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INTRODUCCTION:

Existen numerosos trabajos en los que se describen los aspectos
estructurales de los trofozoitos de E. histolytica con microscopfa 6p
tica y electrdnica.

Otros estudios se refieren a la identificacién de antfgenos en
los trofozoitos por métodos inmunolégicos y son escasos aquellos que se
refieren a la localizacién estructural de &stos; ninguno desde el punto
de vista inmunocitoquifmico para microscopfa electrénica. El1 presente
tiene como objeto demostrar los sitios activos de antigenicidad de su-
perficie en los trofozoitos de la E. histolytica por métodos inmunocitg

quimicos a nivel de microscopfa éptica y electrénica.



EAPITULD I

GENERALIDADES

La amibiasis es una enfermedad de elevada frecuencia que afecta
sarticularmente a la poblacién més pobre y que predomina en las zanas
ie mayor aglomeracién en las cuales las condiciones de higiene son ina

iecuadas.

La amibiasis ocupa el sexto lugar en frecuencia en las enferme-
lades consideradas como causa directa de muerte (1). Ademds se aso-
sia a otros padecimientos como diabetes mellitus, tuberculosis pulmo-

sar, tromboembolias, micosis oportunistas y cirrosis hepdtica (2).

Es una enfermedad que se encuentra distribuida en todo el mundo
nero de preferencia en los pafses situados entre los trépicos y los
climas templados (2). En 1968 Elsdon-Dew hizo una estimacién de la dis
tribucién geogréfica de la amibiasis y concluyé que M&xico es el pafs

con mayor morbi-letalidad en el continente americano (3).

Esto da una idea de la importancia que tiene llevar al cabo estu
dios en nuestro medio de dicha enfermedad para su posible prevencién y
curacién adecuadas. Para ello es importante tener un mayor conocimien-—

to sobre la estructura anatémica de la Entamoeba histolytica, sobre su

biologfa y sobre las relaciones huésped-pardsito.
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La accién patogénica de la Entamoeba histolytica (Fig. 1) es muy

variable y determina la formacifn de granulomas y absceso con minima
reaccién inflamatoria (4 ). Los trofozoitos viven generalmente en el in
testino grueso del hombre pero en ocasiones puede invadir otros 6rganos
como el hfgado, cerebro, pulmones, bazo y piel. De éstos la localizacidn
predominante es el hfgado donde produce absceso hep&tico el cual es més

frecuente en adultos de 56 afios (1).

La mortalidad por amibiasis ocurre en aquellos casos en que la

Entamoeba histolytica adgquiere un comportamiento invasor dentro del orga

nismo. Este a su vez estarfa determinado por las caracteristicas de pa-
togenicidad del propio pardsito y condicionado a una respuesta inmune ina

decuada hacia la amiba.

En los Gltimos afios se han tomacdo diferentes medidas sanitarias y
terapéuticas para tratar de controlar la morbilidad y mortalidad produci-
da por amibiasis con éxito relativo. La mayoria de los aukures estén de
acuerdo que si se pudiera prevenir la enfermedad de manera adecuada, se
reducirfa grandemente la complejidad del problema. A este respecto es
preciso mencionar que las principales medidas preventivas serian: a) au-
mentar las condiciones de higiene de la poblacién y b) tratar de inducir
inmunidad antiamibiana posiblemente»mediante la aplicacifn de una vacuna

antiamibiana.



FIG.

No.

Trofozoito de Entamoeba histolytica cultivado

axénicamente (4,200 x).
(Cortesfa de los doctores Alfredo Feria y Nor

berto Trevifio: J. Protozool. 19:200-211, 1972).
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Las caracterf{sticas que permiten a la Entamoeba histolytica

producir una enfermedad endémica de alta patogenicidad se deriva de su
propio ciclo biolégico y constitucién citoguimica. Sin embargo los me

canismos inmunolégicos de defensa contra ella han sido poco estudiados.

Los datos que se tienen al respecto estén principalmente re-
lacionados con el diagnéstico. En 1927 Craig se bas6 en la existencia
de anticuerpos antiamibianos en el suerc de pacientes con amibiasis pa-
ra llevar al cabo reacciones de fijacién de complemento (5 ). Se han
utilizado también otras pruebas serolégicas como precipitacién, inmuno-
electroforésis contra inmunoelectroforésis, reacciones intradérmicas y
con menor frecuencia reacciones de immunofluorecencia (6-14). Esta ha

servido también para la diferenciacién de la Entamoeba histolytica de

otras amibas (15).

Desde entaonces dichas reacciones han evolucionado tecnicamen
te principalmente en la obtencién de una antigeno cada vez més puro
(18, 17). Esto es muy importante para llevar al cabo estudios sobre ia

especificidad de dichas reacciones,

La investigacién sobre la inmunidad inducida por la Entamoeba
histolytica ha tenido sus principios en 1931 cuando Michaelis llevé al
cabo la inmunizacién experimental en dos conejos comprobando la produc

cién de anticuerpos antiamibianos con fijacién de complemento (18).



Esta clase de experimentos se ha repetido con algunas variantes en el
tipo de antfigeno empleado hasta llegar al empleo de amibas de cultivos
axénicos y las reacciones usadas para la demostracién de anticuerpos

antiamibianos (8, 16, 17}

En 1958 Heinz y colaboradores demostraron que los anticuer-—
pos antiamibianos se encontraban en la fraccién gamma de las globuli-

nas (19). En 1966 Maddison los identificé como inmunoglobulina G

(1g6) (2¢).

En los estudios que se han llevado al cabo se ha observado

gue la duracién de la inmunidad inducida por la Entamoeba histolytica

es muy variabie en cada individuo (19, 21). Sin embargo en forma gene-
ral ésta puede oscilar de tres meses a varios afios (21). La existen-
cia de anticuerpos en el suero no indica gue las personas estén inmu-
nes y -no presenten la enfermedad amibiasis. Sin embargo, las personas

que estdn en contacto con la Entamoeba histolytica son mds resistentes

a padecer de amibiasis (21). Para poder hacer conclusiones adecuadas

sobre el tipo de inmunidad que induce Entamoeba histolytica es impor-—

tante tener un mayor conocimiento sobre su morfologfa, su citoguimica

y su antigenicidad.

En numerosos trabajos se describen los aspectos estructura—

les de los trofozoftos de Entamoeba histolytica tanto con microscopfa




éptica (22-23) como con microscopfa electrénica (24-27). Otros traba
jos se refieren a la identificacifn de determinantes antigénicos en
los trofozoitos por métodos bioquimicos y estudios inmunolégicos
(8-18). sin embargo exiten muy escasos trabajos que se refieran a la
localizacién estructural de esas determinantes antigénicas (28) y nin
guno desde el punto de vista inmunocitoquimico para microscopfa elec—

trénica.
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Micrografia electrénica que muestra parte de un tro-

fozoito de E. histolztica tefiido con citrato de plo-
mo y acetato de uranilo para observar con detalle la
estructura trilaminar de la membrana plasmdtica

(108,000 x). (Cortesfa del Dr. Alfredo Feria Velasco).



FIG. No. 3.- Aspecto del glucocdlix en un trofozoito de E. histo-

lytica cultivado axénicamente y tefiido con azul al-
ciano y lantano durante la fijacidn. Corte sin con—
trastar (112,000x). (Cortesia del Dr. Alfredo Feria

Velasco).



CAPITULO II
MATERIAL Y METODOS

Amibas.— En todos los experimentos se emplearon trofozoftos

de Entamoeba histolytica cepa HK-9NIH; cultivados en condiciones axé&ni

cas de acuerdo con el método de Diamond (29).

Sueros.- Para obtener los anticuerpos antiamibianos se proce
dié a separar la inmunoglobulina-G (IgG) del suero de pacientes con
absceso hepdtico amibiano y que tuvieron anticuerpos antiamibianos que
dieron una reaccién francamente positiva de +++ sin diluir empleando el
método de contrainmunoelectroforesis (CIEF) f1). Como testigos se uti-
lizaron suercs de personas sanas que no tuvieron anticuerpos antiamibia

nos demostrables por CIEF (1) y que clfnicamente no habfan padecido ami
biasis.

Separacién de la IgB con sulfato de amonio (30)
Soluciones:

Solucién saturada de sulfato de amonio.

Sulfato de amonio 104 g.
Agua destilada 100 ml,

Solucién de hidréxido de sodic 2 N

Hidréxido de sodio v DB G
Agua destilada : 10 ml.

Solucién salina 0.15 M

Cloruro de sodio 0.8764 g.

Agua destilada 100 ml.



Amortiguador de salina-borato (0.15M) pH 8.4-8.5

Acido bérico 6.184 g
Borax 9.536 g
Cloruro de sodio 4.38 g
Agua destilada cbp lOOOvmi
Solucién de dcido clorhfdrico 1N ml

Material y equipo:

Matréces Erlemeyer de 150 ml

Tubos cénicos de centrifuga de 15 ml
Pipetas de 1 ml graduadas en centécimas
Agitador magnético

Tubos de celofén para diélisis‘
Recipiente cilindrico de 6 litros
Centrifuga LKB, GLC-4

Potenciémetro

Procedimiento:

Se centrifugaron 50 ml de suero ya sea con anticuerpos antiamibia
nos o sin ellos durante 30 minutos a 5000 rpm a 23°C para clarificarlo,

El sobrenadante se pas® a un matraz Erlemeyer y bajo agitacién
constante del suero, se anadieron gota a gota 25 ml de solucién saturada de

sulfato de amonio observéndose la formacién de un precipitado. Se ajusté



el pH de la solucién a 7.8 con varias gotas de solucién de hidréxido de
sodio 2 N. Se continud la agitacién de la suspensién durante 2 horas
en la primera precipitacién y en las 2 siguientes se agitf s6lo 30 minu
tos. Se centrifugé a 3000 rpm durante 30 minutos a 23°C. El sobrenadan
te se elimind y el precipitado se disolvié en suficiente solucién sali-
na para restaurar el volumen original de la muestra (50 ml). En la pri
mera precipitacién se obtienen las globulinas con restos de albdmina.
La purificacién de la IgG se obtiene con dos precipitaciones méds, las
cuales se llevaron al cabo en la misma forma excepto gque en la tercera
el precipitado se disuelve en 25 ml de amortiguador de solucién salina-

borato a pH 8.4.

