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RESUMEN

Se han podido cultivar en medic axénico trofozo{tos de Entamoeba histolyti

ca, 1o que ha permitido estudiar diferentes aspectos sobre este pardsito, en--
tre los cuales se encuentra el estudio de antigenos (Ag). Por el método de fe-
nol-agua, se han podido extraer de la superficie de los trofozoftos, moléculas

de lipopeptidofosfoglicana que es inmunogénica para conejos y'réaécipn 

hepético amibiano.
Se obtuvo un suero hiperinmune de conejg_anti;LﬁF

po) capaz de activar la via clésica del complemento (C)}idiﬁm nuyendbgla
lidad del pardsito conforme pasa el tiempo de incubaciéh yrhay una mayochanti
dad de anticuerpos presentes en el suero hiperinmune, por lo que.estoa_éhﬁi-e—

cuerpos podrfan tener una funcién protectora en el hospedero. -

El efecto refractario de la amiba al C y Acs no se observd, ya qué ée ob=
tuvo igual porcentaje de viabilidad en la primera y segunda incubacién deilos-
trofozoitos con suero hiperinmune y C, sin embargo, se sugiere realizar més es

tudios para corroborar estos experimentos.



INTRODUCCION
La Amibiasis se ha definido como la parasitosis que afecta al ger humano -

debido a la ingestién de quistes de Entamoeba histolytica{Schaudin,1903)con o =

sin manifestaciones cli{nicas(1).0curre en todo el mundc ¥ no es una parasitosis
tropical,ya que se encuentra en todos los climas incluyendo regiones subpolares,
afecta primordialmente a grupos de poblaciones de bajo nivel econémico debido a
la mala nutricién, hacinamiento y malas condiclones de higiene (2).

El ciclo bioldgico de Entamoeba histolytica estd bien definido. El quiste

infectante de Entamoeba histolytica puede sobrevivir fuera del hospedero por ~--

semanas o meses en condiciones de humedad (3), y cuando se ingiere, el parésito
resiste el jugo gAstrico normal del estdmago, llegando a la parte baja del in--
testino delgado. Una vez ah{ por accién de jugos digestivos neutros o alcalinos
y la actividad de la amiba se rompe la pared de los quistes, liberando una ami-
ba metaquistica de cuatro nicleos que finalmente se divide en ocho trofozoitos
pequefios (1), que pasan al infestlno grueso. Algunos trofozoftos atacan las cé-
lulas del epitelio intestinal causando disenterfia o ulceracién del colon, en --
ocasiones puede llegar a invadir otros tejidos.

La Amibiasis intestinal puede ser benigna (se caracteriza por disenteria)
siendo més frecuente en nifios, teniendo una incidencia de un 2 a 4% en México -
(4). La forma severa, es la colitis amibiana fulminante, con una mortalidad —-
entre 20 y 54%. El absceso hepitico amibiano es elhproblema mds frecuente en M&
xico (). Estudios epidemiolégicos indican que el 10% de la poﬁlacién mundial -

estd infectada por Entamoeba histolytica (1).

&

ANTECEDENTES

a) Biologla,

Entamoeba histolytica pertenece a layfamilia'Ep@émOebidQe, al orden -

JRY. B



Amoebidae, phylum Sarcomostigophora, subphylum Sarcodina (6). El tamafio de los

trofozoitos de Entamoeba histolytica oscila entre un didmetro de 10 a 60 micro-

metros (um), con un diSmetro promedio de 35 um (7), contienen un nicleo excén--
trico, con una cromatina fina periférica y un nucleolo central. ﬂl citoplasma -
consiste en un ectoplasma refringentes y un endoplasma granulér que contiene nu
merosas vacuolas. Los seuddépodos ectoplasmicos, delgados, digitifofmes se for=--
man répidamente (7,8,9). Existen ribonucleoproteinas en el aparato helicoidal -
en el citoplasma (10,11). Es un anaerobio facultativo éon ves{culas ecto-endo--
plismicas ligadas a la doble capa de la membrana {9,12,13). La amibﬁ contiene -
un érea del uroide, que aparece como una cola con plieges irregulares, externa

