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CARACTERLZACION ANTIGENICA DE Entamocba histolytica

Tesis de Maestria prescntada por Patricia De la Torre.
RESUMIEN

Para identificar los antigenos de Entamocba histolytica, que inducen

inmunidad humoral en pacientes con amibiasis invasora, sc cstudio por medio
de inmunoelectrotransferencia (1) y por inmunoprecipitacidén de antigenos
marcados biosintéticuamente con [35S|mctiuninu Lla especiflicidad antigénica

de los anticuerpos en 1l sucros de pacientes convalecicntes de amibiasis in-
vasora,

Se preparavon membranas plasmilicas, membranas internas y citosol de
trofozoitos de la cepa axénica HML:IMSS (2), para establecer la localiza-
cién subcelular de los antigenos detectados por estos sueros. Ademds, se
determinaron epitopes glicosidicos en los antigenos por medio de la oxida-
cién con peryodato (3).

En esta tesis sc demostré que un gran ndmero de componentes de E. his-
tolytica inducen respuesta inmunc humoral. En un lisado total de trofozoi-
tos se detectaron 27 polipéptides antigénicos con Mr de 21,000 a 167,000.
La membrana plasmdtica cs muy importantc en ¢l reconocimicento del pardsito
por el sistema inmune del paciente; en esta se encuentra la mayoria de las
especies antigénicas del lisado total, mientras que el citosol es menos
complejo antigénicamente, Los anticucrpos de los Ll pacientes estudiados
reaccionaron con pricticamente los mismos antigenos membranales, siendo muy
notable la reactividad con 9 antigenos de 167,156, 82, 63, 49, 43,37, 33,
y 30 kba. Por radioinmuncprecipitacién de lisados totales se encontrd que
antigenos de 164, 152, 120, 42, 41, 37, 32 y 27 kDa fueron los que rcaccio=

naron mas fucrtemente. Muchos de los anltigenos membranales son glicopro-



tefnas cuyas porciones glicosidicas son, en general, inmunodominantes.
De los antigenos que hemos identificado, los mds inmunogénicos son

candidatos para ser mds ampliamente caracterizados y posterlormente ser

utilizados en el desarrollo de mejores pruebas diagndsticas y de medidas

inmunoprofildcticas para el control de la amibiasis.

Esta tesis contiene los siguientes capitulos: Introduccién, Material

v Métodos, Resultados, Discusién y Bibliografia.
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19793 76: 4350-4354.
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19855 78: 143-153.



INTRODUCCION

La amibiasis se define como la condicién de hospedar al

parasito Entamoeba histolytica. Esta enfermedad se

considera como un problema de salud mundial (WHO, 1969),
debido a que aproximadamente el 10% de la poblacibn es
portadeora del parhasito. En México, la amibiasis se
encuentra entre las diez primera; causas de muerte; 1la
proporcién de poblacidn mexicana infectada con Entamoceba
histolytica probablemente alcanza el 25 % y el ntmero de
muertes anuales oscila entre 10,000 -~ 30,000, siendo la
mayoria entre los 30 y 40 ahos de edad. El efecto
socioecondmico que la amibiasis ejerce sobre una poblacién
es mas importante que el ntmero de muertes, ya que los
infectados mds severamente son aquellos que se encuentran

en los ahos de vida econdmicamente productivos (Walsh,

1986) .

BIOLOGIA DEL PARASITO.

Entamoeba histolytica es un parasito protoctista con
un ciclo de vida relativamente simple de sble dos
estadlios, la forma infectiva es el quiste y la forma
vegetativa es el trofozoito. Su reproduccibn es por
fisién binaria, cada guiste d& lugar a un metaquiste de 4

ntcleos que a través de una serie compleja de divisiones



nucleares y citoplaésmicas da lugar a 8 trofozoitos. Este
tltimo mide entre 7 y 40 u con un tamaho promedio de 25 u,
es uninucleado, esencialmente anaerbbico, carece de
mitocondrias, no presenta reticulo endoplasmico ni aparato
de Golgi. El retficulo endoplhsmico rugoso no estéh
presente en la forma usual pero su funcibn es reemplazada
por ribosomas arreglados en forma helicoidal de longitud
pequeha; el retliculo endopla;mico lise estd poco
desarrollado en la amiba, pero puede ser reemplazado por el
sistema vacuolar (Martinez Palomo, 1982)

La membrana plasmitica del trofozolto es una unidad
trilaminar gue consiste en dos capas de 30 A de espesor,
rodeando una capa central de 40 A. Esta membrana de 100 A
es ligeramente mas gruesa que la de las células de los
mamiferos. La membrana plasmbtica de la amiba esta
cubierta por un glicoc&lix o capa superficial. En 1la
membrana estan intercaladas protelnas gue sobresalen a
través del glicocélix hacia el medio extracelular de la
amiba. (Martinez Palomo, 1982; Lushbaugh y Miller, 1988).
La membrana plasmatica tiene una gran importancia en 1la
interaccibn con el sistema inmune del paciente puesto que
contiene antigenos fuertemente inmunogénicos (véanse las
secciones de Resultados y Discusibn). La membrana
plasmatica amibiana presenta un recambio continuo, esta

actividad le facilita la eliminacidn de ligandos unidos a



su superficie lo cual probablemente permite a los
trofozoltos evadir la respuesta inmune. Asi se ha observado
gque utilizando anticuerpos anti-amiba, se induce una
redistribucibn polarizada de antigenos de membrana,
seguida de desprendimiento y/o fagocitosis del casguete

(Calderén y col., 1980).

INMUNIDAD HUMORAL.

La amibiasis puede presentarse a nivel intestinal o
puede complicarse cuando se presenta una diseminacién de
los trofozoltos hacia el higado a través de la vena
porta o hacia otros tejidos (Ravdin y Guerrant, 1982). La
amibiasis extraintestinal puede ser posterior a una fase
intestinal o también puede presentarse en pacientes que no
han mostrado sintomas previos. En el caso de amibiasis
hepitica, se han determinado tfitulos elevados de
anticuerpos anti-amiba en el suero. Generalmente, no hay
correlacibn entre la severidad de la enfermedad y el
titulo de anticuerpos, aungue los pacientes con absceso
hepatico tienden a presentar los mayores titulos de
anticuerpos en el suero.

La amibiasis invasora casi siempre produce una
ridpida respuesta inmune humoral sistémican los anticuerpos

circulantes especfificos (principalmente IgG) pueden



detectarse una semana después del comienzo de los sintomas
en animales experimentales y humanos (Juniper y col., 1972;
Norman y col., 1979) y persisten después que la amibiasis
invasora o 1la infeccibn amibiana subclinica son
controladas. Pueden detectarse anticuerpos por IHA o ELISA
después de tres afhos en ausencia de infeccidn recurrente
(Krupp y Powell, 1971).

Entamoeba histolytica parece evadir la respuesta inmune
humoral del huésped. Un mecanismo importante de evasién de
los trofozofitos podria ser la redistribucibn de 1los
anticuerpos que se unen a su superficie, formando casguetes
gue son posteriormente internalizados o desprendidos
(Calderdn y col., 1980). Esta eliminacién de los anti-
cuerpos adheridos a 1la superficie del trofozolito
probablemente los protege de la accién citotéxica de los
anticuerpos y del complemento.

La propuesta de gue existe inmunidad protectora en
amibiasis se basa en la baja reincidencia de absceso
hep&tico amibiano (De Lebdn, 1970) y en la observacién de

>resistencia a la reinfeccién en animales de experimentacion
inmunizados ya sea con trofozolitos o con alguna de sus
fracciones (Petri y col., 1991). Por otra parte, la
amibiasis intestinal es recurrente atn en presencia de
altos tltulos de anticuerpos anti-amiba (Harries, 1982) lo

gque indicaria dgue los anticuerpos no protegen. Sin



embargo, el papel gue desempeha la inmunoglobulina
responsable de inmunidad secretora local (sIgA) en esta
infeccién ha sido poco estudiado.

En vista de que la inmunidad humoral ho parece ser un
factor esencial en la proteccidbn contra la reinfeccidn,
probablemente sea la inmunidad mediada por células 1la
principal responsable de inmunidad adquirida (revisado en

Salata y Ravdin, 1988; Ortiz Ortlz y col., 1990).

