A E
oS

22 UNVERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEXIGO

FACULTAD DE QUIMICA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PROTECTORA DE
UNA GLUCOPROTEINA DE Entamoeha histolytica.

1 E ) | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

JOSE MIGUEL PENA YOMOGUITA

MEXICO, D, F, 1992

FAUA Ta CRIGN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Lo~

2.~

3.=

INDICE.

Pags.
RERBUMEN. 1
INTRODUCCION. 2
GENERALIDADES. 4
3.1.- Historia. 4
3.2.- Entamoeba histolytica. 6
3.3.- Definicién de amibiasis. 6
3.4.- Etiologia. 6
3.5.~ Patogenia. 8
3.6.- Diferenciaci6n entre amibas patégenas 9

'y no paté6genas.

3.7.~- Mecanismos inmunes contra la amiba. 11
3.8.~ Inmunidad celular. . 14
3.9.- Antigenos amibianos. 15
OBJETIVOS. 20
4.1.- Objetivo general. 20
4.2.- Objetivos particulares.
Materiales y Métodos. 21
5.1.~ Obtencién del antigeno. 21
5.1.1.~ Cultivo de trofozoitos de E. histolytica. 21
S5.1.2.- Obtencién de la fraccién glucoproteica. 21
5.1.3.- Determinacién de proteinas. 22
5.2.- Caracterizacién inmunolégica del antigeno. 22



5.2.1.- Doble inmunodifusién radial.

5.3.~ Obtencién del conjugado.

5.4.~ Ensayo inmunoenzimhAtico en fase solida.

5.4.1.- Titulacién del conjugadc por ELISA.

5.4.2.- Estandarizacitn de la prueba de ELISA.

5.4.3.~ Titulacién de anticuerpos anti-gluco -~
proteina.

5.5.- Formacién de abscesos hepAticos amibianos.

5.5.1.~- Animal de experimentacién.

5.5.2.- Método intrahepético para producir
abscesos hepaticos amibianos.

5.5.3.- Estandarizacién de la dosis infectante.

5.5.4.- Sacrificio de los animales.

5.6.- Inmunizacidén de gerbilos con la fraccién
glucoproteica.

5.6.1.~ Esquema de inmunizacién con adyuvante.

5.7.- Obtencién del suero.

5.7.1.- Puncién por plexo retro orbital.

5.7.2.- Puncién cardiaca.

5.8.~ Ensayo de activacién in vitro.

5.8.1.- Obtenci6ébn de células de bazo.

5.8.2.- Ensayo de activacién con mitégenos.

5.8.3.- Ensayo de activacién antigeno especifico.

5.9.- Estudio histopatolégico del higado.

5.9.1.- Estudio histolégico

RESULTADOS.

6.1.- Doble inmunodifusién radial.

22
24
24
25
25

26
26
26

27

27

27

27
28
28
28
29
29
29
30
30

30

32

32



6.2.,- Titulacién del conjugado por ELISA.

6.3.~ Estandarizacién de la prueba de ELISA.

6.4.~ Titulacién de anticuerpos anti~-gluco -
proteina.

6.5.~ Estandarizacién de la dosis infectante.

6.6.~ Evaluacién de la proteccién.

6.7.- Ensayo de activacién con mitdgenos.

6.8.- Ensayo de activacién antigeno especifico.

6.9.- Estudio histolégico.

7.~ DISCUSION.

8.~ CONCLUSIONES.

9.~ BIBLIOGRAFIA.

32
37

37

37

48

48

48

49

56

62

64



ACF

AcM

Con A
DIR

DMEM
ELISA

FG

LPFG
MP
PBB
8cC
BFB
BNC

881

ABREVIATURAS.

Adyuvante completo de Freud
Anticuerpos monoclonales.

Absceso hepdtico amibiano.
Concanavalina a.

‘Doble inmunodifusién radial.

Medio Eagle modificado por Dulbecco.
Ensayo inmunocenzimdtico en fase s6lida.
Fraccion glucoproteica.

Gammas globulinas.

Glucoproteina.

Iodo radioactivo.
Lipopeptidofosfoglicana.

Membrana plasméatica.

Solucién amortiguadora de fosfatos.
Suero de conejo.

Suero fetal Bovino.

Suerc normal de cabra.

Solucién salina isoténica.



Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

b 8

2

43

7z

INDICE DE TABLAS.

Fracciones celulares de Entamoeba histolytica.

Contenido de azdcares y proteinas de Entamoeba
histolvtica.

Titulos de anticuerpos anti<§ de gerbilo unida a

peroxidasa.
Estandarizacién de ELISA para determinar los
titulos de anticuerpos anti-GP en sueros de

gerbilos.

Evaluacién de la respuesta humoral en sueros de

gerbilos inmunes.

Estandarizacién de la dosis infectante.

Evaluacién de la proteccién.



Fiqura

Figura

Pigura

Pigura

Pigura

Figura

Figura

Pigura

Pigura

Figura 10:

Pigura 11:

1:

z

3:

4

5

63

-~
.

8

9

INDICE DE PIGURAS.
DIR de la FG.
DIR de las ¥ de gerbilo,

Titulacién del conjugado 7' de conejo anti-¥ de

gerbilo unida a peroxidasa por ELISA.

Estandarizacién por ELISA de anticuerpos anti-

GP en sueros de gerbilos.

Respuesta de anticuerpos anti-GP en sueros de

gerbilos.

Estandarizacién de la dosis infectante.
Fotografias de formacidén AHA.

Grdfica de evaluacidn de protecciédn.
Ensayo de activaciédn Con A.

Ensayc de activacién antigeno especifico.

Estudio histolégico



1.~ REBUMEN.

Para estudiar la participacién del sistema inmune en ia
amibiasis es necesario definir cuales antigenos de Entamoeba

histolytica son reconocidos durante la infeccidn.

En este trabajo se decidié evaluar la capacidad de la
fraccién glucoproteica (FG) extraida de E. histolytica cultivada
en medio axénico, para conferir proteccién contra la infeccién

amibiana.

La respuesta humoral se determin6é mediante una prueba
inmunoenzimdtica en fase s&6lida (ELISA); la respuesta celular
utilizando la técnica de transformacién blastoide, y 1la
proteccién mediante la observaciébn macroscépica y microscépica

del higado.

Los resultados obtenidos fueron que al inmunizar a los
gerbilos (dfas 0, 7 con 100 ug/ml de FG), con posterior reto el
dfa 23 con 2.5 x 10° de trofozoitos de E. histolytica cepa
HM1:IMSS intrahepaticamente, no se logro obtener activacién de
la respuesta inmune celular, asi mismo, la respuesta inmune
humoral fue baja, por 1lo cudl se concluye gque la GP de

aproximadamente 30-35 Kd no confirié protecciodn.



2,.- INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades que se presentan en todo el
mundo, la amibiasis es una de las mas importantes, hay estudios
que reportan un 10% de atague a la poblacién mundial (1), esta
cifra puede elevarse sobre todo en paises en vias de desarrollo,
entre los gue se eﬁcuentra México. La problematica abarca a los
dos grupos poblacionales: el rural, donde existe una gran
carencia de servicios tales como: drenaje, agua potable, etc; y
el medio urbano, donde si bien es cierto existen ese tipo de
servicios, éstos son desequilibrados; aunado a ello, la migracién
masiva a las grandes urbes, permite gque se presente hacinamiento,
fecalismo al aire libre, proliferacién de establecimientos de
comida en las vias piliblicas, etc. Por todo lo anterior, el
problema de la amibjasis en paises como México est& muy lejos de

solucicnarse,

Sin duda, la mayor repercusién de esta enfermedad es a nivel
gastrointestinal, donde un individuo puede llegar a presentar
varios cuadros clinicos durante el curso de su vida, pero la
princicipal complicacién de la amibiasis se presenta cuando
Entamoeba histolytica rebasa la membrana intestinal y se instala
en higado, ocasionando la formacién del absceso hepatico amibiano

(AHA) , que puede ocasionar la muerte del individuo.

En las Gltimas dos décadas, se han desarrollado numerosos
estudios para el aislamiento y caracterizacién de antigenos de

stolytica, que juegan un papel importante en la



relacién huésped parisito. Estos se han concentrado en aguellos
antigenos que se localizan en la superficie, por la relevancia
que pueden tener por ser aguellos gque son primeramente
reconocidos por el hospedero y por ende ser dtiles tanto en el
desarrollo de métodos eficaces para el diagnéstico de 1la
enfermedad, asi como para el empleo en la elaboracién de una

posible vacuna.



