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RESUMEN

La final{dad de este trabajo fue el de eliminar las
profeinas a2 sﬁcvo povino absorbidas en las mempranas de
amiba por un trayémxento ae congelamlento—descongelamxento en
agentes caotropicos. Ademas de monitorear la exclusion de les
contamnantes por &l emplee de un ensayo inmunoenzimatico en
rage solida [ELISAI. Los resultados'muestran que despues del

tratamiento en agentes captropicoes ios rendimientos de
memhranas tratadas se reduce en un 23 %. La exclusion de los
contaminantes sericos no fue total; pero si hubo una
reguccilon notable de las proteinas de suero bovino presentes
en las membranas trabédaa con los agentes caotropicos. De
todos e2llos, 21 aue narece elimina una gran cantidad de
contaminantes fue el sistema combinado de Acido acetico .1 M
'NaClIO.S ] can.élorhidﬁato de guan:dina 2.0 M. Estas
membranas tratadas pueden ser utiles comno 1nminogenos para
abtener sueros ant:amiba.sxn la presencia de anticuerpos
contra loe contaminantes de suurd bovino acarreados por las

menbranas purificadas de la amiba.
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1 INTROPUCCIOM.

A principios de la gécada ve los sesentas., Diamond (26) lugré

con Zxito el cultivo axénico. es decir libre de hacterias.
s del pardsito €. higtolvtica. Desce ‘entonces. e} medio axdnico
. ;e ha empléado para la investigacidn de la biologfa celular,
) figiclagfa, patnggn;cidad. inmunologfa y evaluacién de f&rma—‘
eps in viero contra =1 pardsita (110 . Adends del cesarro-
110 de nurvas tdcmicas seroldgicas y la aplicacidn de otras
ya conocidas para el diagndstico de la entermedad (44). Todo
e@lld na redituade en una mejor comprensidn de la patogéneécis
de 1a infeccidn, ous es un 1mportante problema de salud
pdb[lca. saore todo en los paises subdasarrcollados como MéEx1—
co (139).
Ahora bién, el interds actual de muchos investicadores es el
de caracterizar las protefnas inmunogdnicas amibianas. que
interaccionan ;on el sistema inmune del hospedero. Estos estu-
.dios se han realizado con Bl usSD de extractos complesos o
solubles de am:bas cultivadas axénicamente, La identiticacidn
&E‘loe antfyenos amipi1anos se ha hecno orincipalmente pér
cromatografia de enclusidn (5,11,57), inmunoelectrotord-

. .
sis {39, inmunoelectrotordsis bidimensional {(23) y reciente—
mence por Westeen blaw (50, en e que tamdidn se ha usado come
ans fuenn 1as membranas pilasmiticas del pardsite (64,767, Otro
wdtodo 2s 1a 1aent) faicacnin de las provefnas amibioanas con
SUSTUE GHE L anitd DOCEN1OGSE G2 anGHIES 1172006 ¢on tro=

tozoivos viables o0 fracciones de los mismos. produciendo



antisueros espec/ticos cantra ios determinantes sncigénicos

‘

gl pardsito (104,990,

$ip edbarao, ol cultivo andnico de E. g;etalvéggg requiers
ta presencia oe suero de mamiteros; el mds utilreado es el
suerc bovino. Las provelnas Je este suera se qohizren al
pardsito cultivaao rn vitroiB4s, avemds or Ser pinocitagas y
fagozatadas por 12 amiba okl medic {34), ae tal Torma gue se
encuen Lra @1 jog srotosoltos empleados cana 1nmdn6@enos
(35,864, Los antibueros resultantes, obtenidos oi animales
inmunizados can extractos amibianas del cultivo axdnico.
contienen anticuerops contra las pretefnas del suers bovino
k:ﬁ.l::l; el medio de cultive en sv. no contiene oroieinas aue
pustdan representar un serio obsticulo en’la invesﬁxgac1ﬁn &
wmunodiagndstico de la amibiasis invasiva (104).
Taie? :oniaminantes se han tratauo oe eiimainar de 14 superfi~
cie del pardsito por lavaoos resesidos (49.121) antes de la
preparacidn de ios antfgenos amibiranos. A resar o los ltava-
dos exhaustives, Que repercuten en el rendunienco gel anpige-

no vbtenido, ios contaminantes adheridos dismninuyen en aran

provorcidn pero no =on eliminados completamente (33) . Otrs
alternativa ps el tratar . de quitar ios anticuerpes indecoa-
plee ge Lo antrsusras Je 1od anamaless 1nmunizadoes con anidas

Conraminaces “on (“"QEE‘)‘NQ.‘. uet sUere bovino, Un 'I|éh7’;’0 LR

w2 ha usaco es el pacar los antiswerovs por columnas de afini-

[+

gud, gue contrenen Gel ooniunaco 2 provelnas del swero bovi-

0, eesuLt IS en W SURrY SIin MITISLerpus contra las pr‘n-;ef—-



Feerl) . En nuecstra experlencia, Este e et

tiene el nconvenlente de aue en los sueres "puraficaoos" adn

LA

nas

o mLan LO8 ancicuarpos 1ndeseaoles v ose@ diluye nuche i

SUueErde

Tales anticuerpos contaminantes pueden dar una reaccidn cru-
=ada fon (o6 COMDORLNTE: SEFICOS gel SU2r0 NUMaN0. SODPre toR0o
con ia aibfunina s€rica v las gammagivnuiinas \55.101). SH%a
reactividad crugaos s &l princioal obstdculo vara ussr sus-
ros anti-amiba de animales enger;mentalmente jpmun::aaos an
t€cnicas como €l radioinmunoensayo en tase sdiida (1010102,
HLo3A b ooble sandwach i33.7?,151): que son lag mds 2miea-
das ecituvaimense eﬁ 1a bisgueds ge complejos 1nmunes de ant:-
cue;nc—amiba en los sueros de pacientes con AHA
(33.79201 4102, 1T1) . Téenica que consiste en colocar el anti—
cuerpo captor anti—amiba en la fase sdlida, @l cual cepux al
antfgeno amibiano gue estd unido al anticuerpo numang en el
complejo inmine, y este m15mn.annfqeno es detectado por OtrO
anticuerpo anti-amiba de diferente especie al anticuerpo
captar,

Porr lo tanto, 2] presente estudio se enrtoca a eliminar ias
protefnas del medic de cultivo absorbidas a 1; menbrana oe

los vreiosritos de £, hastglvrica. tratando las memoranas por

congel amento-~descongelaniento en agentes caoirdprcos. De
e2ta Mmalera se worsndra antiuzne  amiblano poariilcaecw. s

Zoty vurdgano paca e aroodes it o 2ueros anci-aniod iibre

de antituerpos anti-uroteinas del suero boving, E5Ttos sueros



serdn eficacses para la identificacidn de los antigenos pro—
p1os ge la superrticie amibiana y en los me@todos inmunoidoicos
aplicacos en la investigacidn dei pardsito y al diagndstico

de la enfermedad.



11 GENERm-IDADES.

2.1 Hisrorias. - -

Lés padecimientos inﬁestinales en el hombre. como la disente-
ria, han sido meﬁcionadcs en viejos documentos médicos de
chinos. heorzos v griegos. Algunas de escps padecimientos an-—
dn}an anora xnteruretarse.:uma casos ge amibrssig, For ?Jemalu-
se mercionan casos de diarrea mucosanguinplenia con fieuré,
en el documanto de Sanskrit conocido como ERIGUSAMFITA"
escrito 3000 afios A.C. (73)., e Hipdcrates en =1 siaglo V A.C.
describe por vez primera la enfermedad uicerativa del intes-
tino (110). No es sino en 1828 por Aénesley quiédn hace una
descripcidn de la disenteria. reconociendo una reiacidn encre
la infeccidn intestinal y el mal hepdtico (110},

En'1859. Lambl des:ubrid en un ni1no de Praga. gquidn murid de

un cuadro diarrfico, la presencia de un prqtozoarxo con
pseuddpodos. al cual no le oid 1nportancia y pronto ?ﬁe
olvidada. Ei verdadero descubridor del agente etioidaico de
la amibiasis, fue el doctor Fegcor Alekan LBsch [Leshl}, en un
paciente ruso en San Petesburgo hoy Leningraco en 1875, que
padecia de. disenteria. Realizando andlisis saicroscopicos de
las evicuaciongs del pacienve, descuorig unas células dae
forma mdvil y rdpigamente se reconociercn como pardsitos
anuhales, 2sto es. womo anlbas. Lesn las compard en

caracler{stices mor+oldygicas ton alounas especles de amibas

conucraas y concluyd que era una especie no conociga y la

5



nombrd como Amoeba coli (73).

Entre 1885-1887. Kartulis dempsird la presencia de amibas en
150 casos de disenteria. a ¢i se le considera come el
primero en afirmar que la amiba era el agente etioldgico y
que los apnscesos nepdticos encontrados en algunos casos eran
secuela de la misma envermedad (73). En 1691 Councilman y
L;jieur contirman 1 papel panoldgico e 1as amibas v crean 1oz
terminos da "disenteﬁla amibrana” y de "absceso nendtico
amibi;no", ademds oo proponer el nombre al agente Eausante de

pmoeba dvsinterese. Elles tambi€n encuentran espec:ies no

patdgenas en el intestino humana (73).

En 1903 Quink y:Runs, deécubren la forma de guiste de la
disencarf; amibiana y su papei en la'diseminacidn, ael
pardsito (73). Las caracterfsticas de las formas de quiste de
dos especies similares que frecuenteﬁente se encuentran en el
intestino humano, fueron cuidadosamente descritos por Huber
en 1903, y en ese misma afo Schaudinn fue aquién definid las
caracteristicas estvucturéles de las forméé vegetativas, y
did a Las'esoéc{es patdgenas el nombre tdonico deé Engemuegé
histolytica, aun usado hasta ahora, y a las especies .no

patdgenas ¢l nombre de Entamoeba coli (110 .

En 1713 Musgrave y Gleeg crean el tdrmino de “amibiasis" para
demostrar una  ntfeccidn por E. nistolytica, si1n nacer caso de
51 esta condicidn estd o no acompafiada por sincamas (73). Ocros

investigadores, Walker y Jellards denwestran la patogenicidad

del pardsito amibiano, suministraron aquistes de E.



éig}ulxtica‘y quistes de €. calt a un grupo de voluniarios
sanos. Como resultado obtuvieron la disenterfa amibiana en
aquél grupo ce personas que ingirieron guistes de B
higstaolytica (158).

.Es.en 1914 cuanap se inician los trabajos inmupuiéqicos
preparanuo antfgenés acuosos de . Distolytica & partir de
materia fecal, cbteniendose reacciones pcsxtiVaF para 1&

tigacidn de complemenva (13B), En I9324, -Boelk y Drboniav

1ngéan cultivar ton Sxito a E, pistolytica. en un medio
artificial a base de yema de huevo que cont1éne la flora
miqrobiana della materia fecal. Con este vipo de cult:vo
C}aag eﬁ,1?27. prepara un.aﬁtfgeno para 1a fijac;én ae
;amnlementol Es hasta 19461 cuando puuis Diamond (26), obtiene
par pihimera ve:z un cultivo anénico, es decir libre QE
.bacterias. el cual ha servido para preparar antigenos libres de
microorganismos. ¥ tan pronto como se obtuvieran cultivos en
masa de difeientes cépas de E. histolvtica. se han

desarrolisdo estudids de la fisiologfa,- patogenicidad e

inmunologfa oe la amibiasis (14).

2.2 €lasificacidn taxondmica.

Las amibas pardsitas del hombre se agrupan en el
subreino Brotpzoa, phylum Matiéosgnﬁa. subphy Lum

Sarcadina, famitia Endampebicae, gue a su vez se divide en

los odneros Entamcebs. lodamoeba, Endolimay y Dientamoeba
(85) . Siendo de interés para el hombre los protozoarios gue

pertenecen al primer género. En el grupo de Envamoepa, las

7



amibas .ce clasifican en base al ndmerc de nucleos en el
‘qqiste maduro. Asi tenemos, en el grupo de los quistes
uninucleados a Entapoeba poleghi. clasiticadas por Von
Frowarek 1912, parés{to comin en cerdos pero ocasxonalmenté

encontrado -en €1 hombre; en los quistes tetranucleados se

encuentran dos especies, una es Entamoeba histolvtica.

Schaudinn 1903, v la otra es Entamoeba hartmanpi, Von

Prowazek 1912Z; en el grupo de oS guistes octanucleados se

tiene a Entamoeba coli, Hickson 19093 y por Gltimo el cuarto

grupo Yormado por una sola especie que es Entamosba

gingivalis, Smith v Barret 1914, a la cual no se le conocen

fonmaS quisticas. De todas las espeécies de'Entamcqu ia
causante de enfermedad importante ef el hombre es Entamoeba
histolytica (73,1100,

E. bhistolytica estd compuesta de un nimero no conocido de
cepas que pueden actuar como cnmenealeé en elrlumen
intestinai Cestado de portador) o como formas patdaericas gque
producen ulceraclones en el intestino grueso y manifesta-

* .
ciones .de éfnfoﬁas tamibiasis invasival. Sargeaunt y colabo-
radores (135) han analizado el patrdn iscenzimdtico de di fe~
rentes aislamientos de £, histolytica buscando peguehias dite—
rencias entre cuatro enzimas del metapolisme glucolftico de
ta amiba. Dicha téchica se basa en las diferencias del punto
ise%!éccri:u de la enzima a examinar., Estos catalizadores
nueusn gervier cono marcadores de cepas aungue nc'tieqen

relacidén con ia patogenicidad del pardsito. Se obtuvieron los



.éigujentes resultados, de diferentes cepas abtgnides de
divarsas partes del dundo: todas las especies de gngggﬁggg
preéentan diferentes, pasrones isoenzimdvicos (135). Dentra‘de
la especie E. histolytica.se han identificado un total de 22
.d;feréntes patrones isoenziﬁéti:ds o zimodemas (134}, Las.
cepar pdtngénlcas derivadas de pacientes con sf{ntomas de
amlblaslf invasiva se agrupan en nueve d1ferentes zimodambs
(Il, VI, VII, XI-XIV, XIX y XX). Estos zimodemos de cepas
patégenas se dist;nquen par la presepcia de una banda beta en
ausencia de una banda alta de la enzima fosfoglucomutasa y

'pﬁn las bandas adelantacdas de la hexoquinasa en tado =1
patrdn, XIli. Los zimodemos restantes (I, III-V, VIII-X y XV=
XVIII} son de amibas aisladas de portadores sanos..lLos zimo-

demos' XXI y XXIl se obtuvieron por ingenieria gengtica en ei

laboratorio(134}.