DIAGNOSTICO.

Los métodos de diagnéstico de la infeccién amibiana
se basan principalmente en la identificacién de quistes vy
trofozoitos de amiba en las heces o en la deteccibn de
anticuerpos especificos en el suero. La identificacién
microscépica de los organismos en heces debe ser realizada
por personal altamente calificado. La disenteria producida
por amibiasis frecuentemente es diflcil de distinguir de
otras enfermedades producidas por organismos como Shigella,

Campilobacter jejuni, Escherichia g¢oli invasora, Yersinia

enterocolfitica y Vibrio parahemolyticus. E1 absceso

hep&tico debe distinguirse de un absceso pibgeno,
neoplasma hepAtico o quiste hidatidico.

Se han detectado anticuerpos anti-amiba varios afos
despubs de gue se presentd la infeccibn y ademhs no

todos los pacientes con amibiasis intestinal desarrollan



anticuerpos rapidamente (Juniper y col., 1972; Patterson y
col., 1980). Es por estas razones que los diagnésticos
serolbgicos no son completamente indicativos de 1la
enfermedad. Sin embargo, estas pruebas pueden ser utiles
como ayuda para el diagnbstico de la amibiasis
extraintestinal, especialmente absceso hepdtico amibiano
donde no es posible la deteccibn de los organismos, y
también para establecer si enfermedades intestinales tales
como diarreas sanguinclentas y colitis crénica son causadas
por Entamoeba histolytica (Healy, 1988).

Se ha utilizado un gran numero de té&cnicas
inmunoldgicas para la determinacién de anticuerpos anti-
amiba; entre las mas usadas en la actualidad se encuentran
la hemaglutinacidbn indirecta (IHA), la contrainmuno-
electroforesis y el ELISA. En la mayorlia de estas
metodologlas se utilizan como antigenos, extractos totales
de trofozoitos de diferentes cepas preparados de diversas
maneras, Yya sSea por congelacibn-descongelacibn,
homogeneizacibn, sonicacidbn, etc. lo que trae como
consecuencia que ensayos en diferentes laboratorios no sean
comparables. Por lo cual, seria ideal que se estandarizaran
los antfigenos para esas pruebas Yy gque se pudieran
seleccionar antigenos comunes a todas las cepas de E.
histolytica contra los cuales se produjerap anticuerpos en

todos los pacientes.



La demostracibn de quistes o trofozofitos del
organismo constituye un diagnéstico definitivo. Reciente-
mente se han desarrollado pruebas diagnésticas basadas en
la deteccibn de antigenos amibianos en heces, enmpleando
anticuerpos monoclonales (Ungar y col., 1985; Del Muro y
col., 1987; Merino y col., 1990; Muhoz y col., 1990).
Asimismo, tambi&n se ha demostrado que la deteccibn en
saliva de anticuerpos de secrecién. (sIgA) dirigidos contra
E. histolytica puede indicar la presencia de una infeccién
intestinal causada por este organismo (Del Muro y col.,

1990) .



ANTECEDENTES Y OBJETIVO

El estudio de los antigenos de parasitos, que inducen
una respuesta inmune, es de gran importancia para una mejor
comprensibn de la relacibdn de estos organismos con los
hospederos. Es por esto gue la identificacibn vy
caracterizacién de los antigenos gue son reconocidos por
pacientes durante la infeccidn por E. histolytica podrla
ayudarnos a entender el papel que desempeha la respuesta
inmune en la interaccién con este pardsito.

Por otro lado, los avances recientes en la tecnologia
de DNA recombinante, la metodologia de anticuerpos
monoclonales y los nuevos métodos en andlisis biocquimico
han impulsado el desarollo de nuevas vacunas para agentes
infecciosos contra los cuales no existen medidas
inmunoprofilacticas.

En amibiaslis, existe un acuerdo general gque para su
control en paises subdesarrollados, donde la morbilidad y
mortalidad son muy altas, bastarfia con mejorar 1las
condiciones sanitarias y el nivel educacional de 1la
poblacibn (Martinez Palomo y Martinez Bhez 1983). Sin
embargo como esto parece muy dificil de lograrse a corto
plazo se ha sugerido como alternativa el desarrollo de un
método inmunoprofilactico de control (reyisado por Salata

y Ravdin, 1988; Kretschmer y Lbpez Osuna, 1990).



Recientemente se ha propuesto una estrategia para la
identificacibn, caracterizacibn y produccibdn de pro-
teinas de parisitos que son importantes en la relacién
con el sistema inmune del hospedero (Mitchell, 1984). Si
estas protelnas desempefian un papel preponderante en 1la
resistencia inmune del hospedero al establecimiento del
pardsito entonces podrian ser usados para la produccién
de vacunas antiparasitarias compuestas de una o varias
mol éculas definidas. Para la identificacibn de estas
proteinas que posiblemente induzcan inmunidad protectora se
propuso (Mitchell, 1984) el uso de un conjunto de
anticuerpos policlonales producidos durante la infeccién
natural de pacientes o de animales experimentalmente
infectados y de anticuerpos monoclonales. Adem&s de los
anticuerpos, para 1la identificacibn de moléculas que
inducen inmunidad celular se redguiere investigar 1la
especificidad de linfocitos T. Los anticuerpos y linfocitos
T se emplean en conjunto con la clonacién de genes del
parasité la cual permite la caracterizacibn de las
secuencias de las protefinas con las tecnologfias de
analisis de DNA.

El objetivo de esta tesis fue el de identificar vy
caracterizar parcialmente los antigenos de E. histolytica

que inducen inmunidad humoral en pacientes con amibiasis.



MATERIAL Y METODOS.

CULTIVO DE Entamoeba histolytica.

L.a cepa de Entamoeba histolytica HM1:IMSS, se

mantuvoe en condiciones axénicas en el medio de cultivo
TYI-S33 (Diamond y col., 1978) en tubos de vidrio de 16 x
150 con tapdbn de rosca o en matraces de plastico para
cultivo (Corning 25100-25). Los trofozoitos se cosecharon
en la fase logaritmica de crecimiento, esto es, a las 72

horas de cultivo.

MUESTRAS DE SUERQO HUMANO.

Los sueros se obtuvieron de pacientes internados en el
servicio de Gastroenterologla del‘Hospital General de
México de la Secretaria de Salud con la sintomatologla y
resultados de laboratorio relacionados con absceso hepatico
amibiano, adem&s los pacientes respondieron al tratamiento
con metronidazol. Los sueros presentaron tfitulos de

hemaglutinacién entre 1/2,560 y 1/5,120.

PREPARACION DE ANTIGENOS DE Entamoeba histolytica.

Para fraccionar los componentes de E. histolytica se

10



utilizéd el meétodo de A}ey (1980). Los tubos o matraces de
cultivo, conteniendo trofozoitos en la fase logaritmica de
crecimiento, se enfriaron en hielo/agua durante 10 minutos
para desprenderlos de las paredes. Los trofozolitos se
colectaron por centrifugacién a 250 x g por 10 minutos a 4
°c, y se eliminb el sobrenadante, a continuacibn para
eliminar el medio de cultivo, el paquete se resuspendid en
50 ml de bhuffer de fosfatos 0.019 ﬁ pH 7.2 conteniéndo Nacl
0.27 M (PD), a 4 ° y se centrifugd de la misma mahera;
este procedimiento se repitid dos veces. Despubs del
tltimo lavado, el pagquete de trofozoltos se resuspendid
en PD (20 x 106 trofozoitos/ml) conteniéndo MgCl, 10 mM y
se mezcld inmediatamente con un voltmen igual de una
solucibn de Con A (1 mg/ml) en el mismo buffer. Las
células se dejaron aglutinar durante 5 minutos a 4°C y
después se colectaron por centrifugacién a 50 x g por 1
minuto. El sobrenadante se descartdb y las cklulas
aglutinadas se resuspendieron en 12 ml de buffer tris-HCl
10mM pH 7.5, conteniéndo como inhibidores fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2 mM y p-hidroximercuribenzoato
(PHMB) 10 mM. Las células se dejaron en esta solucién
hipoténica durante)lz minutos, posteriormente se frag-
mentaron con 9 "golpes" en un homogeneizador de vidrio
Dounce. La lisis de los trofozoltos se confirmdb por