a la membrana celular donde se notan vesiculas (9,14), Contieﬁen un glicocllix

que mide 20-30 nanémetros (nm), cuando se encuentra asociado a bacterias, aisla
das de tejidos, mientras que el glicocdlix de las amibas cultivadas mide 5nm(15)
Se han identificado estructuras con aspecto de microfilamentos y actina en los

trofozoitos de Entamoeba histolytica (10,16,17). No se ha evidenciado la presen

cia de mitocondrias o© microtibulos citoplésmicos. Estos organismos no contie--
nen reticulo endoplésmico rugoso, pero si un pequefioc reticulo endoplésmico 1i--
s0. Lz amiba contiene glucSgeno y vacuolas digestivas (18), Las amibas requie--

ren de un pH bajos (6,0-6.5) y un medio complejo para creder {19,20).

b) Membrana plasmética.

Se han extrafido antigenos de membrana plasmatica de los trofozoftos ~~

de Entamoeba histolytica como moléculas de proteinas, las cuales se han purifi-

cado e identificado, encontréndose anticuerpos contra estas moléculas en sueros
de pacientes con ahsceso hepAtico amibiano(21).Doce péptidos han sido separados
por electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio, que se -

identificaron como glicoproteinas. Se encontrd que, a su vez, existe un alto --

contenido de coleaterol aiendo ésta una caracteri{stica de las membranas plasmi-
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ticas de otras variedades de amibas, como A. castellanii y E. invadens (22). Se

ha extrafdo también de la membrana de los trofozoitos de Entamoeba histolytica

una lipopeptidofosfoglicana (LPFG), por el método fenol-agua (Westphal-Jann) --
(23) encontrandose que estad compuesta por manosa, glucosa, galactosa, aziicares

aminados y fucosa. Al compararse los azlicares encontrados por esta extraccidn -
con los de una extraccién hecha por el método de Freeman-Staub, se verificé que
eran los mismos. También se determind que esta lipopeptidofosfoglicana es inmu-—
négenica para conejos y reacciond por contrainmunoelectrofpres;s y,hémélisis pa

siva con el suero de pacientes diagnosticados de éb' g§'¥h pét;bp;am;béné (24,

25).

La superficie de la membrana de las amibaé{tieheid;fe entes caracteéﬁéti-—
cas, como la aglutinacién inducida por Concanavalina A,"qué:péhége”sénluh'marcg
dor de patogenicidad entre diferentes cepas debido a que cepgé béfégénés de ~--

Entamoeba histolytica aglutinan mas facil a concentraciones bajas de Concanava-

lina A, que las cepas aisladas de individuos asintométicos. Se sugiere que es-

ta capacidad de las cepas patdégenas de Entamoeba histolytica para aglutinar con

Concanavalina A estd ligada a una lectina y a su carga negativa en la superfi—
cie celular (26). Otra caracteristica in-vitro es de que anticuerpos poliéspeci

ficos ligados a Entamoeba histolytica inducen una redistribucién de superficie

de los componentes de membrana a través de la regién del uroide, en donde los -
Acs son ingeridos y después liberados, a esto se le denomina casquete y poste~-
riormente hay una regeneracién de la membrana plasmAtica. Estas caracteristicas
podrian contribuir a la supervivencia del pardsito en el hospedero durante la -
infeccién. La capacidad de formar casquetes no parece correlacionar con la viru
lencia del paréisito in-vivo (27). Por otra parte se encontrd que cuatro cepas -
de E. histolytica poseen actividad de lectina..pur 1o que no correlaciona esata

actividad de lectina y la relativa virulencia de las cepas (28),



¢) Inmunologia Humoral.

Diferentes cepas de Entamoeba histolytica tienen un gran nimero de an-

tigenos, particularmente aquellos que inducen una respuesta humoral (7). La ---
cual se identifica por la presencia de anticuerpos circulantes espec{ficos,-
que son generalmente detectables en pacientes desphés de una semana de la apari
cién de los sintomas. Es frecuente que exista una reinfeccién a pesar de la pre
sencia de anticuerpos (29). Estos anticuerpos permanecen de dos a once afios des
pués de la infeccidén {(30). Existen anticuerpos antiamiba de la clase IgM (31),-
aunque la IgG es la que se encuentra en mayor cantidad y de esta la subclase --
IgG2 es la que predomina (32). Se ha podido detectar la produccién de IgA con--
tra lipopeptidofosfoglicana de amiba en bilis de ratas inoculadas intracecal--

