curvas •• deben a las c:oncentracionus 

de los antígenos que se utili~aron en el gel. 
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Figura 2: Electroforesis en geles de poliacrilamida-SOS 
al 10X.. Las proteinas amibianas se sometieron a 
electroforesis como se especifica en Material ~ Metodos. 
Marciadores de Pesos Moleculares, Carril O; AgTto, carril 
A¡ AgD, carril B, y AgE, carril C. 
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DISTANCIA ( rn m.J 

Figur• 3J D•nsitametri~. Se •nali:aron los p•r~il•s 
densitom•tricos d• las bandas d• protvin•s amibiana• 
••paradas por •lectraforesis. AgTto, P•r~il A¡ AgD, 
Perfil B, y A<JE 1 P•rfil C. 
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ln~unotran•t•rencia. Con •l obJ•to d• d•t•r•inar 

slmllitud•s o dit•renctas •n •l r•conoclmlento d• l•• 

prot•lnas amlblanas por un •U•ro pol1clonal 

lo• 

•• 
dit•r•nt•• 

realizaron •studios 

d• inmunotran•t•r•ncl•. En la Figura 4 •• obsarva qu• 

un su•ro policlonal anti- L!.. histolytica raconoc• 

•• comp•r•n con •l AgTto (carril A) y •l AgE (carril C). 

Sin ambargo. ·todos allos co•part•n varias band•• da 

protelnas que, como ya 

•• Manti•nen • P•••r d• la 

no 

menciona~o• antarior••nt•, 

d•gradación (Fig. 2). Por 

patrón o• bandas d• r~conoci•l•nto qu• el A~Tto 

(Fig. 4, carril•• A y C). 
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Figura 4. Inmunotransterencia. La5 prot•inas amibianas 
••paradas por electroforesis se transfirieron·a1 papel 
de nitrocelulosa y se revelaron con suero policlonal 
anti-'-1_ hi•tolytica como primer anticuerpo y 
•nti-lgO, lgM e lgA anti-ratón peroxidado como segundo 
•nticuerpo. AqTto, carril Ar AgO, carril B, y AgE, 
carril C. 



r••l i:aron 

•HP•ri~•ntoa p~r• d•t•rminar l• inmunogenicidad de los 

dit•r•nte• antlgeno• en estudio. Con est• propó•ito se 

inmuni%aron ratonv• BALB/c hembras con tres inoculaciones 

d•l antígeno r•spectivo y s• determinaron los niveles 

de anticuerpos por m•dio de hemaglutinación indir•cta. 

Los ,'esultados obtenidos indican que el AgE 11s más 

inmunogintco que l•• otras pr•paraciones (Tabla 3), ya 

qu• •l titulo m~s baJo inducido por este anti9eno 

~orr11sponde •l mayor obtenido con el AgTto. L• 

inmuno9enicid•d del AgTto tu• parecida a l• del AgD y 

la dit•r•ncia obs•rv•d• •n •l titulo tu• ~~lo d• una 

dilución en favor d•l prim•ro. 
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TABLA ::S 

TITULO DE ANTICUERPOS HEHAOLUTINANTES 

Antiq•no Amibi•no No. Ani••l•s Titulo 
("'•clproca> 

AvTto e lbO 
ceo - 640) 

A•D .. '"º (40 - 320) 

A•E .. 1280 
(640-Sl20) 

C.da rat6n recibió 3 in•uniz•cion•s de 1 •9 
por via t.ntraperitOne•l. Lo• ani-l•• •• s•n9raran a 
bl•nco a la cuarta s•••n• y •• d•ter91in•ron en lo• 
su•ro• lo• titulo• d• •nticu•rpas h•mavlutt.nant•• 
utilizando •ritrocitos sensibilizado• en el •ntig•no 
••ibiano. 
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lnhibiciOn d• la h•••glutinacidn con 

Ant• la poaibilidad da 

qu• lo• AvD Y. AgE 

confor•acionale• que iMpidi•r•n au r•conoci•i•nto por 

anticu•rpoa po\iclanales anti- L.. hi•$plytic• 1 •• 

realizaran estudio• d .. inhtbi.ctdn d• la hemaglutlnacidn, 

antlgenoa ant•• de a~adir lo• •ritrocitoa eenatbtlizadoe 

con •l antigeno ••iblano. Loa resultado• d• la Tabla 4 

AgTto r•qui•r• d• 

~nicament• d• 1.~g. Cuando la• antig•noa 

AgE y AgTto ob••rvamos qu• altlbo• requt•r•n de la •i••• 

det•r11inado d• unidad•• (.Tabla 4>. 
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TABLI' 4 

tNHlBtCION DE LA HEMAOLUTINACION CDN DIFERENTES 
PREPARACIONES DE l'NTIOENO. 