microscopla. El1 homogenado se colocé sobre un gradiente

11



de dos capas, la inferior consistid® en 4 ml de sacarosa
0.58 M y la superior en 8 ml de manitol 0.5 M ambos en
buffer tris-HCl 10mM pH 7.5 conteniéndo PMSF 2 mM y PHMB 10
mM. Se centrifugd a 250 x g durante 30 min. Posteriormente,
el material gue permanecid arriba del manitol (SN I) se
recuperd y se centrifugb a 40,000 x g por 1 hora para
separar las moléculas solubles (SN II) de fragmentos mem-
branales pequehos y vesiculas (‘P II). Los fragmentos
grandes de membrana plasmatica y restos celulares se
obtuvieron en el fondo del tubo (P I). Este pagquete se
resuspendib en 1 ml de buffer tris~-HC1l 10 mM pH 7.5
conteniéndo ga-metil manbsido 1 M, y se dejb en esta
solucidbn  durante 40 minutos en hielo, mezcléndo
ocasionalmente. Después, esta suspensibébn se diluyd en 3
voltmenes de buffer tris 10 mM pH 7.5 y nuevamente se
homogeneizé con 80 "golpes" en el hpmogeneizador Dounce.
Este segundo homogenado se colocd sobre 8 ml de sacarosa al
20 % en buffer tris y se centrifugd a 250 x g durante 30
min. Lo que permanece sobre la superficie del gradiente, es
la membrana plasmatica vesiculada (SN III), la cual se
colectd y se concentrd por centrifugacidén a 40,000 x g
durante 1 hora. El precipitado (P IV), que es la membrana
plasmatica, se resuspendié en buffer tris-HC1l 10 mM pH 7.5
conteniéndo los inhibidores, PMSF 2 mM y PHMB 10 nM.

Posteriormente, a las fracciones obtenidas se les determind

12



la concentracién de proteina.

CUANTIFICACION DE PROTEINA.

La determinacién de proteina se llevd a cabo por el
método de Bradford (1976), el cual se basa en la reaccién
de la protefina con azul de Coomassie. Se mezclb un
voltmen de 0.8 ml de diferentes diluciones de la proteilna
con 0.2 ml de una solucidn 0.01 % de azul de Coomassie
brillante R-250, 4.7% de etanol y 8.5% de &cido fosférico.
La curva estandar se prepard con gamma globulina bovina
diluida en SSI a la concentracién de 3, 5, 10, y 25 ug/ml.
Después de incubar un minimo de 5 minutos, se nidis la
densidad éptica a 595 nm. La concentracién de la muestra

de determind por interpolacién en la curva estdndar.

ELECTROFORESIS.

Las fracciones obtenidas por el método de Aley (P 1I1I,
P III, Pq IV y SN II) se analizaron por electroforesis en
geles de SDS-poliacrilamida al 10 % (Laemmli, 1970). Las
muestras a ser analizadas se ajustaron a la concentracién
deseada en el buffer de muestra de electroforesis (tris 0.1M
pH 6.8, glicerol 10%, pironina 0.02%) con una concentra-
cién final de SDS al 2 %. Las muestras se redujeron conh

ditiotreitol (DTT) 0.1 M final y se hirvieron en baho de

13



agua durante 10 minutos. A continuacidn las muestras se
colocaron sobre el gel de SDS-poliacrilamida, el cual tenlia
una concentracibn de 10 % de poliacrilamida en el gel
separador y de 3 % en el gel concentrador. cComo estandares
de peso molecular se utilizaron: fosforilasa B, 94,000;
albetmina 67,000; ovoalbamina, 43,000; anhidrasa carbé-
nica, 30,000; inhibidor de tripsina, 20,100; a-lacto~
albtmina, 14,400 (Pharmacia Inc. Piscataway, N.J.).

La electroforesis se llevd a cabo con una
corriente de 20 mAmp en el gel concentrador y de 40 mAmp
para el gel separador. Al finalizar la electroforesis
(aprox. 4 horas), las proteinas en el gel se fijaron y se
tiheron con A4cido acético 7.5 %, isopropanol 25 %,
Coomassie R - 250 0.025 % o en el caso de ser transferidas,

el gel ge procesd de manera diferente.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Una vez gque las protelinas fueron separadas por
electroforesis, se transfirieron a papel de nitrocelulosa
(Bio~Rad Laboratories Richmond, california) de acuerdo a la
técnica de Towbin (1979). La transferencia se llevd a
cabo durante 1 hora con una corriente de 1 Amp en la camara
de transferencia IDEA (Idea Scientific Company. Corvallis,

Oregon) usando como buffer, tris 0.025 M, glicina 0.19 M,
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metanol 20 %. Terminada la transferencia, la membrana de
nitrocelulosa se blogueb en una solucibn de PpBS
conteniéndo Tween 20 al 0.3 % y BSA al 3 %, durante toda la
noche a 4 °C, con agitaciobn. Al dfa siguiente, la
nitrocelulosa se lavé 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.3 %, se
cortb en tiras numeradas y éstas se incubaron con los
sueros control y de pacientes con absceso hepatico amibiano
a una dilucién de 1:100 en PBS conteniendo BSA (1 mg/ml),
durante toda la noche a 4°C con agitacién. A continuacién
las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween y después se
incubaron con el segundo anticuerpe (inmunoglobulinas
marcadas con peroxidasa anti IgA, IgG, IgM humanas (Cappel
Cooper Biochemical, Inc. Malvern, P.A.)) en dilucibn
1:2,000 en PBS conteniéndo BSA (1 mg/ml), durante toda la
noche a 4°C con agitacidn. Posteriormente, las tiras se
lavaron de la manera ya indicada y para revelar el complejo
antigeno-anticuerpo, se sumergferon en la solucién del
sustrato: 4-cloro-l-naftol 0.5%, metanol 17%, PBS 83%, Hy0,
0.08%, durante 10~15 minutos. La reaccibn se detuvo
lavando las tiras exhaustivamente con agua destilada. Para
confirmar la transferencia de las protelnas, una tira de la
nitrocelulosa, se tihé con amido black (amido black 0.1 %,

metanol 45 %, Acido acético 10 %).
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OXIDACION DEL ANTIGENO AMIBIANO CON PERYODATO.

Para determinar la naturaleza bioguimica de 1los
epitopes reconocidos por los anticuerpos, los blots se
trataron con metaperyocdato de sodio para oxidar a los
carbohidratos (Woodward y col., 1985). Para este analisis
se utilizb la fraccibn de membrana plasmatica (P IV)
purificada por el método de Aley (ver seccién Preparacién
de antigenos de E. histolytica). Esta fraccién se separd
por electroforesis en un gel sin carriles y se transfirié a
papel de nitrocelulosa. Después de la transferencia, la
nitrocelulosa se bloqued con PBS conteniéndo BSA al 3 % y
Tween 20 al 0.3 %, durante toda la noche a 4 °C con
agitacién. Al dia siguiente se lavd 3 veces con buffer de
acetatos 50 mM pH 4.5. Posteriormente se corté en tiras
para ser usadas como experimentales (tratadas con peryodato)
y control (sin tratamiento de peryodato). Las tiras
experimentales se incubaron en una solucién de peryodato de
sodio en buffer de acetato de sodio 50 mM pH 4.5. Se usaron
dos concentraciones de peryodato de sodio: 10 y 20 mM. Las
tiras control se incubaron unicamente en el buffer de
acetato de sodio. Esta incubacibn fue de 1 hora en la
oscuridad a temperatura ambiente. A continuacién, todas
las tiras se lavaron 3 veces con el buffer de acetatos y se
dejaron bloqueando en glicina al 1% en buffer de fosfatos

0.1 M pH 7.5 durante toda la noche a 4°C con agitacién. A
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continuacién, las tiras se lavaron tres veces con PBS-Tween
Y se procedidé a incubarlas con los sueros de los pacientes
con absceso hep&tico amibiano o con los sueros control,
ambos a una dilucién de 1:100 en PBS-tween-BSA durante toda
la noche a 4°C con agitacién. Posteriormente se lavaron 3
veces con PBS~Tween y se incubaron con 1los anticuerpos
anti-humano peroxidade a una dilucién de 1:2,000 en PBS-
BSA, por toda la noche a 4°C con agitacién. Finalmente,
las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween y fueron
expuestas al sustrato 4-cloro-l-naftol 0.5%, metanol 17%,
PBS 83%, Hy0p 0.08% durante 10-15 minutos. La reaccién se

detuvo lavando las tiras con agua destilada.