mente con trofozoftos de Entamoeba histolytica (33). En calestro podemos encon-

trar anticuerpos de clase IgA anti-LPFG (34). Algunos estudios muestran la pre-
sencia de coproanticuerpos de clase IgA, en amibiasis intestinal y estos persig
ten por un corto tiempo (35). La secrecién IgA es importante debido a que puede
inhibir el establecimiento de E. histolytica en la luz intestinal. También hay

anticuerpog antiamiba de clase IgE (36). En amibiasis hepitica se detectan anti

cuerpos contra Entamoeba histolytica en exudados del absceso (37,38).

c) Complemento.

El Complemento es un sistema bioldgico complejo, compuesto por glico--
protefnas (Cuadro 1) (39), que circulan en el fluido extracelular con ciertas -
actividades bfolégicas (Cuadro 2) {40}. La aqtivacién del complemento puede ser
por via clésica, que es llevada a cabo por complejos inmunes IgG o IgM. Esta ==
activacién involucra la unidén de una macromolécula C1 a la regién Fc del anti-
cuerpo ligado al antigeno hasta Cg. Se ha estudiado este complejo por microsco-~

pia electrénica, cbservéandose quetiene una forma cilindrica. Debido a la inser-

cién de este cilindro en la membrana celular, hay pérdida de pequefias moléculas
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intracelulares, potasio, hacia el medio externo y un subsecuente influjo extra-
celular de asgua, debido a la presidn osmdética intracelular, por lo que la célu-
la aumenta de tamafio habiendo una ruptura de la membrana.

También puede activarse la via alterna, y esta es pgr,compiejpéfinmunes de

IgE o IgA, por endotoxinas, por inulina, lipopolisacépidoé v 41}). Es-

ta via se inicia a partir de la activacidn de C3 héstélc-
ser organizadas dentro de varios pasos: injciaciéﬁ,

membrana (Fig. 1) (39).

cuerpos contra Entamoeba histolytica y sueros normales §oﬁ bughosfdhibicidas, -

a través de la activacién de la via cléasica o altérna de Complehénté (aé. 43, -
44). Aunque también se ha demostrado que la superficie de la amiba puéde acti——
var la via clésica del complemento, sin la participacién de anticuerpos especi-
ficos; esta activacidén es mayor a la inducida por la via alterna (44), En algu-
nos pacientes con absceso hepitico amibiano,disminuye la concentracidn de C3 e
encontréndose normales los niveles de Cl' lo que sugiere la activacidén de la v{a
alterna del Complemento (45). Se ha visto que diferentes cepas de Entamoeba ~~
histol!tica pueden activar la via alterna de complemento (46). El suero normal
humano inhibe el crecimiento de los trofozofitos en cultivo (47). Otros estudios
demuestran que cepas patdgenas, algunas aisladas de absceso hepatico amibiane,-
Bon resistentes a la lisis mediada por complemento. Estos estudios sugieren que
la resistencia a la lisis mediada por complemento de las cepas patdgenas pueden
gser un factor importante para la diseminacidn e invasiép in-vivo (38). Otros --
estudios muestran que las cepas patégenas y las no patégenas son capaces de ac-
tivar la via clasica de complemento aunque esta no es necesaria para la lisis -

de las amibas. Estos resultados sugieren que las cepas patbégenas de Entamoeba -

histolytica activan complemento pero son capaces de evadir la lisis mediada por
complemento (48).



Cuadro 1: Protefnas del Sistema Complemento (39)

L B R S S ~.»Conc}:.,en_}f _
Protefnas:: . ~Peso Molecular . .. plasma ug/ml .