2.3 Ciclo de vida.

El ciclo vital de E, histolytica tiene una forma activa de
crecimiento y'divisién [fase de trofozoftcl y la otra de
diferenciacién celular gue incluye pr6C2505 de enquistamiento
Yy desenéuistamienta, siendo eéta dltima forma 12 gque le
permite propagarse a oiros hospederos (83). Los quistes al
ser inqeridﬁs pasan sin cambio a través_del estbnago vy la
parte superiar del intestino. LOS gquistes madures para su
exaquistacidn perforan en la pared un orificio extremadamente

pequefio por el cual escapa. Una vez emergida se le denomina



émiba mataguistica. la cual ée desarrnlla y divide dando la
fnrmacidn‘de cuatro amibas mononucieadas Lamebulasl qué se
cunéleruen en el trofozofto ordinarin., el cual se divide por-
fisidn blnaria dando lugar a am{bas'hijas. Es;a Multiplica—
cidn s8 lleva a cabo en el lumen asf{ como en los tejidos
intéﬁtlﬁaies. El mpguistamisnto es sdlo en 1a luz intastinal,

Al iniciar el enauisvamiento la forma activa se divige gaddo
 1qur 4 amibas més pegquefias gque dejdn de nuirirse, litera del
citublasma particulas alimenticias para quedarse con vacualas
1lenas da glucdgeno y las barras crumatoiées. En esta etapa
vée llama amibe prequistica y es mds pequefo que el trofozofio
'oédinarip, e inmoviliza, redondea Y ancfeta una,qelgada
parea convirtiendose en un quiste inmaduro con un nicleo el
cual continda su desarrollo hasta los tfeicos duistes tetra-
aucleados. En las heceas fecales humanas se pueden encontrar
trotozoftos, prequistes y quistes. 8Sin embargo, las:dos pri=-
meras formas mueren por la accidn de los agentes fisicos
anternas y en caso & ser ingeridous mueren por la accidn del
iugo géstriéo.véolamente el quiste es la forma infectante
por vwia oral. En el wmedio externo, !u% quistes permanecen
‘viables en las condicionss  de temperatura y himedad apropia—
das por semanas o meses, diseninandose por las manps. agua y

alimentos contaminados. completandose asi el ciclo del pard-

sifto(14,42,158).
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2.4 dorfoloafa.

l.as amibas tiepen Torma muy heterogénea. En qeneral, s4n o
forme elongada con un psauodnodo provuperante; son activamen-—
te méviles, El trofozofto o Torma vegetativa midé g2 20 a 0.
,ur;1 de' didmetrol(73),
.EI citoplasma 5e>divide en dos partes, ecnaplasma‘y endoplas—
ma. El primero es hialino v finm. el segundo es grapuiar... s
mayor parte del endopliasma parece consistir ge vacunles amye—
bidds en la ﬁatrii citbplaEmét:ca. Las vacuoias son wenerail-
menté esféricas y de tamafio variabie.de 0.5 a 9.0 aun a2
diémeﬁrn. Ultraestructuralments se nan identificado vacueias
_fagocfticas, vacudlas macropinociticas, vacuolas micropinoe {-
ticas, "lispsomas primarios", "] 1sosomas se:undaéius“. cuer—
pas residuales y vacuolas autordgicas (72).

‘Utrns componentes son 1os ribosomas. usualmente ordenados en
hdlices de aproximadamente 300 nm de largo y 40 nm oe ancho.
que constituyen los cldsicos cuerpos cromatoides identifica-
dos al microscopio de luz tanto en el troiozoito como en el
quiste; no se han detectado mitocondrias, aparato de Golai w
otros organeios (74).

El citoesqueleto contiene microtilamentos poco densos de 7 nm
de.diémetra y s¢ localizan inmediatamente debajo de 1a mer—
brana plasmatica, también se han detectado microtdbulos en la
forma vegetativa v en.el nbcieo duranté la divisidn nu-
ciear. Ademds se han identificade y caracterizado ia pressncia

de actina en el trofozofio amibiano (78).

"



L& membrana plasmftica de los trofozoftos es 1a'£155ic3
unldad de membrana. mide 12 nm ge ancho, un poco mds anFna
nﬁe la membrana de las cdlulas eucaﬂiétxgas que midgen 8 nm
(72,

&} ndicleo de E. histolvtica. que ha servidd como

caracteriskica murfoiduita para identificar las especies del

adnero Entanoeba. en ei cual,la distribucidn de cromatina
neclear ditiere de una especie a atra. pos2e un cariuvsema
‘compacto localizado en el centro del ndcleo y que contiene
DNA y la cromatina distribuida en la parte interna de la
membrana nuclear y es rico en RUA (141, EL,nlgﬁggggiga-puedu
recanocerse y diferenciarse de las demds especies del aénero

Entamoeba por ia distribucidn .ce la cromatinh en el ndcleo

que difiare mnrfoldgi:qmente o= una especie a otra. E1 meca-
nismo de divisidn nuclear no es del todo claro, pero se sabe
que se llava a cabo sin la disolucidn de la membrana nucleaé.
seguida de la multiplicacidn de los trofozoftos por fisidn
binaria (23).

El =iclo ae vida del pardsito. se completa con la formacidn
ge guistes, que ocurre desp;és de la fisidn binaria del
trofozofto. El guiste tiene una forma esférica o ligeramente
ovalaaa de 8 a 20 pm de didmetry. La pared dei guiste mide de
120 a 150 nm de ancho y estd compuesta por quitina {(110). A1
ser vistos al microscopio electrdnico de bareide presentan
Wna superricie rugosa uniforme en 1a cara externa de la

menbeana guistica (73).
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2.5 Factores predisponentes & la amibiasis.

La enpresidn de los mecanismos de patogenicidad C[virulencial

de E. histolyiica para que invada o na los teJidos, depende
de factores Lanto del hospedero como del pardsito.

Los factores predisponentes del hombire son:
GEXO, El abscpso hepdtico amibliano se presenta mds en los
hémnres que tn las mujeres en una proporc:dn de I:l. Esto
puede ser debido mds a la expasicidn al microorganismo aue &
la susceptibilidad del mismo (&i.
EDAD. Los niflos son mds susceptibles a las farma;_fulmxnantes
de la amibiasis, pero la enfermedad se presenta con mayor
frecuencia en aduito5 jdveées de 22 a 30 afos de edad
(32,42,73);
HARITAT. Las condiciohes de vivienda y carencia de servicios
pdb1§COs en las poblaciones de dreqs. endémicas, son los
principales tactores de la propagacidn 'y prévalencia de la
amibiasis (133,
DIETA. Una alimentacidn can deficiencia de protefnas v rica
en carbahiﬂvatb; realza la colonizacidn del intestino oe
ratas (123). En el hombre una dieta rica en leche parece
tener efecto protector (83).
EMBARAZD. Es otro factor predisponente a las formas fulminan-
tes de la amibiasis (42,73).
ESTRESS. Ratss en celo, excitadas o bajo tensidn =on mds
susceptibles a la infeccidn (73).

EETADD IMNUNCLOGICO,. La baja de defensas en el hospedero es

13



debida a una mala nutricidn o por un tratamiento 1nmunosunre-~
-sor (267,
Los factores ovor parte del pardsite para poder invadir Lo

tejidus del intestino son varios, entre los mds importantes

astdn:

ahe una esbecie similar a g, Nistolvbica

caFECIES Y CEPAS. Fu
de menor camafits conociga anteriormente come “raza peaueia’,

anora Llamada E. Dartmanni, que NQ ciusng gabacidad invasor:a

“

{i58). Fur métodos isoenzimfticos, ya mencionados, se han

encontrado 22 diferentes grupos de E. histolytica., oe las
cuainmz nuave tienen actividad invasiva en &l hombre, y once
son de aspecies comensales (134). Dtra cepa de amiba de

origen numano morfoldoicamente similar a E, histolviica es la

liamada cepa "LAREDD", aislade ae un paciente con amipiasis
recurtente. £s morfoldgicamente indistinguible de E.
histolvtica, pero difiere de sus, de requerimxéntos de tempe-—
ratura y crecimiento de cultivo. Es capaz de crecer v coloni-
zar & T.te, asi comn a 37°C ¥ en soluciones hiootdnicas
-ilEBB. Enisben'aiferencias antigénicas entee 15 cepa Laredo v
‘E. histolybica que permite distinguirlas a pesar de sepr

especies estructuralmeniéd similares (38).

MECARISMOS DE EVASION. 5e nan propuesto varios mecanlsmos ds
avagidn de E. histolytiza del sistema 1naune dol pospedero.
Tales como el pusible enmascararmlento de los epitopos aei
pardzito con material ow: medic amblente {(34.34). La redis-

tribucidn del anticuerpo unido al antfqenu de membrana, gque

!



lleva a la 7ormacicn del encasauetamiento ("CAP™). aue es
internalizado o excretado ai-enterior (12,17 ,8L,EF. 10357,
evitando ia lisis por comol=mente 1457, La nivdida de
spﬁceptibilidad al sistema compiemence (LF,50, ¥y la induc—
cidn ce un estado inmunosupresdrs de la inmunidad celular del
hospedero (385,

s han deiectado @nTtimas Zon

ENZIMAS. En
ac;ividad proteoiftica Jue ousizn pargicipar 20 el mscapiond
patnggnico de la amiba soobre el epitelio intesiinal. La
principal clase de proteasas encontradas en 2l paréslng son
ias ghioiadeaendiennus; es ecir, ciste:nprote:nagas 13.95-.
Dentro de las cistefnorotessas se han desectado diferences
engimas FRIES COMD UNA enzima semzjante a la tateqsina B de
mamiferos con un EM de lé NDa-y activa a pH 5.0 {(66), una
proteasa débilmente fcida con puﬂeroéa actividad qroveclftxga
de Fﬁ de 21 KDa <(137), una enzima 6rincipa1 neutra soluble ae
PM de 56 KDa (535. una histolisinag eztable a pH bési;n con
fuerte actividad proteclftica v PM de 29 kDa (&7). Dira
enzima detectaaé'es una célagenasa (B2,138).

Estudios recientes indican gque hay cinco enzimas del tipo
cisteinproteasas con £ de 73, 45, Ja. 30, 25 KDa. de ias
cuales la de Pt de 73 KDa se localiza en la Traccidn soluble
del exitracto aminiano y el resto se encuentran formando parts
de ias membranas 1ntarnays v plasmdcicas de la amiba 335}, in

vitro estas cisternprotedsas son las primeras responsables e

la nacrosis tisular del tejido epitelial en ratas. paro no
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del procesc -inflamatorio (157,

2.6 Eaioloufa de ia amibiasis.

El comite erperto en la amibiasis de la Organicacidn Mundiai
de la Salud LOMS, 19693 (1577, detinid esta enfermedac como
la condicidn de portador del pardsito E. histolybica con »

sin manifestaciones clinicas. Clasificandola como asintomaiai-

‘ta, esto es sin manitestacidn. de la .infeccion, y sintomd:
que son la amibiasis intestinal y la amibiasis extraintesti-

nal (75),

amibiasis jntestinal.

‘Laapatolug{q bdsica de la amibiasis intestinales: la destruc—
cidn del ep;telio e ingasién de la paréd infest;nal por el
par!aito'(asi._Las lesioneg iniciales se presentan en caal-
quier parte del intestino grueso, especialmente en el colon,
Las ulceraciones predominan en la.regidn ileaﬁe:al, sigmoives
y recto (14,42.1583.

Adn no se conoce el mecanismo por el cual E. histolvtic

invade-y penetra el epitelio (14,74). En la amibiasais intes-—
tinal humana asi{ como en la experimental, la invaszidn de ia
"mucosa intestinal comienza en el epitelio intergfangular. un
sitio de baja resistencia donde normalmente tiene lugar el
desecho de las células intestinaleg como etapa final de la
canstante renovacidn dei spitelip €74,

Fueden ser uno o VEP;D; los puntos de Denetraciﬁn. las

Y - : (. s
legsiones estan contTinadas a la mucosa y tienden a ampliarse

%



lateraimente. La lesidn inicial es microscdpica con un orifi-
cio central ¥ rodeado de hiperemia y edema con material .
nécrético Y anundantes trofozoltos en 2l interior. La mucosa
generalmenie observada entre las lesiones es normal (1), Al
progresar la invasidn las dlceras crecen tanto en direccidn
horiﬁmntal como en profundidad, con un pequefioc orificio ae
entitada v constituysn les clésx:ns "gjaies de camsa’, Se
producen grandes dreas de necrosis de 1a mucosa. en ia Nt
laris hucosa y ocacionalmente en la capa serosa, con perto—
racidn de 1la cavidad peritoneal. La perforacién és génera\—
mente mditipie. si1endo la etapa final de la amibiasie intes-
tinal (14,158).

Cun.La eroéidn de los vaseps sangufnecs intestinales, los
trofozoitos pueden ser transportados via vena porta al nfgade
donde puede formarse el absceso hepdtico asibiano: ocacional-
menté algunos trofozoftos son tranﬁpnrtadaslpor }a sangre a
los pulmones o cerebro donde colonizan y producen anégesos.
”Estos dltimos casos son raros (14,733,

Frathap vy Eilman: describen cinco tipos de lesiones que
grdenarcn de acuerdo con la severidad de las mismas(l07):
LESION INESPECIFICHA. gque no muestra ulceracidn pero bay hipe-
renia glandular y'edema estromal. Hay‘neutrdfilos nresentes
en el estroma y en las cdlulas epiteliales. Las amibas oca=
sionzlmente s& encuentran en el enudado o embebidas en el
moca.

DEPRESICN MUCOFENIGCA CON MICROULCERACION. no nay ulceracidn
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‘paro s{ una depvesidn_superficial pequena de la mucosa de ia
superficie ¥y pérdida de c€iulas caltcitormas. La aeores:&# (5]
acentda par la manifestacidn de las caracterfsticas de la
lesidn 1nespecifica de la mucosa adyacente. Un gran ndmero ue
amibas se encuencra en npésx:xén ceﬁ:ana de la deoresidn de
la mucoga:

LESION DE INVASION TEMPRANA CON ULCERACION SUFERFICIAL. Aue
aparece CoOn un pegueio 7oco 1nterglandular con necrosis mini— -
ma de tejiddny de respuesta de las Eélulés 1ﬁf1amator1a§ =)
con grandes dreas de ulceracioaes superficiales, donde los

. agreyados anibranos estdn separados del tejido subreviviente
por una delgada zona oe necrosis. Hay tenue infi]trac;dn en
la lém;ﬁa propia por neutrdfilos y la Eucosa muséhlar escd
intacta. ..

ULTIMA LESION INVASIVA CON ULCERACION GRAVE O PROFUNDA. aque
realmente es la cldsica dlcera de matraz o de ojal e Camsa-
Se caracteriza por la submucosa m}nada gque se extiend= =n una
gran &rea de la submucosa, que a veces es tan grange que la
dlcera excede - 13 mucosa. L;s zonas de necrosig se jnterco-
nectan a travds de la l&mina propia por un puente estrecno
tambien de tejido necrdtico. Las capas musculares estdn
intactas; una zona sosinof{lica ge necrosts fibrinolue separa
& las amibas del resto de la submucosa.

For Ultimo, LA ULCERA GRANULANTE, gue ‘muestra pSrdida ce la

-mucuea y submucosa cop la formacidn de‘ tejido granulanta.

las amibas no se localizan dentro del tedido, peko se encuer—
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tran ccacionalmente en 1a superficie del exudado.

M3s adn . se ha observado que $on numerosas ias células
inflamatorias en las lesiones ulceradas, las c€lulas epive=
liales estdn severamence dafiadas adn cuando estdn alejadas ae
las amibas. En las #reas ulceradas de la ldmina propia hay
salida de ericracxtns‘aue spn Tagocltados por las amibas,
adends o= fagoc:tar neutrdiilos, ieucocitos, eosindfiios,

linToc1bos v atras cdlulss (99).

: e .
Mecanismg ci v;n[__vatoqenluo.

La invasi1dn de tej:dos en la ‘amibiasis investinal por E.

nlgtnlyt1ca se lleva a cabo por varios pasos. 1) Adherencia
ge la amiba a las células blaqcc, la‘cual es mediada por
aghesinas. 2) Lisis celular dependiente del contacto. Y 3y
Fagqcitosis de las células blance que puede ocurrir antes de
la ligis dependiente deltcontacto (109:113). ESstos pasos son
vitales en la patogenicidad de la amiba (110).