Antigeno ~ibiano cantidad •• u H A 
inhibtdor ()19) l 2 4 

AgTto "·º + + + 
2." + + + 
1.2~. + + 

A•D "·º + + + 
2 ... + + 
1.2:i + -

AgE "·º + + + 
2.5 + + +. 
1.2~ + 

La• diferente• preparacion•• de antígeno •~ibiano fueran 
incubada• can 1, 2 y 4 UHA pr•••nte•· en •l 
euero policlonal d• ratón anti- L. bitt'gtytic:• 
•, 37tC por 30 •inuta•. Post•rior•ft•nt• •• añadieran 
lo• •ritrocito• ••n•ibilizada• can antigeno amibi•na. 
+ lnhibicidn de la h•m•glutinación 

Hemaglutinación 



Per•i•tencia de los carbohidrato• presentes •n el 

AgD. La ••~i• de r••ultados presentados hasta el 

•o•ento su9i•ren qu• a6n en el AgD •• ~antienen 

det:er~inantes anti?,nicos c•sl por completo <Tabla 4). 

S• considero a los carbohidrato• y en particular • las 

glicoprotelnas coao las molWculas est•bl••· Con el 

propOsito de protundl~•r en este sentido, se realizaron 

estudios de los antig•nos por lnmunotransferencia de 

los gel•• obtenidos por electroforesis y revelados 

con una lectina atiri a estos carbohidratos1 

usada fue la Con A acoplada a peroxid•••· 

la lectina 

En la 

Figura S observamos que el patrón de bandas que reconoce 

de que como ya 

•• presentaron diferencias cuando el 

e•.t:udio •• li•itó a pro tel. nas (flg. 2). 
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Figt.\ra 5. Persistencia de los carbohiclr·atos pr-esentes en 
los antigenos amibianos. Al gel de la Fig. 2 se le 
l"'eali:::ó una transt•rencia que se bloqueo con BSA-PBS-T. 
Se revel6 con Con A-peroxid.:1sa y se •.l'!i.Ó como 5tJlitr-ato 
o-cloronattol. AgTto, c01r·ril A; Ag0 1 car-ril B, y AgE, 
carril c. 



tnmunoplot. 

•l suero policlonel anti- L,t;. hittolytisa, como 

l•• glicoproteina• sensibl•• • Con A qu• pr•••nt•n 

los tr•s antig•nos ••tudl•dos, fueron analizadas por 

•1 mitodo d• lnmunoplot, qu• no• comparar 

lo• ant!geno• por medio d• 

una grAfica. De etta manera, lat gréficat a y b de la 

Fig. 6 comparan la• bandas que reconoce el- su•ro 

policlonal anti-~ hittolytisa en lot ant!g~nos. 

6• obs•rva que el AgTto y el AgE pretentan los mismo• 

puntos (gratica •>1 mientras que •1 AgD (grAfica ~) 

presenta dos bandas 

mismo hay e bandas 

que no comparte con el AgTtof asi 

en el -AgTto no presente• en el AgD 

por lo tanto son unicamente 6 bandas las compatibles por 

estos dos anttgenos. 

En cuanto l•• 
presentes en los antigenot v reconocidas por Con A, 

con eMcepci6n d• la glicoprotetna de ~5 kDa en el AgD, 

todas la• de•A• son compartida• por lo• tr•• antigonos. 

Al relacionar lac glicoproteinAs que son reconocidas 

por el suero policlonal anti- &.s. hittolytica se 

obterva que 5 proteinas comunes a los AgTto y AgE 

comparten dos cara:teritticas ~grAfica d) •ientras que l• 

~•Yoria de las otras prota!nas tólo compartan una. 
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D• forma •imilar te comporta •l A~D q~• pr•••nta 4 