Para eliminar el sulfato de amonio, se dializé contra amorti-
guador de solucién de salina-borato pH 8.4 durante 3 dfas bajo agitacién
constante con agitador magnético a 4°C con 2 cambios al dfa. La di&li-
sis se débe conducir a un pH ligeramente alcalino para evitar la desnatu
ralizacién de la protefna que tiende a ocurrir a pH menor de 7. Para V
comprobar que se llevé al cabo la eliminacidn del sulfato de amonio se
hizo una prueba para investigacién de sulfatos: A 50 ml de amortiguador
de la dialisis se adicionaron 1-2 gotas de HCl 1 N, y unas gotas de solu

cién saturada de BaClp

La formacién de un precipitado blanco indica la presencia de



sulfato de amonio.

PURIFICACION DE LA IgG POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE DEAE CELULOSA
(3v, 32).
Soluciones:

Amortiguador de solucidn salina-fosfatos 0.1 M, pH 7.5

Ne>HPO4 - 12.0 7.
NaH2P04 - 2.0 g
H20 dest. - 1000 mil,

Se mezclaron en proporcidn de LU% de amortiguador de fosfatos
con 9% de solucién salina 0.15 M.
DEAE celulosa 45 g peso seco, cquivalente a 340-350 g hidrata

da.

Hidréxido de sodioc 0.1 N

Hidréxido de sodio 4.0 g

Agua destilada cbp 1020 ml

Hidréxido de sodio 0.5 M

Hidréxido de sodio 20 g

Agua destilada cbp 1000 ml

Acico clorhfdricoc 0.1 N

Acido clorhfdrico (30%) 7.8 ml

Agua destilada cbp 1000 ml
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Cloruro de sodio 0.5 M

Cloruro de sodio 29.25 g

Agua destilada cbp 1000 ml

Material y eguipo:

Matraces Erlemeyer de 1000 ml.
Matraces aforados de 1000 y 2000 ml,
. .
Probetas graduadas de 100 y 500 ml.
Embudo de Blichner de 15 cm de didmetro.
Filtros redondos de manta de 15 cm de diémetro.
Soportes y pinzas para columna de cromatografia
Batidora de aspas
Potenciémetro
Bomba de vacfo

Columna de cromatograffa 60x2.5 cm (didmetro interno)

Procedimiento:

En un vaso de precipitado de 4 litros se pusieron los 45 g. de
la DEAE-celulosa, (Dietilaminoetil celulosa), se le adicionaron 2 litros
de cloruro de sodio 0.5 M y se agité brevemente con un agitador de vi-
drio. Inmediatamente se adicionaron 2 litros de hidrdxido de sodio 0.5 M
y se mezcld con la batidora de aspas durante 15 minutos dnicamente por-

gue de ser mds se alcaliniza demasiado la DEAE-celulosa. Se filtrd la sus
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pensién en el embudo de Blichner con filtros de manta y el filtrado se

eliming.

La DEAE-celulosa se resuspendié en 4 litros de agua destila-
da y se mezcld en la batidora durante 15 minutos. Se filtré la suspen
sién eliminando el filtrado. Este procedimiento se repitié utilizando

el amortiguador solucidén salina-fosfatos 0.1 M a pH 7.5.
La suspensién se dejé 18 horas en el cuarto frio a 4°C.

La columna de vidrio para cromatografia se tapé en el extre-
mo inferior con un tapfn de rasca que llevaba en sf mismo una malla me
télica fina y un filtro de tela de nylon que ajustaba exactamente con
la extremidad inferior de la columna{ a fin de retener las particulas
de DEAE-celulosa. En el extremo superior de la columma se colodS un ta
pén de hule perforado que sostenfa un embudo que podfa contener oclufido
un volumen de un litro en el como. Dentro de é&te se colocaron las as—
pas de la agitadora, las cuales se hicieron girar a 100 rpm. Se vacid
en el embudo una suspensifn de DEAE-celulosa que estaba diluida 5 veces
con respecto a la mezcla original, el flujo de la suspensién de DEAE-ce
lulosa se ajusté a 60 gotas por minuto, regulamdo una llave de paso co-
locada por debajo del tapdn de la columna. De esta manera las partfcu-
las de DEAE-celulosa fueron cayendo hzcia el fondo de la columa y se

empacaron en ella de abajo arriba de manera uniforme y continua.
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La columna se dejé empacar hasta 10 cm por debajo del orifi-

cio superior, dejdndose un exceso de solucidn amortiguadora que rebasa
ra 5 cm la altura de la columna de DEAE-celulosa, manteniéndose en es-—

tas condiciones hasta el paso siguiente.

Se lavé después la columna con amortiguador de solucién de
salina—-fosfatos 0.1 M a pH 7.5 durante dos dfas hasta equilibrarla al

mismo pH del amortiguador.

Por otra parte los 30 ml de la solucién de IgG obtenida por
precipitacién con sulfato de amonio se dializaron previamente con el

mismo amortiguador durante dos dfas con dos cambios al dfa de 6 litros

cada uno, para eqguilibrarla con el lfquido de la columna.

Se drend el sobrenadante de la columa y se adicionaron gota
a gota los 30 ml de la solucifn de Igl por las paredes de la columna vy
se dejé que se absorbiera en la DEAE-celulosa. Se colocd un recipiente
con amortiguador en un lugar elevado 50 omn. con respecto al extremo su-
perior de la columna y se hizo fluir el amortiguador a 6] gotas por mi-
nuto para llevar al cabo el corrimiento. El efluyente se recolectd en

fracciones de 10 ml y se lsyeron a 280 nm en un espectrofotémetro Zeiss

II. Las fracciones cuyas lecturas demostraron gue contenfan protefnma en

PME=

el pico de elucidn de la IgG se juntarcn en tubos de celofdn a 4°C durante

12 horas para concentrar la proteina por desecacién.
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Para recuperar la DEAE-celulosa que se utiliz8, &sta se lavé varias
veces con volumenes de 3 litros de agua destilada y 3 a 4 lavados en la si
guiente secuencia para cada ciclo: NaOH 0.1 N, otro con agua destilada, el
siguiente con HC1 0.1 N y el Gltimo lavado debe terminarse con alcali y vol
verse a hacer varios lavados con 3 litros de agua destilada cada uno. La
suspensién se guardS§ a 4°C hasta volverse a utilizar.

DOBLE DIFUSION POR EL METODO DE OUCHTERLONI (33). Este procedimiento se
llev6 al cabo con el fin de comprobar si la -protefna obtenida era IgG y si
contenfa anticuerpos antiamibianos.

Se basa en la reaccifn especifica dé precipitacién que ocurre cuan-
do el antigeno estd en presencia de su anticuerpo correspondiente, Forméndg
se en la placa de agar una banda de precipitacién. El1 némero de bandas de
precipitacifn depende del ndmero de fracciones antigénicas, debido a que ca
da una se difuﬁde a diferente velocidad. Con esta técnica se evita el fend
meno de zona.

Soluciones:

Amortiguador de barbituratos, pH 8.6, fuerza ifnica 0.1

Acido dietilbarbitdrico 2.8 g.
Barbiturato de sodio 20.6 g.
Agua destilada cbp 1000 ml.
Ion agar No. 2 0.85g.

Azida de sodio 0.02g.
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Procedimiento:

Se disolvieron 0.85 g de I6n agar en 100 ml de amortiguador de
barbituratos y se afadieron 20 mg de azida de sodio. Esto se disolvi$
en autoclave a 15 1lb de presidn durante 15 minutos. Se vertieron 15 ml
de la mezcla aln caliente en una caja de Petri sobre una mesa nivelada
y se dej§ solidificar.

Cuando el agar estaba solidificado, se hicieron 6 perforacio-
nes de 3 mm, de didmetro en circulo y una mds central, distantes 4 mm.
entre s y se extrajo el agar con succidn. En ellos se colocaron las
muestras con un capilar, procurando depositar la misma cantidad de mate
rial en cada orificio. En el orificio central se co océ antigeno amibia
no soluble y en los orificios periféricos se colocaron las soluciones de
IgB humana anti E, histolytica y de Igf humana de personas sin amibiasis,
asf como el suerc de conejo con anticuerpos anti IgB humana (Fig. 4). A

continuacién las placas se incubaron durante 48 horas a 22°C,

Una vez gue se presentaron las bandas de precipitacién, se lava-
ron las placas con solucién salina-0.15 M para guitar las protefnas exce-
dentes no precipitadas y observar mejor la reaccifn.

INMUNOELECTROFORESIS (34).

Este proceso se basa en la combinacién de la técnica de electro-
forésis, la cual consiste en una separacién de las protefnas por su movi-
lidad electroforética en base de su carga eléctrica y una vez que las pro

tefnas se han separado electroforéticamente, se ponen en contacto con su



FIG.

Placas de doble difusifn por Método Ouchterloni.