INMUNOPRECIPITACION DE LOS ANTIGENOS MARCADOS CON

L-[358]METIONINA.

a) Marcaie biosinteético de los trofozoltos.

Los trofozoitos fueron marcados radiactivamente
con [3SS]metionina utilizando un método de marcaje
metabélico. Para llevar a cabo el marcaje, se descartaron
los trofozoitos no adheridos a la pared del tubo de cultivo
y el medio de cultivo que fue eliminado, se sustituyd por
medio fresco. Las amibas se despegaron del tubo
manteniéndolo durante 10 minutos en hielo, después se

colectaron por centrifugacién a 250 x g durante 8 min. E1
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sobrenadante se eliminb y las células (5-6 x 106) se
resuspendieron en 3 ml de medio de cultiveo a 37°C sin suero
ni antibibtico. A cada tubo con trofozoitos se le
agregaron 600 uCi de [3583metionina (NEN, 1186 Ci/mmol).
Posteriormente los tubos se incubaron a 37°C durante 5
horas, agit&ndolos ocasionalmente para resuspender a los
trofozoitos. Al término de este tiempo, se les adicionaron
6 ul de metionina 10 mM no radiactiva (0.1 mM final) durante
15 min., Después de este tiempo, las amibas se colectaron
por centrifugacidn a 250 x g por 10 min, y el paquete se
lavd una vez con PD a 4°C. A continuacién, las ceélulas
se solubilizaron en 400 ul de buffer de inmunoprecipitacién
(1 ml NaCl 1.5 M, 200 ul tris 1 M pH 7.4, 1 ml EDTA 20 mM
pH 8, PHMB 7.2 mg, 500 ul PMSF 0.04 M, 100 ul Tritén X-100,

H7027.2 ml) y el lisado se guardd a -70 °C hasta su uso.
2Y2

b) Imuncprecipitacién. )

Previamente a la reaccién de inmunoprecipitacién, el
antigeno amibiano marcado con [358]metionina y los sueros
(experimentales y control), se centrifugaron a 16,000 x g
durante 10 minutos para eliminar particulas insclubles.
Para la reaccién, se mgzclaron 100 ul de suerc de paciente
o control. La reaccidn se dejd durante 1 hora en hielo
con agitacibn ocasional. Para separar los complejos

ant lgenoc-anticuerpo, se agregaron 120 ul de Protetina-a

agarosa (BRL, Bethesda Research Laboratories) previamente
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lavada 3 veces con PBS a 4°C. Esta incubacién se dejé
durante 1 hora a 4°C con agitacidén suave en un agitador
circular, Después se lavd 3 veces con PBS conteniendo
PMSF 2 mM y PHMB 10 mM con Tritén X-100 al 0.5%, en cada
lavado se centrifugd a 16,000 x g durante 1 minuto. El
precipitado, conteniéndo el complejo Ag-Ac se resuspendid
en 50 ul de buffer de muestra con una concentracién final
de 2% de SDS. Se le agregd DITT (0.1 M final) y se hirvid
en baho maria durante 10 min. De estas muestras, se

agregaron 35 ul al gel de electroforesis.

c) Fluorografia,

Para localizar a las bandas radiactivas reconocidas por
los anticuerpos de los sueros, se siguid la técnica de
fluorografla descrita por Laskey (1980). Las proteinas en
el gel se fijaron con acido acético al 10%, metanol al 30%
y 4&cido tricloroacético al 10% (w/v) durante toda la
noche. Posteriormente, el gel se deshidraté con DMSO du-~
rante 1 hora con cambios de DMSO cada 20 minutos, después
el gel se sumergid en una solucién de PPO al 22 % en DMSO
durante 2 horas con agitacidbn suave. A continuaciédn se
elimind el DMSO enjuagando el gel con varios cambios de
agua bidestilada durante 1 hora. El gel se secd al vaclo
con calor. Finalmente se expuso a una pelicula X-Omat AR

(Kodak) durante 3 dias a =-70 °cC,.
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RESULTADOS

1. AISLAMIENTO DE LA MEMBRANA PLASMATICA Y OTRAS FRACCIONES

SUBCELULARES DE E.histolytica

El aislamiento de los componentes subcelulares de E.
histolytica se llevd a cabo siguiendo el método descrito
por Aley (1980) . Rutinariamente, para la preparacién de
estas fracciones subcelulares se utilizaron entre 5 y 15 x
107 trofozoitos de la cepa HM1:IMSS cosechados en la fase
logaritmica de crecimiento. Al final de la purificacién
se obtuviercn 4 fracciones: membranas internas (P II), mem-
branas no-vesiculadas (P III), membrana plasmatica (P IV)
y componentes solubles (SN II). A cada una de estas
fracciones se les determind la concentracidén de protelna.
Como puede observarse en la Tébla I, los componentes
solubles del trofozolto (SN II) fueron 1los mas abundantes
constituyendo el 88% de la protelna total. Las membranas
internas representaron el 9.9% mientras gue t“nicamente el
1.4% de la proteina total obtenida correspondidb a la
membrana plasmAtica. El patrén electroforético de cada
fraccidn en un gel de SDS-poliacrilamida al 10% se observa
en la Figura 1. Las membranas no-vesiculadas (P III),
mostraron un total de 28 bandas cuyos pesos moleculares se

encuentran entre 180,000 y 20,000 mientras que 1los
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componentes solubles (SN II) presentaron pesos moleculares
entre 96,000 y 14,000. En las membranas internas (P II), se
observan 24 bandas principales con pesos moleculares de
153,000 a 14,000 Yy en la preparacibn de membranas
plasmAticas se observan 20 bandas cuyos pesos moleculares
est&n entre 176,000 y 18,000. Es de notarse la ausencia de
bandas de alto peso molecular en la fraccién soluble y la
gran intensidad de una banda de 176 kDa en la preparacién
de membrana plasmdtica. Las diferentes fracciones contienen
algunas bandas que migran en las mismas posiciones (aunque
con diferente intensidad) lo cual podria deberse a
componentes comunes en las fracciones. Dichos componentes
podrian originarse por contaminacidn de una fraccién con
otra o reflejar una composicién cualitativa similar de las
fracciones.

2. DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS
CONTRA E. histolytica EN SUEROS DE PACIENTES CON ABSCESO

HEPATICO AMIBIANO MEDIANTE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

a) Estudios con antigeno total de trofozoitos.

En los experimentos iniciales se utilizaron todos los
antigenos presentes en un lisado de trofozoitos sin una
previa separacién en fracciones. Los trofozolitos de E.

histolytica cepa HM1:IMSS en la fase logarfitmica de
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crecimiento se lavaron cuidadosamente para remover las
proteinas del medio de cultivo e inmediatamente se
resuspendieron en buffer de muestra para electroforesis y se
hirvieron durante 10 minutos. Este procedimiento elimina
totalmente la proteblisis de los antilgenos amibianos que
se observa frecuentemente en otras condiciones y permite la
obtencidbn de patrones electroforéticos reproducibles y
claros.