El primer paso, la adhereqcia. esta metado por adhesinas
amibiands algunas de ellas con afinadad especitica a carpo-
hidratos (&3). Estas lectinas son inhibidas en su funcién por
N-acetil-D—galactosamina (GalMacl {(139,113,118) o residuos de
galactosa: otra es inhibioxs por la N-atetil-D-ylucoszmina
LGluiNacl (55.85). Se ha descrito una adhesina amibiana. que
aparentemente no reconpce carbenidratos (%) .

En una caracterizacidn v andlisis de la lectipa inhibida por

Gallac, s ha demosctrado que tiene un Pl de 260 KDa. Esta
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parece ser la respcnsanle

su célula nlanco (11”). Lﬂ N

diterente defjas anteriores., es.und pro—""

Aalue

activa. ya que la.citoligis se

io de la ddhE=lnﬂ

lcé'mlcrofilam




capacidad fagocftica de €, hisvolytica, sobre todo'de eritero-
citos, se ha tomado como una medida dei grado de virulencia
(6%). Los trotozoftos amibianos ontenicos de cacientes con
disenter{a anibiana fagocitan con.mayor avicez gidbuios roios
que las cepas obtenidas de portadores sanos (39,148) ., Acemds
e pa hecho una correlac:dn de la eritrorfacocitosis =on la
varulencia amzbiﬁna. Orozco v colaboradofes (Snf compararan

ta czpa viruwienta HMl~IPIES cun una clona e E. hiseuivtlea

‘oeficiente de fagocitosis L-oi la primera endocita un gran
ndmera de eritroc:tos mxeqtras que la clona es deviciente en
tagoritesis. Roemds la cepa Hi-i prgauce tesiongs hepdticas
an el Hamster v la clona L-& N0 progujo ninguna ies1on {(des.
Dt;as caracteristicas de la clona L—q son su incdpacadad en
el ECF, formar culonias en agar sehzﬁdliua. lo que tal ve:z

puede contribuir a la falta de patogenicioad,

Manifegtagiones clinicas,

ia presentacidn ae las lesiones de la amibias:s intescinal
son Dien conacidas como colitis Jdicerativa, megzzoion tdrica
‘a oisenterfa amibiana Tulminance, anebomna o granuloma am;nia—
no (14,42, 158, .

La exlitic amibiana dicerativa aparece en el colon sigmoides
¥ recco, Las lesiongs son pequefiac E0.1—0.5‘cm], con dreas
Ligaranente elevadas v redondlanas en la mucosa Lon centros
necrdticos 1rregulares. A aenudo son nodas tas diceras v
werfciles da getuctar, «apecilalmant: debido a lag diferentes

capas de mucoss, gue pueden apdarscer normales. Fero por otro
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lado, pusgen aparecer dlceras sewbenvuances o mds irrsgulares
de 1'a S cm de largo. Estas-dlceras serpenteantes estan
lucélxaauas en el cecun ¥ colon ascendente. Tales diceras
serpenteantes son caracteﬁfsticamepce menps-pvofundas con'
Zaép}ifud y mirgencs elevadas. AmeS.YIDDE de dlceras, eleva—
dasyy ﬁerbenteanteé. puaden ser encontradas en el mismo
pacirente (37:.

i megacolon tdaico, es la Torma altamente jetel ce iz am:-—

m’

b:eéiﬁ intestinal, conocida como disenteria amiblana
fulminanug. €ata es afortunadamente es rara. Se presenta en
'personas mal alimentadas ¥y €n ancianos o en individuos oucs
viasan,dg un Eres no éndémlca a una enddinica. £ integsino
grueso apavéce grandemente dlsténdido. con destruccidn mas:va
de la mavorfa ae la pared la cual es muy delgada. La pertora-—
cidn. usuaimenﬁe miltiple, puede presentarse llevanao s una
permitunitis purulenta aguda. Llega a ocurrir necrosis masiva
de la pared del colaon ¥y raramente con hemnorragia (39,1147,

El ameboma o granuloma anibieno tambien, es una torma infectan-
te’ de ia amiﬁxégls intestinal. Aparece mds a menudo =N el
cecum y ¢olon ascendente. @s pastante grande [3 a 30 cml, can
una masa serosa ocuuand6 la pared 21 lumen. iia mucose es
gxcesivamente delgada y usualmente ulcerada, mientras gue ias
otras capas.de la pared son muy gruesas, edematasas y hemor-
rdgicas. El peritones involucrado es 1reeqular. La mucosa
intestinal puspe ser edenalusEs y congestionaca por 1 vecindad
dgel ameboma v puzide contener dlceras nodul-~ zs, las cuales
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capacicad fagocftica de £, histolytica., sobre coda qe eritio-
citos, se na tomade como una medida oei grado de virulencia
(B3). Los trovozoitos aniplanos optenicos de pcacientes con
disenterfa amibiana fagocitan con mayor aviaez gldbuios rojos
gue las cepas obtenidas te portadores sanos (89,148). Aoemds
Se na hecho una correlacin de la eritroracocisosis con la

vairulencia amibiana. Orozco y colaboradores (8a) compararon

la capa viruwlents ritl-IM35 con una clona us £ hasuygiviica
‘aeficiente de fagocitosis L-o: la primera endocita un gran
nﬁwevu de eritrocitos mxeqt»as que la clona es deficxenpe en
.fagocitosis. Ademds la cepa HM—% prﬁuu:e iesiones hepdiicas
en el Hamster ¥ la clona L-6 no produjo ninguna iesidn (der.
Otéaa caracveristicas de la clona L-t son su iIncdpacidad on
el ECP, formar colonias en wgar semissiido, 1o que tal ve:z

puede contribuilr a la falta do pavogenicioad.

Manifestaciones cliinicas,

i.a presentacidn ce ias lesiones de la amibiasis intesvinal.
son Dilen conocidas como colitis Jiceractiva, megacolon tdiico
o oisenterfa amibiana Tuiminance, AMEDOMA 8 granuloma am;nia—
no (14,42,156,.

La colitis amabiana Cluerativa aparece en ¢l colon sigmoigas
¥ rectd. Las leziongf son pedquetias [0U1-0.5 cmi, con dreas
ligeramente eluvadas v redondaacas en la mucosa &an centros
necrdticos rrrenuiares. A monudo son nocas las diceras v
dirfciles da getectar, sspecialmenio depbido a las diferentes

Capas de mucisa, que pueden atarocar normasles. Foroe por otro
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lado, pu?neﬁ aparecer -Glceras serben:eantes o mds irregutares
de L a § cm de largo. Estas dlceras serpenteantes estan
localizadas en el cecum y colon ascendente. Tales diceras
gernentesntes son caracteristicamente menos profundas con’
na&p}iéud y mérgenes slevadas. Ambns-txpas de dlceras. eleva-
das'y ierﬁenveanteé. pueden ser encaontradas en el mismo

paciente (372,

I meocacolon tdaics, es la forma altbamente letel ce ja ams-
blaé)s intestinal. conocida como disenterfa amibrana
fulminanvg. €ati es atortunadamente es rara.’ Se presenta en

'persunas mal alimentadas y en ancianes o en individuos gue
vlajan,dg un area no éndédx:a a una enadfmica. Ei inteswino
grueso aparéce grandemente d;st;ndido. COn destruccildn masiva
ge la'mavorfa de la pared la cual es muy delgada. La pertcra-
cidn. usuaimen£e niltiple, puede presentarse llevanao & una
peritonitis purdlenta aguda. LLega a ocurrir pecrosis masi~a
de la pared del colon y raramente con hemovtapgia i(59,1:13),

El ameboma o granuluma amibisno tambien, ®s una forma infectan—
te de ia amiﬂ1és1s intestinal. Aparece mds a manuao en el
cecum ¥ colon ascendenta. s pastante grande [9 a 30 amli. can
una Mmasa serusa acupandd la pared 21 lumen. i.a mucose es
exceslvanente delgada y usualigente wicerada, mientras gque ias
otras capas de la pared son muy gruesas. cdematosas ¢ hemo —
rdgicas. El peritones involucrado es irreqular. La mucosa
intestinal puens Ser edendioEr 2 congestionada por la vecindad

del ameboma ¥ puzide contener Wleeras nodular-a
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gon indicativas del diagndstico. En los casoé crdnicos el
ameboma puede ser lacalzza&o y el resto del colon aparacer
intacro. Dnaélonalmente pucuen car nds de un ameboma y en
CASOS rargs la mayor barte de la pared puede egtar involucra—

da (14,99,158).

fmibiasic extraintescinales.

La invasion amibirara 2 otros é?ganos diferenvesz ai ntesuing

da luga:r a tre; importantes complicaciones: extensidn oirecsa
a piel, perforacidn a la cavidad abdominal y diseminacidn
hematSgena.

La extensidn directa a piel es poco frecuente y se ha
repoﬂtado en pacientes con disenteria y_hnmoseuuiles. Se
caracteriza por la aparicidn rdpida de unaAﬁlcera localizaoa
en el drea perianal y perineal, com mirpenes irreéﬁlares y '
una base necrdtica cubierta de una membrana Tibrosa amarillen-
ta (99), La lesidn puede avanzar e invadir los genitaﬁes v
muslos. Son egtnemadamente doloreosas, tanto, gue &3 uh Signo
indicativo del diaundstice (158).

En la perforacidn., las lesiones pueden dirigirse a la cavi-
dad Deriténeal. rESuXtandn‘en una peritonitis aguda que &
menudo causa la nmuerte del paciente. La pertoracidn es mithi-—
ple principalmente en colon ascendente y cecum, tambien pueae
ocurrir pertoraciones wn o%ra' zonas de la cavidad peritoneal
1nvolucrando otros draanos adyacentes como rifiones, gldndulas

adrenales., etc. (97.158).
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El écscesm neudtice amibiano LAHAT, es.la cumn{iéacién e
tré]ntestindl nas Trecuance después'de~1a amibiégxa intesti-
ﬁalr E1 AHAM @28 mds Trecuents en el homare gue en 1as u)eres
(5.14). la buer;a de sntrada eslel intestino qrﬁéea aue ha
suf+ido la invasidn de E. histolyzica: por vid porta los
narﬁ%1tn z0n ilevados al nigado (14,42,1%3. La evapa 1nictlal
consislie an i;-, furmacidn o2 pecuenics faucos que contaeren
vrutozoftos ¥ cflulas mononuecleadas. Luegn s pressnte 1icue-
-
faccidn de la :an; central pdr necrosis y hemorrag:as que dan
origen a un maiterial gelatinoso inicialmente amariilento,
frenpencenenta vadeado por un anillp de tejido hep#c*c; coh—
gestionauo. E1° material necrditico puede 'ses firme. sem:ifluioo
a ﬁlandn y se localiza en la p;rte interna de la-lesidn
heniticat En la perlfetia ael absdesr se encuentran tejido
hepdbico 2n desiruccion, Tibrosis. lintocitos, plasmocitos vy
trotazoftos (99,158). El tamafio del absceso varia consiaera-

blemente, desde lesiones de puntos hasta nasas extremadamento

grandes ce material necrdliico gque puede liegar a Peempla:ér

n

1 30 % del Srgano normal. E1 tamafio promedio del AR es va 5
a 1S cm de diéhe:fo y géneralmente se localiza en el 1dbuio
dercuho y es ads frecusnte uno gue miltiple. £1 AHA puece ’
rompers? en 1a cavidad peritoneal que genpralﬁente es 531 ta
Y casl siampre tatal (29,158).

Otros draanos i1nvadioos por las amioas cuando hay ruptura
de un arsoeso pepabloo en la cavidad toerdiica son el aulindn Yy

el COI‘E\:C{I‘:. aungue son Casds extremadamente CONTLONE. La
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meyo»fa de 1l4s lesicnes en el pulmdn son a nivel de la pleura
y Trecuentenente localizadas en el lado derecho del tdran:
dado gue el AHA generalmente invoiucra el 1dbulo derechno ae:
hfqado. La necros:s | bulmqnar anibiana es ae consistencia
musiénsa y-limitaca peor el parenquina puimonar (14,73,157).
L; pericarditis amibjana os infrecuente debido a la gstrecha
ré}aciﬁn del pericardio con el idbhulio svquiecdo del hfgade ¥
aparece cuando los ebstesos swe encuentesn en ese jado del
higado (97).

Lg amibiasis cerebral se considera una rareza, dsca nuniza
aparece en ausencia de un AHA. La presencia de amibas eﬁ'el
cergbro se explica cuando hay concomibanciid ocel absceso pul-
monar o puede pasar por el pulman s1h afectarlo. Las lesiones
cerebrales estdn precoﬁxﬁan:emen:e tocalizadas en el 1dbulo
izquierdo del cerebro y es raro que }nvmluﬁre ai cerebeto y-
meninges (99). l.as lesiones pueden ser simples o miitiples.
varian de tamafio [0.2 aS.0Q cmi. Aparecen como Areas pnequefac
ablandadas con petequias © como granaes fuentes necrdtvicos

amarilléntos mezclacos ton manchas hemorragicas (14, 158) .,

2.7 Respuesta inmune 2 1a amibiasis.

En los Jitimos alos la investigacidn oe la interaccidn de la
amitra con el sisye2ma inmune del nospedero, na proporcilonado
gran wnformaciSn & cerca ce las funciones del sistena del

complemento, inmunidacd humoral y la inmunidag celular.
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Corglemento.

El sistvema del! complemento participa en el dafo a jos trofo-
zcfvns por dos mecanismos {16723

1) Lisis directa, como resultado de la activacidn del comple-
mento en la superficie celular sin la participacidn de los

anticuerpos.

)_Dano del complenents megiado por los anticuerpos.

5e ha cdewmostraao que la amiba es capaz de activar la via
alterna dei comolemento de los sueros de pacaientes con AHA
(48,70 vy adn en suerds recién obtenidog ue personas sanas,
2g decir, $in antecedentes de haber padecido la enfermedad o
ser portadores de las formas infectantes (91)., Tambidh acti—
van la via cldsica, gque 1lleva a la r¥pida muertz del trofo-
zofto en ausencia de anticuerpos (16, édemis se ha visto gue
las'cepas no patogdricas de E. hgstolztiéa tratagas con
suerc humano normal son susceptibles a la lisis,actlyandu ta
via axterné del complemsnto, en caﬁb1a las cepas patoqéﬂicas
san resistentes (22,118,120,

El sistémé del compiemento parece ser importante en la
defensa del hospedero contra la infeccidn del pardsito. 3e ha
visto que en hamsters descomplementacos con factor de venenc
Jde cubra, son mds susceptiples a la amibiasis hepftica enpe-~
rimental que en los hamsters normales vomados como controi
\22). A pesar de elle, se ha detectado que ias cepas patogd-
nas e amba pierden susceptibilidad & los efectos oel siste-

ma derl complemento {(20).
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Recientemente Reed y colaporadores (119), demostraron que
una proteasa neutra soluble (53) secretada por ia amiba con
un FM de 54 Kba, corta el C3 del sistema complsmernsce en das
frazciones xdénti;as a las producidas por las C3 convertasas,
tanto de ia v{a :ié%xca coma de la'vfa alterna dei complemen—
tn. Esta cistefn-oroteasa corta la cadena alfa del CZ en las
ﬂogucxunes 76-75 awl péptiog, un aninodcrso desoudi oel Sorie

hechy por las CF corverrasas. oo ragmentes onteniaos poe La

proteasa amibiana tieren funcidn vy efecto fisioidpico :deénti-
co a las fracciones CJa ¥y G5b obtenidas por ias epzimas

propi1as cdcel sistvema.