Orificio central antigeno amibiano, orificios feriféricos
soluciunes de IgBG humana antiamiba, IgG humana normal y

suero de conejo anti IgG humana.
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antisuero correspondiente para llevar al cabo la inmunodifusién; asf apa-
recen las bandas de precipitacifn correspondientes a las protefnas presen
tes. Esto se hizo con el propésito de comprobar si la protefna obtenida
era Igl, en forma pura y si contenfa anticuerpos antiamibianos.
Soluciones:

Amortiguador de barbituratos, pH 8.6, fuerza idnica 0.1

Acido barbitdrico 2.8 g.
Barbiturato de sodio 20.6 g.
Anua destilada 1000 ml.

Solucién de agar:

Agar noble 1 g.

Amortiguador de barbitu-—

ratos pH 8.5 25 mls
Agua destilada 75 ml.
Azida de sodio 0.02 q.

Solucién salina 0.15 M

Cloruro de sodio 8.764qg.
Agua destilada 1000 ml.
Colorantes:

Negro de amido 3 g.

Solucifn alcohol-acético 500 ml.
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Solucién alcohol-acético (solucién lavadora):

Alcohol metflico 1350 ml.
Agua destilada 1350 ml.
Acido acético glacial 300 ml.

Suero de conejo antisuero humano
Suero de conejo anti IgG humana
Suero de Conejo anti IgD humana

Fracciones de protefna obtenida en la columna de DEAE-celulosa.
Procedimiento:

Se colocaron los portaobjetos de 2.5 cm. en el soporte de pléstico

después de un ligero enjuague con alcohol.

Se nivelé la mesa sobre la gue estaban las laminillas y con una
pipeta de 10 ml. se tomaron aproximadamente 12 ml. del medioc de agar calien
te y se empez§ a vertir el agar en los extremus gue no lograron cubrir los
portaobjetss, donde se unen &stos y se continud agregando el agar en forma

homogénea hasta cubrirlos totalmente. Se dejaron reposar 20 horas a 4°C.

En las placas de gel-agar se hicieron dos orificios colocados en
el centro, transversalmente al portaobjetos y separados entre sf 10 mm, y
un surco central en sentido longitudinal de 2 mm. de anchura que pasara en
tre los orificios. Se retiré el gel de los orificios y se colocaron las
fracciones obtenidas en cromatograffa en columna para probar su pureza, asf

como los testigos. Los primeros correspondieron a IghG humana anti E. his—

tolytica y los segundos a Ig5 humana de personas sanas sin antecedentes
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clfnicos de amibiasis.

Las placas de electroforesis quedaron colocadas en series de 3
1aﬁinillas de portacbjetos alineados a lo largo de su eje mayor en mar-
cos de pl&stico, que son accesorios del mismo aparato. Asf se coloca-
ron en la cé&mara de migracién electroforética, la cual contenfa 700 ml
de la solucién amortiguadora en cada cubeta. Cada hilera de 3 placas
se conect8 por medic de una tira de papel filtro del mismo ancho que la

placa, humedecida en el mismo amortiguador.

A través de las placas se hizo pasar una corriente directa de
6V/cm. y 0.76 mA durante 60 minutos, al término de los cuales se re-
tir8 el gel del surco central. En este surco se coloc§ ya sea un sue-
ro de conejo anti suero humano (Fiq. 5A), un suero de conejo Anti IgBG
humana (Fig. 5B), 6 antfgeno amibiano soluble (Fig. SC). El antisuero
se dej8 difundir en las placas de agar y &stos se incubaron en cémara
durante 20 horas a temperatura ambiente, al cabo de los cuales se su-
mergieron en la solucién salina 0.15 M, 24 horas para solubilizar de
ellas protefnas no precipitadas. En seguida se cubrieron con tiras de
papel filtro y se dejaron secar soﬁre la mesa. Se retiré el papel y

se tifieron con la solucifn de negro de amido durante 5 minutos y el

exceso de colorante se retiré por inmersién durante 10 minutos en varios



FIG. No. 5.- Placas de inmunoelectroforesis.
a) Orificios: suero completo humano, IgB antiamiba o
Ig6G normal. Surco central suero de conejo anti sue
ro humano polivalente.
b) Orificios: fracciones de IgB antiamiba y Igl nor-
mal. Surco central suero de conejo anti IgG humana
c) Orificios: Fracciones de IgB antiamiba y IgB nor-

mal. Surco central antigeno amibiano soluble.
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cambios de solucifn lavadora y se secaron a temperatura ambiente para

interpretacién de los resultados (Fig. 5).

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY (35).

La cuantificacifn de la protefna se hizo por el.método colo-
rimétrico de Folin-Ciocalteu en el cual se mide el color azul que pro
duce al afiadir el reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu a una solucién
alcalina de protefna. La intensidad del color depende del contenido
de tirosina y triptofano. Es esencial la calibracién de una curva con
relacifn lineal entre las diferentes diluciones de protefna de concen
tracién conocida y la densidad éptica. La muestra de concentracién
desconocida debe ser diluida hasta que la primera determinacién resul-
te con hna densidad 8ptica dentro de la curva de calibracifn. E1 méto
do de Lowry y colaboradores utiza una solucifn alcalina de cobre en el
tratamiento de la protefma, el cual reduce al reactivo fosfomolfbdico-
fosfotungstico aumentando de 3 a 15 veces el color de la reaccifn y te-
niendo un rango de sensibilidad de 0.005-0.2 mg. de protefna por milfli

tro.
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Soluciones:

A-l:

Tartrato de sodio 2.0 g.

Agua destilada 100.0 ml.
A=2:

Sulfato de cobre 5 Hx0 1.0 q.

Agua destilada 100.0 ml.
A=3:

Carbonate de sodio 20.0 g.

Soluci6n de NaOH 0.1 N 1000.0 ml.

P. porciones:

A-1 0.5 ml.
A2 0.5 ml.
A-3 50.0 ml.

Se mezclan inmediatamente antes de utilizarse.
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Solucién B

Reactivo de Folin-Ciocalteu = 1.0 N. Diluir el reactivo de fe-
nol 1:1 con agua destilada.

Solucifn de algumina a concentracifn de 220 mg., solucifn sstandard.

Fracciones de la soluciéfn de IgG obtenidas en la columna de
DEAE-celulosa.

Solucién salina 0.15 M, 10 ml.

Material y equipo:

Tubos de ensaye de 15x150 mm.
Pipetas de 0.2, 1.0 y 5.0 ml.

Colorfmetro spectronic 20 Bausch & Lamb.

Procedimiento:

ée colocaron alicuotas de 1.00, 0.500, 0.250 y 0.125 ml. de la
solucién de albumina en tubos de ensaye y se llevaron a 1 ml, con solu-
cifn salina 0.15 M guedando en las siguientes concentraciones: 220 mg/ml,
110 mg/ml, 55 mg/ml y 27 mg/ml. Las lecturas que se obtuvieron de estos

tubos son los gue se utilizaron para hacer la curva de calibracién.

En otros tubos se colocaron las siguientes alfcuotas de solu-
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cién de Igh obtenida en la columna de DEAE-celulosa: 0.1 ml de solu-
cién original y diluciones 1:2, 1:4 y 1:8 de esta solucién. Todos

los tubos se llevaron a 1 ml con solucién salina 0.15 M.

Se afiadieron 4 ml de la solucifn A a cada uno de los tubos,

se mezclaron y se dejaron reposar 10 minutos a 23°C.

Transcurrido este tiempo se adicionaron 0.4 ml de la solucién
B de fenol a cada tubo, se mezcl8 cada tubo vigorosamente inmediata-
mente después de la adicién y se dejaron reposar 30 minutos durante
los cuales se desarrollé el color, debiéndose leer antes de 60 minu-

tos.

Se hizo un tubo para blanco gque contenfa 1 ml de solucién sa-

lina 0.15 M, 4 ml de la solucién A y 0.4 ml de la solucién B.

Todos los tubos se leyeron en un colorimetro Spectronic 20
Baush & Lomb a 600 nm; se resté la lectura del blanco a las lecturas
de la curva de calibracién (D.O./Conc.) de protefna y se leyeron los
datos de las muestras. Se obtuvo una concentracién de 220 mg/ml de

IgG con anticuerpos antiamibianos y de 200 mg/ml de IghG sin ellos.

Las fracciones de Igh se liofilizaron para concentrarlas.



INMUNOFLUORESCENCIA (36,37)

Este método se utiliz$ para demostrar los antfgenos de superfi
cie de la Entamoeba histolytica y se llev$ al cabo tanto en la reac-

cién directa como en la indirecta.

Soluciones:

Amortiquador de fosfato de sodio 0.1M, pH 7.5

Na2HP04 12.0 g
H, .

Na 2F’04 2.0

Agua destilada 1000 ml

Amortiguador de carbonato-bicarbomato 0.5 M, pH 9.5

Carbonato de sodio 5.3 g
Bicarbonato ‘de sodio 4.2 g

Solucién salima 0.15 M 200 ml

Se disolvieron 5.3 g de carbonato de sodio en 100 ml de NaCl

0.15 M (solucién A) y 4.2 g de bicarborato de sodio en otros
100 ml de NaCl 0.15 M (solucién B). Se mezclaron 5.8 ml de la
solucién A con 10 ml de la solucién B y se ajust8 el pH a 9.5

con m&s solucién A 6 B.

Isotiocianato de fluorescefna (ITF) 0.05 mg por cada mg de pro
tefna por marcar.

Sephadex G 200 18.0 g peso seco.
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Amortiguador de solucién salina-faosfatos 0.15 M, pH 7.5

Naszoa 18 g
NaH2P04 3.0 g
Agua destilada cbp. 1000 ml
Se mezclaron en proporcién de 10% de amortiguador de fosfatos

con 99% de solucién salina 0.15 M.