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos al
revelar los blots con los sueros de 11 pacientes y 6 de
individuos sanos. Los anticuerpos en los sueros de los
pacientes reconocen en total 27 bandas cuyos pesos
moleculares van de 21,000 a 167,000; sblo algunas de estas
bandas fueron reconocidas por los sueros normales. Los
sueros de los pacientes reconocen mas intensamente 13 bandas
de: 167, 156, 138, 97, 88, 68, 48, 37, 34, 30, 27 y 22 kbDa.
Las bandas reconocidas por los slleros de individuos sanos
son ias de: 47, 43, 37, 30, 27 y 22 kba. Asi, aunque
algunas bandas son reconocidas tanto por los pacientes como
por los sueros de individuos sanos, existen claras
diferencias entre los patrones de los blots de ambos grupos,

particularmente en la zona de alto peso molecular.
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b) Estudios con membranas plasmhticas y componentes
solubles de trofozoltos,

Para determinar la localizacién subcelular de los
antigenos amibianos reconocidos por los sueros en el
extracto total se hicieron blots con las preparaciones de
membranas plasmiticas y de los componentes solubles. Las
Figuras 3 y 4 muestran los resultados con las membranas
plasmiticas. Los sueros de los pacientes reconocen en el
"blot" un total de 25 bandas cuyos pesos moleculares son de
167,000 a 17,000. Las bandas reconocidas mas fuertemente
por los sueros son las siguientes: 167, 156, 82, 63,
49, 43, 37, 33 y 30 kbDa, siendo muy intensas las de 167,
156, 82 y 37 kDa (Tabla II) . A diferencia de los blots con
antigenos totales, en este analisis sélo uno de los 7
sueros de personas sanas dio una sefal posifiva en el blot,
reaccionando muy débilmente con 4 bandas (167, 82-96, 53,
49 kDa). :

La Figura 5 muestra los blots con los componentes
solubles de trofozoltos donde se observa que los sueros de
los pacientes reconocen un total de hasta 19 bandas cuyos
‘pesos moleculares varian de 96,000 a 26,000, Las 6 bandas
que son reconocidas fuertemente por mas del 60% de los
pacientes, son las siguientes: 96, 72, 69, 45, 40 y 38 kba
(Tabla III). Algunas de las bandas detectadas en estos

blots son del mismo peso molecular gue las que se observan
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en los blots de membrana plasmatica ( por ejemplo la de 56
kDa). Esto puede ser fortuito o indicar que la fraccisn
soluble esth ligeramente contaminada con moléculas de
origen membranal (lo cual es mas probable para aquellas
bandas gque se encuentran poco representadas en los patrones
electroforeticos de la Figura 1). Los sueros normales
reconocieron muy débilmente a las bandas de 45 y 34 kDa.
En conclusibn, en comparacibn con el citosol, la
membrana plasmatica del parasito contiene un mayor numero
de antigenos capaces de inducir la respuesta humoral en
pacientes. AdemAs, en las membranas se encuentran anti-

genos de mayor peso molecular que en la fracciédn soluble.

c) Estudios con antigenos de la membrana plasmatica
tratados con peryodato.

Como esth demostrado gque un dgran numero de
componentes de la membrana plasqatica de los trofozoltos
son glicoproteinas (Aley, 1980) fue importante determinar
la naturaleza quimica de los epitopos reconocidos en los
blots de membrana por los anticuerpos de los pacientes, es
decir, si los anticuerpos reconocen a los antigenos por la
porcién peptidica o carbohidrato. Con este propésito, los
antigenos membranales ya transferidos a nitrocelulosa se
trataron con peryodato para oxidar a los carbohidratos antes
de la reaccibn con los anticuerpos. Este tratamiento

produce rompimiento de azhcares que poseen grupos hidroxilo
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vecinos, sin alterar la estructura del polipéptido
(Woodward y col., 1985) con la consecuente eliminacidn de
la antigenicidad de las estructuras glicosldicas .

Para este procedimiento de oxidacién, se utilizaron
dos concentraciones diferentes de metaperyodato de sodioc (10
y 20 mM). Los resultados obtenidos con ambas concentraciones
fueron idénticos y se muestran en las Figuras 6 y 7. Se
encontrd gran heterogeneidad en el efecto del peryodato
sobre el reconocimiento de antligenos por sueros
individuales. En general, todas las bandas detectadas
disminuyeron en intensidad, aungue esto no se observd en
cada uno de los pacientes. Estos resultados indican
diferencias en las poblaciones de anticuerpos en los
individuos que reaccionan con el mismo antigeno, es decir,
gue los anticuerpos de un paciente reaccionan con ciertos
epitopes de un antigeno mientras gque 1los anticuerpos de
otro paciente reaccionan con epitopes diferentes. Aunque
las bandas bajan en intensidad con respecto al control no
tratado algunas de éstas contintan siendo evidentes en la
mayoria de los blots; entre ellas se encuentran las de 167,
156, 140, 96, 49 y 43 kba. Por el contrario, otras bandas
pridcticamente desaparecen en todos los blots como es el
caso para las de 30 y 37 kDa. Asimismo, es interesante que
el fondo obscuro en los blots se elimina al tratarlos con

peryodato antes de la reaccién con los anticuerpos; lo QUe
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sugiere que el fondo podria deberse a glicolipidos,
glicopéptidos u oligosaciridos que son susceptibles de ser
oxidados. En conclusién, estos resultados indican que el
complejoc mosaico antigénico observado en los blots esth
compuesto en gran parte por glicoprotelinas y que una
porcién importante de los anticuerpos anti-amiba en los
pacientes tienen especificidad para carbohidratos. Sin
embargo, no se puede asegurar que la persistencia de bandas
después de la oxidacién se deba a anticuerpos que reconocen
la porcién peptidica (lo cual es altamente probable) vya
que podrian existir carbohidratos antigéknicos en las
glicoprotelinas gue son resistentes a oxidacibn por

peryodato.

3. DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS
CONTRA E. histolytica EN SUERCS .DE PACIENTES CON ABSCESO

HEPATICO AMIBIANO MEDIANTE RADIOINMUNOPRECIPITACION.

La identificacibn de 1los antligenos gque son
reconocidos por los anticuerpecs de los sueros de pacientes
se realizd también por medioco de inmunoprecipitacién de
antigenos marcados con [35S]metionina. En contraste con el
Western blot, en este método el antigeno no ha sido
sometido a procesos de desnaturalizacién y reduccién antes

de la interaccién con los anticuerpos lo cual permitirta
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detectar antigenos que fueran reconocidos exclusivamente a
traves de epitopes topogrhficos o discontinuos
(Berzofsky, 1985), Ademas al marcar biosintéticamente se
descarta la posibilidad de que alguno de los antigenos
 identificados por Western blot pudiera originarse del medio
de cultive. También, al utilizar un amino&cido para el
marcaje se asegura que los antigenos identificados son de

naturaleza proteica.

a)Marcaje biosintético de los trofozoltos.
Primeramente, se determinaron las condiciones éptimas

para lograr la incorporacibn de [35

S]metionina en las
proteinas del trofozoito. Generalmente, los marcajes
metab&licos se realizan en medios de cultivo carentes del
compuesto a ser usado como precursor radioactiveo. Sin
embargo, como no existe un medio totalmente definido para
el cultivo axénico de los trofozoltos, se investigaron las
condiciones para lograr un buen marcaje en el medio usual
TYI-S~33 empleando bajas cantidades de [3SS]metionina .
Inicialmente , se encontré que la incubacién con 200
uci de [BSS]metionina/ml por una hora era suficiente para
marcar la mayoria de las protelnas del trofozoito, pero el
nivel de incorporacién era bajo por lo cual se incrementéd
el tiempo de incubacién. La Figura 8 muestra la fluoro-
grafla de la electroforesis de un lisado de trofozoltos

incubados durante 5 horas con 200 uCi/ml de [%S]metionina.
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Se observan aproximadamente 38 polipéptidos radicactivos
con pesos moleculares gue van desde 20,000 a >200,000. El
patrbn de bandas en la fluorograflia es préacticamente
idéntico al que se obtiene al tehir con azul de Coomassie
un gel similar, por lo gue es claro gue todas o casl todas
las protelilnas del trofozolto se marcan en las condiciones

usadas.

b) Radioinmunoprecipitacién

Con esta metodologia, se analizaron 11 sueros de
pacientes y 3 sueros de sujetos sanos. Los resultados se
muestran en las Figuras 8, 9 y 10. La electroforesis de
los antfgenos inmunoprecipitados con los sueros de los
pacientes muestran hasta 20 bandas de 200 a 24 kDa. Las
bandas mas intensas precipitadas unicamente por los sueros
de pacientes son de: 164, 152, 120, 42, 41, 37, 32 y 27 kDa.
Cada una de estas bandas se encontrd en los precipitados de
mas del 70% de los sueros de pacientes (Tabla IV}). Los 3
sueros de individuos sanos inmunoprecipitaron las bandas de
96, 44 y 43 kDa pero la intensidad de las sehales es mucho
menor que la observada en precipitados con sueros de
pacientes. Las bandas de 43 y 44 kDa podrian precipitar
de manera inespecifica ya que en muchos otros sistemas se
encuentran bandas inespecificas en esa zona las cuales

corresponden a actina. Cuando se tratb el lisado de
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trofozolitos solamente con protelina A-Sepharosa no se
observbd ninguna sehal aun después de largo tiempo de

exposicién,
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DISCUSION.