3,-GENERALIDADES DE Entamceba histolytica.
3.1.- Historia.

La existencia de la amibiasis podemos situarla, desde la
aparicién del hombre en la tierra. Sin embargo, no es sino hasta
el siglo XIX cuando empieza a estudiarse el parisito causante de

esta enfermedad.

Fedor L8sh, médico ruso publicé la primera descripcién de
un caso de disenteria amibiana recurrente en 1875. Este estudio
abarco el andlisis del contenido de la materia fecal del paciente
y el material de autopsia, asi como la descripcién de la amiba
incluyendo su estructura, tamafio, movilidad, nGcleos, vacuolas
y elementos inéracitoplasmicos tales como cé&lulas rojas. Adem&s,
llevé a cabo experimentos en los que administré la materia fecal
del paciente a cuatro perros. L8sh llamd a la amiba Amoeba coli,
y concluyd que la disenteria no era debido a este organismo, pues
el curso de la enfermedad fue diferente para su paciente y los

animales de experimentacién.

En 1883, Koch observé la presencia de amibas en cortes
histolégicos provenientes de paclientes con disenteria vy
complicaciones de absceso hepdtico, y pensdé que esto pudiese

tener algun papel en la pateogénia de la enfermedad.

Councilman y Lafleur, reconocieron la amibiasis como entidad

clinica, causado por un agente especifico que llamaron Amoeba



dysenterjae e introdujeron los términos de "disenteria amibiana"

y de "absceso hepatico amibiano®.

En 1893, Quinck y Roos demostraron los quistes de la amiba
y observaron dque estas formas vegetativas eran capaces de
producir disenteria en animales de experimentacién, y notaron la
gran resistencia de los guistes en comparacién con la fragilidad
de los trofozoitos, 1o que abrié6 el camino a la elucidacién del

modo de transmisién de la disenteria amibiana.

En 1903, Huber detalld el nimero de niicleos de los quistes
de la amiba. Este mismo afio Schaudinn, brillante protozodlogo
asigna los términos de Entamoeba histolytica, para especie
patbgena, debido a su capacidad de destruir los tejidos; y
Entamoeba coli para la especie no patégena, la cual es un

comensal inocuo del intestino grueso.

En 1913, Walker y Sellars en voluntarios de la prisisén de
Manila, demostraron que E. histolytica no siempre era capaz de
producir sintomatologia y confirmaron que también el hombre podia

ser infectado por los quistes.

A 1lo largo de ¢todos estos afios fueron desarrollados
numerosos medios de cultivo para el crecimiento in vitro de
Entamoeba histolytica entre los que podemos mencionar el de Mus~
grave y Clegg (1904), el de Boeck y Drbohlav, llamado "Loecke's
egg-serum" (1925), el de Shafer y colaboradores (1948) y el de

Pan (1960). Finalmente Diamond en 1961, elaboré un cultivo libre



de otros asociados, el cual ha facilitado las investigaciones

bioguimicas e inmunolégicas de este protozoario.(4,5,6,7,8).
3.2,- Entamoeba histolytica.

Pertenece al Phylum Protozoa (es un organismo unicelular),
subphylum Sarcedina (se mueve por pseudopédos y tiene unA
reproduccién asexual por fisién binaria), clase Rhizopoda (se
enquista y habita el canal intestinal) y al género Entamoeba (el
trofozoito tiene un niicleo con un pequefio cariosoma central y una

membrana nuclear con granulos de cromatina adyacente), (8).
3.3.~ Definicién de amibiasis.

Se denomina amibjiasis al estado resultante de albergar

Entamoeba histolytica, con o sin manifestaciones clinicas (1).

La amibiasis es una enfermedad cosmopolita, su incidencia
se estima que afecta a un 10% de la poblacién mundial, y puede

diferir de una regién a otra (1,9).
3.4.- Etiologia,

El trofozoito de Entamoeba histolytica (forma vegetativa),
se aloja en el intestino, reproduciendose por fisién binaria.
Bajo condiciones desfavorables, los trofozoitos se diferencian
en quistes (forma infectiva), y se elimina por la materia fecal.

La transmisién de un hospedero a otro se realiza por via oral,



al ingerir los quistes en vehiculos tales como agua y alimentos

contaminados.

Trofozoito: es una fase altamente dinédmica y pleomérfica,
con movimientos caracteristicos mediante la emisién de
pseud6épodos rapidos, digitiformes, largos y anchos. Su tama#fio en
cultivo in vitro varia de 15 a 30 pum, dependiendo de las
condiciones del medio. La membrana plasmatica (MP) es similar a
la de otras células eucaribticas, con una cubierta celular apenas
detectable. E1 citoplasma contiene diferentes organelos: cuerpos
densos, ribosomas, polisomas, granulos osmibéfilos, cuerpos
helicoidales, cuerpos tubulares, vacuolas alimenticias y
vesiculas, las membranas de estos organelos poseen la misma
estructura gue la MP; presenta también 1lisosomas actives
especializados de superficie. La amiba carece de mitocondria y
aparato de Golgi, y su reticulo endoplasmico consiste de
vesiculas finas rodeadeas de algunos ribogsomas. El1 nicleo es
ovalado, con un nucleolo central y cromatina periférica. La

envoltura nuclear presenta gran cantidad de poros.

Prequiste: cuando laé condiciones del medio ambiente en las
que se encuentra el trofozolito son desfavorables para su vida,
éste empieza a inmovilizarse, se desprende de los alimentos no
digeridos, se reviste de una doble membrana refringente que le
confiere resistencia, formandose asi el prequiste. Presenta un
solo nicleo, ademis puede contener una masa de glucégeno y barras

cromatoidales.



Quiste: conforme transcurre el tiempo, en el interior del
prequiste hay actividad metabélica, por dos mitosis consecutivas
de un nacleo se originan 4, gquedando al final del proceso el
quiste maduro. Este presenta una formacién esférica u oval, con
un diametro de 8 a 20 um, y una pared de 125 a 150 nm de grosor.
Su MP frecuentemente presenta profundas invaginaciones y en su
citoplasma se observan polirribosomas, vacuolas y depbsitos dé

glucégeno.

Metaquiste: en un medio neutro o ligeramente alcalino (y
combinado con la accién de los jugos digestivos), se debilita la
pared del quiste, y permite que la amiba multinucleada se escurra
hacia el exterior por una pequefia hendidura de la pared gque lo

envuelve, liberandose asi el metaquiste (10).
3.5.- Patogenia.

Entre los factores patogénos de la amibiasis se pueden

enumerar:

a) Colonizacidén del intestino por una cepa amibiana virulenta.
b) Contacto intimo por adherencia a la mucosa intestinal.

c) Destrucciétn de 1las barreras intestinales por enzimas o
productos téxicos.

d) Lisis de 1las células intestinales y de las células
inflamatorias del huésped, lo cual lleva a la destruccién de la
mucosa intestinal, Glceras del colon, y a una posterior invasién

de tejidos mé&s profundos y/o invasién de érganos distantes,



principalmente el higado (11).

Clinicamente la amiblasis puede ser: Asintomética o

Sintomatica (1).

La Sintomatica puede ser:

A) Amibiasis Intestinal:

a.- Disenteria: disenteria amibiana aguda.

b.~- Colitis no disentérica: disenteria amibiana crénica.

c.- Ameboma: una forma localizada de amibiasis
intestinal.

d.~ apendicitis amibiana.

B) Amibiasis extraintestinal:

e.- Hepatica: la forma mas comiin de amibiasis
extraintestinal.

f.- cuténea.

g.~ En otros 6rganos como: pulmones, bazo, cerebro, etc.

La asintomética es detectaga de una forma accidental, va que
los pacientes ingresan por otras causas de enfermedad y en ellos

son aisladJs {quistes de E. histolytica.

3.6.- Diferenciacién entre amibas patégenas y no

patégenas.

En andlisis microscépico de heces, de pacientes con

amibiasis intestinales e individuos sanos, se encuentran



frecuentemente quistes de E. histolytica: este hallazgo hizo
pensar en la existencia de dos cepas amibianas: una patégena y
otra no patégena, sin embargo, por ia observacién de las
diferencias morfolé6gicas de los quistes, no fue posible confirmar
esa hip6tesis, ya que 1los quistes provenientes tanto de
individuos sanos como enfermos, presentaban las mismas

caracteristicas.