Materid y eguipo:

€olumna de cromatograffa 30x15 cm (didmetro internc).
Soportes y pinzas para columna de cromatografia.
Probetas de 100 ml

Tubos de ensaye

Pipetas Pasteur

Pipetas de S ml

Tubos de celofén para didlisis

Recipiente cilfndrico de 6 1lts.

Potencibmetro

Espectrofotémetro PM @ II de Zeiss.

Procedimiento de conjugacién:

La conjugacién debe hacerse en una proporcién de 5 a 10 moles
de ITF con / mol de IgB. Por cada mg de IgG se adicionaron

0.05 mg de ITF o sea una relacién de ITF/IgG de 20.5/1 teniendo en
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cuenta que no se conjuga todo el ITF hay ademds cierta pérdida durante

la didlisis.

La concentracifin de protefna que se debe utilizar para una con-
jugacién 6ptima es de 10 a 30 mg/ml. Teniendo en cuenta lo anterior
se disolvieron 285.6 mg. de Ig5 liofilizada en 10 ml de‘solucidn sali-
na, 0.15 M. A é&sto se adicionaron 2 ml de amortiguador de carbonato-
bicarbonato, pH 9.5 y se mezclaron lentamente en un agitador magnético.
A esta mezcla se afadieron 14.28 mg de ITF disueltos en 2 ml del mismo
amortiguador. Se ajusté el pH a 9.5, se protegié de la luz y se agit

lentamente durante 18 horas a 4°C.

La mezcla se recogif en un tubo de celofén para didlisis y con
el objeto de eliminar el ITF no conjugado se dializé con 48 litros de
amortiguador de solucién salina-fosfatos, 0.15 M a pH 7.5 con agitacién
constante durante 2 dfas, efectudndose dos cambios de 6 litros cada ho

ra y el resto cada doce horas.

Para tener una mayor purificacién del conjugado, éste se pas@
por una columna de 30x1.5 cm, de didmetro interno cargada con 18 g de
Sephadex (-200 hidratado con 70 ml de amortiguador de solucién salina-
fosfatos 0.15 M a pH 7.5. El pH del amortiguador no debe exceder de
8 durante la preparacién de la suspensifn ni durante la cromatografia,

a fin de evitar cambios en los grupos amino de los anticuerpos.
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Una vez empacada la columna, se depositaron lentamente los 16 ml
del conjugado, Se dejaron absorber en ella y luego se agregaron lenta-—

mente 6 ml de amortiguador.

Para que el conjugado descendiera se dejaron absorber y en este
paso se observé el inicio de la separacién del conjugado del ITF soluble
form&ndose una banda inferior nitida naranja fluorescente y otra banda
superior difusa amarillo-naranja. Esta estaba formada por el ITF no eon
jugado. Se hicieron 10 lavados de la columna de 100 ml cada uno con

amortiguador de solucifn salina-fosfatos pH 7.5. para recuperar el Sephadex

Este procedimiento se hizo en un cuarto semioscuro, a 4°C para

evitar la pérdida de fluorescencia.

Las fracciones se recolectaron manualmente en tubos de ensaye.
Los primeros 6 ml de la solucién se colectaron en una sola fraccién por-
que contenia-la mayor parte del conjugado. Las otras fracciones fueron
de 1 ml cada una. Estas se juntaron desde que se observé la salida de
la primera bandé naranja de la columna., Las siguientes fracciones se colecta
ron en matraces de 100 ml. Las fracciones del conjugado se leyeron en un
espectrofotémetro P M Q@ II de Zeiss a 276 y a 493 nm, que son las longitu-
des de onda donde hay mayor absorcién del conjugado, de la IgG y del ITF,

respectivamente.
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Para poderse leer en el espectrofotémetro hubo que diluir el

conjugado de 1:30. Las lecturas obtenidas fueron a 273 mm :0617, y a

493 nm: 0.765.

Se ley8 en el manograma la relacién de mcG de ITF a mg de IgG
obteniéndose una relacién de 17.5 mcg/mg y una re’acién molar de
ITF/igG de 7.5 la cual gueda en los lfmites aceptables que son de 5 a

10.

La relacién entre los mg de protefna con los ml del conjugado
fué de 0.275 mg/ml en la dilucién y de 7.2 mg/ml en el conjugado no di-

luido.

El conjugado se guardS$ en alfcuotas de 3 ml en el congelador a

-20°C.

La conjugacién de la IgG de perscnas sin anticuerpos antiamibia-
nos deﬁostrables por CIEF, se llevé al cabo en la misma forma obtenién-
dose las lecturas siguientes: a 273 nm:0198 y a 493 nm: 0.43. En el mg
nograma la relacién ITF/IgB fué de 15.5 mg prot/ml con una relacién mo-

lar ITF : Igh de 6.5

Reaccifn directa.— Los trofozoftos de E. histolytica se lavaron

con solucién salima 0.15 M 3 veces y se agregd la solucién del conjugado

de la Igl3 humana antiamibiana marcada con ITF a diluciones de 0.25, 0.5,
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1.0, 2.0y 4.0 mg/ml.

Esta suspensifin se agité durante 30 minutos a 0-2°C para bajar el
metabolismo de la amiba y que no fuera a digerir el conjugado -y se tu-
vieran resultados falsos positivos. Se lavaron 3 veces con 5 ml. en ca
da lavado con amortiguador de solucién salina-fosfatos 0.15 M pH 7.5.
Este mismo procedimiento se llev$ al cabo con IgG conjugada con ITF de
personas sin anticuerpos antiamibianos que se usaron como testigos.

Las preparaciones se observaron en microscopio de luz transmiti-

da equipado con lé&mpara de luz ultravioleta.

Reaccin indirecta.- Consi§te en incubar los trofozoftos fijados
previamente con formaldehido al 4% en metanol durante 20 minutas con
con IgB humana antiamibiana no marcada con Isiotiocianato de Fluorecefna
durante 30 minutos, a 37°C. Se lav8 la suspensién con solucién de NaCl
0.15 M y se incubaron con suero de conejo antigamma globulina humana con
jugada con Isiotiocianato de fluorecefna en diluciones de 0.25 ml, 0.5,
1.0, 2.0 y 4.0 ml. del conjugado. Se lavaron y los trofozoftos se sus—
pendieron sobre un portacbjetos con solucién de glicerina al 90% en amor
tiguador de fosfatos-salina 0.15 M pH 7.5 y se observarcn al microscopio

de luz ultravioleta. ’
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El mismo procedimiento se realizé con la Igh de personas sin an-

ticuerpos antiamibianos que se utilizaron como testigos.

Fijacién de C'3 sobre trofozoftos de Entamoeba histolytica.

Se lavaron 4 veces los trofozoftos con solucién de NaCl 0.15 M,
se fijaron con formaldehido al 4% en metanol durante 20 mihutos, se la-
varon con solucién de NaCl 0.15 M y se incubaron a 37°C con 1 ml de IgG
humana antiamibiana sin marcar en concentracién de 5 mg de protefna en
10 ml de solucifn de NaCl 0.15 M. Se lavaron 3 veces para eliminar el
exceso de protefna y se incubaron con suero humano fresco. Después de
lavarlos se incubaraon con suero de cabra anti C'3 conjugado con Isiotig
cianato de Fluorecefna, los trofozaftos se lavaron y después de eliminar
el sobrenadante, se colocaron sobre un portacbjetos y se examinaron en un

microscopio.

Como testigo de esta reaccifn se realizaron las mismas incubacio-
nes, utilizando la misma IgG humana antiamibiana no marcada, con la @ni-
ca diferencia que en lugar de emplear suero humano completo fresco, se
utilizé sueron humano inactivado por calentamiento a 56°C durante 30 mi-

nutos.

CONJUBACION DE Igf CON PEROXIDASA DE RAIZ FUERTE (HRP). (38)
Soluciones:

Amortiguador de Carbonato-bicarbonato de sodio pH 10, 0.5 M.
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Carbonato de sodio 2 M
Carbonato de sodio anhidro 19.0 o

Agua destilada cbp ' 100.0 ml

Bicarbonato de sodio 2 M
Bicarbonato de sodio 19.2 g

Agua destilada cbp 100.0 ml

Para preparar el amortiguador de carbonato-bicarbonato 0.5 M pH
10 se mezclan 13.8 ml de carbonato de sodioc 2M y se afaden 11.3 ml de
bicarbonato de sodio 2M. Esto se afora a 100 ml con agua destilada y
se ajusta el pH a 10, con la primera o segunda solucién.

Amortiguador Tris.HCl1 0.05 M, pH 7.6:

Solucién Tris 0.2 M:

Tris-(hidroxi-amino-metano-metil

(THAM) 2.42 g.

Agua destilada cbp 100.0 ml

Para preparar el amortiguador se mezclan 50 ml de la solucidén
Tris 0.2 M con 70 ml de HCl1 0.1N. Se mide el pH y se ajusta a 7.6 con
estas soluciones y se completa el volumen a 200 ml con agua destilada.

Peroxidasa Raiz Fuerte 50 mg

FNPS (pp’—difluoro, mm'—dinitrofenil sulFona) al S en acetona,

0.25 ml. |

Solucién salina 0.15 M

Ig6 por conjugar 50 mg

Solucién de'sulfato de amonio al S0% de saturacién.



Procedimiento:

La preparacifn del conjugado de la Igh con peroxidasa se hizo di
salviendo 50 mg de IgG en 1 ml de amortiguador de carbornato-bicarbonato
0.5 M, pH 10. A &sto se afadi§ 0.25 ml de FNPS (pp*=difluora, mm'~dini

trofenilsulfona) al 5% en acetona.

La mezcla se agité de 18 a 20 rpm en un disco rotatorio durante
6 horas a 4°C y se dializé 18 horas con amortiguador de salina-fosfatos
a pH 7.5. La solucién del conjugado de IgB con peroxidasa se precipité
2 veces con sulfato de amonio al 50% de saturacién. Se dializ§ en so-
lucién salina 0.15 M durante dos dfas con 3 cambios de 6 litros cada uno,

para quitar el exceso de sulfato de amonio.