En este estudio se identificaron los antigenos de
trofozolito de Entamoeba histolytica cepa HM1:IMSS que
reaccionan con suero inmune humano obtenido de 11 pacientes
convalecientes de absceso hepdatico amibiano. Esta identi-
ficacibn se logrbd por medio de "Western blots" e
inmunoprecipitacidn de antigenos marcados biosintética-

mente con [35

SImetionina. En los experimentos iniciales,
al enfrentar los sueros individualmente con antigeno total
de trofozofito en un blot, se observd un patrbn de
reactividad muy complejo detectandose un total de 27 poli-
péptidos antigénicos, siendo muy prominente la reactividad
con antigenos en el intervalo de 68,000 y 170,000 Da los
cuales inducen anticuerpos en la mayoria de los pacientes.
En contraste, aunque los sueros de individuos normales
reconocieron algunos de los 27 polipéptidos, las sehales
en el blot fueron débiles, a excepcidn de la zona menor a
32,000 Da y dos polipéptidos de 37,000 y 42,000 Da. Es
diffcil precisar si esta reactividad en los sueros de
individuos aparentemente sanos se debe a una infeccidn
previa con Entamoeba histolytica o a reactividad cruzada
entre eplitopes del trofozolito y otros antligenos. En
México se ha estimado gue entre 2.5 y 9.9% de la poblacién

posee anticuerpos anti-amiba (Gutiérrez y col., 1976). Por
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otro lado es bien conocida la extraordinaria reactividad
cruzada entre polisachridos de wmuy diversos origenes
(Kabat, 1976). Puesto que muchos de los antigencs del
trofozolto son glicoprotelinas {lo cual se demuestra en
esta tesis y otros trabajos en la literatura) sus porciones
glicosidicas podrlan cruzar con otros antigenos.

La localizacidn de los antigenos en el trofozolto se
determind examinando la reactividad de fracciones sub-
celulares ricas en membranas plasmbticas, membranas
internas y en componentes solubles. Estas fracciones se
aislaron de acuerdo al método descrito por Aley {1980) para
los trofofozoltos de la cepa HK-9:NIH. Los rendimientos
obtenidos en nuestras preparaciones usando la cepa HM1:IMSS
fueron muy similares a los reportados en la literatura
(Aley, 1980; Mathews y col.,1986). En las preparaciones de
membranas plasmiéticas se encontraron 21 polipéptidos con
pesos moleculares entre 18,000 y 176,000 lo cual concuerda
muy bien con lo descrito por Aley (1980) quien observd 18
poliptptidos en la cepa HK-9, 12 de los cuales son
glicoproteinas. Sin embargo, el perfil electroforético de
nuestra preparacibn de membranas plasmhticas mostrbd
diferencias cuantitativas con respecto al obtenido en la
cepa HK~-9. El patrén electroforético de las membranas no-
vesiculadas y debris (P III), asi como el de membranas

internas (P II) fue semejante al patrén electroforético de
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las membranas plasméaticas (P IV). Esta similitud no es
sorprendente puesto gque existe un alto recambio entre 1la
membrana plasmatica y las vesiculas internas (Aley, 1980).
Es interesante que en la fraccién soluble no se observaron
cadenas polipeptidicas de peso molecular mayor a 96,000.

El anllisis de la reactividad de los sueros de los
pacientes con las fracciones subcelulares indica que los
componentes de la membrana plasmatica del trofozolto son
muy importantes en su reconocimiento inmunolbgico. La
membrana plasmatica contiene précticamente tantas especies
antigénicas como se encuentran en el extracto total, siendo
su perfil antigénico muy complejo. Los antigenos de la
membrana plasmética reconocidos por cada uno de los 11
sueros de pacientes fueron en general los mismos, aungque se
observaron diferencias individuales en la intensidad de cada
banda. Es muy notable la reactividad con nueve de las
bandas, las cuales ademhs de ser muy intensas se
observaron en los blots revelados con cada uno de los 11
sueros de pacientes (Tabla II). La reaccién de los sueros
de individuos sanos practicamente fue insignificante en
estos blots. En contraste con la complejidad antigénica
observada en las menmbranas plasmhticas, el citosol
presenta un patrén antigénico simple (compare la Figura 5
con las Figuras 3 y 4). Estos resultados son diferentes a

los de Mathews y col. (1986) quienes encontraron mayor
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numero de antigenos en la fraccibn soluble que en las
membranas. §in embargo, Mathews y col. (1986) sblo
analizaron dos sueros y sus resultados podrian simplemente
reflejar la heterogeneidad en la respuesta inmune humoral de
los pacientes.

Los antigenos amibianos capaces de inducir anticuerpos
en pacientes también se investigaron por radioinmuno-
precipitacidbn. El marcaje biosintético de los polipép-

tidos amibianos con [35

Simetionina permitid eliminar de
nuestros an&lisis la incertidumbre ocasionada por la
presencia de antigenos del medio de cultivo (rico en
suero bovino) en los lisados y en las membranas de los
trofozolitos (Gonzhlez y col., 1980; Garclia Tamavyo,
1980) . Ademls, el anilisis se circunscribe a aquellos
antigenos amibianos susceptibles de marcaje, i.e. exclusi-
vamente protelinas. Por tltimo, la metodologia permite 1la
interaccién de los anticuerpos con los antigenos nativos
sin gue estos ultimos hayan sido sometidos a procesos de
desnaturalizacibn comeo sucede en los Western blots, y en
consecuencia, la deteccibn de antligenos gque fuesen
exclusivamente reconocidos por anticuerpos contra epitopes
topograficos o discontinuos (se conoce que la inmunizacién
con antigenos nativos induce anticuerpos gque no reaccionan
con el mismo antigeno cuando éste esta desnaturalizado).

La composicibn antigénica de Entamoeba histeolytica




observada por radioinmunoprecipitacibn es conmpleja y
concuerda con la obtenida por Western blot. Un total de 20
antigenos marcados cuyos pesos moleculares van de 24,000 a
199,000 fueron inmunoprecipitados por los sueros. El1 85% de
los polipékptidos inmunoprecipitados aparentemente se
encuentra también en los blots.

Como la membrana de los trofozolitos es rica en
glicoproteinas se determind gue tan importantes son las
porciones glicos idicas de &stas en el reconocimiento
inmune de E. histolytica. Para este fin se oxidaron los
carbohidrates de las glicoprotelnas (Woodward y col,, 1985)
con peryodato, eliminando 1la capacidad de estos epltopes
para reaccionar con l16s anticuerpos. Esta té&cnica de
oxidacidn ha sido utilizada para caracterizar los epltopes
de las glicoproteinas en otros parasitos, como Schistosoma

y Trypanosoma gruzi (Hamburger y col,, 1982; Xu y Powell,

1991). El peryodato a pH Acido oxida los grupos hidroxilo
vecinos en 1los aztcares a dialdehido causando el
rompimiento del anillo glicosidico asi como de hexosas
internas en oligosacéridos cuando el Carbone 3 no esté
sustituido (Fig 11). La oxidacibn suave «con 10 mM de
peryodato por una hora a temperatura ambiente, préac-
ticamente no altera los epltopes del polipéptido o lipido
(Woodward y col., 1985). La oxidacibn con peryodato es

particularmente #dtil aplicada a Western blots ya que 1la
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modificacibn de los eplitopes ocurre despubs de 1la
separacibtn electroforktica de las glicoprotetnas,
eliminando los cambios en movilidad gue se presentan cuando
la eliminacibn del carbohidrato se realiza quimica o
enziméticamente antes de la separacidn. Sin embargo, debe
mencionarse gue no todos los epltopes glicosidicos son
sensibles al rompimiento por el peryodato, por ejemplo los
determinantes compuestos de cadenas lineales coh enlaces en
el Carbono 3 y aguellos gue contienen h&cido siklico
parcialmente acetilado.