Iomunidad humgral.

Las inmunoglopulinas LIg'sl en las secreciones externas.
constituyen una de las lfneas oe dg*énsa contra ia invasidn
ge patdgenos potenciales. fAsf., para la'amibiasis 1ntestinal
se han deiectado ig'=s que se denominan coproantiCuerpos,
debido a que se han detectaco en las heces fecales. princi-
palmenteé Inmunoglobulina A secretoria [1gAsd {92). La nrinci-
pal caracteristica de esta inmunoglobulina es su resistencia
a la protedliilcis; activa 1a vfa alterna del complewnento, 1o
cual pusde pragorciunar cieria funcidn Proteciors v promueve
1a inflamacidn., du funcidn principal es unirge & 10s epilvopos
antilgdnicos de los mcrounganlsmos, QU restringe U moviii-
dad e i1mpide su unidn al epitelio mucoso (317. La presencia

de la IgAs antiamiba se han demostrado =n la bilis de rasas
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‘inmunizagas con E£. histalvtica (1) y recientemenie on calos-—

tra () y leche humana de madres lactantes (39).

Durante la infeccidn hay anticuerpas especificos circuliantes
los cuales son desectados en los pacientes una semana aesbuéé
de ios primeros sintomas (13%). Fredominantemente son de la
.EIase IgG (bi.5%) sublcase IgGZ (8). Tambidn se encuentran

tfivios eievados de anticuerpos IgH. Ian e IgE, pero en menor

(-]

‘grado gue la Igh (147)., 3in empargo.los ailos tftuias de

anticuerpos no necesariamente correlacionan con la severidad
de ia amibiasis en el homore (147}, ae hecho, 'lus altos
tftulos e anticuerpos persisten despuds gue la enfermedad na
s1d0 curada o cuando la inféc:ign suncifnica esta controlada
(147). Esté.persistencxa [=1-] ant}cuerpos puede du;ar varios
afos despuds de ia recuperacidn (47,28).

Las funciones mas importantes de los anticuerpos en la

respuesta inmune se han obtenido por pruesas 1n vitro. Varios

estudios han. demostrado que el suéro inmune humano ¥y la
fraccidn de gammaglobulinas de estos sueros inhiben el crecai-
miento de E. Histplytica (146), ios mismos sueros neutralizan
la patogenicidad de la amiba (142). Las Ig's y sueroc inmune‘
huﬁann protegen parcialment2 al hamster consra la inoculacidn
hepdtica de la amiba (143). La g6 inomune inhibe la aohesidn
oel trotfozofto a 1s cédlula blanco asi’ como oe 108 Bxoraccos
libres de amiba (56). 3in ewmbharqao, en *é infec:idn no nay

datos gue apoyen el ragel pcrotecror de 1os anticuerpo:s

(147, 1543 .
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Inmsnaigad celolar,

Los mecanlsmos inmunes mediados por Eérulas. parecen cener
uHa Juric1dn primordial en la detensa del nospeaero contra g,
histolyrica. El desarrollo de la tnmunidad celular se na
-demostrado en la amibiasis invasiva por pruebds ge Hinersen—
sibilida& retardada en piel, produccidn del factor innibidor
ue macréfagosltﬁiFJ. respuesta blastogdnica, innibicidh ce :a
adnerercia lmucogitaria (56,139, 146).

t.ag actividades inmunes celularss en la amibiasis invasiva
parecen ser las responsables ;e delimitar la i%feccidn ini-
si1al v de proporcionar prAteccién al hospedero contra l;
infeccidn invagiva (110). Las células polimorionucleares
CFMNI son ia 1{nea de defensa_a.nivel ceiular aue tienen el
primer contacto con las amibas, sin embargo..!os PN son
eliminados por el pardsito (125). Esyudioé realizadés soDre
la interaccidn de FIMM 'y amibas, han revelaoo que se reguiere
una alta cantidad de PMN para matar un trofozofto amibrano a2
alta virulencia [cepa HML !MSSi. mientras gue e reguieren’
pocoé M pa¢a'matar amibas de virulencia interpedia fcepx
MIH-H 3CGZ1 (40,131). A la inversa los trofozoitos axénices
Lcepa HML IMSS] matan a las cdlulas mononucleadas de sangre
perifdrica, monuéitos, macrffagos (122), FMN (1X1), ¥y linfo-
witos T sin perder s viabilidad (125 . El proceso delisixz
de amibaxs por ios PHH Esta aediado por un proceso gue no
nvolucra los mecabolitos oxidativos oe ios FMN (40). Ademds

s¢ ha sugerido que l1as amibas fagocitan a las FUN vy los
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restds o contenido liberado de estas dltimas contribuven a la
necrosi1s del tejide i1nvadido por las amibas (24,131,150 .
El Interveron gamma CIFN T3, e5 una de las linfocinas respon-
sablies de la activacion de fagocitos mononucleares en la
inteccidn amibiana 11273, E1 IFN® 'por s mismo es suficiente

para acvivar macrdétagos ae pac:i:entes trabtados con AHA que

elininan & 1as amnss 1n viﬁPo. Ademas la produccidn te IFNY
se eieva cuando los linfoci1tos de los pacientes con AHA
tratédos s82 est}mulan previamente con ant{geno am:biano

(127!.

L.os macrdiagos de personas sanas, activados con linfocinas

pero no con antigenc amibirano son capaces de matar ;mibas
virulentas, requiriendose una porporcidn de 10U macrotagos

por amiba (126). Los macﬁdfagn% ce pacientes con AHA, cuwanao

se qc:ivan por otras linfocinas y entigeno ae amiba. tambidn zon
capsces de eliminar al pardsito amibiano (156). Cuando los
matréfaqns de hamster son dafiados por partfculas de sflica

(35 o suero antSma:réfagq (361 hay aumenfo del tamafio del
absceso ‘hepdtico y la diseminacidn del pardsito a otros

tejidos. La estimulacidn de macrdiauns con ia vacuna BCG,.
produce el efecto contrario, es decir, protege al hamscer

contra la formacidn de abscesos y disminuye el tamafio de los
mismos (S3).

Los linfocitos T (LT] de personas sanas san capacos de magar

'gl‘vitrn trofozoftos virulentos cuando son previamente estimula-

dos con mitdgenos (124,128,129). La activacidn de LT de
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pacientas con abscest hepdtico con lectinas :nmp.la cen A,
fue menur a la presentada por los LT de pevannaé sanac; 1é
EEEpuesca a fiiohemaylutinina LFHAL. fue parecida tanto en los
LT de pacientes como en lps de ﬁersonas sanns. Tambigh las
proteinas amibianas inducen la graduccidn de linfocinas efec-
tivas Tuna de ellas IFNT] (127) que activan macrditacos
narmaieg para'matar amilbas virwlentas (1300,

Se na gomostrano que \os principales tenosipos og LT progun-
tes en la amibia;}s hepdtica son los LT cooperadores tcoal. Y
los I.T supresor/citotdiico thB:. Ee ha detectado una dismi=
rucidn d¢e CDA y un auments de CDE, io que Ga una prnbuéétﬁn
Ch4/CRH8 < a 1.0, que indica unas baja proliferacidn de CD4
pronablemente debido a la actividad supresora de .CD8 a nivel
de sangre peritdrica (126).

La recurrencia de amibiasis en pacientes aue ya han paaecico
la entermedad es rara‘'y se pilensa se debe a que la 1ninunidacg
celdlar 1o protege de forma eficaz 1158), De los travajos
sabre inmunidad celular contra la amibiasis hechos in vitro,

. se piensa que para la acktivacidn d? la inmunidad celular se
réquxe»e como 1nductor al antfgeno amibiano, gque desencadena
l1a productidn de linfocinas aue a =uv vez estimulan a los

macoitagos y LT para consrarrostar o inteccidn aor I,

pistolviica (12
For gfra parte., aanoue se na mansjado Lo posih Ladao de

. L4 - :
mpiear eatigenos dr D, NiStolyiich Coma vacunas. 1 no

L]

obstante gque ©e han Cbvenido buenEs resultidos con mooelcos e
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animales eiperimentales inmupizados con antiaenns amibrancs
(3). Laos problemas innerentes a la complesidad del pari%zéo ¥y
ia falta ge una adecuada detinicidn de los antigenos amibia-
nos (3}, adn no serha podido establecer una vacuna contra la
ahib:aéxs que confiera una buena prateccidn contra 1a amiba

en la poblacidn humana.

‘2.8 inzundstice.

ElwdiaanSticu de la amibiasis (nvestinal se puede realtzar
por; varios procedimientos, pero en la préctica normaimente
sGlo @ basa en los datos clinicos y algunas veces por la

pPresencia oe 1as amibas ep las heces,

El djaqnﬁshico de ta amibiasis intestinal requie;e la dife~
renciacidn de otros padecimientos intestinales como 1a bru-
zelazis del colan y colitis uwlcerativa idiopdtica. ta forma
de colitis fulminante debe ser diferenciada de la shigellosais

a infecciones con Escherichia coli, Yibrio golera.

Campiliobacter spe ¥ .Salnonella zpp. {14y,

El exdnen de laboratorioc se basa principalmente en detectar
la presencia ne trofozoftos y quistes de E, histolybica en
las evacuaciones del paciente. La pfueba princinal s®2 nace en
terea muas&ra de materia Twcal diluida con selucidn selina al
0.8% %, on el caso o uvna evacuacion 1¥guida, ¥ por concen—
tpacidn en sulfato de-:xnc o marthiolaie-yado-Tormel en hecey

blanuas o consistent

L1543, Boy la muestra visva ol micros-

copic se shserva la worilidad de le forma vagetabiva o con
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‘erxtra:itoé'faquc:tados. Ello se hace con el objetive seco
40x y se confirma con el objetivo de inmersidn (45:, Los
tpotozoftos y quistes de E. histolyeica gecerdn de ser oite-

renciados de otros pardsitos intestinales amibjanos tales

_como E, hartmapni; E. coli. €. polecki, Endolimax nana.

lédémneq{ busentlyi y Dienvamoeba fragilas, basandose en ia
morfologfa del ndcleo y por el ndmero ue.lns‘mismos en 1cs
quistes deo 2stos pardsitos (14.42.85,158). Esto Gdléimo es muy
importante para la clasificaci1dn del género y especie. Debe
de tomarse en cuenta que la eliminacidn de los pardsitos en
la materia fecal no es congtante, por lo que se recomienda
.ekéminar de 3 a 4 mdestras'ae heces pasados 1 a 3 dfas
despuds de \la primera muestra (48).

Otros. mé€todos raramente usados son la radiograffa, cuando se
sospecia de megacoion tdxico (15B), y la rectosigmoidoscopia,
que permite visualizar las ulceraciones a nivel del colon.
detec tandose. tamafa y forma de ia lesidn, asf como de la

mucosa en general (42,47),

El AHA se considerara =n pacientes con fiebre, e:amen abdo-
minal anormal, hepatomegailia, pruebas de lavoratorio que
sugieren lesidn en el hfgado (117,126). En las pruebas de iabo-
ratoric s observa leucocitesis £ 12,000 a 30,000 cel/sam 3,
elevacidn de la fostatisa alcalina’'y bilirrubina cbnauqada.
dtras prusbas de funciotnamiento hepdtico pueden ser normnalec
o ligeramente eisvadas 1126, 141).

Los exdmenes radioldgicus para el AHA permiten detectar v
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observar ci camano del abstceso &npieanto I1~Rosa de

Bengala, ctecnesio, 0 gaiio (14), Actualmente hay .-ras nuavos
métodos e diaondstico heopfticn los cualies detarminan 1a
localizacidn nﬁmgro y. evolucidn del AHA (108). Eilos sons La
c;nteliengraffa o g@mmagraffh. empleande isdtopos radinaétx—
vas; La SOAOQraf{h o ultrasonido, que aiferencia masas sfla~
das.de aquellas gue coptienen 1{quidos: vy el proced: . Len o
bmié exacto, la tomogratfa a#xéi compunarizada o escanoqrar Y.
que paérmite maqtante el uso de un agenie ae contraste, visua-
lizar 18 presencia un halo hiperdenso en la periferis ael
absces0. cara:terfét:c& ftil para diferenciarlo de orras
lesiones tocales ael higads (52,141).

En aflos recientes, las pruebas serolguicas (144) han sido de
gran valor tanto en el diagnéécicn de la amibiasis invasiva
en pacientes infegtados por el pardsito, asr coma en ios
estudios sercepidemioldgicos de la giseminacidn de is amiba
en la poblacidn (154). La mayvorfa de las pruebas de LmUnO—
6iagndético se basa eﬁ la deteccidn de anticuerpos espac{fi-
cos en el suerp humano (32).

tas pruebas seroldgicas principalmente-usadas sont Hamaglubi—
nacidh indirecta LIHAY (54,106,107, Inmunoflivorescencia
indirecta LIF3 (37}, Conthiinmunaelectrﬁfarésxs CCLEFT (140,
. Inmunodifusidn de Duchterlony (10, y Ensavos inmungenzifméati -
zo3s ELISA (46,1%2). En IHA e [F son negativas con tfkulos de
1:8'a 1132; positivos con 1:128 y graves cuando son de 1:51%.

La CIEF da un 96 % de positividad con los sueros de pacientes

34



con AHA. Las pruébas de ELISA, se han enfocado a la deteccidn
de antfgeno amibiano en heces (95) y suero de pacientes (448).
El mfiodo es sencillo y especiiico, aungue todavia no se '
emplea como prueba de rutina en el d:agn&stico de la infec—
cidn amibiana.

Actualmenté varios investigadores se ha avocado a la detec—
cidn de antigenos amibianos como complejos inmunes circualan—
teg ECICI en sueraé de pacientes can ﬁHAﬂ Tales.oruehaE
mantadas son el Rlﬁ.en fase édlida (79,101,105) y ELISA de
doblé saﬁawich (33,150) . Estos métodés se basan en fijar un

ranticuerpo anti-amiba en una fase sSlida fanticuerpo captorl,
se_éﬁade el CIC precipitado del sueéo con Folietilenglicol
LPEG] y despues se adiciona otro anticuerpo anti—igG humana
acoplado a Feroxida o~1251. Estas tfcnicas son altamente
_especfficas y sensibles detectandose lc; CIC en un alto
porcentaje de sueros de pacientes con AHA y evitando falsos
positivos en, los sueros control oﬁteniqas de per56n55 sin
antecedentes de amibiasis.

‘Aungue se ha detecto que los anticuerpos captores obtenidos
de animales inmunizados con eutracto de amiba cultivada
ax@nicamente llevan anticuerpos contra protefnas del suero
bovino, principalmente contra la albumina y las Ig's (50,99,
Tales anticuerpos reaccionan cruzadamense con las qrotefnas
de suero humano, por fn cual la finaliqéd de este trabajo es
el de weliminar las brpgefhas sdrircas bovinas absorbidas en

las membranas de amioa antes de ser wutilizaoas como
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inmundgenos para producir sueros antiamiba sin la presencia

de anticuerpos con reactividad cruzada.
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111 OBJETIVOSZ.

OBJETIVO GENERAL.

* Eliminar las protefnas contaminantes de: mealc 22 culsivo

anénico adheridas a la membrana de £, histolvvica.