El dialisado se guard§ a -20°C en alfcuctas de 1 ml cada una, en
tubos de ensaye protegidos de la luz. Este mismo procedimiento se llevd
al cabo ¥a sea con la IgG antiamibiana, con la Igh sin anticuerpos antia
miba (demostrables por CIEF), asf como con el suero de conejo anti IgG hy

mana.

Reaccién directa.-

Los trofozoftos de Entamoeba histolytica se lavaron con 0.15 M con

solucién salina y se fijaron en formaldehido al 4% en metanol durante 20
minutos a 23°C. Después de lavarlos con amortiguador Tris-HC1l, 0.05 M,

pH 7.6, se incubaron con la solucién de IgG humarma marcada con peroxida-
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de pacientes con absceso hepdtico y con anticuerpos antiamibianos,
sa/ durante 30 minutos a 37°C y después de lavarlos en el mismo amor-

tiguador se incubaron en el medio citoquimico de Karnovsky para pero-
xidasa.

Este consistif en 5 mg de 3,3' diaminobenzidina disueltos en
10 ml de amortiguador Tris-HCl, pH 7.6, 0.05 M y con perfxido de hidr§
geno en concentracifn final de 0.01%. Esta incubacién se hizo en la
oscuridad durante 10 minutos a 23°C. A continuacién los trofozoitos
se lavaron en el mismo amortiguador Tris-HCl y se colocaron en portacbh
jetos para ser observados en un fotomicroscopio.

Para todos los lavados, las suspensiones de trofozoitos se
centrifugaron 3 veces a 3000 rpm durante S minutos, eliminando el sobre
nadante,

Como testigos se hicieron experimentos utilizando la misma
Ig6 antiamibiana y el mismo praocedimiento de incubacifn con el medio ci
toqufmico, con la Gnica diferencia de que éste carecfa de substrato
(peréxido de hidrégeno). Adem&s, otra serie de experimentos se realizé
incubando los trofozoitos fijados con Igh de personas sin anticuerpos

antiamibianos demostrados por CIEF y conjugada con peroxidasa. La reac
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cién citogufmica se hizo con el medioc de Karnovsky completo.

Reaccifn indirecta.- Esta consistif en incubar los trofozoi-

tos fijados en formaldehido al 4% en metanol con Igl humana anti E.his—
tolytica no marcada con peroxidasa, durante 30 minutos a 37°C. Después
de lavado en solucién salina fisiolSgica se incubaron con suero de cong
jo anti IglG humana marcada con HRP durante 30 minutos a 37°C y se lava-
ron con amortiguador Thris HCl, 0.05 M, pH 7.6. A continuacién se rea-
1iz8 la reaccién citogufmica con el medio de incubacién de Karnovsky com
pleto, en la oscuridad durante 10 minutos a 23°C.

Después de lavados, los trofozoitos se observaron en un micro§
copio de luz transmitida.

Como testigos se realizaron 4 series de experimentos:

a) Los troFozoitos fijados se incubaron con IgG humana anti

Entamoeba histolytica no marcada y posteriormente incubados con suerc de

conejo anti IgG humana marcada con peroxidasa, se colocaron en el medio
citogufmico de Karnovsky sin sustrato (perdxido de hidrégenc). Después
de lavar los trofozoitos se examinaron en un microscopio éptico.

b) Los trofozoitos fijados se incubaron primeramente con IgfG

humana anti Entamoeba histolytica sin marcar, se lavaron y se incubaron




con IgG humana anti Entamoeba histolytica marcada con peroxidasa. A con

tinuacién se lavaron, se hizo la reaccién citogufmica con el medic de
Karnovsky completo y después de lavarlos se examinaron en un microscopio
de luz transmitida.

c) Los trofozoitos fijados con formaldehido al 4% en metanol se
incubaron con Igf3 de personas sin anticuerpos antiamiba demostrables por
CIEF y sin datos clinicos ni de laboratorio de amibiasis. Después de la
varlos se incubaron con suerc de conejo anti IgG humaﬁa marcada con HRP,
se lavaron y se hizo la reaccién citoqgimica para peroxidasa. Se lavaron
y se observaron en el microscopio 6ptico.

d) Los trofozeitos fijados, se incubaron solamente en presencia
de suern‘de conejo anti IgB humana marcada con peroxidasa, se lavaron y
se llevd al‘cabo la reaccién citoqufmica para peroxidasa, de acuerdo con
el método de Karnovsky. Después de‘lavar los trofozoitos se examinaron
en un microscopio Sptico.

Todos los experimentos de incubaciﬁn de los trofozoitos con las
inmunoglobulinas conjugadas con peroxidasa para las reacciones directas e

indirectas se realizaron también con trofozoitos de E. histolytica fija-



dos con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos, 0.1M, pH

7.4.

Investigacién de actividad endS6gena de peroxidasa en los trofozoitos

de Entamoeba histolytica.

Para é&sto se llevaron al cabo dos tipos de experimentos:

a) Los trofozoitos de Entamoeba histolytica cultivados axénica-

mente se lavaron en solucién salina fisiolégica y sin fijar se incubaron
en el medio citoguimico de Karnovsky completo, durante 10, 20 y 40 minutos
a 23°C en la oscuridad. Se lavaron y se observaron en el microscopio 6p-
tieo.

b) Los trofozoitos se fijaron en formaldehide al 4% en metanol
durante 20 minutos, a temperatura ambiente y después de lavarlos se incu
baron en el medio citoquimico de Karnovsky completo, durante 10, 20 y 40
minutos a 23°C en la oscuridad. Se lavaron y se observaron en un micros-—
copio de luz transmitida.

MICROSCOPIA ELECTRONICA.- Se utilizaron tubos representativos de a) la

reaccién indirecta positiva con IgG humana anti Entamoeba histolytica;

b) la reaccidn indirecta negativa con la misma IqgG antiamibiana pero
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incub&ndolos en medio citoqufmico de Karnovsky sin sustrato (H202); y
c) la reaccién indirecta negativa con saturacién de sitios antigénicos
en los trofozoitos con anticuerpos especfficos no marcados.

En todos los casos, después de completar el tiempo de incuba-
cién con el medio citoquimico de Karnovsky, se lavaron los trofozoitos
con amortiguador Tris-HCl, 0.05 M, pH 7.6 y se postfijaron con tetréxido
de osmio al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio, 0.1M, pH 7.4 du-
rante 1 hora a 4°C (39).

El amortiguador de cacodilato de sodic 0.1M pH 7.4 se prepar§
disolviendo 4.28 gr. de cacodilato de sodio y 5.5 a 6 ml. de HCl, O.1N
en agua destilada para completar un volumen final de 200 ml. El1 pH se
ajustf con esas soluciones antes de completar el volumen con aqua desti
lada.

Las muestras se deshidrataron en concentraciones ascendentes de
etanol (70%, 80%, 90%, 96% y alcohol absoluto) y se infiltraron con mez
clas de 6xido de propileno-Epon. Se incluyeron en Epon-812 y se polime
rizaron durante 24 horas a 60°C (40). Se obtuvieron cortes finos color pla

teado en el espectro de reflexién de luz incidente (41) con navajas de vi
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drio en ultramicrotomo Reicher OmU-2 y se recogieron en rejillas de co-
bre sin cubrir. Los cortes sin tefir o ligeramente contrastados con ci
trato de plomo (42) fueron examinados en un microscopio electrénico
Philips EM-220, operado con 60 KV y equipado con una apertura de la len
te objetivo de 30 micras. Los negativos tomados fueron amplificados fo

togr&ficamente para su estudio e interpretacién.
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CAPITULO III

RESULTADSS:

Inmunofluorescencia.— Los resultados de las reacciones de los trofozoi-

tos con immunoglobulina conjugadas con isotiocianato de fluoresceina
(ITF) aparecen en la Tabla I.

En las pruebas que se hicieron con los trofozoitos de Entamoeba
histolytica y la IgG marcada con ITF de personas sanas sin anticuerpos

antiamibianos demostrables por CIEF no presentaron fluorescencia.

Aguellas pruebas que se realizaron con los trofozoitos y la
IgG marcada con ITF de pacientes con absceso hepético y con reaccién po-
sitiva de +++ de anticuerpos antiamibianos por CIEF, la reaccién fué po-
sitiva (Fig. 6).

Cuando se llevé al cabo la incubacién de los trofozoitos con la
Ig5 no marcada de personas sanas sin anticuerpos antiamibianos demostra-
bles por CIEF y el suero de coneja anti Igls humana marcado con ITF no se

observé fluorescencia en los trofozoitos de Entamoeba histolytica. Sin

embargo, se observd§ ligera fluorescencia en preparaciones obtenidas de al

gunos sueros de personas sanas sin antecedentes clfnicos de amibiasis.



FIG.

No.

6.~

Resultado positivo de la reaccidn directa al incubar
trofozoitos de E. histolytica con IgG humana antiami

biana conjugada con isotincianato de fluoresceina

(80x).



TABLA I

CONJUGACION DE INMUNOGLOBULINAS CON ISOTIOCIANATO
DE FLUORESCEINA ().

Ag+l gG* i =

Ag+IgGS* o+

Ag+IgG+AntiIglG hum* -

Ag+IgGs+Antilgh hum™_ +

Ag = Trofozoitos de E. histolytica fntegros, cultivados
axénicamente.

Igh = IgG humana de persona "no sensibilizada".

Ighs Ig6G humana anti E. histolytica.