En 1968, Robinson (12) describi® un método de cultivo
monoxénico de amibas, que permitié transformar los quistes de
Entamoeba histolytica en trofozoitos, este método fue posible
obtener grandes cantidades de trofozoitos. Este hecho permitid
que Sargeaunt y Williams (13), empleando el comportamiento
eleétroforético de 4 isoenzimas de la amiba, encontrasen que la
marca de patogenicidad estd dada por el corrimiento
electroféretico en beta de la isoenzima fosfoglucomutasa y rapida
en hexoquinasa. ,Adem&s de separar amibas patégenas de no
patégenas, (Sargeaunt y cols.) clasificaron en forma general a
los trofozoitos, por lo que fue necesario emplear el término de

zimodemo.

En la actualidad, la técnica de zimodemo es la Gnica capaz
de distinguir amibas patégenas de no patégenas, sin embargo,
debido a su elevado costo no es posible aplicarla en laboratorios

de rutina.
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3.7.- Macanismos inmunes contra la amiba.

Los mecanismos inmunes humanos en contra del pardsito, . atn

no han sido totalmente establecidos.

En la mayoria de 1los individuos infectados, Entamoeba
higtolytica habita como un comensal, por lo que las condiciones
que 1llevan al desarrclle de 1la enfermedad invasiva son
nultifactoriales y estan relacionados con el balance entre los
mecanismos patégenos del parisito y los mecanismos de defensa del

huésped, ya sean estos inmunes o no.

En el humano, E. _histolytica es capaz de inducir una
respuesta inmune tanto humoral como celular, sin embargo, aGn no
se ha establecido cudl de estos mecanismos inmunes es el
responsabl® de limitar la invasién amibiana o de inducir

inmunidad en contra de la enfermedad invasiva recurrente (14).

La respuesta inmune humoral (15,16) se desarrolla con la
enfermedad invasiva, asi lo demuestran estudios
seroepidemiolégicos, en donde del 81 al 100% de los pacientes con
amibiasis intestinal o «con AHA desarrollan anticuerpos
circulantes IgG especificos contra E. histolytica. Otros estudios
demostraron la presencia de coproanticuerpos de la clase IgA en

pacientes con amibiasis intestinal (17).

Una respuesta serolégica positiva sélo es indicativa de la

invasi6n pdr el par&sito, ya sea presente o pasada, aunque

11



regularmente (18,19), los titulos mis altos se presentan con el
desarrollo reciente de la enfermedad invasiva, y la presencia de
tales anticuerpos puede persistir de 9 hasta 11 afos (15,18); no
hay evidencias que indiguen que el titulo de los anticuerpos

correlacionen con el estado clinico del paciente.

También se ha informado que la proteccién conferida por la
inmunizacién de hamsters con diferentes preparaciones de
antigenos anibianos no correlacionaba con la respuesta de

anticuerpos séricos (20).

Seguin estudios realizados tanto con sueros obtenidos de
individuos sanos como con sueros de pacientes con amibiasis
(con titulos altos de anticuerpos anti-E, histolytica) se observéd
en los sueros de pacientes una actividad amebicida hacia los
trofozoitos a través de la activacién de la via cléasica o bien

de la via alterpa del complemento (21,22,23).

En los fluidos del AHA se report6 1la presencia de
complemento con titulos mis bajos, que los encontrados en el
suero, asi mismo se encuentran presentes antigenos amibianos y
anticuerpos; hallazgo que apoya la idea de que "localmente"
pueden formarse complejos inmunes fijadores de complemento

(24,25).

La presencia de complejos inmunes conjuntamente con
neutréfilos infiltrados pudiesen contribuir al proceso necrdtico

Y a la patogénia de la enfermedad (26).
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En suma da respuesta inmune humoral contr.. E. histQlviica
no parece ser responsable de limitar el desarrollc de una
infeccidén ya establecida o de conferir resistencia hacia 1la
amibiasis invasiva, perao 1los mecanismos humorales son
directamente responsables de la inmunidad a cepas sensibles a
complemento e indirectamente causantes del reclutamiento de

células inflamatorias.

Neutréfilos polimorfonucleares.~ Desde los primeros estudios
(27) se describié gue los neutré6filos luego de sufrir marcados

cambios morfolégicos eran fagocitados in vitro por trofozoitos

de E._histolvtica; posteriormente se demostrd (28), gue las cepas
virulentas de E, histolytica eran capaces de matar neutr&filos

humanos a través de un mecanismo contacto-dependiente, mientras
que los neutréfilos eran capaces de matar solo amibas axénicas
de poca virulencia por medio de un proceso extracelular contacto

dependiente que actuaba adGn en presencia de anticuerpos anti~

amiba.

En estudios recientes (29,30), se encontrd que amibas
axénicas virulentas de la cepa HMI:IMSS podian matar neutréfilos
humanos sin perder su viabilidad, mientras que los neutréfilos,

solo eran capaces de matar cepas poco virulentas (200:NIH y
300:NIH) .

i3



3.8.- Inmunidad celular.

Modelos in vivo.-
Tanto ‘os estudios clinicos como los experimentales han
puesto de manifiesto la importancia que revisten los mecanismos

inmunes celulares en la amibiasis.

En los estudios donde se utilizé al hamster como modelo
experimentfl se demostré gue al deprimir la inmunidad tanto
humoral como celular mediante tratamiento con: esteroides,
timectomia neonatal, esplenectomia, radiacién, silica, globulina
antimacré6fago o antilinfocitica, se facilitaba la formacién de
AHA (31,32,33,34,35). En otros modelos se observé cierto grado
de proteccién cuando previo a la administracién del antigeno se
inmunizaba con el bacilo de Calmette Guérin o cuando habia

existido una infeccién previa con Trichinella spirallis (3s6).

Actividad mitogénica de preparaciones de proteinas solubles

amibianas:

Se han efectuado numerosos estudios que intentan examinar
las vias aferentes de la inmunidad celular hacia Entamoeba
histolytica. En experimentos in vitro varios autores (37,38,39,)
encontraron gque proteinas solubles provenientes de amibas
cultivadas en medio axénico no inducian la transformacién
blasteoide de los lir;focitos provenientes de inviduos sanos, Sin
embargo, y en contraste con estos trabajos, recientes se ha

demostrado (40,41,42) que las proteinas solubles eran capaces de

14



inducir la proliferacién de linfocitos T en individuos sanos, no
asi de 1los 1linfocitos B, esta respuesta proliférativa fué
diferente a la respuesta hacia Concanavalina A (Con A) en cuanto

a su magnitud, concentracién éptima y cinética.

3.9.- Antigenos amibianos.

para estudiar la participacidédn del sistema inmune en la
amibiasis es necesario definir y caracterizar los antigenos que
son reconocidos durante la infeccién. E1 cultivo de E.
histolytica en medio axénico (43) sentd las bases para separar
los antigenos amibianos y estudiar sus caracteristicas

inmunolégicas,

- Estudio de los antigenos de superficie del trofozoito.

Los antigenos de superficie de trofozoitos de Entamoeba
histolytica deben ser los primeros en ser reconocidos por el
sistema inmune del huésped durante la infeccién, ademas de

inducir los mecanismos efectores letales para el parasito.

La existencia e importancia de estos antigenos ha side
demostrada con pruebas como: inmovilizacidén del trofozoito por
suero inmune (44,45,46), unién del suero inmune fluoresceinado
a trofozoitos intactos (47,48,49), Yy la lisis de trofozoitos

mediada por anticuerpos y complemento {21,22,23).
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Los antigenos amibianos mas empleados hasta la fecha han
sido, células completas y sus homogenizados, asi{i como fracciones
solubles o particuladas obtenidas a partir de trofozoitos. La
mayoria de los estudios efectuados estédn relacionados con
antigenos capaces de inducir la respuesta inmune humoral y muy
pocos estudios estan relacionados con antigenos capaces de

producir respuesta inmune celular.

A partir de la idltima década se iniciaron los estudios
acerca de la naturaleza de estos antigenos, y se han aislado
varias proteinas de las fracciones de membrana de Entamoeba

histolytica (50,51,52).

En 1980 Aley y col. enmpleando trofozoitocs de Entamoeba
histolytica cultivados axénicamente desarrollaron una metodologia
para el aislamiente de MP, basado en su unién especifica con Con
A, que estabiliza la membrana, evita su fragmentacién y facilita
su separacién (53). Se obtuvieron estructuras del parasito y de
las fracciones celulares aisladas se determinaron sus propiedades
quimicas y enzimiticas identificandeose cuando menos 12

componentes glucoproteicos de MP.