prot•ínas en co•~n a l•• do• caracteri•tic•• estudiad••· 

Es int•r•••nt• m•ncionar qu• •ni•t•n 2 glicoprotwinas 

pr•••nt•• •n lo• tr•s antl~•nos que t••bi•n ton 

r•conocida• por •l •u•ro poltclon•l anti-'-s.. hittply\ic• 

(100 y 50 kD•·> 
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Figura 6. lnmunoplot. or•tica •• Comparacidn entre 
la• prot•in•• del AgTto y l•• del AgE l"eCOnocid•• 
por su•ro policlon•l anti- i.a. bt•totytts•, (ver 
Fi9. 2)1 9r•tica b1 Co~paracidn •ntr• la• prot•inat 
d•l A9Tto y la• del A~D r•canocida• por tu•ro paliclonal 
anti-'-..&. hi,t;2lytica (.-•r Fi9. 2)1 9r•ttca ca 
Co~paracidn d• 9licoprot•inas reconocidas por Con A d•l 
AgTto y AgE - con la• d•l qgD ·(v•r Fig. S>1 
gr•tica d1 R•lacidn de gltcoprot•inas r•conocidat por 
Con A d•l Agito y AgE (v•r Fig. S) cor l•s prot•inas 
d• ••tos antígeno• r•conocid•• por •u•ro polictonal 
anti-~ h.l;¡toly!ilca (V•r Flg. 2)1 gr.tfica 1tl 
C2mparación de las qJicoprot•inas r•conocida• por Con A 
del Ag~ ( ver Fig.S) con 1•5 ~rot•in•• r•conocida• por 
au•ro policlonal anti- i.a. hist2lytisa. 
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Inhibición de l• h•m•glutinación con el antigeno 

•mibiano tot•l y el •~riquecido en c•rbohidrato•. Debido 

a la ab•ervación de que en el AgD las glicoprotelnas 

•• ~•nteni•n sin modific•ción 1 •• procedió a 

purific•r la tracción d• carbohidrato del antígeno 

amibiano (antlgano enriquecido en C•rbohidratos), V 

a deter~inar au capacidad de inhibir la hemaglutinación 

•• con el antlgeno 

aaibiana. En la Tabla 5 podemaa apreciar que el antigeno 

enriquecido en carbohidrato• inhibió 2 UH~ con 2.5p.g 1 

•i•ntraa que el AgTto lo hixo con una 

concentracien de 1.25µ9. 
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TABLA !5 

INHIBICION DE LA HEHAGLUTINACION CON EL AgTtO 
V EL ENRIQUECIDO EN CARSOHlDRATOS. 

Antig•no Amibi•no c•ntid•d d• u H'A 
inhibidor (>19 ) 1 2 

AgTto "·º + + 
2." + + 
1.2" + 

Enriqu•cidn en "·º + + 
c•rbahidr•t.,s 2.s + + 

1.2" 

4 

+ 
+ 

+ 
+ 

Diferentes pr•p•r•cion•• de los •nti9•no• •• incub•ron 
30 •inutos • 37ac con 1, 2 y 4 UHA pr•••nt•• en suero 
policlon•l. d• ••tan •nti- k hi1t;qlyt;tca. Post•rto,..•nt• 
•• •~•di•ron 100 ,.ul de •ritrocitos ••n~ibiliz•dos 
con •nt{g•no ••ibi•no. 

+ Inhibicidn d• 1• h•••glutin•cidn 
- H•aagluttn•cidn. 
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Jnhi~ición de la r••ción de ELJSA con el antig•no 

•nriquecido en carbohidratas. Al considerar l• posibilidad 

en este antígeno 

•atuviesen constituido& 

•n carbohidrato• podta reaccion.olr con anticuerpos 

anti-I..a.. hi•tqlytlca • inhibir aai su reactivtdad coma 

un AgTta. Los ensayos se r••lizaron por m•dto d• ELJSA 

con anticuerpos monoclonales y poltclonales. En la Tabla 6 

a• observa. que 10 ,.ug de AgTto inhibl!' basta 50% del 

r•conoctmiento d•l a.nticuerpo monoclonal por •l AgTto •. 

L• ~i•ma concentración del antígeno enriqu•cido •n 

carbohtdratos •dio inhibe 16 a 20X y requiere de 

(50 µg) poara inhibir el 50 •.• 

R••ult•dos similares se observan cuoando •• usan 

an~icu•rpos policlonal•a .anti-b hiatqlytica. El. AgTto 

inhibe casi al 50 X con 10,ug, •i•ntras qu• la •isma 

cantidad del antigena enriquecido •n carbahidratos sdlo 

inhibe del 21 al 24X (Tabla 7). 

:s. 