Via Clésica

e

v} S

o,
4 -
c2 o

€3

Via Altezfna o
Factor B

: Factor D '

c3

Ataque a : la"?—tﬁ‘cmbrg‘na :
e rifl_" 200,000
€6 - 128,000

€7 121,000
@ s
el o 79,000

Pr'oteinas‘re'gulad'oras RTRIET T SERRE / * ;

Selinn. 85,000 ¢ 200
ca b s0,000 2%
N-Carboxipeptidasa 310,000 - so
Factor H 150,000 . 500

Factor 1 80,000 - 35
Properdina 180,000 (het.) ‘ 25
Proteina S 71,000 600



Cuadro 2: Actividades Bioldgicas d¢l Complemento. (40)

'Compbnente (s)
Sobre 108 compléjoé‘idmﬁﬁésg
Agregacidn S
Solubilizacidn

Sobre los vasos y fibras musculares llsas

Aumento de la permeabilldad vascular y contracclon 1 €2 nina,b—~
fibras musculares lisas :

Sobre las células s .
Quimiotactismo de los polimorfonucleares y macréfagés ;,’ ’b67_
Aumento de la movilidad de los polxmorfonucleares

Inhibicién de la migracién de los macréfagos y reparti
cién :

Movilizacién de los leucocitos medulares

Agregacidn y marginacién de los polimorfonucleares circu
lantes y neutropenia ("in vivo“)

Agregacidon de los polimorfonucleares "in vitro"

Liberacidn de las enzimas lisosomales por los polxmorfonu
cleares

Secrecidén de proteasa por los macréfagos S
Inmunoadherencia k }C5b67
Opsonificacién

Estimulacidn de los linfocitos B

Liberacién de histamina por las plaquetas R ‘CS.Cl—S;Clrg

Citdlisis Sooies;ce o f

Modulacién de la respuesta inmune ’ . C3b,C4b,C3a
Sobre la formacidn de inmunoconglutinina : © C3b

Sobre la coagulacién b
Mecanismo que depende de las plaquetas (sdlo en el conejo) ‘ ‘CG‘
Sobre los virus : R

Neutralizacién del virus herpes I R S C1+C4

Lisis de las células infectadas por virus oncégenos j,,,,,_g ... 01q,C9



HIPOTESIS

Considerando que en la superficie de los trofozoifoé de Ehﬁamoeﬁafﬁiﬁfdly-

tica existen moléculas de lipopeptidofosfoglicana, ¥y siendq‘eétas’antig ;ééé;

es probable que anticuerpos (de clase IgG e IgM) obtenidos déféoﬁé s;iﬁhgniig

dos con lipopeptidofosfoglicana de amiba, interaccionen con loﬁitrSfoioitésidé

Entamoeba histolytica, y al adicionar al sistema complemento, seiactiVe lé via

clagica para eliminar a los trofozoitos.
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INICIACION AMPLIFICACION ATAQUE A LA MEMBRANA

Clg
Ace [Clr

Cis "‘k

1
i Cib ¢ Cae
]

€2+C4
CLASICA
5CIb ~\_\ C3s " . 4
' ({ i §7.‘_; cr r\\
s Sea Mo ilenm,e, 7\l S Cn,8,7,8,0
\{ . n)
MNesw 17 €% W
ALTERNA H

C3+d
e

C3 converless

-Tve

Jeed em—pr  owcclen Bisquimice

. Actividad Ensimetice

.
P10, 11 REPRESENTACION ESQUEMATICA DOE LA ACT|VACION
DE LAS DOS VIAS DEL COMPLEMENTO (29)



HIPOTESIS

Considerando que en la superficie~de 1§sk£56f02§§t05:aefﬁhtaméébélﬁistoly-
tica existen moléculas de lipopeptidofosfoglfcana, y éiendo éétés antigénicas,
es probable que anticuerpos (de clase IgG e IgM) obtenidos de conejos inmuniza
dos con lipopeptidofosfoglicana de amiba, interaccionen con los trofozoitos de

Entamoeba histolytica, y al adicionar al sistema complemento, se active la via

clasica para eliminar a los trofozo{tos.
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OBJETIVOS -

Obtencién de un su

ntamoeba histolytica des——

antisLPEéfy suerc de cobayo.