Posteriormente, y con la misma técnica y marcaje con Iodo
radiocactivo (I'¥®) comprobaron que MP se interioriza en forma de
vesiculas endociticas lo que indica el intenso reciclaje de la

membrana que experimenta el parasito por endocitosis (54).
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En estudios previos se reportd el % promedio de proteinas
de cada fraccién amibiana, separada por el métode de Aley asi
como el porcentaje de peso seco de las mismas (tabla 1), asi
mismo el contenido de azficar en las mismas fracciones (tabla 2)

(55).

TABLA 1:
Porcentaje de las fracciones celulares de E. histelytica
obtenidas por el método de Aley.

150 X 10° Amibas.

% Proteinas % Peso seco
Componentes solubles 61.0 62
Membranas internas 14.7 28
Membranas no vesiculadas 16.8 7.2
Membranas plasmiticas 2.6 2.4

TABLA 2:

contenido de azicares y proteinas de E. histolytica.

60 X 10° Amibas ‘lmg. azficares mg. proteinas
Componerntes solubles 2.51 41.72
Membranas internas 2.58 8.3
Membranas no vesiculadas 3.33 12.6
Membranas plasmdticas 0.24 2.2

En la actualidad la identificacién y purificaci6n de los

antigenos dg superficie se ha facilitado por el enmpleo de

anticuerpos fionoclonales (AcM).
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Se han descrito algunos AcM contra componentes de MP de
Entamoeba histolvtica obtenidos a partir de la inoculacién de
trofozoitos iIntegros. Brunce (56) reporta 7 que reconocen un
antigeno d;‘ superficie de 96 Kd presente en tres cepas patbgenas
de Eptamoeba histolvtica, en tanto Ortiz Ortiz y col. reportan
un anticuerpo dirigido contra un epitopo que se localiza en tres
cadenas polipéptidicas de diferentes pesos moleculares
relacionadas con la MP y que es especifico para Entamoeba
histolvtica (57); Ravdin y col. reportan AcM que inhihiben 1la

adherencia in vitro de Eptamoeba histolytica a células de ovario
de hamster (58), Agundis y col. obtuvieron AcM contra una

glucoproteina (GP) de membrana de Entamoeba histolytica (59).
Estos autores encontraron 7 hibridomas productores de AcM de la
clase IgM contra GP; de éstos, 3 reconocen también a 1la
lipopeptidofosfoglicana (LPFG). La capacidad de reaccionar de los
AcM contra 1las 2 moléculas desaparecieron para todos 1los
positivos contra LPFG cuando fue tratada con metaperyodato. Con
lo que se dedujo que algunos AcM reconocen como epitopo la
porcién polisacaridica, por lo que pudo inferirse dque estéan
dirigidos contra la superficie y se perfilan como candidatos

6ptimos para su usc en un método de diagnéstico.

La inmunoelectrotransferencia mostré el reconocimiento de
una sola banda con peso aproximado de 30-35 Kd con los AcM y para
sueros de pacientes con AHAR se encontré gue entre otras bandas

reconocen a la misma que reconocen los AcM probados.
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La falta de antigenos puros ha limitado la correcta
interpretacién de las pruebas utilizadas en la evaluacién de 1la
respuesta inmune asi comc en la interpretacién de los resultados
de estudios epidemiolégicos (60) ya que en todos elios se usaron
indiscriminadamente diferentes preparaciones antigénicas

provenientes de diversas cepas amibianas.
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4.- OBJETIVOS.

4.1.- Objetivo general.
Evaluar la actividad protectora de una glucoproteina de
aproximadamente 30-~35 Kd en la formacién de abscesos hepaticos

amibianos, utilizando un modelo experimental animal (gerbilos).

4.2.- Objetivos particulares.

a) Obtencién de una fraccién glucoproteica en un medio

enriquecido en membranas obtenidas de un cultivo axénico de

Entamoeba histolytica de la cepa HM1:IMSS,

b) Caracterizar inmunolégicamente la fraccidn glucoproteica

por la técnica de doble inmunodifusién radial.

c) Determinar la respuesta inmune humoral por la prueba

inmuncenzim&tica en fase sélida.

¢) Evaluar respuesta inmune celular mediante la técnica

de transformacién blastoide.
d) Determinar la proteccién gque confiere la inmunizacién

con la glucoproteina contra el reto de la amiba mediante 1la

observacién macroscépica y microscépica del higado.
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5.- MATERIALES Y METODOS.

S.1.- OBTENCION DEL ANTIGENO.

5.1.1.- Cultivo de trofozoitos de E. histolytica.

Se cultivaron trofozoitos de E._histolytica cepa HM1:IMSS
en medio axénico de Diamond (2). Posteriormente se cosechan en

su fase logaritmica de crecimiento a las 72 h de cultivo.

5.1.2.~ Obtencidén de una fraccién glucoproteica.

Los trofozoitos de E. histeolytica se cosecharon
centrifugando a 255 G durante 15 min a 4°C. El paquete obtenido
es lavado 6 veces con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
0.1 M pH 7.2 y se resuspendié en un amortiguador de Tris 10 mM,
MgCl, 1 mM con inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, acetato fenil
mércurico 0.01 mM). Los trofozoitos se lisaron por congelacién
y descongelacién, hasta observar microscépicamente ruptura total
Yy, posteriormente se centrifugo a 23600 G durante 30 min a 4°C.
La pastilla obtenida se resuspendié en amortiguador de
rompimiento (que es un amortiguador de fuerza iénica alta con la
siguiente composicién: Tris 50 mM, KC1 S0 mM, (CH,C00), Mg 5 mM,
acetato fenil mercurico 0.01 mM y Triton 0.2% pH 7.6),
homogenizande con una varilla de vidrio, y permaneciendo en
reposo toda la noche en cuarto frio. La fase del sobrenadante,
donde se extrajo la FG se obtuvo centrifugando el homogenizado

a 23600 G durante 20 min a 4°C (61,62).
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5.1.3,~ Determinacion de proteinas.’

La cuantificacién de proteinas de la FG, se real_izé de
acuerdo al método de Lowry (63) empleando albiimina sérica bovina

como proteina de referencia. (Sigma Co).
5.,2.- CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DEL ANTIGENO.
5.2.1.~ Doble inmunodifusién radial.

La técnica de la doble inmunodifusién radial (DIR). Se
realizé preparando geles de agarosa al 1.5% en solucién sélina
isoténica 0.9% (SSI) que se vierten en caliente sobre
portaobjetos 1limpios, produciendo una pelicula de 1.5 mm de
espesor. Los geles se incubaron en cémara hGmeda durante 24 h a
4°C. Se colocd 30 ul de muestra en pozos previamente perforados
y se incubaron en cémara hGmeda a 37°C durante 24 h. Los geles se
lavaron en NaCl 0.1 M en agitacién suave durante 24 h, y en agua
destilada de la misma forma. Después del lavado, los geles se
secaron en la estufa, se tifileron con solucién colorante durante

30 nin, y se destifiieron con solucién decolorante (64).

5.3.~ OBTENCION DEL CONJUGADO (ANTI-GAMMAS GLOBULINAS DE

GERBILOS UNIDA A PEROXIDABA) .

Las gammas globulinas (¥} de gerbilos fueron obtenidas por
precipitacién con (NH,),SO, al 33% . La cuantificacién de

proteinas se realizé por el método de Lowry (63). El suero de
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conejo anti-gerbilo se obtuvo por inmunizacién de un conejo de
4 Kg de peso con?® totales (1 mg/Kg de peso), emulsificado con
adyuvante completo de Freud (ACF) volumen a volumen, los dias 0,
7, 14, y 21. El dia 28 se sangr6 el conejo y se procedié a
centrifugar para la obtencién del suero, posteriormente se
realizé una DIR y purificaci6én de las ¥ de conejo anti~¥ de

gerbilo por el método de precipitacién ya mencionado.

~ Preparacién del conjugado con peroxidasa.

Para la preparacién del conjugadeo segfin la técnica de dos

pasos descritas por Avrameas (65).

Se disolvieron 10 mg de peroxidasa (tipo VI Lote 125F9645
Sigma Co.) en 0.5 ml de glutaraldehido al 1%, en PBS 0.1 M,
pPH=6.8 . La preparacién se mantuve por 18 h a temperatura
ambiente para posteriormente eliminar a traves de una columna de
Sephadex G-25 (fino), equilibrada con NaCl 0.15 M el exceso de
glutaraldehido. Se recolectaron las fracciones coloreadas (café)

que contenian la peroxidasa activa.