DBJETIVOS FARTICULARES.

* Obtener antigeno de membrana de amiba purivicaca para ser
utlilizado como inmundgeno v obtenar sueros anti-amita sin

anticuerpos contaminantes

* Producir suerps anti-amiba especificos a los epitooos

oe membrana ge E, higtolvtica.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

d4.1. Cultive ¥ cosecha de trofu;oftag de amiba.

Los trofozoftos de E. pistolytica cepa HM1-IMSS se cultivaron
en megio axdnice de Diamond (27). Este medio estd compuesto

‘pbr los siguientes reactivoss

Reactivo éara SOO.ml.
Biosatae peptona 15.0 o
Dextrosa 5.0 g
NaCl 1.0 g
Fostato monobdsico de potas:o 0,3 g
Fostato dibds;cp de potasio 0.3 g

L~clorhidrato de L~cisteina

monohidratada . 0.5

L~acido ascdroico 0.1 ¢a
Citrato férrico amdnico 0.0814 g

Las sales se'disclvieron en el orden citano en aqgua aesioni—
zada, se ajustd el pH a &.8 con NaDOH 1.9 N. La mezcla e
clarificd -por filtracidn en papel Wnatman del No. l. Se Pasd &
frascos grandes y se esterilizd por aﬁtoclave..ﬁe deyd en-—
friar a T.A. y se guardo a -20°C &1 medio va esidril se le
adiciond el suero hovino decomplementado a una concentracidn
final del 15 % (v/vi. Junto con una mescla basal de vitaminas
\Diarona) a una concentracidn tinal del’ 1.0%Z. El meoi1o se
pasd a tuboc ue v1dri§ de 10 » 127 mm con zapdn dge rosca.

Estos Lubos se Llenaron. al 75-80 % de su capacigad. se les
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éoiucd el indculo auspado de amabas v e

degaron intunando a 36.89% ae 72 a 98 horas.‘La.cosecha ael
ﬁardsxu; 52 ni1I0 colocanuo las tubes en un baft de hilelo-2gua
agae 5 a 10 min.. los tubos se ceazrifuqaron a

250g por 3 min a 4°C. Se desecho el Eunrenaﬁaﬂte Yy la pasti~
ila me recuspendid en FBES-A v repitienco el procegimiento. gos

veces mis.

4.2 Cosecha v cbtencidn ge mempranas ae amioa.

Se si1g9uid el método descrito por Aley y coiaboradorks 14).
Una vez casechnadas las amibas. estas se resuspendieron.a

racdn de 20 % LD‘

amibassml en FRS-A gue contenidn MRC)l 0.2%
oM, CaCl 1.0 mM, y Con A a una :uncentfgcién final ge 100
ug/mt £ ver apdndice A y & 1. Se de)s 1ncunanuo'bor S min. a
4°C. ‘Despuds se centrituad a 2S50g ;or 2 min. a d°C.,£i
paguete se resuspendid al mismo volumen con Buffer hipondna~
co, S¢ dejd Lb min a 4°C. se §95baratarcn en un homogenizader
de vidgrio hasta observar lisas completa de las amibes t:q
qoip?sl. El homogeneizadn se coluﬁd sohre un gragiente de oos
ftases oe manilol-Sacarasa a razdn de 4.0 m) de manisol 0.5 M
sobre Z.ﬁ ml de sacarasa V.58 M; estos volumenes agel gradien-
te son para 20 n 1(9. cei/ml. Be centritugd & 250 por 30 min
=« 4°C, £l paguste obtenido del g;adxente anterior correspongs
a fragmentas de la memhr&na plasmdtica v restos CEluidFE;.
Este pagquete se resussendid en .5 ml de alfa-ril 1.0 My se

desd & 49C sur 45 mtn, El sobrepausnta del aragients ge Jos

fases corresponde a las membranas npternas , las cuales se
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‘obtuvieron centritfugando a 40.0069 por 1 hr a

4°C. Fasades ios 45 min oe ancubacidn, las memoranas =e
pasaron al potter de vidrio v se nomogenizaron nuevamante
£40 golpesl, El nomogeneizaco se colocd sobre un colchdn ue
séqarusa V.58 M y se centrifugd a 5509 por 30 min en Trfo.
£l sooreriadantie de' la centeritugada anterior contenfa ias

MEMNrIAAS piaiméticas las cuales se obtuvieron centeituganad
a 40,0009 por 1 nr a A%C. Los paquetes opceqxdés vTantn ae
membranas 1n£evnas como las plasmdticas se resuspendieron en
un volumen minimo de outter mpotdni;:o. Se tomd alfcuotas

para deterenar la concentracidn de protefnas y se quaroaron

a =209C hasta su uso.

4,3 peterminacivn de protefnas,

La détérminacxdn de protefnas se realizd por el mévodo ae
Lowry (bb1. La muestra de 5 a 100 pug. en un voiumen de 200 )
se colocaron en tubos de vidyin de S ml. También se incluyd
una serie oe muestras de protefna de concentracidn conocida
de ¢ a &0 Mg QE_ovoalbﬁmina [1.0'mg}m13'oara la curva 2uatan—
dar, A cada tubo se le afladad 1.0 ml del reactivo alcalino,
se mezcld y se deyd por 15 min a T.A. Luege se le agregd u, |
ml del reactive de fenol, se mezcld y se de)éd por 3 min. a
T.f. La medicidn de la cantidad de procverhas se nizd en el
pspectratordmetro a una longitud dé onda de 750 nm. Se 1ﬁc1u"ﬁ
vd wn tubo vlanco en la seried cada muéﬁcra s Nino Ror

duplicaoo.
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4.4 Trasamienco de las membpranas de amigad.

El trasamiento de las ‘mempranas se realizd de ia siguiente
marara (fig 13, Se tomaron mnuestras de. 1.0 mg oe proteinas ae
membrana. s& resuspendieron en 19,0 ml de cada uno de los
siguientes -acentes caotrdpicos:

1) Acido acético 0.1 ri-NaCl 0.5 m.
2) Acido acético v.1 M=NaCl 1.0 .
31 Aciao acdtico d.i M-Nall 3.0 M.
4) Buffer citrato-fosfato 12.5 mM pH 3.8 NaCl

0.175 M,
5) uUrea 2.0y 4.0 M,
&) Clarhldrslo de guanidina 1.0, Z.0'y 4,0 M.
7) NaCl 1.0, 3.0 y 5.0 M.
8) Buffer carbonaeés o pH 9.5.

Las mezclas se hicieron en tubos de polioropiienc con tapdn
de rosca. Estos: tubos se sumergieron en una mezcla de hielo
seco— acetona el tiempo suficiente hasta ogue ei contenios
solidificd completamente. lnmediatamente se pase a un pafio de
agua a 37°C, dejsandose hasta que ia mezcla estuviera comnle-
tamente lfquida. Despuds se dead a 49C por 18 hr. Paszado este
tienpo se cenbrifugd la muestra a 40.000g por | hr a 4°C. Se
desecho el sobrenagante y las pastillas ge resuspencizreon en
el mismo agznte caotrdpico repitiendose el tratamento de
can?alamxentu—descnngelnmxfntu una Vet méAs. Luego ce aead @
hr a 4°C. Se caentritugd a las mismas conaiciones y ta pasgi-

lla se resuspentlid en 1% ml de PRS, volviendose a repetir el
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proceso w. centrifugade a las mismas condiciones. Al final de
” .
asta Gltima centrifugada la pastilla se resuspendic en un
R +
volumen minino de FRS v se guardd a ~20%C. Se le determing el

contenido de proteinas.

4.5 Optencidn de antisueros.

Se nMunizaron aos coneyes de la raza Nueva Zelanga de 1:3 a
.Z.Q ty age pesﬁ. A cada conejo e le inyvectd vie Intramusculac
el abtfqena a 1.0 mg/ml junto con Adyuvante Comoleto de
Freund (ACF), en una proporcidn de 1:2 [Fig 23 (21.158), Los
'antfgenos usados fueron suero bovino y eitracto total de
ahiba..h'los 14 dias despuds de la primera inyeccich se
aplicd otra' de antfgeno en las mismas condiciones pero con

Adyuvante incompletoc de Freund, se repite una ver mas este

-

paso. A los 10 dfas de la tercera inmunizacidn se did un

2

refuerio sin adyuvante, y a los 10 dias Siguientes se sangw
al animal pof punc:dn cardiaca. Antes de niciar la
imunizacidn se sargrd al anxmaf para obtener suero
preilnmune.

Fara obtener el sueroc de cabra anrx-iéﬁ de conejo, el animal
se 1nmunizd con Igl de conejo purificada (ver secciaon 4.4
mezclaga con ACF en la misma proporcion que la empleaca en ios
cone)os, ftemds de sequar el mismo.protocolo de inmuny zeacidh,
E!l suero OEACebPa se ootuvd sangrando «1 animal por la

YUGLULL AT,
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MEMBRANAS DE AMIBA
MAS :
AGENTE CAOTROPICO

CONGELAMLIENTO-DESCONGELAMIENTO
EN HIELD SECO~ACETOMNA

DEJAR 18 Hrs A 4 €

CENTRIFUGAR A
40,000 g &0 IN A & C©

PASTILLA SUBRENADANTE
RESUSPENDER

EN AGENTE

CAQTRFOFICO

CONBELAR-DESCONGELAR
DEJAR 4 Hrs A 4 C

CENTRIFUBAR A
40,000 g 60 MIN A& 4.C

FASTILLA "SOBRENHDANTE
RESUSPENDER

EN FES
CONGELAR-DESTONGELAR

CEMTRIFUSAR A
40,000 g 60 MIW A 4 C

FASTILLA SOBRENADANTE
RESUSFENDER
EN BES
GUARDAK A -20°C.

Fi1g. | fratamientc de las membranas de €
nistoiytica con agenves cantrdoicos.

A3



4.4 Precipitacidn de i1nmupoglobulinas 92 coneln

El suero normal ge un conejo se centrifugd a 19,0009 por 5
min., con el fin de elimnar las proteinas desnaturaiizadas.
Se tomd el sobrenapante y se diluyd 1id con buffer de poratos
SOmM nHB.E; Se le afiadid un volumen de SAS (21.15%5) mediante
goteo lento y con agitacidn suave y constante en Trfo ai
suero dilufon, el S45 quedd ‘al S0% de sacﬁracxdh. ae gead
que §l:anzara el equilibrio por | hr con agitacion suave"y én
frfo.vLuego se'centriiugé a 10 V00 g por 15 min., se descartd
el cobrenacante y la pastilla se resuspendid en con butter oz
boratos al volumen oriuinal de suero. 3¢ saturd nuevamente
corf SAS al 50% y se repitid el proceso una vez mds. Al finai
la p#st:lla se resuspende en ¢l mismo vglumen inicial y se
satura al 33% con SAS. Al final la pastilla se resuspende en
la tercera parte del volumen Drxgiﬁai de suero y se colnca en
una bolsa de didlisis. La preparacadn se dializa contra 100
volumenes de buffer de boratos 17.3 mM pH 6.3 a las mismas
condiciones., Eil-dializado ‘se retird cuando la prueba con
cloruro de baric al 20% no detectd la presencia ae iones
sulfato. Esto es, se tomd 0.1 ml del i fquido dializante al
cual se le afadid 0.2 ml de HCl 0.2 M vy lueqgo 0.2 ml de
cloruro de bario , 1a Tormacidn de uﬁ precipitado blanco
indica didlisis 1nconpleta. €1 dializado se roatord Yy se aejd
Tomar la temperatura ambiente. 23 precipitaco de la bolsa sé
resuspendil en un volumen nfnimo de burfer de tostatos v se

trato de cisolver, se centrijund a las condiciones anteriores
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CONEJOS 1.5-2.0 Kg
INMUNTZACION I.M.
ANTIGENO—ACF

12
14|biAS
INMUNIZACION I.M.
ANTIBEND-AIF

122
10[p1AS
. REFUERZD

10{DIAS

OBTENCION DE SANGRE
’ . POR
_ FUNCIGNW CARDIACA

OBTENER SUERD' ¥ ALICUDTAR

BUARDAR A -20%°C HASTA SU USO

Fig., 2 Esquema de inmuniza:iéh de’ conejos para
agbtener antisueros contra suero bovinoe y extracto
total de amiba.
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n-m‘.cn.:ua' el spborenadante, el cual se mezcld con el
dializado, Al dializado se le determindg’ la cantidad de
procefnas tomando una alfcuota que se diluyd en NaDH .1 N,

leyendore la absorpgancia a 280 nm.

fara calcular la concentracidn de Ig's se uso la
v*elac:i:fn:

mog/ml ae Ig's =(D.D.a 280nm) (Factor dilueciudn)
1. &0% .

Dande 1,444 es el coeficiente de extincidn de las.

. Ig s,

4.7 Fum:;ca:x’o’ﬁ'd_e las LdG de coneio gor.calumna

de intercambin idnico.

4.7.1 Activacidn de la DEAE-52,

La activacidh d'e la Dietilaminoetil-celulosa [DEAE-c1
{Wnatman, EBngland). se hizd de la sagpumiente forma (155:/: se
pesaron 50 g da DEAE-S2, se lavd con un.litro de HCl O.3N. Se
agi vy suavemente la resing y se deid sedimentar par IO min,
Se -deseartd el' scbrenﬂ@ahte y la resina se lavd \;ar‘uss RENEY
con agua desionizaca dejando sedimenta;” 10 min. Ello se hizo
nasta aue el pH de la resina fue de aorov. S.0. La DEAE-~c ze
resusnendsd en fostfato monobdsico de potasio y Se dejd toda
la nocha. Al dfa siguiente se quitd @) sobrenadante y la
resina se lzxvd con Ja misma soiuvciBn. Luego se lavd cinco
venas con agua desionizada. oespuds se resuspenaid an NadH

G.% N v se deid por 4 hr. Se paso a etancl al 70% y se deid

46



2nr. Lavandose la resina gesouds con etanol al 761. S resus-
penoid en NalH 0.05 N y se deid sedimentar,

l Desu;éé se tavd puevamente con agua desionizada por 10
veces y luego con tres lavados con buffer de fosTatos 17.5 md
pH&6.3. inmediatamente se mantd en una columnade 2.0 x 40,0

cme Yy s etuilibra con el bu¥fer mencionsdo.

4.7.2 Fuprivigscaion,

Fara la purificacidn (153) de las Ig's de conejo, en la
columna ya eguilibrada se depositaran en el lecho &.0 ml de
Ig"s cializadas cént»a el .butfear de_equxlibrxn.ﬁe colac taron
‘tracciones de 3 mf/tubo tos cuales se leyeron en el espectro-
foqdmetro a 280 nm. Se mezclaren las fr#;clnnes con aito
contenido de proteinas y se concentraron a ﬁravé; de une
cdmara ae AMICON con memcrana de éxclusxdn de 30 KbDa. S=
deterning ia pureza por eieqfwufarésis. La columna se lavd
despuds con buffer de fos¥atas 0.2 M pH 8,00

la columna se guardd a 4°C. Luego se reativo la

DEAE~C.