AntilIgh hum= IgG de conejo antilg(B humana.
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En las pruebas realizadas con los trofozoitos y la IgG no marca
da'de pacientes con absceso hepdtico amibiano, con anticuerpos antiami-
bianos e incubados con sueros de conejo anti IgG humana marcado con ITF
la fluorescencia fué francamente positiva (Fig. 7).

Fijacifn de complemento por Inmunofluorescencia.- Los resultados de es-

tas pruebas aparecen resumidos en la Tabla II.

Se observé fluorescencia positiva cuando en el sistema de incu-
bacién se empled suero humano fresco completo como fuente de complemento
(Fig. 8), en tanto que los resultados fueron negativos cuando al sistema
de incubacifn se agregd8 el suero humano fresco inactivado a 56°C durante

30 minutos.

Reacciones con peroxidasa.- En la Tabla III aparecen los resultados de

las incubaciones de los trofozoitos con las inmunoglobulinas marcadas con

peroxidasa de raiz fuerte. Cuando los trofozoitos fueron fijados en glu-



FLB,

No.

D

Resultado positivo de la reaccidn indirecta al incubar

trofozoitos de E. histolytica con IgG humana antiami-—

biana sin marcar y posteriormente incubada con anticuer
pos de conejo anti-IgB humana conjugados con isotiocia-—

nato de fluoresceina (SOX).



TABLA II

REACCION DE FIJACION DE COMPLEMENTO.

*

Ag+IgGs+ Suero humano fresco + Anti C'3
_-_—_.

completo

Ag+IglGs+S hum £, o
g+Igl uero humano fresco + Anti o' ¢

inactivado (56°C,30') 3 —»
Ag = Trofozoitos de E. histolytica inte

gros, cultivados axénicamente.

IgGs+ Igl humana anti E. histolytica.

Anti C'3" = IgG de cabra anti C'y humano,
conjugada con Isotiocianato de
fluoresceina.



FIG. No. 8.- Resultado positivo de la reaccidn al incubar los tro-—
fozoitos de E. histolytica con IgB humana antiamibia-
na en presencia de suero humano completo fresco y an
ticuerpos de cabra anti-C'3 conjugados con isotiocia-

nato de fluoresceina [QDX).



TABLA III

CONJUGACION DE INMUNOGLOBULINAS CON PEROXIDASA
DE RAIZ FUERTE (*) Y EFECTO DE LA FIJACION SO-
BRE LA REACCION.

Ag en formal | Ag en gluta-
dehido al 4% | raldehido al
en metanol. 2.5% en amor
tiguador de
fosfatos
0.1M;pH 7.4
e
Ag + Igi R = = =
Ag + IgPs* R +
3 -
" »
¥*
Ag + IgGs R-Hp0o - -
Ag + IgB+AntilgB hum™ A = -
—_—
Ag + IghGs+AntiIgi hum* R + -
e
Ag + IgBs+AntiIgB hum® R-HpOo - =
—_—y
Ag + IgGs + IgGS* R = - -
Ag + Anti IgB hum’ R - = : -
Ag = Trofozoitos de E. histolytica Integros, cultivados axénicamente.
Ig5 = 1IgB humana de persona "no sensibilizada".
Ighs = Igf humana anti E. histolytica.

AntiIgl hum.= Ig5 de conejo o de cabra anti IgG humara.
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taraldehido todos los resultados fueron negativos. Los resultados que
se refieren a continuacién fueron obtenidos cuando los trofozoitos se
fijaron en formaldehido al 4% en metanol absoluto.

En las pruebas que se hicieron con los trofozoito; y la IgBG
marcada con peroxidasa de personas sanas sin anticuerpos demostrables
por CIEF se obtuvo una reaccién negativa. El mismo resultado cuando se
incubaron los trofozoitos con IgG de personas sanas sin antecedentes cli
nicos de amibiasis y suero de conejo con anticuerpos anti IglG humana mar
cados con peroxidasa.

Sin embargo, en algunos experimentos se obtuvo una ligera reac—
cifn positiva demostrable por una coloracién café amarillenta tanto en
el método.directo como con el método indirecto al emplear Igf de alqunos
pacient=s sanos sin anticuerpos antiamibianos demostrables por contrain-
munoelectroforésis,

Cuando se llevaron al cabo las incubaciones de trofozoitos, con
Igl marcada con peroxidasa de los pacientes con absceso hepdtico amibia-
no y co? anticuerpos antiamibianos demostrables por CIEF se observé una

coloracién café (reaccién positiva), la cual consistfa en un precipitado
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fino sobre la superficie del trofozoito (Fig. 9). Cuando se incubaron

los trofozoitos con IgB humana anti E. histolytica no marcada y suerc de

conejo con anticuerpos anti IgG humana conjugados con peroxidasa, se ob-

tuvo una reaccién fuertemente positiva consistente en precipitado de color café
oscuro sobre los trofozoitos (Fig. 10).

En todas las incubaciones en gque la reacci6n citoguimica para acti-
vidad de peroxidasa se realizd sin substrato (H202) en el medio, los resulta
dos fueron negativos.

Cuando se incubaron los trofozoitos con IgB humana antiamibiana sin
marcar con peroxidasa, y posteriormente con igG humana antiamibiana marcada
con peroxidasa, en la reaccién citogquimica con el medio completo de Karnovsky
los resultados - fueron también negativos.

Todos los experiqentos orientados a investigar actividad de peroxi-
dasa endfgena en érofozoitos de E. histolytica fijados y sin fijar fueron ne
gativos.

Microscopfa Electrénica.-

En todos los experimentos realizados para demostrar la reaccién po-

sitiva de combinacién de los anticuerpos con los sitios antigénicos de super



FIGURA No. 9.-

Resultado positivo de la reaccidén directa al incu=
bar trofozoitos de E. histolytica con IgG humana
antiamibiana conjugada con peroxidasa y revelada

su actividad por métodos citoguimicos (400x).



FIG. No. 10.- Resultado positivo de la reaccidn indirecta al incu-
bar trofozoitos de E. histolytica con IgG humana an-
tiamibiana sin marcar y posteriormente incubados con
anticuerpos de conejo anti-Igh humana conjuoado= con
peroxidasa y revelada su actividad por métodos cito-

aufmicos (380x).



FIG. No. 11.- Resultado negativo de la reaccién de blogueo de si-
tios antigénicos de superficie al incubar los trofo
zoitos con IgG humana antiamibiana no marcada y des
pués de lavarlos, incubarlos con IgB humana antiami
biana conjugada con peroxidasa para llevar al cabo

la reaccién citoquimica (800x).
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ficie de los trofozoitos de E. histolytica, se identificé el producto de
reaccifin de la peroxidasa. Dicho producto de reaccién se identificé como
material electrodenso granular dispuesto inmediatamente por fuera de la
membrana plasmitica de los trofozoitos y fué més abundantg en los experi
mentos de la reaccién indirecta (Fig. 13) que en los correspondientes a
la reaccién directa (Fig. 12). En la reaccién directa se incubaron los
trofozoitos con IgB humana anti E. histolytica conjugada con peroxidasa;
la reaccién citoqufmica se llevé al cabo con medio de Karnovsky completo.
En la reaccién indirecta, los trofozoitos se incubaron con IgBG humana an—
tiamiba no marcada y después se incubaron con anticuerpos de conejo anti
Ig5 humana, marcados con peroxidasa; la reaccién se hizo con el medio com
pleta de-Karnovsky para demostracifn de actividad de peroxidasa.

Cuando las reacciones citoﬁufmicas se llevaron al cabo en el me-
dio de Karnovsky sin substrato (H202), no se observd el producto de reac-
cién sobre los trofozoitos (Fig. 14).

Cuanda los trofozoitos se incubaron con Igh humana anti E, histo-
lytica sin conjugar y después de lgvarlos se incubaron nuevamente con

Ig5 humana antiamiba, ahora sf conjugada can peroxidasa, después de la



FIG. No. 12.— Micrografia electrénica de parte de un trofozoitn
sin tefiir en cuya superficie se aprecia el produc
to de reaccidn electrodenso correspondiente a la
actividad de peroxidasa conjugada a los anticuer-

pos antiamibianos (IgB humana) (108,000 «).



FIG. No. 13.- Micrografia electrdnica de trofozoito de E. histoly-
tica que muestra el producto de reaccién de la pero-
xidasa en el drea correspondiente al glucocdlix de

los trofozoitos. Corte sin tefir (113,000x).



FIG.

No.

14.-

Ausencia de precipitado electrodenso por ausencia del
substrato (H202) en el medio citogquimico de Karnovsky
para revelar actividad de peroxidasa conjugada a los

anticuerpos. Corte sin tefiir (100,000x).



- 42 -

reaccién citoquifmica, no se observé productc de reaccifn en la superfi-

cie de los trofozoitos (Fig. 15).



FIG. No. 15.- Ausencia de producto de reaccién en la superficie de
los trofozoitos al ser incubados con IgG humana anti
amibiana no marcada y después de lavarlos, incubar—
los con IgB humana antiamibiana conjugada con peroxi
dasa. La reaccién citoquimica se realizd en medio
completo de Karnovsky y los cortes se examinaron sin

tefiir (100,000x).
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CAPITULO IV
BISGUSTON:

Los estudios inmunolégicos que se han realizado scbre la E. his-
tolytica han sido fundamentalmente con fines de diagnéstico (5-15). Para
tener un mayor conocimiento sobre la inmunidad celular y huﬁoral que la
E. histolytica induce en el huésped se necesita tener una informacidn més
completa sobre la localizacidn de los sitios antigénicos de la amiba, los
cuales son los responsables de la reaccién inmunoldgica. Esto hace nece-—
sario la elaboracifn de estudios ultraestructurales sobre los determinan-—
tes antigénicos de la amiba que tienen el primer contacto con el huésped.