Las ® de conejo anti-gerbilos, previamente dializadas contra
NaCl 0.15 M, se concentraron a 6.5 mg/ml. Se adicion6 1 ml de
peroxidasa mds 1 ml de las 9 anti-gerbilos en 0.1 mnl de
amortiguador de carbonatos 1M pH=9.5, se mantuvo la preparacién
por 24 h a 4°. Finalmente, después de adicionar 0.1 ml de
solucién de lisina 1M, se dializé6 contra PBS pH=7.2 durante 24

h y se alicuotd en fraccién de 50 ul.
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5.4.=- ENSAYO INMUNOENZIMATICO EN FASBE SOLIDA (ELIBA).
5.4.1.~ Titulacién del conjugado por ELISA.

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (NUNC-
Inmunoplate I, Dinamarca). Los pozos fueron sensibilizados con
¥ de gerbilo a diférentes concentraciones (20, 10, 5, 2.5, 1.25,
0.625, 0.312 y 0.156 pg/ml) en amortiguador de carbonatos pH=9.5.
Después de 1 h de incubacién a 37°C y de 24 h a 4°C, blogueamos
todos los pozos con 300 pl de PBS~gelatina 2% durante 2 h a 37°C.
Pasado el tiempo, las placas fueron lavadas 6 veces con PBS-Tween
0.1% . Posteriormente se agregb el suero de conejo (SC) anti-®
de gerbilo unida a peroxidasa en una mezcla de suero fetal bovino
{SFB) y suero normal de cabra (SNC) al 1% a diferentes diluciones
(1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:5000 y 1:6000) y se incubb
durante 1.5 h a 37°C. Después de este périodo, las placas fueron
lavadas como se mencioné anteriormente y el revelado de 1la
reaccién se realizé agregando 100 gl del sustrato ( orto-
fenilendiamina, HyO,, amortiguador de citratos pH 5.6) e
incubando por 20 min a temperatura ambiente, al final la reaccién
se detuvo con 25 ul de H,S0, 2.5 N. Las placas fueron leidas a
490 nm. en un lector de ELISA (MINI-READER II, Dinatec, Virginia,
U.S.A).

Pozos testigos:

9: testigo del suero.

Pozo

Pozo

#

Pozo # 10: testigo del conjugado.
# 11: testigo positivo,
#

Pozo 12: testigo negativo.
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5.4.2.~- Estandarizacién de la prueba de ELISA.

Los pozos se recubrieron con 100 ul de FG en amortiguador
de carbonatos pH=9.5 a diferentes concentraciones (20, 10,' 5,
2.5, 1.25, 0.625, 0.312 y 0.156 pg/ml). Después de 1 h de
incubacién a 37°C y de 24 h a 4°C se lavaron y blogueamos con 300
sl de solucién PBS-Gelatina 2% en todos los pozos durante 2 h a
37°C. Pasado el tiempo, se lavaron 6 veces con PBS Tween 0.1%.
Posteriormente se agregaron 100 gl de los sueros inmunes en SFB
Yy SNC al 1% a diferentes diluciones (1:50, 131100, 1:200, 1:400,
1:800, 1:1600, 1:3200 y 1:6400). Se incub6 a 37°C durante 1.5 h.
Después de este périodo, las placas fueron lavadas como se
mencioné anteriormente y se agregs 100 ul de SC anti-3 de gerbilo
unida a peroxidasa diluido 1:500 en SFB y SNC al 1%. Todo se
‘mantuvd a 37°C durante 1.5 h y los lavados de las placas, el
revelado, la lectura de la reaccién y los testigos se realizarén

como se menciond en el inciso anterior.
5.4.3.~ Titulacién de anticuerpos anti-glucoproteina.

Los pozos fueron recubiertos con 100 ul de la FG (10 ug/ml)
en amortiguador de carbonatos pH 9.5 . Después de 1 h de
incubacién a 37°C y toda la noche a 4°C, se agregaron los sueros
inmunes a diferentes diluciones (1:50, 1:100 y 1:200) incubandose
a 37°C durante 1 h., Posteriormente se agregd el conjugado SC
anti-Y de gerbilo unida a peroxidasa a una dilucién de 1:500.* Los
lavados, el blogueo, los testigos, el revelado y la lectura de

la reaccidn se realizd como se mencioné anterioriormente.
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5.5.= FORMACION DE ABSCEBO HEPATICO AMIBIANO (AHA)}.
5.5.1.~ Animal de experimentacién.

Los gerbilos fueron encontrados en la regién de Aasia,
especialmente China, Mongolia e India. Taxonomia: Orden Rodentia,
Sub-orden Hyomorphé, a nivel de familia hay tres clasificaciones?
Familia Muridae, Sub-familia Gerbillinae, Familia Gerbillidae,

Familia Cricetidae, Sub~familia Gerbillinae.

Se utilizaron gerbilos machos de 7 a 8 semanas con un peso
promedio de 40 g (Mongolian gerbil), fueron mantenidos en el
bioterio del Instituto Nacional de Higiene de la Gerencia General

de Biolégicos y Reactivos de la Secretaria de Salud.
5.5.2.~ Método intrahep&tico para producir AHA,

El animal se anestesié por via intramuscular con
dihidrobenziperidol 6.25 mg/Kg de peso y Ketamina 125 mg/Kg de
peso, posteriormente es rasurado el abdomen y desinfectada la
regién con solucién de yodo. Se realiza una incisién longitudinal
en la cavidad abdominal de aproximadamente 1 cm. El1 higado se
expone para inocularle amibas lentamente con una Jjeringa
hipodérmica, Al retirar la jeringa, en el lugar de la incisién
se coloca una pequefia torunda estéril para limpiar la herida y
posteriormente se cerrd la pared abdominal, primero cosiendo el
peritoneo con Nylon dermalon calibre 5-0 y después la piel con

Ethibond 000.
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5.5.3.~ Estandarigacién de la dosis infectante.

Se utilizaron 14 gerbilos por experimento.

La via de inoculacién fué intrahepéatica.

No. de gerbilos Dosis de trofozoitos
6 1.5 X 10% / 100 pl
6 2.5 X 10 / 100 ul

Como grupe testigo se empled:
a) 2 gerbilos inoculados intrahepaticamente con SSI estéril.

El ensayo se repitié 2 veces.

5.5.4.- SBacrificio de los gerbilos.

Terminada la operacién, los animales son aislados.
Transcurridos 9 dias, el gerbilo es sacrificado en cémara de
éter, con el fin de abrir el abdomen y observar la formacién de

AHA.

5.6.— INMUNIZACION DE GERBILOS CON LA FRACCION

GLUCOPROTEICA.

5.6.1.- Esquema de inmunizacién con adyuvante.

Se inmunizaron 8 gerbilos con una mezcla de FG mas Al(OH),

como adyuvante (volumen a volumen), como se indica en el esquema
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siguiente:

Dia Yia EG_ug/md Reto_con trofggzoitos
o Subcuténea 100 -—

7 Subcutanea 100 ———

14 -=- --- 2.5 X 10

Via intrahepética
23 Sacrificio de animales.
como grupos testigos se emplearon:
a) 4 gerbilos inmunizados con SSI estéril, de acuerdo al
esquema de inmunizaci6n, y retados con 2.5 X 10° de

trofozoitos de Eptamoeba histolytica, estandarizada

previamente.

b) 2 gerbilos sin inmunizacién ni reto.

5.7.~ OBTENCION DE BUERO.

5.7.1.- Puncién por plexo retro orbital.

La obtencién del suero de gerbilo se realizé introduciendo
una pipeta Pasteur en el plexo retro orbital del animal

previamente anestesiado. El suero se obtuvo centrifugando la

sangre a 1593 G por 10 min (dia 0 y 14 del esquema de

inmunizacién) .

5.7.2.- Puncién cardiaca.

La punci6tn cardiaca se realizé introducciendo una jeringa
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hipodérmica en la regién toraxica del animal anestesiado en
cémara de éter; el suero se obtuvo como se indicé anteriormente

(ata 21).

5.8.~- ENBAYO DE ACTIVACION in vitro.

5.8.1.- Obtencién de células de basgo.

Los gerbilos se sacrificaron en cdmara con éter y se extrajo
el bazo en condiciopes de esterilidad., Los esplenocitos se
obtuvieron por disgregacién mécanica del bazo y se lavaron con
solucién de Hanks, a 255 g, 10 min. Los eritrocitos presentes se
eliminaron por lisis con NHCl 0.16 M, Tris-HCl 0.17 M, pH=7.6.
Las células se recuperaron en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) complementado con SFB al 10%, antibi6ticos (penicilina y
gentamicina), 2 B-mercaptoetanol 2 X 10* M y L-giutamina. La
concentracién celular se ajusté contando las células viables en

camara de Neubauer mediante tincién con azul tripano.