4.8 QObtengidn de Ig's de caprino anti-IaG de coneja

por cromscaarafia de artipidad,

4,8.1 Copuugacidn d2 igE de ceneln a
sEphat'@sa,
La activacidn se reciizd pdv el mdtodo de Macch et,
al. (7ir. Be mezglaron volumen a.volumen Sepnarosa (Ch~ 4k 200

Sigma Chunical Co. USA), lavadaAcmn agua gestilada,
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contenlendo S0% de sedimento (10 ml), con S0% de carbonato de
sodio 2.0 M. La mezcla se colocd en un matraz en bafio de
hielo agitandose vigorosamente. Se le agregd otro volumen
icual de Carbonato de sodio (20¢ ml), Luego se le afadid 0.07%
vol (1.5 ml) de bromuro ade ciandg=no en acetonitrilo a razdn
de Z g/ml. Esén s@ hizo en la campana de extracridn cubriendo
el matraz para evitar gue escaparan los gases de cx#nurn. La
mezcla se agitd por Z ming' lueqo se transfirid a un embuo:s
bpchnér en un matraz kitasato con papel filtro porosp tWhat=
man no. S541), cuidando de dlrxg{r el aire expulsado Bacia la
campana de extraccidn. Una vez activada la sepharosa se lavd
en el embudo con 10 vol (260 ml} dE'puffer‘carbnnatés 0,1 M
pH %.5. !0 vol de agua destileda. Y 10 vol de buffer carbona-—
tos 0.2 M pH %.5..Al terminar la masa de gel hémeda se pasd a
un recipiente de pldstico que cnntqn}a 32.5 mg de igG de
coneja, éotal ipreviamente dializada cdntra buffer carbonatos
0.2 M pH 9.51. Se incubd par 20 hr a 4°C. Al término de la
incubacidn se retird el sqbrenadante y se le adiciond al ael
0.05 val (2.0 'ml) de glitina 2.25 M. dejandose por 2 hr a
T.A. Se elimind el liguido y la sepharosa conijugads se lavd
con: 20 val (420 ml) de buffer acetatos 0.1 M pH 4.0,MaCl 0.5
My 20 vol de urea 2.0 M,baCl 0.5 M: 20 vol de buffer carbona-
tos .1 M pH 0.0, NaCl 0.5 M: vy 20 vol de FES pH 7.0.

En estas conoiciones el gel estuvo listo para montarse en
unaﬁcoiumna o bien guardarse a 4°C. en PES conteniendo azida

de sadio al O.1%.
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4.8.2 Puriticacicn de los anticuernns de capring

anti-I1g8 de conejo por la columna de sepharosa-1gb
de conejc.

La purificacidn se hizo de la sjguiente manera (105, 153).
‘La columna con el gel conjugado se lavd con buffer giicina-
HG1 ©.2 M pH 2.8. Inmediatamente ce lavd con FBS hasta gue el
pH oe la eiusxldn'iuera neutro. Sobre el lecho del gel se
colocd un volunen de suerao de caprino anti-igs de coneJgo iquai
al volumen de sepharosa. Se pgrmxtid penetrara el suero sabra
el gel y se recircul5 sobre la columna con ayuda de una bomba
peristdltica por 3 ocaciones, Una vez recirculado el su.;e.-v*::\ (1=
eluyd v la columna s2 lavd con PBS hasta gque ya no se detes—
taron proteinas en el eluido. .(D.0. < 0.0 a 280 amr.

Luegg se _n:olocr:f el buffer glicina~HCl Q.2 M pH 2.8 oara eiuir
el anézcuer‘nn unido a la sepharosa conjugada. El eluioo se
colectd en fracciones’'de 1.0 ml. neutralizandose inmeaiata-
mente con 62 ul de Tris base i.0 M a pH 7.4, Los tugos con
mayer’ contenido de inmunoqlnbuiinas se mezclaron y se les
dgterminc? la concentracitn de protefnas. Una vez eluidos los
anticuerpos la columna se lavd con PBS basta gue el pH del
eluado fuese neutro. La columna se guardd a 4°C con azita de

sovio al 0.1 Z.

4.9 Copjugacidh de anticuerpos de caprino anti~igtG oe

cone o @ feroxidasa,

Se utilicd et meftodo de acoplaniento de dos nas0s (94). Se

disolvieron 190 mg de Perox:dasa (p8375 Sigma Chemical CO.
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Usa), tipo Vi. RZ 3.0.en buffer fostatos 0.1 M BH 7.0 con
gliutaraldenfdo al 1.25 %. La preparacion se dejd 1B hr'a T.A.
La peroxidasa activaua se pasd a traves oe una columna de
Gepnadex G~25 en una columna de D.l % 15 cmy equilibraca con .
_NSC} 0,154 M. Las ‘fracciones de cokér caté se recolectaron en
un volumer total de 0.95 ml. A la enzima. sin qlugsraldehfué
libre se le‘aﬁadleron S5.¢ mg de Ig’'s de cabra-anti-laB de-
Eongao dializada contra NaCl 0.154 M. mds 0.1 ml e oufrer
carbonatas 1.0 M pH 9.5. Se dejd incubando 24 hr a 4°C.
Despuds se te agregd G.1 ml de lisxn; 0.2 H; dejandose 2 hr a
‘T.&. El conjugano se dializd contra PBS por 12 hr con cam-~
bios cada 4 hr. El dializado se alicuotd en peguefios volu- .
menes y se le agregS un volumen 1gual de 5AS y aelqlmacend &
4°C (B0). Para usar en conjugado. el vial con la preparacién
se centrifugd 15 min. a 4°C en la microfuga. La pastillia se

resuspendid en la mitad de volumen original con FBS.

4,10 Ensavo

{nmunoenzxmécxcnu
El ensayo snmgnaen:;méclcu en fase s6lida CELISAI se empicd
para detectar las proteinas aosorbidas en las membranas de
amiba después del tratamiento con agenves caotrdplcos.

A cada pozo de una placa de 96 pozos(Nunc 4-32454,
Thomas Scientific USA), se le colacd 50 Ml de antfgeno a
partir de una concentracidn de 25 ﬁqzﬁl-y de diluciﬁnes
dobles seriadas a partir de esa ccncenw}ac:én. Los antfuenos
fueeron suero opviIino, en}racﬁu total de amiba. membranas s:in

tratar y menbranas tratadas en agentes caotrdpices. LA placa
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se dajd incubando toda la noche a  37°C. Se aspird el anci-
geno vy la placa se saturd con gelatina al 0.5 %4 en FES

dejandose 1 hir a 37°C. Los pozos se lavaron tres veces can
PBES-T. Se colocd el primer ligando, e5to S, Suero preinmune
de conejo. Suero de conejo anti-Suerc bovine v suero cie
conejo anti~amiba respectivamente en una dilucidn 1: 300 en
“RS~T =n cada fila oe la placa sensibilizada.. La piaca s
hewoo 2 hr a 37°C. Se la;d ia placa. con FES-T vy e le

afadid «: conjugado de Igb de cabra-Feroxidasa anti-laG de
coneio a una dilucidn 1:i000 en FES-T incubAndose a las
mism%s condici1ones. Se'lavﬁ nuevamente la placa y =n la
panumbra se le afladid el sustrato revelador 9P o una concen-—
tracidn de .5 mg/ml con H202 al 1.2.%, 1a placa se cubrid de
la luz y §e incubd a 37°C pnr'ls min, observando la placa
cada 5 min. La reaccidn se pard colocando en cada pozo 100 pMl

de HéSD‘4.~) N
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1) Inmovilizacién
B B iiag

D 2) fncubacidn con

artisueros especificos

3) Incubar con conjugado
anti lgG- enzima

4) Incubar con sustrato
B B enzimitico (o) y medir

el producto (e}

‘Fig. 3. Elisa para la deteccion de proteinas
contaminantes en las membranas de amiba tratadas
con agentes caotropicos. .
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V. RESULTADOS.

$.1 Tratamisnio pe 1ags membranas de amiba,

Como se pusgde apreciar en la ardfica 1., los renazmxentus ae
;as protefnas [53-] Aemnrana recuocradas despuds del  tratamiento
con agentes caotrdpicos varid depenciendo del reactivo usaco.
Se ootuvo un porcentaje de S0 % de proteina recupaerada con
dcido acdtico 9.1 M NaGl 0.5 M. mientras que 105 rendimien—
tos mds Dajos se optuvieron cop el bufrer citralo-tTostato
12.5 ml pH S.E-Naél 0.5 My con el buffer hiposdnico, que
fueran menores gel 20 %. '

Tamb:én -se realxzaréﬁ~enper;mentés en les cuales se dieron
tratamientos combinados con ditferentes ageﬁcesl caotrdpicos,
es gecir, un'éxclo ualcnngelamzento-descunqelamxenco @ hizo

. cen un agente cado y el-segunuo ciclo con otro diferente. t.os

resultados de estos tratamientos se muestran en ia Tabla .
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Grdfica 1. Porcentaje de protefnas amibianas
rectiperadas despudés del! tratamiento con diferentes
agentes caotrdpicos: A) control en FBS; B) buffer
hipotdnico; 'C) buffer citrato-fosfato 12.5 mM pH
3.8 NaCl 0.5 M; D) dcido ac€tico 0.1 M NaGl 0.5 M;
E) dcido .acético 0.1 M NaCl 3.0 M; Ficlorhidrato de
guanidina 2.0 Mj 6) buffer carbonatos 0.1 M pH 7.5,
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TABLA I.

RECUFERACION DE FPROTEINAS DE MEMDRANA DE ANIRA
DESPUES DE TRATAMIENTOS COMEINADOS CON DOS
T DIFERENTES AGENTES CAOTROFICOS. ’

Congelamiento~descongelamente % de
proteina
io, ciclo 20, ciclo recuperada

Guanidina 2.0 M Guanidina 4.0 M 10,27

Ac. acdtico 9,1 M
MaCl 0.5 M Guanidina 2.0 M 24,90

Buffer carbonatas
Q.1 M pH 9.5 Guanidina 4.0 M 41,70
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5.2 Enhsavo inounpenzimdrico.

L; sensibilidad del ensayo inmunoenzimdtico [ELIBAI, se
uti1lizd para monitorear ia desaparicidn oe las proteinas
absorbidas en la membrana ce amiba después del tratamiento

con agentes caotr&blcus. Comop sehpuede observar an ios
controles de la fig.4. ! suero de conejo ancl-apiua lle;a
antisuerpos contra las Dvotefnés de suero bovino [ifnaza ZA4l,
y atemds dichas protefnas son decectadas en el én:racba total
de amiba Elfﬁea 28] y en las membranas purificadas [lihea 2C7
por un anticuerpo contra el suero on:nn. -

En las mampranas tratadas coﬁ deido acdtico V.1 M-Nali 0.3
M'[fxgi 4 linea 203, se vid gque la presencia de suero oovino
se detecéaQ.bres diluciones [3.f2.pq/ml] de la coﬁcgncracién
inicial de la protefna EZS.C)#gImIJ. mientras que en el
contral se detectan proteinas de suero bovino nasta ia quinta
dilucidn £0.78 pg/mid,es decir, se reguiere una mayor
concentracidn 4 de dos dilucinnes: de antigeno total oce amiba
para detectar los contaminantes de suerg bovino.

€on el Clorhidrato de guanidina 2.0 M [Fig. 53 la
presencia de contaminantes disminuve Llinea 201 con
dgiferencia de una dilucidn , de O.3F »q/ml a v.78 pq/ml. 2n
las membranas tratadas con respectd a las que no 1o esctédn,
Con el 4cido acdtico w.t M, Efig. 5] tanbién se anservd una
exclusidn de.cnntamlnantes tifnea Z2EJ., con una diferencia oe

: 4
dos diluciones en la deseccion de contaminantes sdriccs con

respecto’a las memnhranas sin tratar de 0.39)4g/m1 a lﬂﬁbﬂggml
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Fig. #. ELISA para detectar proteinas abhsorbidas
en las membranas de amiba despuds del tratamiento
en acido acetico Q.1 M NaCl! 0.5 M. pAntigenos:
Alsuera bovinoy B) extracto total de amiba; O
membranas internas sin teratars j )] membranas
tratadas en dcido acético 0.1 M—NaCl Q.5 M. Sueros
de conejo: 1) preinmune; 2) anti-suero bovino; 3
anti-amiba,
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Fig. 5. Deteccidn de proteinas absorbidas en la
membrana de amibha después del tratamiente con
varios agentes caotrdpicos. Antigenos: A)suero
bavino; B) extracto total de amiba; €) membranas
internas no  tratadasj D) Menbranas tratadas  con
Clorhidrato de guanidina 2.0 M3 E) dctido acético
0.3 My F) urea 2.0 M; G6) NaCl 3.0 M. Sueros de

conejo: 1) preinmune;y 2) anti-suero bovinoy 3
anti-amiba.
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Los ‘tratamientos con urea 2.0 m y NaCl 3.0 mM al parecar
removieron ndca de los contaminantes de las membranas
amibianas. Como, puede observarse en la fig. S, linea 2F
fureal Y 1{nea 2G [NaCll, se detectan orotefnas de suero
vovino hasta la tercera dilucidn (3. 2 pg/mll de las
membranas de amiba en ambos casos.

En la fig. 6. el tratamiento con guanidina 1.0 M [2D3.
excluye los contaminantes séricos ae las mempranas ael
parés{tc con unS diferencia de dos diluciones Ede V.3% a 1.5&

po/mll, con respecto a las membranas sin travar £2Ci. En la
misma Figura el NaCl 5.0 M L2EJ, nc removid los contaminantes
ge las membranas ae amiba.

Con fa guanidina 4.0 M [fiq:é 1inda 3F1., se observd una
aparente disminucidn de las protefnas séﬂinas de la membrana
ael pardsito, perd ia wseteccidn de aﬁv(qend amibiano da ia
misma intens:dad de coloracidn [3F) gue con el antisuero
bovina C2F3.

&1 buffer carbonatos 0.} MpH 9.5 (26 en fig. &1. elimina
tampién los cohégmlnanceé con diferencia deruna dilucidn tde
.78 a 1.56 pysmil entre las membranas-no tratadas v
tratadas.

€n la fig. 7, se observan los resultados de un tratamiento

combinado de dos diferentes agentes caotrdpicos como el dciao

|

<O

ico 0.1 M-NaCl 0.5 4 junto con guanidina 2.0 1, revelando

una buena exclusidn de contamipnantes seéricosadneridos & la

mentrana [ZD3 con una diferencia de tres diluciones [de .37
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Fig. 6. Deteccidn de protefnas contaminantes en
las membranas de E. higtolvytica tratadas con
diferentes agentes caotrdpicos. Antigenos: A)suero
bovino; B) extracto total de amibaj C)membranas
internas sin tratary D) Clorhidrato de guanidina
1.0 M; E) NaCl 5.0 M3 F) Clorhidrato de guanidina
4.0 M; G) buffer carbonatos 0.1 M pH 9.35. Suweros de
conejot 1) preéifmuene; 2) anti-suero bovinojy 3

anti—-amiba.
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Fig. 7. ELISA para las membranas tratadas
sucesivamente con &cido acetico U.1 M NaCl 0.5
M/clorhidrato de guanidina 2.0 M (D). Antigenos: A)
suero bovino; B) extracto total de amibaj C)
membranas internas sin tratarj D) con dcido acetico
0.1 M=NaCl ¢.5 M/guanidina 2.0 M. Sueras de conejot
1) preinmune; 2) anti-suero bovinoi 3) anti-amiba.
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a 3.12 pmg/smllcon respecto a las membranas no craéadas.CECJ.
Si1endo este un tratamiento mds etectivo que el qbtenldu con
cada agente amplsado por separado £f1g.4 ifnea éD v Tig.3
1inea 2D con tfuvulos de 3,12 ¥ 6.75’pg/ml respectivamentel,

En la Fig. 8 [. se observan los resultadog «¢on un segundo
sistema combinado de guanidina 1.0 M con cuanidina 4.0 M.
L2C], que no fue-tan eticiente como la primera conmwinacidn,
pues sé detectan protefnas contaminantes x la Qitlma ditucadn
"[0.39 pg/mll. EL ?ercer sistema combinado ae buf%er
carbonatos ¢.1 M pH 2.5 con guanidina 4.0 H'EEbJ. tampién did
el mismo resuitado que la éegunda comliznac :dn.