Determ}hac;énfdé iabllidad de trofozoitos déﬁEntaﬁoéba histolytica. a la

reincubacién con:sue
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MATERIAL Y METODOS

1. OBTENCION DE LIPOPEPTIDOFOSFOGLICANA (LPFC) DE TROFOZOITOS DE Entamoeba -

histolytica.
La lipopeptidofosfoglicana, se obtuvo'por el método de fenol-agua {(23), -

y fue donada por M.C. MarySanta Cruz Peralta y el ‘Dr, Armando Isibasi, de la -

Unidad de Investigacidn onmed1ca, Laboratorio e Inmunoquim1ca del Centro Mé-

dico Nacional del Instituto Mexicano del Segur:

2. OBTENCION DE SUERO HIPERINMUNEvCONT

moeba histolytica.

cial de anticuerpes (Ac) cqntyé: ’
lilitro (ml) de antfgeno (Ag)j “(.LP’FG ba 'l m nadyuvante -—
completo de Freund volumen & volumen (v/v). aubcuténeamente varia;’sﬁrtes
de la regidén ventral. A log 15 dias se volvié a inmunizarrconrl ml. de Ag - -
(LPFG amiba 1 mg/ml) con adyuvante incompleto v/v en el mismo 1ugar. Despues -
de 15 dias se inmunizd con 1 ml. de Ag {LPFG amiba 1 mg/ml) con adyuvante incom
pleto v/v, en la regidn dorsal subcutineamente. Siete dias después se sangrd -
10 ml, y se le determind el tituto de Acs por hemaglutinacibn pasiva. A los 15
dias se le didé un refuerzo con 500 microlitros (ul} de Ag {LPFG 200 microgra--
mos (pg)/ml)con sclucidn salina fisiolégica (SSF), intravenosamente. A los sie
te df{as se sangré 20 ml. y se determind el tf{tulo de anticuerpos por hemagluti
nacién pasiva. Quince diam después se le di6 otro refuerzo con 500 ul. de Agr

(LPFG amiba 200 pg/ml) con SSF, intravenosamente. A-los 7 dias se sangééf?o’;-

ml., y se probé el titule de anticuerpos por hemaglutinécién pasiva-
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La sangre que se obtuvo fue incubada 15 minutos (nin) a 37°C y se centrifuga~-
ron a 2000 revoluciones por minuto (rpm) en un didmetro de rotor de 10.5 centi
metros (em) por 10 min para eliminar el codgulo. Los sueros fueron conservados

en alicuotas de 0.5 ml a -20°C.

3. OBTENCION DE SUERO NORMAL DE CONEJO (SNC).

Se obtuvieron 20 m! de sangre por puncién cardiaca, se dejaron anubando

a 37°C por 15 min, fue separado el congulo por centrifugacién
didmetro de rotor de 10.5 cm por 10 min. Sefalicuoto 21750 e 6nse}§6 -
a -20°C hasta su uso.

4.  HEMAGLUTINACION PASIVA.

a) Sensibilizacidn de los eritrocitoa"cd

Se tomaron aproximadamente 4 ml de glébulos roaos de carnero (GRC). con--
servados en solucidn Alsever estéril a 4°C, 105 cuales fueron lavados 3 veces
con amortiguador salino de fosfatos pH 7.4 (PBS) centrlfugado a 2500 rpm con -

un didmetro de rotor de 10.5 cm durante 10 min, Se tomé 0.3 ml del paquete de

GCR y se les afiadié 20 ml de PBS al que previamente se le adiciond 2 mg defpa-
paina (Sigma Chemical Co.) y 1 mg de cisteina (Merck), se dejé en incub§q§§nﬁi;
en bafio maria a 37°C por 30 min con agitacién continua y posteriormente log --
GRC fueron lavados 3 veces con PBS. El botdén de GRC se resuspendié en 10 ﬁi de
PBS y se subdividié en dos fracciones de 5 ml cada uno y se adicioné a uno de”-
los tubos 350 ul de LPFG (2 mg/ml en PBS) y se incubaron durante 1 hora (hr) a

37°C con agitacién continua. Se lavaron 3 veces con PBS ambos tubos y el paque-

te de eritrocitos de cada tubo se resuspendié en 30 ml de PBS.
b) Tratamiento de las muestras,