5.8.2.- Ensayo de activacién con mitégenos.

Los esplenocitos se ajustaron a una concentracién de
1 X 10%° células/ml, y se cultivaron 200,000 células por pozo en
placas de microcultivo de 96 pozos de fondo plano (NUNC),
agregandose concentraciones variables de Con A tipo IV-S (Sigma

Ca.).

Las células se cultivaron durante 5 dias a 37°C, en c&mara
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humeda y 5% de CO,; 18 h antes de terminar el cultivo se agregd
1 pci de timidina tritiada (*HTDr, Amersham International 5 mCi
de actividad especifica) por pozo. Las células se transfirieron
a papel de fibra de vidrio mediante un cosechador semiautomitico
(Mini Mash II). La cantidad de material radioactivo incorporado
a la cé&lula se determin6, utilizando un contador de centelleo

liquido (Beckman LS 580).

5.8.3.~ Ensayo de activacién antigeno especifico.

Los esplenocitos, provenientes de gerbilos inmunes y no
inmunes se cultivaron en placas de 96 pozos (NUNC), a una
concentracién de 200,000 cé&lulas/pozo en 200 ul de medic DMEM
complementado y se les agregé FG a diferentes concentraciones

(50, 30, 10, 5) pg. Como testigo se utilizé con A 5 pg/ml.

Las células se cultivaron y su activacién se evaluéd en las

condiciones descritas para la activacién con mitégenos.

5.9.- BSTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL HIGADO.

5.9.1.,~ Estudio histolégico.

Una vez extraido el higado de los animales, fue colocado
inmediatamente en un recipiente con formol 10% amortiguado con
PBS pH 7.2 ( 10 partes de formol por cada volumen de tejido). En
este fijador permanecieron durante 12 horas por 1o menos.

Posteriormente el higado fué seccionado longitudinalmente con una
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hoja de bisturi cada 5 mm y se escogieron los cortes gue

macroscédpicamente evidenciaron lesiones.

Los cortes tomados se procesaron automiticamente en un
equipo de deshidratacién con alcoholes en concentraciones
crecientes y embebidos en xilol y parafina (Merck). Los
fragmentos se incluyeron en bloques de parafina, y se cortaron
con un microtomo (American optical) a 4 pm de espesor; eliminando
la parafina en un horno a 56°C y tifiiendolos con la técnica de
Hematoxilina-Eosina. Posteriormente se observaron baje un

microscépio éptico seleccionando los campos representativos.
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6.~ REBULTADOS.

6.1.- DIR.

La figura 1 muestra gque la FG es reconocida por los sueros
de gerbilos anti-GP como por SC anti-amiba total. Todos los
sueros anti~GP obtenidos en diferentes animales presentaron una
sola banda lo que indica que 1la FG contiene un epitopo
inmunodominante, en cambio cuando se utiliz6 SC anti-amiba total
adenis de reconocer la banda anterior presentd una banda de no

identidad.

En la figura 2 representa el reconocimiento y el titulo de
anticuerpos anti-¥ de gerbilos obtenidos después de cuatro
inmunizaciones con ¥ de gerbilo mi&s ACF (1 mg/Kg de peso) en

conejo, dando varias bandas de reconocimiento e identidad.
6.2.~ Titulacién del conjugado por ELISA.
En la tabla 3 y figura 3 se observa gue los titulos de

anticuerpos anti-3¥ de gerbilos presentan un mdximo a una dilucién

de 1:500 con 10 ug de ¥ .
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Figura 1: DIR DE LA FG.
(A) FG. (1,3,4) Suero de garbilo anti-GP. (2) SC

anti-amiba. (5) Suero de gerbilo normal. (6) SSI.
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Figura 2: DIR DE LAS ¥ DR GRRBILO.

{A) T de conejo anti-P de gerbilo.
mg/ml., (3) & 100 ug/ml.
(6) SSIX.

(1,2} ¥ de gerbileo 1
(3) W 10 ug/ml. (5)% 1 ug/ml.
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Tabla 3: TITULOS DE ANTICUERPOS ANTI-¥ DE GERBILO

UNIDA A PEROXIDASBA.

Inverso de la dilucién anti-F
Fe ug/ml
500 1000 2000 4000 5000 6000
20.0 1.0 0.8 0.58 0.38 0.25 0.2
T EP -

10.0 1.0 0.66 a.5 0.29 0.2 0.18
5.0 0.91 0.55 0.31 0.19 0.17 0.1
2.5 0.87 0.2 0.18 0.1 0.08 4]
1.25 0.68 0.18 0.15 0.08 o o
0.625 0.47 0.1 0.07 4] 0 3]
0.312 0.22 0.06 0.03 [+] [0} [+]
0.156 0.11 0.05 [+] [+] ] 0

Lecturas de D.O. A 490 nm
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1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

D.O. a 490 nm

1 2 3 4 5 6
INVERSO DE LA DILUCION (MILES)

« GAMMAS ug/mi
=20 — 10 = -6 T 26
“1.26 = +625 - «.312 —— 1566

Figura 3: TITULACION DEL CONJUGADO %€ DE CONEJO ANTI-?' DE
GERBILO UNIDA A PEROXIDASA POR ELISBA.



6.3.~ Bstandarisacién de la prueba de ELISA.

En la tabla 4 y figura 4 se representa que los titulos de
anticuerpos anti-GP presentan un méximo de absorbancia a una
diluecién 1:100 con 20, 10 ug/ml, por lo tanto los sueros inmunes
se trabajar&n a una dilucién comprendida entre un rango de 1:50

a 1:200.
6.4.~ Titulacidén de anticuerpos anti-gp.

La tabla 5 y figura 5 representa la activacién de 1la
respuesta humoral hacia GP, gque se refleja con un ligero
incremento d&-anticuerpos anti~GP.

6.5.- Estandarigacién de la dosis infectante,

- Clasificacién de los AHA (magnitud).

Para describir las lesiones hepidticas, se clasificaron los

AHA en 4 tipos diferentes.

+ Microabsceso: Solamente uno, caracterizado por una

4rea bien circunscrita, peguefia, de color blanco y de

consistencia dura.
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++ Abscesos mediano: De 2 a 3 abscesos, localizados en un
solo 1ébulo y caracterizado por &reas circunscritas
de aproximadamente 3mm, color blanco Y consistencia

dura.

++4 &pgggggg_gigngggz De 2 a 3 abscesos localizados en
diferentes partes del higado, color blanco, de
consistencia dura y ademds con adherencias al

diafragma y a las asas intestinales (extensién de las

lesiones) .
++++ Abscesos muy grandes: Mdltiples abscesos en todo el

higado, con necrosis total y ademds con adherencia al

diafragma, pared abdominal y las asas intestinales.

Los resultados se encuentran en la tabla 6 y figura 6. Con
la dosis de trofozoitos (1.5 x 10%) se observa gue en su mayoria
se forman abscesos medianos (++) y con 2.5 x 10° de trofozoitos

se observaron en su totalidad abscesos muy grandes (++++).

38



Tabla 4: BESTANDARIZACION DE ELISA PARA DETERMINAR LOS

TITULOS DE ANTICUERPOS ANTI-GP EN SUEROS8 DE GERBILOS.

Inverso de la dliucién del suerc anti-Gp

FG ug/ml

50 100 200 400 800 1600 3200
20.0 0.252 0.269 0.178 0.062 0.073 0.0 0.0
10.0 0.235 0.249 0.117 0.03% 0.057 0.6 0.0
5.0 0.244 0.240 0.148 0.036 0.039 0.0 0.0
2.5 0.204 0.208 0.105 0,104 0.023 0.0 0.0
1.25 0.165 0.171 0.088 0.024 0.025 0.0 0.0
0.625 0:136 0.135 0.062 0.0 0.0 0.0 0.0
0.312 0.220 0.117 0.049 0.0 0.0 0.0 0.0
0.156 0.3121 0.093 0.028 0.0 0.0 0.0 0.0

Lecturas de D.0. a 49%0 nm.
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Figura 4: ESTANDARIZACION DE ANTICUERPOS ANTI-GP EN
DE GERBILO.

Gerbilos inmunizados los dfas 0, ? con 100 ug de G
sacrificados el dia 14.
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Tabla 5: EVALUACION DE LA RESPUESTA HUMORAL EN BUEROS

DE GERBILO8 INMUNES.