La oxidacibn de los antigenos de la mewmbrana
plasmatica de trofozolitos con peryodato resultd en la
disminucién de la intensidad de las bandas reconocidas por
los sueros de pacientes. Esto indica gque una alta propor-
cibdn de los antigenos membranales identificados son
glicoproteinas y que en los sueros hay poblaciones
importantes de anticuerpos que reconocen sus porciones
glicosidicas. La reactividad de varias de las glico-
proteinas con la mayorlta de los sueros persiste, aundgque
disminuida, después del tratamiento con peryodato; entre
é¢stas se encuentran las de 167, 156, 96, 49 y 43 kDa. No es
posible asegurar que la reactividad restante se deba a
epitopes peptidicos debido a la posible presencia de
determinantes antigénicos glicosidicos resistentes al

peryodato en las glicoprotelnas. Por otra parte la completa
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pérdida de reactividad de algunos antlgenos con los sueros
apunta la importancia de las porciones carbohidrato en las
glicoproteinas en la respuesta inmune contra el
trofozolito,

En restmen, los resultados de esta tesis indican que
una gran variedad de componentes de los trofozoltos son
inmunogénicos en los pacientes, siendo las glicoproteinas
de la membrana plasmhtica mas importantes que los
componentes del citosol en la induccién de la respuesta
humoral ( Tabla V ).

El an&lisis de la antigenicidad de los trofozoltos de
Entamoeba histolytica ha sido también abordado por otros
autores utilizando principalmente la metodologla de western
blot. Es de llamar la atencién la gran variabilidad gue se
observa en los antlgenos principalmente reconocidos por los
sueros en los diferentes estudios. Estos hallazgos proba-
blemente se deben a variaciones individuales en los
pacientes. La posibilidad de la presencia de ant igenos
Ytnicos en las cepas de amiba gue infectan a los pacientes
debe también ser considerada, aungque se conoce que existe
una alta similitud entre los antigenos de aislados de zonas
geogrificamente diferentes (Aust Kettis y col., 1983:
Mathews y col.,, 1986). En una de las primeras inves-
tigaciones sobre la inmunogenicidad de protefnas amibianas

en pacientes, Aust Kettis y col. (1983), identificaron 7

- . 36



polipéptidos de 150, 88, 82, 68, 42, 37 y 9 kDa utilizando
IgG de un "pool" de sueros humanos anti-amiba.
Posteriormente, Joyce y Ravdin (1988) encontraron 9
antlgenos de los cuales 3 que son glicoprotelnas (90, 59
y 37 kDa) son reconocidas por el 82% de los sueros de
pacientes en Western blots de lisados de trofozolitos
HM1:IMSS. Los antlgenos de 37 y 90 kDa se localizaron en la
membrana plasmitica. Casi simultineamente el mismo grupo
de investigadores (Petri y col, 1987) publicsd gue una
lectina de 170 kDa con especificidad para N-acetil-
galactosamina es el antigeno predominantemente reconocido
por los mismos sueros tanto en Western blots como por
radioinmunoprecipitacidn. Por otro lado Mathews y col.
(1986), encontraron antlgenos solubles de 49, 90 y 110 kba
y un antigeno de 35 kDa en membranas y a diferencia con el
presente estudio concluyen que el citosol contiene mas
componentes antigénicos que la membrana plasmatica. En
contraste con el presente analisis y el de Petri y col.
(1987), Bhattacharya y col. (1990) demostraron por radio-
inmunoprecipitacién gue un antigeno de 28 kDa de origen
citopllsmico es el principal antigeno reconocido por
sueros de pacientes con amibiasis invasora. Los resultados
de estos #Hltimos autores parecieran coincidir con los dg
Blakely vy col. (1990) quienes identificaron una banda de 30

kDa como la mas importante en Western blots. Sin embargo,
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este antigeno de 30 kDa esta en la membrana plasmdtica. Es
interesante ademis que Blakely y col. (1990} no detectaron
el antfigeno en las cepas axénicas HM1 y HK=9 ni en
aislados de pacientes asintomiticos. Es dudoso si este
antigeno tiene relacién con el descrito por Bhattacharya o
con la banda intensa de 30 kDa que se observa en los blots
de membrana plasmé&tica de HM1 (Figura 4). Recientemente,
Edman y col. (1990), reportaron gue 7 antligenos de 220,
190, 160, 125-129, 96, 75 y 46 kDa son detectados por mas de
62% de sueros de pacientes.

En conclusién, en esta tesis se demostrd que un gran
nimero de componentes de E. histolytica inducen respuesta
inmune humoral. En un lisado total de trofozoftos se
detectaron por Western blot 27 polipéptidos antigénicos
con pesos moleculares de 21,000 a 167,000. Al estudiar la
antigenicidad de fracciones subcelulares del trofozoito se
encqntrb que la membrana plasm&tica es muy importante en
el reconocimiento del parasito por el sistema inmune del
pacienfe, en é&sta se encuentra la mayoria de las especies
antigénicas del lisado total, mientras que el citosol,
antigénicamente es menos complejo. Los anticuerpos de los
11 pacientes estudiados reaccionaron con practicamente los
mismos antfigenos membranales siendo muy notable 1la
reactividad con 9 bandas (167, 156, 82, 63, 49, 43, 37, 33

y 30 kDa) las cuales ademlds de ser muy intensas se
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observaron en todos los blots.

Muchos de estos antigenos membranales son glico-
proteinas lo cual fue demostrado por oxidacibn con
peryodato; las porciones glicosidicas de estas protelnas
son en muchos casos inmunodominantes. El an4lisis y 1la
comparacién de estos resultados con los reportados en la
literatura indica una gran variabilidad en la respuesta
humoral anti E. histolytica de los pacientes estudiados. En
general los antigenos reconccidos con mayor frecuencia por
los pacientes son diferentes en cada estudio incluyendo esta
tesis. Sin embargo, debe notarse que no es posible aseverar
si dos bandas con idéntico peso molecular observadas en
diferentes laboratorios correspondan al mismo antigeno o si
bandas con pesos moleculares que difieren en unos cuantos
kilodaltones son antigenos diferentes. Establecer esto con
certeza requeriria una comparacibn directa entre los
sueros Y las preparaciones de antigeno de diferentes
laboratorios.

Los resultados de esta tesis nos permiten profundizar en
el conocimiento de la inmunogenicidad de los componentes
amibianos para el hospedero. Los antigenos mas inmunogé-
nicos, de los que hemos identificado, son candidatos para
ser mas ampliamente caracterizados y posiblemente para
aplicarse en el desarrollo de pruebas diagnésticas y de me-

didas inmunoprofilacticas para el control de la amibiasis.
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Figura 1. An&dlisis electroforetico en geles  de
poliacrilamida-SDS de las fracciones subcelulares de
trofozoltos de E. histolytica. Carril A, membranas no
vesiculadas; carril B, componentes solubles (citosol):
carril ¢, membranas internas; carril D, membranas
plasmé&ticas; carril E, marcadores de peso molecular. E]
gel se tind con azul de Ccomassie.
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Figura 2. Inmnoelectrotransferencia de un lisado total de

Entamoeba histolytica. Las tiras A a la K se trataron con
los sueros inmunes de pacientes con absceso hephtico
amibiano y las tiras L a la Q se trataron con sueros de
individuos sanos. Los anticuerpos unidos a las tiras de
nitrocelulosa se detectaron con anti-inmunoglobulina
conjugada con peroxidasa.