TABLA 6 

INHlSlClON DE . LA REACClON DE ELISA CON EL ANTIOENO 
ENRIQUECIDO EN CARBOHIDRATOS Y ANTICUERPOS HONOCLONALES 

ANTI-ii. HISTOLYTICA 

Anti'J•na .a.nibi.ano 

AgT to 

Enriquecida •n 
carbohidrato• 

cantidild de 
int, ih i dor(ug) 

10 

10 

% de inhi.bician 

Anticuerpo diluida 
1•~00 111000 

50 53 

16 20 

Lo• anticuerpos monoclonal•• •• incub•ron can dtterentec 
concentr•ciones d•l iohibidor antes de adicionarse •l 
anti9eno pegildo a l• pl•c• de ELlSA, pocteriormente •• 
reveló al •nttcuerpo precente con •nti-lgM peroKidado y 
o-cloron•ftol como sustrato. S• d•t•r•inó 1• •ctivtdad 
por ••pectrofotometri• a 490 n~. 
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TABLA 7 

INHIBICION DE LA REACCION DE ELISA CON UN ANTIOENO 
ENRIQIJECIDO EN. CARBOHIDRATOS V ANTICUERPOS POLICLONAL 

ANTI-&... HISIOLYTICA 

AgTto 

Enriqu•cido en 
c•rbohidratos 

inhibidor~g) 

10 

10 

s d• inhibición 

Su•ros •nti-'-a,. 
btttoly\ica 

1 2 

50.2 

24.S 21,ó 

Los su•ros policlon•l•s (1 y 2) anti- E.bi1\plytic1 
•• incubaron con los inhibidor•~ durant• l h a 37tC 
y •• ·~•di•ron • la placa d• ELISA, po•t•rior••nt• •• 
r•v•ld can anti-lgO, IgM • tgA p•roKidado y co~o 
sustrato al o-cloronattol. la r•accidn •• l•Yd por 
••P•Ctrofotam•tria • 490 nm. 



t•n•r un antígena establ• 

como •g•nt• pr•v•ntivo de amibiasis invasora, se 

procedid a inmunizar hamsters con las diferentes 

prep•r•cione• d• ant{g•no amibiano (5 ~nimales por lot•) 

V a d•••fi•rlos post•riorm•nte por vi• intrahepatic• 

•• observa 

di f•r•ntes 

qu• 

son 

inmuni~adoa con las 

protegidos contra el 

d•saf{o amibiano •n contraste con •1 grupo control no 

in•unizado. Est• diferencia es claramente evident• 

cuando el d•s•tio •• realizó con 1 S00,000 trofo:oitos 

•• protección • 
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Figura 7. lnmunoprofilaMis. Se inmuni~aron hamsters por 
vi• intr•muscular, semanalmente por tres ocasiones con 
los. diferente-s aont,9•nos •n estudio. A la cuarta s•mana 
se realizó al desafio con 375,000 1 7S0 1 0UO y l 500,000 
trotOzoitos de k hl1tolytic¡i... A los 6 dias se 
sacrificaron y se determinó el porciento de tejido 
hep&ttco dañado. 
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S• han descrito do• for••• por m•dio de las cuales 

&..&.. hi1tolytis• efectóa 1u •ctivldad citot6Mica, 

una de ellas te induce mediante el contacto de la •miba 

con la c•lula blanco a traves de factor•• citotóxico• 

qu• •• introducen en la cilula por el canal tónico y la 

otra, por medio de 1ustanci•s •oluble•, co•o •on la• 

•nzt•a• prot•Dliticas que libera al trofo:otto y que 

afectan a distancia a l• cilula y a la •atriz 

•xtracelular (Boa y col., 19801 .tk:Gowan y col., 

Oada•t y Kobiler, 1~831 K••n• y col., 1986). 

19821 

Gad••i y ~olaborador•• (1983) compararon la actividad 

enziM~tlca d• do• cepas pató2•n•• y encontraron que el 

vrado de virulencia •• ~efinido por las vartactore• en 

el cont•nt~o de enzi~as proteoliticas. El estudio •• 

d•t•rmtn6 su actividad proteolitica ~tdtendo la 

degradación de un •u•trato proteico (Azocoll) y el 

efecto •obre una capa de fibroblaatos. 

C!n:ima• 

tnatantanea•ente con 

(ParkhoÜ•• y col., 

.. activan 

la li•i• celular d• la amiba, 

1~79) o bien, cuando •• hidrata el 
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estudio• y donde es •vident• d••de los 30 minutos d• 

incub•cidn y progr••• •medida que •umenta el tiempo de 

de l• •i••• (flg. 1). 