Para asegurar la Efe:t1v1dad'del tracamiente 6o las
membranas <on los agentes caacrdplcog en caga ¢ieio de
congelamiento-orscongelamiento. s& TOMAron aifcuotas en cada
paso del énper:mentn. 32 observd que con un.ciclo ae
.ccongelamiento-oescongelamiento, fig. 8 11, en el bufier
carponatos [2F] v guamidina 4.0 M (ZEJ1, hay poca sliminacion
de contaminantes séricos bovinos. Sin embargw, al segundn
ciclo del tratadiento en el buffer carbonatos [ZHI v con
guanidina E261, z2 ouservd una exclusidn de suero boviho ae
las membranas del pardsito de una y dos diluciones

respectivanence.
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Fig. B 1. Deteccidn de protefnas absorbidas en la
membrana de amiba despuds de un tratamiento
combinado de guanidina 1.0 M con guanidina 4.0 ™
{(C)y ¥y buffer carbonatus 0,1 M pH 2.5 con guanidina
4,0 M (D),

11. Efectividad de los agentes caotrdpicos durante
el tratamiento de las membranas internas de amiba.
Un ciclo de congelamiento~ descongelamiento en
guanidina 4.0 M (E), y butfer carbonatos (F). Con
dos ciclos de congelamiento-descongelamiento en
guanxd:na 4,0 M (B),y con buffer carbonatos (H),
Antxgenos- A) suero bovino; B) membranas internas
sin tratar. Sueros‘de conejo: 1)preinmune; 2Yanti-
sugro bovinoy 3} anti-anmiba.

64



V1l DISCUSION.

Varios autores han reportado gue ios extractos ahtidénicos v
las membranas obtenidas de trotozo{tvos de amiba llevan avsor—
bidas protefnas provenientes dei medio de cult}vo. principal—
mente del ;uero bovino (34,84,121,136). AdemAs los sueros
anti—-amiba obtenidoz ge animales i1nmunizados con estas anti-
genos CoRtlenen anticuerpos contra protefnas sdricas oovi-
nas (25,49).

Se ha 1ntentado eliminar estos contaminantes sericos por
lavados exhaustivos de )os'trofo:oiqos antes de la prepara—
cidn oz ansfaeno. pero sdlo se consigue gisminuie la presen-
cia.de ias protefnas contaminantes sin excluirlas compieta—
mente, ademds que repercute en el rendimento ael innundgeno
prepa%adn'€34). For otro lado, los sueros anti-amibd pasados
por columnas de afinxdgd dque contienen sepharosa conjugada a
proterlnas oe suero bovine, tampoco elimipnan completamente los
ANLicLErpns anv1-pnutefnas Duvinag §435,79) e

Dado este serio preoblema se propusc en el laborazorio elimi-—

'nar las proteinas absorbidas a la membrana oe Entamosna
histolytica por un vranam}ento.de congelamiento-descangela-
mencto eft presencla dé agentes caotrdpicos (43). Debido a ague
tales agentes caotrdpilcos remueven proteinas adheridacs débil-
mente par carda a la wemnrana dejando sdio a las prote{nas
integrales oe membrana. Un elesplo de la’ utiladad de los
agentes caotrdplcos es en la purxflcg:lén de enzimas y pro—

tefnas tales como la suceinato deshidrogenasa (29,43), el
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compleJo 1 del sistema de transporte de electraones mitu&on—
drial (30) y muches otros ejemplos (97).

El proceso de congelameéento-desconoelamiento gue permite la
liberacidn del conténidn vesiculari(14%), ce utilizd debioo a
Que las membranas ge amibas obtenidas se encuentran en forma
vesiculada y con 2ste paso nay un mejor lavado vy entraccidn
de las proteinas del medio centenivas en tales membranas que
han si1do pilnocitavas per el pardsita del medio oe cultivo,
Los bajos renéimxentos de protefna amibiana recuperada des—
puds de los tratamientos con agentes caotrdpicos probable—
mente se deben a que las vesiculas de membrana no estdn
vacfas. sino que acarrean protefnas solubles amibianas ¥
otras captadas del medio. Ademds es de esperar gue las sales
extraigan Jﬁntn con lds contaminantes protefnas propias de la
amiba adsorbidas débilmente a su membranak Adn asf, se
tiene una recuperacidn del 23 % de protefna amibiana con
tratamientos simples de dcido acdtice ©.1 M-NaCl 0.5 M, dcado
ac€tico 0.1 M con NaCl 2.0 M y guanidina 2.0 M, suficiente
para ﬁsarse como 1nmun69énu. El mftodo de tratamiento de las
membranas amibianas por congelamiento-descongelamiento en
agentes caotrdpicos es sencillo v fdcil de realizar, ademds
que la muestra no se diluye,

El emplec del método oe ELISA en la deteccidn ge proteinas
absorbioas en las membranas tratadas , se dep1d a que es una
técnica sencilla, rdpiaa, v sensible (145) en comparacicn a

la 1nmunodtfusida emplesda en otros trabajos (34.49%). Fue
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importante emplear sueros contrales para comparar la presen—
cia de contaminantes en las membranas dge E. histolviica
obtenidas como tales y en las procesadas €n agentes caotrdpt—
cos. Se observd una dismxnucién.pera no una eliminacidn
compléta de las proternas absorbidas a la memprana gespuds
del DPOCE;amlEntO con altas concentraciones ae sales ¢ Nall
1.0y 3,0 y 5.0 M;'grea 4.0 M 1. Aunque se ha teportado aue
1a$_albdmxnas son solubles a pH's bajos t$9) y en aitas
concentr .iones de sales (7}, las membranas tratadas bajo
tales condiciones no quitaron del todo los cbntamxnantes
‘sdrico bovnnng entre las cuales la albldmina sérica bovina.

pénechsér la prxncipél prbtéfna detectada

(34,4%,84,101,133).

De todos los agentes caotndpicos utilizados, los que mejores
.rasultados dxe;on fueron el deido acético 0.1 M NaCl 0.5 M y
clorhidrato de guanidina 2.0 M, con diferencia de dos dilu-
ciones en ambos casos, pero la combinacidn de los dos ante-—
riores fues mds efectiva pues disminuyd sensiplemente la
presencia de las ﬁrotefnas contaminantes, que cada agentve
usado por separado (figura 7), con una giferencia ge tres

dilucionescon respectt a las membranas sin tratar,.

Por otyro lado, la pdrdida de reactividad de 1os anticuerpos
anti-amiba con membranas tratacas con adentes caotrdoicos
puede deherse a gue e5tos anticuerpas estén airigidos a jas

protefnag solubles y las dédbilmente adneridas en.la membrana

de la amiba, las cuales son removidas por el tratamjiento
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empleagn, guedando solo las protefnas integrales de membrana.
Frobando sueros de ratones inmunizados con membranas tratadas
zon deido gcétxcu MaCl-guaniuina fdatos no mosctragosl, se
observd aque en el EL15A la oresencia de provefnas contaminan—
tes en la membrana de amiba es muy débilsy la presencia oe
anticuerpas anti-oratefnas bovinas disminuyé sensiblemente,
ramnxéh se comprueba que hay_protefnﬂa g’ SUero DovViND Tusr-
temente apsorpidas en la membrana de amiba que ain Con el
tratamierco de égentes caotrdnncns ne sonp removigas. 2 pesar
de ser procesps muy grdsticos comparagas conllos_}avauos oe
ias amibas con FES (49) o ia solucidn salina i1sotdnica (34).

For consiguiente puedo oecir que las membranas tratadas por
cnngelamxentu—descongelamxentc‘en docrdo acdtice NaCl-cuan:ai=
na pueden ser empleadas como inmurdoeno para producir sueros
antxfamiba cas1l libres de la presencia de anticuerpos anti- -
protefnas absorbidas a la membrana de E. histolvitaca. Tales
sueros serdn Urtiles en técnicas de alta espec1f1c;dau.cnmo e
ELISA de doble sandwicn en la deteccidn de antfoenos amibia-—
nos circulantes en los stieros de pacientes can aﬁlnxasis.

Sin embargo, en recientes estudios para la deteccidn
de complejos inmunes CirCulantes €N los sueros de pacientes
con amibiasis por mdtodos inmunoenzimdticos de ELISA (33 o
en fase gdlida (7%) de doble sanduwich parecen haber sido
suparasns lez probiszmas ge-reactivioad cruzada. Estos i1nves
trgadores usan dos métodos oe purificacidn de anticucrpos

vepecfticos anti-amiba. Uno es pasando repevidamente los
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sueroe: anti~E£. histelvtica, obtenidos e conejos inmunizados

con extracto ambiano axédnico, por columnas nmufvassorpentes

de sueré bovino-seonarosa 4F, BSh-sepnarosa 4B, y gammaglobu—
lina bov:na-sennarosa-49 (79,10i.102). En el aotro caso iog
‘antxcuarpos anti—am10a son obtenidos de pacientes con AHA por
precipitacidn en sultato de amonio al SO % de saturacidn.
despuds estos anticuerpos semiourlficados se pasan a travds
d@ dit InmunoatSorhen e de extracte Soluble amibiano acopiady
a gepharosa 4R (33). fAhorsa bien, aungue el uso ge agentes
caotrdoicos en la @liminacidn de proteinas os suerp onoving
absorbidas en la membrana ae E.. Distolytica disminuye aﬁre—
ciablemente la pressncia ae 1n5.contam1nates séricos. un
camino a seguir serfa due cantgﬁdn con la posibiiidan ae
emnlqa» liposomas, vesiculas que forman una bxcapa 1ipfdica
consti1turda de fnsfalfpiuas en el cual se 1uuarnoraﬁ dnica—
mente protefnas con segmento cransmemnranal.o integrales e
membtana en medio acuoso (60,62). tales lipousomas Tormacos
con protefnas ge memorana de lds trofozoftos de amiba neber
_incaorporar soiamente las peotefnas intrfnsecas de memorana
escluyendo las protefnas solubles y periféricas. e tal for-—
ma, se obtendrin protefnas propias de la membrana amibiana
libres de contamnarntes del medio de cu1t1vq.'Can iag provel=
nas propias ae membrana amibiana se optendran sueros anti-
amibic 51N contaminantes, los que podrdn empiearce en la
erecc.dn de comple)os INMUNES en sueros de Daclentes can

aminiszis, por ELISA Je doble sandwich y el posible uso de
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vales antisueros en el 1mnunuﬂ:agh6§txco de la infeccidn.
fdemds, =e¢ podrd i1nvestigar la funcidn de las prateinas
integrales ue memprana oe amiba en la agnesidn at Enxfelxu
intestinal, asi como el papel de tales protefnas en ia res-

puesta 1nmune del .hospecero contra el pardsito amibiano.
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VIl CONCLUSIUNES.

La presencia de praternas del medio de cultivo
absarb;das a_la membrana de Entamoeba

histolytica olsmipuys en gran proporcidn, cuando son
gratadas con una cgmnxnécxﬁn de agentes

caotrdbicos. No obstante, las membranas de amiba

estdn adn contaminadas con protefnas séricas

‘bovinas que son detectadas despuds del tratamiento.

El mejor sisctema para redicir la presencia de
.

protefnas absorbidas es cualitativamente el tratamiento

‘compinade de Acido acdtico Q.17 M-NaCl 0.5 M/Clarbidrato

de quanidina 2.0 M.

Se abtiene suficiente’ antiveno amibiano purivicado
y sin dilulr para emplearse coma inmundgena en ta
produ::ién de sueros anti-amiba especfricas para

antipenos ae membrana oel pardsito.
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APENDICE
A. REACTIVOS USADOS.

A continuac:dn se enlistan los reactivas
utilizados en el presente trabaj)o, con su respectivo

ninero de catdlogo y casa comercial que lo proveyd:
J.T. Baker de México.

Fosfato monob&sico de potasio (L—-3246-20); Fostatw
dibfsico ae potagio(l.-32-52-20): Cloruro de
sodio(L36-24~25); Elorurc de manganeso (l-2%40-20);
Cloruro de calcio(L-1311-20-1): Manitol (L-Z5354-2
Sacarosa(L-3072~20-1) 1 Carbonato de sodio (L=3601-
20): Hidrdxido de sodio(L-3724-3Z): Sulfato de
cabre{i~1&R6-20—1)3 Tartrato se sodio y potasio {c-—
3262—-14-1): Acido acdtico glacial (L-7511-30-1i);:
fAcido cftrico(L-0122-20)3 Fosfato de sodin dibdsico
(L-350&6-20-1); Sulfato de amonioL-0792-25): &cido
clorh{drico(L-9535~60); Fosfato de sodio monobasice
(L-3818-20); Acetato de sodi1o\L=34&60-20)3 Gligina
(M-797-06-1): Belatina{l-2124-20): Ferdiiao de
hidrdgeno(lL.—2186-56): Acido sulflrico(lL-96F1-oll:
Acetana{l.-9254-62-311 Acetonitrilo(L-9255-6Z-1);

Cloruro de bario (0790-20).

Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. U.5.A.
: .
Ceocncanavalina A(C2010): p-hidroximercuribenzoaco

(H 0&642)) alta-metil mandsido(M &882)% Reactivo dez
Tenol Folin Ciocalteauw(F 32%2)3 Clorhidrato de
guanidina anhidro arado 1{(G4505::; Acido bdricolb
0522) 5 BordiyB 987611 Sepharosat(ClL-38 200);
Glutaraldenido(G 588215 Tween 20(F 1379): o-
fenilendiamina (P J@88); ovealbdmina S283):
Ferosidasa de rdbaneo prcante tipo VI R.Z. 3.0 (P
3875); Citrato fdrrico amdnico(F 38791 Acidu
ascdrbico{A 0278). :

dotros.
Lisina (4732) 'Eastman N.Y. USA.: Bromuro de
crapdgenc (C5-149-2) Aldrich USA; Suero de Lernera

Dibco USA: EBicszte peptone Dibco USA: Clorhidrtato
de L-cisteina Merck RFA.
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B. Preparacion de soluciones.

Reagtivos para 1a cosecha y cbtencidn de membranas

de E. histolvtica.

Buffer tasfatos. 15.0 mM pH 7.0, NaCl ©.15 M. CFESI.
‘A)Fosfato monobdsico de potasio 300 aMiPM. 136,091,
FPesar 51.48% 3 3isclver en agua oesionizada v artorar
a 2.0 litros.

§>Fosfeco di1bds1E0 de potasio IO mis Fl 174,133,

FPesar 104.0% g, disolver en agua desionizada y

aforar a 2.0 litros.

En el potencidmetro ajregar la solucidn & a la
solucion A nasta llegatr a un oH de 7.0 . Guargar a
4°c.

Cloruro ae sodio 3.98 M; FM S53.44, Feszar 357.99 g,

disolver 2n acua desionizada v aforar a 2,0 Yigros.

Buardar a 4°C.