.

Ellos son los antfigenos de superficie y gue se sncuentran principalmente

en los elementos del glucocdlix, asf{ como en la membrana plasmitica (43,45).

_os estudios que se han hecho sobre la membrana celular y sus
componentes son relativamente pocos en comparacién con los que se han 1lg
vado al cabo sobre la organizacidén interna de la célula y sus elementos.
Las investigaciones sobre la membrana celular harn sido fundamentalmente re

lacionadas con los lipidos, proteinas y mucopolisacéridos que la inteqgran
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(46-50). Estos Gltimos fueron identificados en 1963 por Bennet en las cé
lulas de mamiferos quién les denomind glucocdlix, para referirse a la ca-
pa exterior aplicada sobre la l&mina externa de la unidad de membrana (49).
Esta capa de mucopolisacdridos ha sido demostrada en una gran variedad de
tejidos animales y en algunos tipos de amibas como Amoeba proteus (51)
Chaos chaos (51, 52) y en E. histolytica (53, 54) utilizando diversos co-
lorantes como rojo y violeta de rutenio, asf como azul alciano y lantano

en microscopfa 6ptica y electrdnica.

En la E. histolytica el glucocdlix estd formado por 2 capas. Una
capa amorfa colocada inmediatamente sobre la ldmina externa de la unidad
o
de membrana, que mide 150 A, es muy densa y homogénea. La capa mds exter-
o
na es menos densa, de aspecto "deshilachado" finamente granular y de 500 A
de espesor (53, 54). Estas mucoprotefnas constituyen en términos de peso
seco una pequefia porcidn de los elementos moleculares de la membrana; pero
en cuanto a su funcibén son de importancia primordial, ya que las glucopro-
tefnas de esa capa exterior estén relacionadas con los fenémenos de reconoci

miento celular, adhesividad y con la antigenicidad de la membrana de las



células.

En base a lo anterior, puede pensarse que el glucocdlix de la
E. histolxtica en su forma vegetativa desempena un papel importante en
la bjologfa del pardsito como en los mecarismos de adhesividad, fagoci-
tosis, pinocitosis y antigenicidad.

Winzler menciond que los glucolipidos intervienen en forma im-

- portante en la expresién antigénica de los grupos sanguinecs A,B, H (55)

y Lewis, en tante que las glucoproteinas determinan la antigenicidad de
los grupos M y N (56, 57). En las células de ratén, el glucocdlix se
encuentra enmascarando parcialmente los aloantigenos H2 (53). Ello habla
en favor de la importancia due tienen los componentes glucolipfdicos en la
expresifn -antigénica de la célula.

En los trofozeoitos de E. histolytica es posible que varias de
las determinantes antigénicas que inducen la formacién de anticuerpos y/o
células sensibilizadas en el huésped, se encuentran en el glucocdlix.

La localizacién de los antigénos superficiales y su composicién
son importantes ya gue éstos son los primeros en tener relacién con el hués

ped y son, en gran parte, responsables del tipo de la reaccién inmunoldégi- .
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ca que se desarrolla en el paciente.

La localizacién de antfgenos superficiales en amibas se llev$
al cabo por Wolper y 0'Neill utilizando anticuerpos marcados con fluo-
resceina (59), observéndose también que existe un recambio importante
en la cubierta exterior de la amiba. Con respecto a la E. histolytica
se tiene informacién de un trabajo que demuestra la presencia de los ant£
genos intracelulares pero ausencia de antfgenos superficiales (28). Este
Gltimo resultado se debid probablemente a una preservacién inadecuada de
de la capa exterior o glucocdlix, la cual requiere una fijacién adecuada.
Los antecedentes gue se tienen de la existencia de antfgenos superficia-
les de la amiba son indirectos, tales como las reacciones en gel precipita
cién (6), aglutinacién (12) inmunoelectroforésis (8), CIEF (11) e inmuno~
fluorescencia (9-12) (15), que se han hecho con fines puramente diagnésti-
cos.

En el presente trabajo se 1iev6 al cabo la localizacién de los an
ticuerpos contra de glucocdlix por medio de reacciones de inmunoflurescen-—
cia ; de marcaje con peroxidasa para microscopfa 6ptica y electrénica. Pa-

ra ello, se separd la Igh de los sueros de pacientes con absceso hepdtico
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Se llevaron al cabo reacciones de inmunofluorescencia directa
e indirecta las cuales mostraron la especificidad de la IgG en los tro
fozoitos de E, histolytica y la presencia de antigenos de superficie,
por medio de microscopia Sptica.

Estas pruebas se hicieron a la vez con el propésito de utili-
zarlas como testigos para los mismos casos en que el material se traté
para ser estudiado en microscopfa electrdénica.

Para la localizacifn topogréfica de los antfgenos se han utili
zado enzimas conjugadas con anticuerpos (60, 61,62). La enzima de estos
conjugados es detectable por medic de una reaccién en que se formen pro
ductos de reaccién visibles. Las enzimas utilizables son las fosfatasas
alcalina y 4cida, tirosinasa, glucosa oxidasa y peroxidasa (62). Esta al
tima se utilizé en el presente estudio, como marca de la Igh para la lo-
calizacién de los antigenos superficiales de la E. histolytica por su ven
taja de observarse con el microscopio éptico y electrénico.

Para microscopfa Sptica se debe poner la enzima en contacto con
la 3,p,p diaminobenzidina en presencia de H202, la oxida, produciéndose

un precipitado café, el cual se deposita alrededor de los sitios donde se
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se encuentra la enzima. Estos conjugados se han utilizado en microsco
pfa electrénica mediante una postfijacién con tetréxido de osmioc al 1%
en amortiguador de cacodilato de sodio, lo cual aumenta el contraste del
oroducto de reacci6n.

Esta técnica con peroxidasa es muy (til, ya que se pueden obser
var los resultados de la prueba enlel fotomicroscopio y si el sistema es
adecuado se sigue el procedimiento para microscopia electrénica en el
cual la reaccién es visible por la electrodensidad del producto de reac-—
cién de la peroxidasa (68).

Otro tipo de marca para microscopia electrénica es la ferritina.
Es Gtil para localizacién de antigenos superficiales porque su penetra-—
cién en las células es escasa por el gran tamafio de su molécula (650,000
PM) (64). Sin embargo, los resultados s6lo son observados en el micros-
copio electrénico. La peroxidasa tieﬁe mayor penetracién en las células
debido a gue su molécula es m&s pequefia (40,000 PM) (63).

Teniendo en cuenta lo anterior, se utilizé para la localizacién
de los anticuerpos sobre la superficie de la E. histolytica @l marcaje con

peroxidasa.
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Las reacciones directas de inmunofluorescencia y de peroxidasa
fueron de gran utilidad ya que el marcaje se hizo directamente sobre los
anticuerpos antiamibianos. Los resultados de estas pruebas fueron fran-
camente positivas cuando se incubaron los trofozoitos de E. histolytica
con la Igh marcada de pacientes con absceso hepdtico amibiano. Ello in
dica que se efectud la reaccién antf{geno-anticuerpo, comprobdndose de
esta manera la existencia de anticuerpos antiamibianos en la Igh utili-
zada y la presencia de antfgenos en la superficie de la amiba.

Conforme se aumento la dilucién de la IgG marcada con ITF, las
reacciones mostraron una disminucién paralela de la intensidad de fluo-
rescencia. Ello se debif a que al diluir los anticuerpos antiamibianos
la reaccién era més débil.

Los resultados negativos de las reacciones directas por inmuno-
fluorescencia y peroxidasa con Ig5 de personas sin amibiasis, muestran la
ausencia de anticuerpos detectables por estas técnicas. Ya que no se rea
1iz6 la reaccién antfgemo-anticuerpo, ellas sirven como testigos de la es
pecificidad de la reaccién.

Para descértar la posibilidad de autofluorescencia, se observa-

ron los trofozoitos s8los con luz ultravioleta. Otros testigos que se
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realizaron en las pruebas directas e indirectas de peroxidasa fueron aque
llas en las puales se incubaron los trofozoitos con IgG antiamiba sin mar
car y se revelaron con medio completo de Karnovsky para comprobar la espe
cificidad de la reaccién.

Estos testigos consistieron en incubar los trofozoitos con Ig
marcada con peroxidasa con anticuerpos antiamibianos y el medio de Karnovsky
sin H202 para comprobar la ausencia de sustrato endfgeno en el material em—
pleado. Adem8s se realizaron al mismo tiempo pruebas de inmunofluorescen-

cia indirectas con el prop8sito de verificar si el método para detectar la

IgG sobre la superficie de la Entamoeba histolytica era el adecuado.

En las pruebas indirectas de inmunofluorescencia y de peroxidasa
la reaccién fué mds intensa. Los resultados que se obtuvieron fueron los
mismos que en las pruebas directas y por lo tanto las conclusiones fueron
iguales a las anteriores.
La utilidad de las pruebas indirectés consistif en gue sirvieron
como testigos adicionales de la especificidad de las reacciones directas.
Como se obtuvieron resultados positivos similares por las reacciones de inmunoflug
rescencia, y por la de peroxidasa, ello indica que la IgG reacciona per la pre-

sencia de anticuerpos antiamibianos y no es el dep8sito inespec{fico del con-



jugado sobre los trofozoitos. Se hicieron otros testigos en los cua-

les se incubaron los trofozoitos sin IgG con el suero de conejo o ca-

bra anti IgG humana, cuyos resultados negativos demuestran que para

gue se efectle la reaccién es necesario la presencia de’ anticuerpos

antiamibianos.