Le activided proteolitic• qu• presenta el antigeno 

•• capaz d• 

i nf 1 uy•ndo d• 

•ctu•r sobr• su• propias prot•in•• 

eata m•n•ra en su ••tabilidad. E•t• 

proc•so •• inicia con la 

d• •lta peso mol•cul•r 

degrad•ción de prot•inaa 

(flg. 2, carril•• A y 8) 1 

qu• modifican su estructur• prot•ica original. 

Estudio• r•ci•nt•• (K••n• y col., 19961 Scholz• y 

col., 1'9S6' Schult• y col., .1997' P•r•z-Hontfort y cal., 

19'97) indican qu• •n la amiba, la el••• principal d• 

prot•a••• 

cist•ina, 

p•rt•n•c• al grupo d• la• proteaaas d• 

ya que su actividad •• r•duc• •n un 90-901 

con el uso d• inhibidor•• ••P•cifico• para ••t• grupo 

de •nzimaa <PHHB 1 NEH • IA 1 Tabla 2). El porci•nto 

d• actividad r•stant• par•c• d•b•r•• a otros grupos 

d• prote&•••• como •l dirigido a l• ••rin• y • la 

~•talo-col•g•n••• asacl•d• • la membrana del parAsito 

1996). Paira 

protaolitico •• raquiare de la adición d• inhibidores 

••p•cificoa par,a P•t•s enzimas CHcOowan y cal., 19621 

AvilA y col., 198~, PWrez-Monttort y col.,1987). También 
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•• usa con •1 mit.mo propósito la adición al •X~racto 

amibiano d• t.u•ro norm~l o inmune al 2%, lo que abat• 

su •f•cto citopatogénico. Est• efecto inhibidor PU•de en 

parte ••r causado por la presencia en el suero normal de 

inhibidor•• de prot11asat., como la o1.2-macro11lobulina, la 

..<lantitripsina y otras, y en el caso de suorot. inmunes 

a la presencia de anticuerpos lgG especiticos contra los 

componente• de la amiba que neutralizan la actividad 

•nzlmAtlca (Sos y col. 1 19801 McOowan y col., 1982) (Fig. 

1, Tabla l)~ 

La actividad d• laa enzimas presentes en •l extracto 

•fliibiano mu••tra.-. un ranga de pH muy 

Mantl•nen est~ble• de•d• pH 3 a 10, 

amplio, puet. 

sin elÍlbargo, 

•• .. 
pr••enta la ••xlma actividad proteolitlco entre pH 5 y 

7.S. A pH •enor•• de 5 disminuye esta ~ctividad y a pH 3 

se inhibe compl•t•m•nt• (Bos y cal., 19801 Avlla y 

cal., 19651 Párez-Montfort y col., 1987). Estas 

obs11rvaclon•s nos indujeron a estudiar el efecto del pH 

en la et.tabiltzación d•l antígeno amibtano al somet•rlo 

a un choque •ctdo, d• tal manera de evitar el uso 

d• inhibidor•• d• proteasas o d• suero. Los resultados 

obtenidos en 9•1•• de poltacrilamida CFtg.2, carriles A 

y C) y su lectura po~ d•n•itometría (fig. 3, ;rAfica• A 

y C) 1 no• indtc•n l• •~t•bilidad obtenida por al 
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tratamiento d•l extracto amibiano a pH 2, los p•rtil•• 

obtenidos en •an 

pr•.senta. el AgTto que se procesa 

•Yita.r cualqul•r d•gradacl6n. 

La inactiv.'.lción 

simllar•• a los que 

inmediatam•Tit• . para . 

presentación de los antigenos, pues ést•, como •1 AgTto 

son reconocidos de igual manera por un •u•ro policlonal 

antl-k bittolyticn (fig. 4, carriles A y C y Fig. 6,. 

gr•flca a). Por otra parte, •l AgD •• reCOTiocido por 

est• •ismo antisuero de una forma diferente, debido • 

las modificaciones que sufr•n las proteinas (Fig. 4 

carril•• A y By Flg. 6, gr&fica b). 