Tamar 52 ml del butfer fostatos 300 mrl, mezclar
con S0 ml de cloruro de spdio 3.08 M y aforar a 1.0
litho. La concenteacidn final es de 15 mMl y O.15 0

respectivanente.

Euffer fostTatos 1S wM pH 7.0, MaCl 0,185 M. [PBS-Al.
Tam=r 50 wl ael butier tostatus 300 mh mds S6.8 mi

de clorwe ae swdio 3.U8 M v aforar a l.o i.Guaraar
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4.~

Eléruro ae manganeso O.25 mb,

ﬁncl 100 miMtFM 179.9. pesar 0.04%4 g, disolver en
PES y atorar a 25 ml., Tomar 0.2% mi y atorar a 10-ml
fa concentracidn final es e U. 25 mM, Guargar a 4°C
Cloruro oe calcio 10 ‘mM,

CaCl 100 mﬁ: PM. 110.9. Fesar 0.2772 a,

disolverlos en P&S v aforar & 25 ml. Tomar 1.0 ml

" de 1a solucidn y atorar a 10 ml la conc. Tinal es

b=

de 10 mM. Guardar a 4°C.
Solucidn de concanavalina A [Con Al 1.0 mgsml.

Fesar 5.0 mg de Con A, y disolver en 3 ml de PH3,
Tomar 1.0 mi v atorar a LO ml con FBS. Prepararse
al momento de usarse.

EuffEPlTFis-HCl Q.1 M pH 7.5 con pHME 10 mi
iBu;fer hipotdnicol.

Tris (hidroximetil)aminometano; fFM. 121.1. Pesar
3.027 g, disolver en apua destilada y atorar a
100ml.

p-Hidroximercuribenzoato [p-HMBI; FM. 380.7. Pesar
0.9012 ¢ y disolver Junto con Tris.

Ajustar el pH de la aexcla Tris/p-~HME con HC1
0.1N hasta el pH 7.5.FPreparar antes de usar.
Mani1tol Q.5 M.

ManitoliPM. 182,178, Fesar 4,354 g, disolver en
butfer hipotdnico v aforar a 50 ml: preparar al

momenta de usarse.
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Fo~ Dagarosa T,58 h.
Sacaresas tM. 342.3. Fesar 2,93 g. disolver en

buffer Minotdnico y aforar a 50 ml. Preparar al

mpomente de usarse.

,
¥+  Dererminaridn de proteinss.

10.- HagClly @. T en NaGH toi i
‘atar 12 g de olcarbonato Jde sooio, aisolverio
Junto con 2.6 Q de NaOH: FM. 40,0, en agua
desiunx:ada.y arorar a 500 ml. Guardar a 4°C-
11,~ 3ulfavo ae cobre 1.0%Z, )
Fesar 1.0 g de " sulfato de-cabre. disaiverlo en
agua desionizada y aforar,é 100 ml-'Guardar a 49¢C.
12.~Tartrato de sodio y potasio al Z.0%.
Pesar 2.6 o de tartratoc de s0dio Yy potasio,

disolver.en agua desionizada v atorar a 100 mi.

Guardar a 4°c.
En el momento de usarse mézclar 1:1 sulfato de
‘cobre mds' tartrate ce sodio y potasio.
Reactivo alcalino: 25 ml de (1Q) mds 0.5 ml
de la mezcla anteridr.
L3.= Reactive de Folin Cirogaltesu. Diluir 1:2 con agua

desionizads ai mumento ge usarse, GBuardar en 4°C,

i ment - anss de aniida.

* Teatamieoho e

i4.= Acido acdtico V.1 M, NMaCt 0.5 M.

75



* Acido acdoico glacialy PM. 60.05, pureza 95.7%4.

Tomar ©.3 ml de la solucidn concentrada de dcido y

disolver en agua gesion1zana. Macl, pesar 1.462 g vy

mezclar con el dcico,. aforar a 50 ml. Guardar a 4°C.
15.~ Acido acdrico 0.1 M NaCl £.0 M.

Yamar G.3 ml del &cion  acdtico, pesar 2.99 ¢ de
NatCl, disolver 2n agua desionizags vy. arvorar = 56
mi. Buardar a °C,

16.- ‘Acido acdbico 0.1 M, NaCl 3.0 M.

Tamar 0.3 ml ae &cido acédtico mds 8.76 g dg_Haél.
disolver en agua aesionizaaa y arforar a 59 m).
Guardar a 46é.

17. - Euffér citrato—fosfatos 12.5 mM pH 3.8, NaCl ©.5 #.

A)  Acido cftricoy PM. 192,1, pesar 0.480z g
disolver en* agua desionizada Q aforar a 10w nl.
conc. final 25.0 mM. »

B) Fostato de sodio dibdsico: FM. 338, 157. Fegar
¢. 890 g disolverlos en agua desionizada y  aforar &
100 mi. La'Eonc. final es de 25.0 mM.

Ern el potenci:dmetro aareoar {E] sobre [AJ hasca
llegar a pH 3.8, Fasar L0227 q de Nall disalverle
en buffer citratos y atorar a 100 ml. La
concentracion tinal ee de (2.5 mM del burfer.
Guavdav a +°C,

IE..:.— Urea Z.0 M.

Ureas Fh. 0Q.059. Fesar o.0 g, disolver en agua
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desiunizada y afoﬁav 3 S0 mif Guardar a 7.8,
165, = Uréald.o "
Pesar 12,01 g. gis@lver en agua desionizagta y
atorar a S0 ml. Guardar a T.r.
20.~ Clornidrato aoe guamdina 1.0 M.

Ciorhidrato ge guanidina grado 1, anbidros; FM.

IG5.52. Fasar 4.77 g, a1Soivar @n agua OesSiond 2add y

aforar & 30 mi. Guardar a &%C.
31.- Cloriidrato de guanidina 2.0 M.
Fesar 9.592 . disolverios en apua desionizada vy
afarar a S0 ml. Guardar a 4°c.
22, - Clortdrate ue guanldipa 4.0 M.
Fesar 17.10 g, disolverlos en auua cesiontzada v
atorar a 30 ml. Guardar a 4°C.
33, - NaCl §.0 M.
NaCl; FM. 958.44, Pesar 2.922 g disolverlos en aoua
desionizada y atorar a S0 ml. Buardar a 4°C.
Z4.- NaCl 3.0 M.
Fesar B8.76 g, disaoiver ‘en agud Jesionizada vy
. aforar a 50 ml. Guardar a 4°C. .
Z5.~ NaCl 5.0 M.
Fesar l4.61 g, disolverlos en agua desionizada v
atorar & S50 ml. Buardar a 4°C.
2b6.- Burifer carbonetos 0.1 M pH 9.5
A) Carbonato de sodio: P, 105.9#i. fFasar 21.19 «.
disolverlos en aéu% desionizada ¥ atoris a %00 ml.

B) Bigarbonato de sodio: Pi. 24,01, Fesar 8401w,
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disolverlos en agua desionizada y atorar a (00 ml.
En el potencidmetro afiagir (B] a la sotu&%én - CAZ
hasta llegar a pH de 9.5 tomar‘sgo ml de 1;
solucidn anterior y aforar a 50 mi. la concs final

®s de 0.1 M pH 9.5.

* Precipitacidn de :nmunoglooulinas.
27.- Zolucidn saturada de sulfato de amonio EstJ,
Fesar 730 a de sulfato de amonio, disolverlos en.
1.0 1 de agua desianizad$ ta sasuracidni. Antes de
usar ajustar el ph de la solucidn a 7.4 con HaOH
O.1 N. Almacenar a T.A,
2B. - Buffer boratos SO mM pH B.5.
Acido bdrico 0.2 M; FPM. &1.8. Pesar i2.36 g,
disoiverlos en aguﬁ desionizada y aforgr a i.O'l.
Bord: ©.05 M, aquivale a 0.2 ﬁ de borato de
sodio: FM. 3B1.4. Pesar 19.67 gy diselverlos en agua
desionizada y aforar a L.0 1.
Afadir el bordx al Lcido bdrico hasta que el pH
sea de 8;5. Tamar 250 ml v llevar a 1.0 1, la

conc. final @s de SO mM a pH 8.5,

* Actvivacidn de la DEAE-celulosa.
Z27.- HC1 0.5 M.
Acido clornfdrico: PM, J&.46. Puerza 33.7%. tomar

2¢.9 ml de la soluecidn conéantraqa, disolver en agua
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dasionizada y artorar a S00 ml. Almacenar a T.A.
30.~ Fostato monondsico de potasio 0.3 M.

Fasfato de potasio monobdsicos FM. 136.091. Fesar
20.41 g, disolver en agua desionizada y aforar a
S00 ml. Guardar a 4°C.

S1.~ NagH 0.3 N.

Hidrdxido de sodiog FM. '40.0i. Fesar 20 Aq.
disolverlos. en agua desicnizada y afarar a S00 mi.
quardar a T.4.

J2.- NabH 0.035 N.
Tomar 100 ml de la solucidn de NaOH 0.5 M y atorar

a 1.0 1. guardar a T.A.

* Furiticacidn de IgG de caneje gé; gromgcugréfié da
intercambio gﬁni;g. .
33.= Butfer fosTatos de sodio 17.5 mM pH 6.3,
A) Fosfato de sodio moqonésico 0.7 MIFM.  137.35.
Fasar 48.29 g, disolver en agua desionizaca vy
. aforar a ?00 mi. o
f#i) FosTato dibdsico oe 50010'0.% M3  FM. Z68.08.
Fesar 93.83 1 disolver en agua desionizads V
aforar a S00 ml:
En el potencidmetro aftanir (B) sobre la solucidn
LAl hasta liegar a ﬁh de &.3. Diluir 1140 el butier
anteriar. Freparar 2.0 1. Guardar a T.A.-
34.- Buffer fosfatos de sodio Q.2 M uH B.0.

A) Fosfato de sodio munobdsico 3.7 M.
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BIFusfato de sodio dibdsico 0.7 M.
La soluci1dn [A)} se afiade sobre la LEJ hasta llegdr
"a pH de 8.0, Diluir 13:3.35 con agua desionizada.

FPreparar S00 ml. BGuardar a T.A.

# Cornjugacidn -de [ de conejo a Sepharosa.

3S5.- barbonato de sodio 2.0 M'
Carbonate -de sodiosPM. 10“.99;. Pesar 52.99 Gie
disolverlios en agua desionizada. Almécenar a TJA.
Sb.;auffer carbonatos 1.0 M (Sol. basel.
Bicarbornate de sodior PM. B4.01. Fesar 42.0 g,
disalverlos en agua desionizada y aforar a S0 ml.
Diluir el carbonato de sogio L3 2. En el
potencidmesro se aftade el carbonato al bitarbonato
hasta llegar a pH 9.5, Y aparte se prepara otro
bufter a pH 10.0. Guardar a 4°C.
37. Buffer carbonatos 0.1 i pH 9;5.
Diluir "1:10 -el bufter carbonatog 1.0 M oH 9.5,
Guardar a’ 4°C.
38. - Buffer carbonatos .2 M pH 9.5.
Diluir 1:5 el buffer carbonatns 1.0 M oH 9.5.
39.— Butter carbonatos 0.1 M pH 10.
Diluir 1:10. el buffer carbonates 1.0 M pH  10.
Guardar a 4°C.
40.-Buffer acetatos J.4 M pH 4,0, NaCcL 0.5 M.

Acktato de spdio D.2 My FM, 146.08. Fesar 2.761 w.
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disolverlos en agua desionizada v aforar a 100 ml.

Acive acético glacial ©.2 M3 FM. 80.005. pure:za
99.7%. Tomar 5.7 ml y aforar a 100 ml con agua
desionizada. Mezclar en el potencidmetro el acetato
er el dcico acdtico Hasta llecgar a pH de 4.0.
Disonlver el byffer 1:2 afhadiendo 14.61 g de NaCl ¥y
atorar a SO0 ml. Guardar a 4°C. .

41.- Urea 2.¢ My MaCl 0.5 M.

ureas FPM. 60.06. PFesar 30,03 g, Qisolver el agua
'aesncnizada junto con l4.61 g dé NaCl, aforar a 250
mi. Guaroar a T.A.

42.- Bromuro de cilandgeno 2.0 g/ml.

Aﬁédiv 50 ml de acetonitrilo al bote de 100 g de
bromuro de ciandgeno. La conc. final es de 2.6
g/ml. Guardar a -20%C

43.- Glicina 2.25 M.

Glicana: PM. 73.07. Pesar 8. 44 g y disolverlos en

bufter carbonatos O.! M pH 9.5. Aforar a S0 ml.

Guardar a. 4°C.

* Conﬂugaczdﬁ de Igb de chivo anti—~ialS de coneljc a
feronidasa.
44,- Buffer tosfatos 0.1 M pH 7.0. con Glutaraldehido
al 1.2%%.
Fostato de= sodio pmnohészcn Q.7 M.

Fosfato de wodio dibdsico 0.7 .
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Aflacir  al Yosrata gibdsico el fosvato monoodsica
- hasva llegar & pH de 7,0. Tomar 0.72 ml del buiter
mde V.25 ml de glutaraldenido al 23 % y aforar a
5.0 ml. Guardar a 4°C.
A4%.~ NaCl 0.154 ﬁ.
Nacls | FM. Sé.édJ Fesar 0.9 g, disolverlos en agua
vesion1tada ¥ atorar a 100 ml. Buarcar a a2,
460 - Buvfer carbonatos G.i ™ fal 2] .3,
Usar el hecho para la activacidn de sepharosa.
"47.~ Lisina 0.2 M;
Lisina:iFM. 182,65. Fésar 0.79152 q, disuvlverlos en
buffer carbnnatbs.o;lm pH 9.3. ¥y aforar a .20 al.

Guardar a 4°%C,

* Ensavo inmunoernzindtico,
48.— Bufter carbonatos Q0.1 M pH 2.5,

Diluir 1110 el buffer 1.0M pH 2.3,

49,~ Belatina 0,5%.

Fasar ¢.125 g de gelatina y disolver en FBS,

afaorar a 23 ml. Presarar antes de usarse.
50, - PES-Tween 20 al v,0%%, (FES-T1.

50 ml de buffer fostatos: 300 mi mds SO ml de NaCl
.08 M yés ¢.5 ml de Tween 20. Hezclar v aftorar a
1.¢ 1. fuardar a 4°C.

Sl.- Buifer citratos 0,32 M pH 6.2.

Acivo cftrico 0.32 M3PM. 152.1. Fesar 6.14 g,
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diswiverlos en agua desionizada v aforar a 100 ml;
Fosfato de potasio dibdsico .32 M PM. 141.965.
Fesar 9.23 g. disolverlos en agua desaionizada ¥
aforar a 250 ml. Mezclar en el posencidmetro
affadiendo el fosfato al dcido citrico hasta llegar

a pH de a.2. Guardar a 49c,

52.-5ustratn revelador lopd.

‘Se prepara en la opecuridad al momento de usarse.
Fesar 3.0 mg de o-fenilendiamina fopl, disolverlos
an agua neexnnx:a&a. afadie 120 Ml de buffer
citratos 0.32 M pH 5.2, mds AOO)H ge perdiicoo de
hidrdgeno al 1.2% tel perdiido ée hidrdgeno se
prepara a partir del reactivo comercial que viene

ai 30%1.

" Acido sulfdrico 4.0 N.

Acido sulfdrico: PM. 98.08. pureza 99.7%. Tomar
S4.6 mi. disolverlos en agua desionizada v aforar a

SO0 ml. Guardar a T,A.
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