Cuando se incubaron los trofozoitos con IgG de una persona sin

amibiasis y sin anticuerpos antiamibianos demostrables por CIEF en las

reacciones directas e indirectas de peroxidasa &stas dieron una reac-

cién débilmente positiva. Ello se explica porgue esta persona pudo te

ner anticuerpos antiamibianos en pequefia cantidad, no demostrables por

CIEF; pero evidenciales por la mayor sensibilidad de marcaje del anti-

cuerpo-con peroxidasa.

Los antfgenos pueden encontrarse ya sea en la membrana celular

y/o en el glucocdlix gque la recubre. Por su ubicacién superficial son

los primeros determinantes antigénicos gue tienen relacién con el hués—

ped.

El hecho de observar una mayor cantidad de producto de reaccién

sobre la superficie de los trofozoitos en los que se llevd al cabo la
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reaccifn indirecta, es explicable pues en estas candiciones se tiene un
mayor»nﬁmero de moléculas conjugadas con peroxidasa fijas a los elemen-—
tos celulares. Este hecho fué bien conspicuoc en el material estudiado
con microscopfa 8ptica y con microscopfa electrénica en el presente trabajo.

Tomando en consideracifn que en trabajos previos habfa sido obser—
vada una gruesa capa de glucocélix en los trofozoitos de Entamoeba histo-
lytica (53. 54) y que las glucoprotefnas gue la constituyen pueden ser so
lubles en medio acuoso, se empled un fijador en solucifn no acuosa. Este
fué unma solucién de formaldehido al 4% en metanl. Después de &sto pudo
observarse que las reacciones de peroxidésa fueron positivas mientras que
otras pruebas paralelas realizadas con amibas fijadas en solucién acuosa
de glutaraldehido fueron negativas (Tabla III).

De esta manera puede inferirse que por }o menos algunos de los anti-

genos de la Enfamoeba histolytica son superficiales y posiblemente se encuen

tran localizadas en el glucocdlix. Como es sabido la respuesta inmune pue-
de adoptar diferentes modalidades en funcién de la estructura quimica del
antfgeno, pudiendo ésta ser del tipo celular o humoral. Dentro de esta Gl-

tima la respuesta inmune puede conducir a la eliminacién del antigeno del
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organismo. En caso de ser de facilitacién puede favorecer la permanen-—
cia del pardsito dentro del organismo. Este dGltimo tipo de respuesta
inmune conocido como de facilitacidn inmuncldégica se caracteriza por la
produccién de anticuerpos no fijadores de complemento (43) (67-69) Tabla

Con el objeto de investigar la capacidad de fijacién de comple-
mento se hicieron las reacciones de inmunofluorescencia para detectar la
presencia del componente C'3 del sistema de complemento. Los anticuerpos
detectables s{ fueron capaces de fijar 8'3, por lo cual puede Concluir—
se que esta clase de inmunoglobulinas pueden corresponder a las subcla-
ses de inmunoglobulinas fijadoras de complemento como son IgGl e IgG3
(71, 72) y que por lo tanto pueden constituir un mecanismo efectivo de

defensa del organismo contra el pardsito. De no haber sido asf los an-

Iv.

ticuerpos podrian haber correspondido a la de los de facilitacién inmuno—

l6gica. Hasta la fecha esto no se sabe en virtud de gue la investiga-

cién de anticuerpos antiamibianos habitualmente se han efectuado en pa-

cientes ya sea con cuadros clinicos repetidos de amibiasis o bién des—

pués de haber sido tratados o de haberse recuperado de algin cuadro inva-

sor de amibiasis. Es deseable gue se realice una investigacién sistemd-
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VMEDIADORES INMUNOLOGICOS CELULAS BLANCO EFECTO FINAL EN
CELULA-INMUNE MEDIADORA (conc. de antfgenos EL BLANCO.
- superficiales rele-
vante)

-
FIJACION DE COMPLE  GRAN CANTIDAD DE
MENTO (4C) ANTIGENDS (y acce

sible a C') r RECHAZO

POCA CANTIDAD ]
o inaccesible
a B7).

NTICUERPOS#
FENOMENO

DE FACILI
TACION.

NO FIJAN COMPLE-
MENTO -
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tica de los anticuerpos antiamibianos a lo largo de las diferentes fa-

ses de la historia natural del padecimiento.

Sin embargo es conveniente tomar en cuenta que al menos tef-

ricamente existe la posibilidad de la produccifn de anticuerpos de faci

litacién, as{ como de tipo citolftico antiamibiano, tanto para tratar

de explicarnos mejor la variabilidad del cuadro clfnico de la enferme-

dad, como para posibles intentos de desarrcllo de procedimientos inmuno-

profilécticos que se desarrollen contra las amibas.
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RESUMEN :

Los mecanismos inmunolégicos que intervienen en la reaccifn entre
la Entamoeba histolytica y el huésped son poco conocidos. Los estudios
gue se han hecho han sido con fines de diagnfstico, los cuales han mostra-—
do la presencia de un estado de hipersensibilidad retardada y de anticuer
pos antiamibianos. Esto habla de la existencia de una respuesta inmune ce
lular y humoral en el huésped.

Los determinantes antigénicos de la amiba son los responsables

del tipo de inmunidad que se desarrolla en el huésped.

De ellos los antfgenos superficiales, por su localizacién, son
los primeros que se relacionan con el huésped y por lo tanto tienen un pa

pel importante en el tipo de immunidad inducida.

Existen escasos trabajos acerca de la localizacién estructural de

los antfgenos superficiales en la Entamoeba histolytica y ninguno 1nmunoci

toquimico para microscopfa electrénica.

La localizacién de los determinantes antigénicos en las otras cé-
lulas se han hecho con resultados satisfactorios con anticuerpos marcados

con isotiocianato de fluoresceina y peroxidasa.
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En el presente estudio, se localizaron los sitios antigénicos de

superficie en los trofozoitos de Entamoeba histolytica por inmunofluores—

cencia e inmunocitoqufmica a nivel de microscopfa 8ptica y microscopfa

electrénica.

Para ello, se utilizaron trﬁfozoitos de la cepa HK-9;NIH de Enta-

moeba histolytica cultivados axenicamente de acuerdo con el mé&todo de

Diamond (29).

Para obtener los anticuerpos antiamibianos se procedif a separar
la IgG de pacientes con absceso hepdtico amibiano conteniendo anticuerpos

antiamibianos demostrados por CIEF.

Como testigos se utilizaron sueros de personas sanas sin anti-
cuerpos anéiamibianos demostrables por la misma té&cnica. La separacifn de
la IgB, en la cual estén contenidos los anticuerpos antiamibianos, se hizo
por precipitacifn con s;lfato de amonio y purificacién por cromatograffa en
columna con DEAE-celulosa. Para comprobar la pureza de IgB se realizé por
inmunoelectroforesis, y para determinar la presencia de Igfi y anticuerpos
antiamibianos en &sta se hicieron pruebas de inmunodifusif&n por el mé&todo

de Ouchterlony. La cuantificacién de la Igfh se llev8 al cabo por el mé&todo

de Lowry,
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La localizacién de los antfgenos de superficie se hizo con reac-

ciqnes directas e indirectas con anticuerpos marcados con fluoresceina y
peroxidasa. Los resultados fueron éspecificos y satisfactorios en los ca

sos experimentales y testigos internos.

Cuando las reacciones de peroxidasa se observaron con el micros-—
copio electrénico, la disposicién y localizacién de los sitios antigénicos
de superficie, correspondif sensiblemente a la capa de glucocélix descrita

previamente.

Los mejores resultados en la; reacciones inmunocitoquimicas con
anticuerpos conjugados con peroxidasa se obtuvieron cuando el material
se fijé con formaldehido al 4% en metanol. Cuando el material se fijé
con glutéraldehido en amortiguador de fosfatos, todas las reacciones fue-
ron negativgs. Este fenémeno probablemente se deba a que si el glucocé-
lix estd formado por glucoproteinas, &stas se disuelvan en el medio acuo;
so del fi jador.

Con el propésito de investigar la'capacidad de fijacién de com—

plemento por los elementos en estudio, se hicieron reacciones de inmuno-

fluorescencia para detectar la presencia del componente €'3. Los resulta-
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dos fueron positivos y ésto hace pensar que probablemente la formacién de
estos anticuerpos constituye un mecanismo de defensa del organismo contra

el parédsito.

Probablemente los anticuerpos antiamibianos aquf ‘detectados por
su capacidad de fijar C'a, pertenezcan a las subclases IgGl, y/o IqBa,
lo cual requiere de una investigacién mds detallada al respecto, desde un

punto de vista immunolégico.
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CAPITULO V
CONGLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. E1 método dé peroxidasa ﬁomo marcador de anticuerpos antiami-
bianos es adecuado y sensible para la localizacién de los si-
tios antigénicos en la superficie de los trofozoitos de E. his-
tolytica.

2. Para la fijacién de los trofozoitos que se estudiaron para la
demostracifn de sitios antigénicos, empleando anticuerpos mar-
cados con peroxidasa, fué mds adecuado el uso de formaldehido
al 4% en metanol que glutaraldehido en solucién acuosa de amor
tiguador. Esto Gltimo probablemente haya sido debido a la po-
‘sible presencia de gluceoproteinas en el glucocdlix de los tro-
fozoitos.

3. Los sitios antigénicos superficiales de la Entamoeba histolytica

se localizaron por reacciones de inmunofluorescencia en foto-

microscopio y peroxidasa por microscopia de luz y electrénica.

4, La distribucién de sitios antigénicos fué semejante a la dis-

posicién de la cubierta exterior o glucocélix, que mide de
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500-700 A, informada previamente por Feria y colaboradores
(53, 54).
5. Los anticuerpos antiamibianos presentes en la IgB de pacien
tes con absceso hepdtico amibiano fijaron el componente C'3

del complemento.
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