El choque &cido al que •• snmete el ant,geno para 

inactiva • ••• 
e•te anti geno 

•e comport1' ahora como &quel quo so ha tr•tado coi. su.ro 

nortnal al 2 % 

distinto d•l 

(Tabla 1). comporta~iento •• 

•l AgD 

proteoliticas aún actuan sobre el sustra.tO 

(Tabla 1). 

d• Azocoll 

Las modificaciones que pr•••nta el AgD o l•• qu• 

pudl•r~n ••r inducid•• por el choqu• -'cido en •l AgE 

podr'•n ocasionar cambios en la inmunogenicidad de estas 

preparaciones. Sin embargo, la r•spuesta d• anticuerpos 

.,, 



en el 

•ntigenos, medida por bema9lutinacidn pasiva, 

•1 AgD y AgTto induc•n titulo• similar•• 

indica que 

(titulo 

3) 1 por otra part•, el AgE ••timula un• 

r•1pu••t• d• 

1280, Tabl• 3). 

muy (titulo 

Por otra 

p•rt•, •l antígeno qu• se ha ••tabili%ado evit•· qu• sus 

proteínas •••n degradadas por las •nzima1 d• 1• amiba y 

en consecuencia es mas inmunogénico. 

A pesar de las diferencias en inmunogenicidad de las 

tr•• pr•paracion•• ensayadas, es interesante observar 

que a~n conservan d•terminan~•• antiginir~s similares, 

como lo demuestra su reactividad con un 1u•ro policlonal 

anti-~ bi1t9lyttca. Lo• 

h9•aglutinación comprueban 

••tudio• de inf1tbición d• la 

lo anterior ya que las 

preparaciones inhiben la aglutinación de •ritrocitos 

s•nsibili%ados con antígeno amibiano. E• necesario hacer 

notar qu• •1 AqE y el AgTto inhiben la aglutinación a 

concentración•• de 1.25µ9 1 mientras que el AgD r•qui•re 

d• lo qu• indica que aunqu• 

preparaciones r•accion•n 

•nti-E...a. hittolytica, 

47 
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••gur•m•nte det•rminantes protf ico1 qu• aU••ntan su 

efici•nci• en la inhibición d• la h•••glutinación (Tabla 

4) •. 

trofozoito 

deaostrado por vario• inV••tigador•• (Hartín•z-Pala~o y 

col., 1973; Oitler y Mirelman 199ó)t asi se observa qu• 

l• Can A aglutina a los troto=oito1 d• t.,_ hi1tolytica. 

Otros autor•• han implicado a las 9licoproteinas de 

supertici• como componente• anti9,nico1 important•s 

(Parkhouse y col., 1979). En este trabajo se mu••tra qu• 

las glicoproteina• del antigeno ••ibiano reconocidas por 

Con A •• mantienen a P•sar d• la degradación qu• 

sufren l•• otras proteinas (fig. 5, carril•• A y B1 Fig. 

6, gr•tica e). En la Figura ó, (gr•ticas d y •> se 

observa que no todas las glicoproteinas d•l AgTto, del 

AgE y del A9D son reconocidas por •l suero inmune. Estos 

hallazgo• sugi•ren que •l residuo de carbohidrato 

puede ser·e1 responsable de la inhibición qu~ •• observa 

con las tres preparaci·anes ya 111encionadat. y qu• l• 

re•ctividad superior del AgE y del AgTto puede ser 

debida • la preservación del r•aiduo proteico d• las 

glicoproteinas de la amiba. H6s a~n, cuando se us6 el 

antigeno •nriquecido en carbohidrato• como inhibidor de 



ESTA TESIS 
s.wa DE LA 

NO DEBE 
BIBUOtECl 

la prueba de inhibición de la hema9lutinaciOn, no •• 

observ6 una· inhibición comp•rabl• a la obtenida con al 

antLgeno enriquecido 

carbohidratos s• encuentra una parte importante de los 

determinante§ antigénicos, como lo apoyan los ensayo• de 

inhibici6n de la prueba de ELlSA 1 donde 10 .P9 de AgTto 

inhibe el 50~ de la reactividad de un anticuerpo, ya sea 

111ono o policlonal 1 ·mientras que •1 anti.geno enriquecido 

en carbohidrato• inhibe unicamente entre el 

20~ de la reacción dal anticuerpo menoclonal (Tabla ó) 

y del 21 al 2~.5% 1 ~ara anticuerpo• policlonale~ 

(Tabla 7). Es posible que el residuo protiico de la 

amibianas, con 

En l•• ••• •• •• 
inmunoprotilaxl• 
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