Inverso de la dilucidn del suero inmune de gerbilo
DIA 50 100 200
4] x 0.2865 0.208 0.1543
c 0.00776 0.0232 0,0195%
14 x 0.445 0.241 0.176 GRUPO 1
-] 0.0134 0.00889 0.00424
23 x 0.509 0.363 0.284
(4 0.0622 0.00494 0.0197
[+] 0.2585 0.1915 0.185
0.0122 0.0148 0.0106
14 x 0.2562 0.1856 0.174
0.0654 0.0438 0.00989 GRUPO 2
23 x 0.3605 0.268 0.209
-4 0.0361 0.0182 0.00989

Lectura de D.O. & 490 nm,
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D.O. a 490 nm

0.6+ |

05 !

Bl INMUNES .50 TN NO INMUNES 1:60

Figura S5: RESPUESBTA DE ANTICUERPOS ANTI-GP EN SUEROS DE
GERBILOS.

Grupo 1 inmunizados ei dfa 0, 7 con 100 ug de FG y
retados el dia 14 con 2.5 X 10° trofozoltos de Entamoeba
histelytica. Grupoe 2 inoculados con SSI los dias 0, 7
ratados con 2.5 x 10° de trofozoitos el dfa 14 Y

Grupo 3 control negativo .

42



Tabla 6: ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTANTE.

Dosis de NGamero de Tipo de % FPormacién de
trofosoitos gerbilo AHA AHA
1 -
1 +
1.5 x 10° 6 +4 91
3 i
1 ++++
2.5 x 10° 12 bt 100

(~) Ausencia de AHA.
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% FORMACION DE AHA
af

120
100 -
80 -

60

20 - |

SSI 1.6 2.5
DOSIS DE TROFOZOITOS (MILLONES)

Figura 6: ESTANDARIZACION DE LA DOBIS INFECTANTE.
Inoculaci6n intrahepatica de trofozoitos de Entamoeba
histolytica cepa HMI:IMSS (dosis 1.5 x 10° y 2.5 » 10%.
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A)

Pigura 7: FOTOGRAFIAS DE FORMACION DE AHA.
A) Tipo de AHA: microabsceso (+)
B) Tipo de AHA: absceso m\iy grande (++++)

C) Higado normal.
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6.6.~ Evaluacién de la protecoién.

La evaluacién de 1la actividad protectora en gerbilos
inmunizados con 100 pg (dfas 0, 7), retados con 2.5 x 10°
trofozoitos (dla 14) y sacrificados el dia 23 se realizé por la
observacién macroscépica y microscépica del higado, en donde los
higados de los gerbilos inmunes mostraron la formacién de AHA al
igqual gque los controles positivos (en los cuales se obtuvo el
100% de la formaci6n de AHA) comparados con los controles
negativos. Los resultados se muastran en la tabla 7 y figura 8
observandose en su mayoria la formacién de abscesos muy grandes

(++++) tanto en gerbilos inmunes como en controleas positivos.
6.7.~ Ensayo de activacién con mitéganos.

En la figura 9 se observa la incorporacién del material
radioactivo a los esplenocitos, que fueron activadas

inespecificamente con Con A a diferentes concentraciones.
6.8.~ Ensayo de activacién antigeno aspecifico

En la figura 10 se observa la estandarizacién de activacién
de esplenocitos totales en gerbilos inmunes, con diferentes
concentraciones de FG (50, 30, 10, 5 ug), observandose que la GP

no activa la respuesta inmune celular.

La evaluacién de la respuesta inmune celular en gerbilos

(grupo 1, 2 y 3) contra la GP (50,30 ug) no activa a los
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esplenocitos. Para el caso de la estandarizacién y de la
evaluacién se contaba con un testigo de viabilidad a 1la

concentrac’bn éptima (Con A 5 pg/ml).
6.9.- Estudio histolégico

El estudio hivstolégico de los higados en el que se 1ndujc;
la formacién de AHA, microscépicamente se observarén abscesos
constituidos por una porcién central de forma irregular que
contiene material amorfo, eosinéfilo, con fantasmas celulares y
numerosos trofozoitos de amibas en diferentes estadios de
degeneracién, localizadas generalmente hacia el borde de la
lesién, esté borde estad formado por necrésis coagulativa, restos
nucleares y células inflamatorias principalmente leucocitos
polimorfonucléares. Después de este borde se observaron numerosas
células mononucleares y gran cantidad de macréfagos epiteloides,
fusiformes 6 multinucleados mezclados con linfocitos, cé&lulas
plasmiticas, neutr6filos, eosin6filos y fibroblastos en grado
variable asi como restos de hepatocitos, vasos sanguineos y

conducto biliar intrahep&tico.

Todas estas lesiones estaban a su vez bien limitadas del
parénquima vecino, en este Gltimo se observaron signos de
compresiétn, congestiébn y aumento de las cé&lulas mononucleares en
los espacios porta; en forma aislada se encontrarén conglomerados
de células mononucleares en el parénguima. No se encontraron

amibas fuera de los abscesos.
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Dos de los especimenes observados no mostré alteraciones

macroscoépicas ni microscépicas (control negative).

Los higados del estudio de proteccibén, macroscédpicamente
presentaron abscesos tanto en los gerbilos inmunizados come en
los no inmunizados. En el estudio microscbpico se observaron las
mismas caracteristicas mencionadas anteriormente, por 1lo qué

concluimos que los abscesos son amibianos (figura 11).

Los higados provenientes de los controles negativos no

presentaron ninguna lesién.
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Tabla 8:

Gerbilos inmunes:

EVALUACION DE LA PROTECCION.

No. de gerbilos

Tipo de AHA

% Formacidén de RHA

4t

e+t

100

controles positivo

83

No. de gerbilos

Tipo de AHA

% Formacidén de AHA

++

+4tt

100

controles negativo

No. de gerbilos

Tipo de AHA

% Pormacién de AHR
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Figura 8: GRAPICA DE EVALUACION DE PROTECCION.
Gerbilos inmunizados con 100 ug de FG y gerbilos
inoculados con SSI (dfas 0, 7) retados con 2.5 x 10*

de trofozoftos de Entapoeba hjstolytica cepa HM1:IMSs
y sacrificados el dia 23.
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CPM. MILES)

CONTROL 5 ug/mi Con A 10 pg/mi Con A 16 pg/ml Con A

Figura 9: ENSAYO DE ACTIVACION COM Con A.
Estimulacién de esplenocitos de gerbilo con diferentes

cencentraciones de Con A (5, 10, 15 ug/ml).
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C.P.M. (MILES)

12

(-7

1

CONTROL Con A 6 10 30 50

CONCENTRACION DE FG ug

Figura 10: ENSAYO DE ACTIVACION ANTIGENO ESPECIFICO.

Estandarizacidn de 1a activacién de esplenocitos en gervilos
inmunes con diferontes éancentraciones de antigena (S0, 30,
10, 5 ug de FG). Los gerbilos se inmunizaron con 100 ug da

FG los dfas 0, 7 y sacrificados el dia 14.
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Figura 11: Estudio histolégico.

A) Observacién de cortes de higade en garbilo con AHA
(++++), procesados con la técnica de tincién de

Hematoxilina~Eosina.
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7.~ DISCUBION.

Los antigenos de superficie de Entamoeba histolytica son’los
primeros en ser reconocidos por las células inmunocompetentes

para desencadenar una respuesta en contra del parédsito.

La FG extraida de un cultivo axénico de E. histolytica cepa
HM1:IMSS, muestra un patrén electroforético de aproximadamente
13 bandas. La fraccién de peso molecular de 30-35 Kd corresponde
a un antigeno de superficie inmunodominante. Esto fue determinado
por técnicas de inmunopuntoc y SDS~PAGE inmunoelectrotransferencia
(59). La primera se determin& con AcM dirigidos contra la GP y
la segunda con un patrén de corrimiento electroforético de las
glucoproteinas reveladas con suerc de paciente con AHA y AcM. Con
esto Gltimo se encontré que el AcM reconoce solo una banda de
peso molecular de aproximadamente 30-35 Kd, mientras gue el suero
de paciente con AHA reconoce ademds de otras bandas a la misma

que el AcM.

En el presente trabajo se demostrd gque efectivamente la GP
es inmunodominante, ya que con la técnica de DIR (figura 1), se
observa una sola banda de identidad frente a sueros de gerbilos
inmunizados con la FG. El SC anti-amiba total reconoce la misma

banda entre otras.