PR 41



Figura 3. Inmnoelectrotransferencia de antigenos de 1la
membrana plasmatica de Entamoeba histolyvtica. Las tiras A
a la C se trataron con los sueros inmunes de pacientes con
absceso hepdtico amibiano y las tiras D a la E se trataron
con sueros de individuos sanos. Los anticuerpos unidos a las
tiras de nitrocelulosa se detectaron como en la Figura 2.
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Figura 4. Inmunoelectrotransferencia de antigenos de la
- membrana plasm&tica de Entamoeba histolytica. Las tiras A
a la H se trataron con los sueros inmunes de pacientes con
absceso hepatico amibiano y las tiras I a la L se trataron
con sueros de individuos sanos. La tira M se tratbd
solamente con el conjugado de anti-inmunoglobulina humana
con peroxidasa. Los anticuerpos unidos a las tiras de
nitrocelulosa se detectaron como en la Figura 2.



kDa [y V) PR
}—:‘;‘ o
i
94 _ e pmmtelel |||
67 % ke JR
' ‘ 1 t 1
ke, AR
ﬁ“ﬂﬂ - ™
gi s 1] :
N R
30 _| aE
Ll -
PR .
ABCDEFGH I JKLMNO
Figura 5. Inmunoelectrotransferencia de antigenos del

citosol de E. histolytica. Las tiras A a la K se incubaron
con sueros inmunes de pacientes con absceso hepatico
amibiano y las tiras L a l1la P con sueros de individuos

sanos. Los anticuerpos unidos a las tiras de nitrocelulosa
se detectaron como en la Figura 2.
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Figura 6. Efecto de la oxidacién de carbohidratos por

peryodato en el reconocimiento de los antigenos de la
membrana plasmitica de Entamoeba histolytica. Las tiras O
no se trataron con peryodato (contrel), las tiras 1 y 2 se
trataron con soluciones 10 y 20 nM de peryodato
respectivamente. Los grupos de tiras A a la D se incubaron
con sueros inmunes de pacientes con absceso hepatico
amibiano. Los anticuerpos unidos a las tiras de nitrocelulosa
se detectaron como en la Figura 2.



kDa A B

205 _ "1 T :
M6 il 1; 4~
94 _ ¢ X .
67 _ | J
43 _ {]. . % i
| l! N
I8
| A - o
30 ;
!
1
]_l |
012 012 012 0t2 012 012 012 012012
Figura 7. Efecto de la oxidacién de carbohidratos por

peryodato en el reconocimiento de los antigenos de 1la
membrana plasmitica de Entamoeba histolvtica. Las tiras o
no se trataron con peryodato (control), las tiras 1 y 2 se
trataron con soluciones 10 y 20 mM de peryodato
respectivamente. Los grupos de tiras A a la G se incubaron
con sueros de pacientes con absceso hepitico amibiano. EI1
grupo H se incubdé con suero de un individuo sano. E1
grupo I se incubb solamente con el conjugado de anti-
inmunoglobulina humana con peroxidasa. Los anticuerpos
unidos a las tiras de nitrocelulosa se detectaron comoc en la
Figura 2.
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Figura 8. Inmunoprecipitacibn de protefinas de
Entamoeba histolytica marcadas biosintéticamente con
[ 35s)metionina con sueros. Los complejos inmunes se
aislaron con Protefina A-sepharosa. Los antigenos

precipitados se separaron en geles de SDS-poliacrilamida al
10% y se detectaron por fluorografia. Carril A, protelnas
de trofozolito marcadas con [ °° S]metionina; Carril B,
proteinas inmunoprecipitadas por suero de un individuo
sano; Carril € al G, protedinas inmunoprecipitadas por
sueros inmunes de pacientes con absceso hepdtico amibiano.
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Figura 9. Inmunoprecipitacibn de protetnas de
Entamoeba histolytica marcadas biosintéticamente con
{ Slmetionina con sueros, Los complejos inmunes se
aislaron con Protefina A-sepharosa. Los antigenos
precipitados se separaron en geles de SDS-poliacrilamida al
10% y se detectaron por fluorografia. cCarril A al C,

proteinas inmunoprecipitadas por sueros de pacientes con
absceso hephtico amibiaho; Carril D, inmunoprecipitacién
Yinicamente con Proteina A-sepharosa.
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Figura 10. Inmunoprecipitacibn de protelinas de
Entamoeba histolvtica marcadas biosintéticamente con
[ 3°SJmetionina con suercs. Los complejos inmunes se

aislaron con Protelina A-sepharosa. Los antigenos
precipitados se separaron en geles de SDS-poliacrilamida al
10% y se detectaron por fluorografla. carril A al cC,
protefinas inmunoprecipitadas por sueros inmunes de
pacientes con absceso hepatico amibiano; Carril D y E,
proteinas inmunoprecipitadas por sueros de individuos
sanos.
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Figura 11. Reaccidn de oxidacién de carbohidratos.

a) Carbohidrato terminal de un oligosacd&rido. Las flechas
indican los sitios sensibles a la oxidacién con peryodato.
b) Mecanismo de reaccidn efectuado durante la oxidacién
de los grupos hidroxilo a aldehido, dando como resultado el
rompimiento del anillo glicosidico.



TABLA I

RENDIMIENTO DE PROTEINAS EN LAS FRACCIONES SUBCELULARES DE
TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica

Proteina recuperada *

Fraccidn %
Ves{culas internas (P II) 9.9 + 2.9
Membranas ho vesiculadas y

restos celulares (P III) 0.5 * 0,15
Membranas plasmaticas (P IV) 1.4 ¥ o0.54
Componentes solubles (SN II) 8g.1 t 3.5

* Los valores representan la media de 4 experimentost E.E.
Los calculos consideran un valor de 100% para el homogenado
inicial.
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TABLA II

PROTEINAS DE LA MEMBRANA PLASMATICA RECONOCIDAS CON MAYOR
FRECUENCIA Y MAYOR INTENSIDAD POR EL SUERO DE PACIENTES

Peso molecular Porcentaje de sueros gque
(kDa) reconocen cada proteina Intensidad

167,000 100 3

156,000 100 2 a3
82,000 . 100 2 a3
63,000 100 1a2
49,000 100 2 a3
43,000 100 2

37,000 100 2 a3
33,000 100 1a2
30,000 100 2 a3l

Intensidad: 1, poco intensa; 2, intensa; 3, muy intensa.
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TABLA IIIX

PROTEINAS DEL CITOSOL RECONOCIDAS CON MAYOR FRECUENCIA Y
MAYOR INTENSIDAD POR EL SUERO DE LOS PACIENTES

Peso molecular Porcentaje de sueros gue
(kba) reconocen cada proteina Intensidad
96,000 91 2 a3l
72,000 73 2
69,000 73 1a?2
45,000 100 1l a3z
40,000 64 2
38,000 73 2 a3

Intensidad: 1, poco intensa; 2, intensa; 3, muy intensa.
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TABLA IV

ANTIGENOS MARCADOS CON [BSS]METIONINA PRECIPITADOS CON
MAYOR FRECUENCIA POR EL SUEROC DE PACIENTES

Peso molecular Porcentaje de sueros que

(kDa) precipitan cada proteina
164,000 73
152,000 73
120,000 82
42,000 21
41,000 82
37,000 73
32,000 91
27,000 91
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TABLA V

COMPARACION DE LOS ANTIGENOS IDENTIFICADOS POR EL SUERO DE
LOS PACLENTES POR LOS METODOS DE WESTERN BLOT E

INMUNOPRECIPITACION
Método: V.8, Inmunopreeipitacion w.8. W.B,
Preparacion membrana lisade total lisado componentes
antigdnica: plasmitica total solubles
kDa
199 (46%)
167 (100% )% 167 (100%)
164 (73%)
156 (100%) 186 (100%)
152 (73%)
140 (100%)
139 (73%)
133 (46%)
128 (100%)
127 (36%)
120 (82%)
119 (18%)
115 (82%)
108 (18%)
105 (18%)
104 (82%)
96 (91%) 96 (91%) 96 (100%) 96 (91%)
94 (91%)
88 (82%)
82 (100%) 82 (100%)
81 (55%)
72 (46%) 72 (73%)
70 (55%)
69 (73%)
68 (73%) 68 (91%)
66 (18%)
63 (100%)
58 (91%) 58 (18%)
58 (100%) 55 (64%)
53 (82%)
. $1 (36%)
49 (100%) ° 49 (46%)
48 (73x)
46 (55%)
45 (27%) 45 (100%)
44 (100%) 44 (73%)
43 (100%) . 43 (91%)
42 (91%)
41 °(91%) 41 (82%) 41 (64%) 41 (27%)
40 (100%) 40 (46%) 40 (64%)
3% (27%) 39 (27%)
38 (55%) 3B (73%)
37 (100%) 37 (73%) 37 (100%) 37 (9%)
35 (64%)
34 (100%)
33 (100%) 33 (36%) 33 (100%)
32 (%1%) 32 (36%)
31 (64%) 31 (91%)
30 (100%) 30 (100%) 30 (82%)
28 (9%)
27 (73%) 27 (91%) 27 (100%) 27 (82%)
26 (64%) 26 (91%)
24 (27%)
22 (100%)

*Los nlimeros en paréntesis representan el porcentaje de
sueros de pacientes que reaccionan con el antigeno.
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