Para evaluar la respuesta inmune humoral se usé la prueba
de ELISA, por lo que fue necesario estandarizar el sistema. Para

ello fue necesario preparar el conjugado ¥ de conejo anti-¥ de
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gerbilo unida a peroxidasa. La dilucién 6ptima de 1:500 del
conjugado se determind (figura 3) empleando el criterio de que
la lectura gque representa mayor densidad 6ptica a una
concentracidén minima de antigeno, di& la mayor sensibilidad del
ensayo. Los titulos de anticuerpos anti-GP fueron estandarizados
siguiendo el mismo criterio (figura 4), obteniéndose una
concentracién 6ptima de 10 pg/ml del antigeno a una dilucién
1:100. Para fines del ensayo de evaluacién de la proteccién, los
titulos de anticuerpos se midieron bajo condiciones mencionadas,
s6lo la dilucién del suero de gerbilo se realiz6 entre un rango
de 1:50 - 1:200 afin de «contar con resultados mas
representativos, ya que los gerbilos utilizados son cepas

abiertas y no responden igual por la variacién biolégica propia.

La evaluacién de la proteccién se determiné por observacién
macroscédpica y microscépica del higado. Para este ensayo se
astandariz6 la. dosis infectante de trofozoitos de Entamoeba
histolytica mediante 1la inoculacién intrahepatica. La dosis
6éptima utilizada fue de 2.5 x 10° de trofozoitos (figura 6); éste

produjo el 100% de formacién de AHA (tipo ++++).

En la evaluacién de la respuesta humoral en gerbilos del
grupo 1, inmunizados con la FG los dias 0, 7 y retados el dia 14
se observé un ligero incremento de titulos de anticuerpos anti-GP
(figura 5); comparado los diferentes dias (0, 14, 23) fue
aproximadamente dos veces mayor gue su titulo basal (el dia 0 al
14). Después del reto se observa un ligero incremento de

anticuerpos. Los titulos observados de los gerbilos del grupo 2
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inoculados con SSI en los dias 0O, 14 corresponden a titulos
basales, con un ligero incremento después del reto con
trofozoitos de E, histolytica. El titulo de anticuerpos del dia
23, comparado con el de los gerbilos del grupo 1 y 2 fue menor
para el grupo 2; ya que posiblemente a estos gerbilos, después
del reto, s6lo les indujo una respuesta primaria. En el grupo 1,
donde hubo 2 inmuniiaciones (dia 0, 7), reto con trofozoitos (dia
14) y sacrificados el dia 23, se encontré una respuesta primaria

Y secundaria baja.

Previa a la activacién de esplenocitos totales con el
antigeno FG, se determiné la concentracién éptima del control de
viabilidad con Con A; ésta fue de 5 ug/ml (figura 9). El ensayo
de activacién de gerbilos inmunes y no inmunes con la FG para
evaluar la respuesta celular demostré dque no hubo activacién de
esplenocitos totales (figura 10). La activacién se midié por la
incorporacién de timidina tritriada reportandose en C.P.M.. El
control de viabilidad utilizando Con A reportd un incremento de
las C.P.M. en comparacién con el control de células solas. Esto
se hizo para dar confiabilidad a los resultados, pues 1los
esplenocitos no proliferaron porgque no son activados por el
antigeno y no por perdida de viabilidad por un manejo inadecuado

de los esplenocitos.

La evaluacién de la proteccién de los gerbilos inmunes y no
inmunes retados con 2.5 x 10° de trofozoitos, se determiné
primero por observacién macroscépica del higado: Los higados de

los gerbilos tanto inmunes como controles tuvieron AHA (en su
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mayoria ++++). La formacién de AHA para ambos grupos fué del 100%

(figura 8).

En el estudio histolégico de los higados se reportaron
abcesos hepaticos amibianos (figura 11), con necrésis coagulativa
de bordes irregulares con varios trofozoitos dentro de las
lesiones, ademds de la presencia de células inflamatorias y
células inmunocompetentes delimitando el &rea de las lesiones.
Este egstudio confiere confiabilidad en la conclusién final del
proyecto, determinando que las lesiones observados efectivamente
son AHA y corrobora los resultados obtenidos de la observaéién

macroscépica de los higados.

Algunos autores han evaluado la inmunidad protectora anti-
amibiana empleando héamster como modelo experimental, asi
Meerovitch en 1978 (66) reportd la protecciédn conferida a estos
animales por un solo inocGlo de 20 X 10% de trofozoitos por via
intradérmica y posterior reto (24 dias después) con 5.5 X 10% de
trofozoitos por via intrahepatica, igualmente Sepulveda y col.
en ese mismo afio (67) utilizando fraccién lisosomal, ribosomal
citoplasmica y una fraccién citoplasmatica semipurificada (por
filtracién en gel) de Entamceba histelytica reportaron que tédos
conferjan proteccién al hamster dorado después de tres
inmunizaciones con 6 sin fosfato de aluminio como adyuvante y
reto posterior por via intrahepatica con 1.5 X 10% de

trofozoitos .
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Portnoy, G. Yy col. (68) reportan un antigeno estable de
Entamoeba histolytjca que tras tres inmunizaciones y reto
posterior intrahepdtico con trofozolitos confiere proteccién al

hamster.

Es conveniente hacer notar que en el caso de Meerovitch la
inoculacién intradérmica de una gran cantidad de amibas provocéd
lesiones, cuatro dias después con posterior ulceraciones del drea
circuncindante y que el titulo de anticuerpos séricos medidos
antes de la inoculacién intrahepatica fue bajo; titulos que se

elevaron al final del experimento.

Otros autores como Sepulveda ¥y col. (67) reportaron
proteccién en el 90-100% de los casos y buenos titulos de
anticuerpos, evaluados al final del experimento, situacién que
no vemos con el uso o no de fosfatos de aluminio como adyuvante,
as{ mismo emplearon tres inmunizaciones de 150 ug cada uno de
ellos para la fraccién ribosomica, 1lisosomica y soluble
semipurificada y para la fraccién soluble no purificada de B00
pg. Finalmente Ortiz-Ortiz con inmunizacién subcutinea, con dosis
de 1 mg cada vez (3 en total) y reto con 1.5 X 10° de
trofozoitos, ocho semanas después observé tanto protecciédn como

buena respuesta inmune (68).

En base a estos estudios y en virtud de que nuestros
experimentos de proteccién se realizarén con solo dos
inmunizaciones previas al reto y con dosis muy por debajo de las

empleadas por estos autores y considerando la anergia especifica
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transitoria reportada durante la evolucién del AHA semejantes a
la descrita en otras enfermedades infecciosas (69) no podemos
descartar el posible efecto protector del antigeno evaluado, por
lo que se seguiri trabajando al respecto con diferentes dosis y

tiempos de inmunizaciones.
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8.- CONCLUSIONES.

1.- La inmunizacién con 100 pg de FG (dias 0,7) no confirio
proteccién a reto intrahepdtico con 2.5 x 10 de trofozoitos de

Entamoeba_histolvtica cepa HM1:IMSS.

2.~ La ausencia de proteccién se determiné en la formacién
de AHA, que para todos los casos fué positivo (grupo 1 y 2) y
negativo para el grupo 3, observandose el 100% de formacién de

AHA de tipo muy grande (++++).

3.- En la estandarizacién de la dbésis infectante, el tipo
de abscesos que predomin® fué muy grande (++++) y de una manera
comparativa podemos decir que la GP no disminuyé de manera
significativa el grado de lesiones presentados en los gerbilos
inmunizados con los no inmunizados, para ambos casos el tipo de

AHA predominante fué de muy grande (++++).

4.~ La falta de proteccién se debe a que la GP no es capaz
de activar inmunidad celular a diferentes concentraciones y al
pobre incremento de anticuerpos anti-GP que producen los gerbilos

al ser inmunizados con Al(OH); como adyuvante mds GP.

Las perspectivas para la glucoproteina de aproximadamente
30-35 Kd es purificarlo y evaluarlo de manera similar al
descrito, pero realizando una cinética de dosis respuesta para
el antigeno afin de encontrar una posible concentracién éptima

de inmunizacién.
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con los AcM que reconocen la glucoproteina, se realizara una
transferencia de inmunidad pasiva a gerbilos para posteriormente
ser retados con trofozoitos de Entamoeba histolyitca cepa
HM1:IMSS.

Actualmemte se estd probando el antigenc y los AcM para la

elaboracién de una técnica eficaz para el diagnéstico de

amibiasis.
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