Tanto el suero hiperinmune como el suero normalfdefcdﬁéjf "(SNC)” fueron --

descomplementados a S6°C en baflo marfa durante 30 min, Poéteriormente 1os sue-

ros fueron adsorbidos con GRC, en la siguiente proporcién: 100 Bl de suero - -

- 13 -



+ 10 pl del paquete de GRC previamente lavadeos con PBS, Se dejaron en incuba-~

cién 2 hrg-a’ 37?C' 1.8 tacion contlnua. Despues de pasado ese tiempo se cen-—

trifugaron a1500 conun dxémetro de rotor de 10 S. cmkpor 5 min sacando el

sobrenadante

erltrocito sedimentados. que a diferencia dlklos eritrocito:

ue ‘aglutinaron,

no formarpn 15,9155i¢9jm511& ggluyinant

5. OBTENCION DE SUERQ DE COBAYO.

Este suero fue utilizado como fuente de complemento (C ) y para esto se -
obtuvo sanpre venosa por: punci&n cardiaca de dos cobayos. los cuales se aneste
siaron previamente con 2 mg/kg de Ketalar (Parck Davis). La sangre obtenida se
mantuve en un bafio de hielo hasta que se contrajo el codgulo y se separd el --
suero por centrifugacién a 2000 rpm en un diémetro de rotor de 10.5.cm por 10
min a 4°C. El suero se guardd en alicuotas de 0.5 ml en tubos de 13 x 75, los
cuales se liofolizaron en una liofilizadora (LABCONCO, Freeze DRY-3) &Vgeﬁman~

tuvieron a -20°C hgsta Su uso.

6. OBTENCION DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica, . - -

Se utilizaron trofozoftos de Entamoeba histolytica de la cepa HM1, los --
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cuales fuercn obtenidos por crecimiento en cultivo axénico TYI-S-33 (19) a - -

37°C, Se cosecharon los trofozoftos de Entamoeba histolytica a las 72-96 hrs, -

las cuales corresponden a la fase logaritmica de crecimiento. Se lavaronuz ve--

ces con PBS a 2000 rpm con un diémetro de rotor de 10.5 cm por 5 min E rbotén

cuantif 6 en -

de la Gltima lavada se resuspendid en medio TYI-S-33 nuevo y‘
un hematocitémetro. Los trofozoitos se ajustaron a’ 5 x 10 trofozoitos de: Enta-

moeba histolytica en 1 ml de medio de cultivo TYI S-33.7 =

7.  DETERMINACION DE VIABILIDAD DE TROFOZOLTOS DE Entamoeba histolytica POR =

EL METODO DE EXCLUSION CON AZUL DE TRIPAN.

Para hacer la determinacién de viabilidad, se tomé O.l'mlrde ia'auéﬁén-;--

sién de trofozoltos de Entamoeba histolytica en un tubo y se afladié 0.17@15:-k-

de soluci6én de azul de tripin al 0.3%. Se homogenizé la suspensibn y se:éslocé
en un portaobjetos, se observd al microscopio-fdptico.

Para detarminar la viabilidad de contaron 300 trofozoitos de Entamoéba - -
histolytica, tanto trofozoitos tefiidos de azul (trofozoitos muertos)} como trofo
zo{tos refringentes (trofozoftos vivos) y se sacé el porcentaje de viabilidad -

tomando 300 trofozoitos como cien por ciento.

Este criterio se utilizé en todos los experimentos,

8. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA INCUBACION --

EN DIFERENTES INTERVALOS CON SUERO HIPERINMUNE (Anti-LPFG),

Los trofozoftos de Entamoeba histolytica cepa HM1, se obtuvieron como se -

mencioné antes.
El suero de cobayo (fuente de C}, liofilizado, se constituyé en 0.5 ml con
Solucién Amortiguadora de Barbital (SAB) y se hizo una dilucién de 1:30 en SAB.
El suero hiperinmune contra LPFG de amiba y SNC,se  descomplementaron en —

bafioc ma-fa a 56°C por 30 min.

-15-



En tubos de 13 x 75 se puso lo siguiente:

Trofozoftos de Fuente de .. Su S EDTA
E. histolytica Complemento:: # - 8BNC.
Tubo 5 x 107 100 i,

‘200 pl £

1 + 3,f o

(5, 15, 30, 45, 60 min), durante cinco ocasioneé.tbdho se ha deacrit

9.  SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoebe histolytica A LA INCUBACION -

CON DILUCIONES DEL SUERO HIPERINMUNE (Anti-LPFG).

A los trofozoitos de Entamoeba histolytica, al suero de cobayo, al Suefo -

hiperinmune anti-LPFG, SNC, se les hizo el tratamientc ya mencionado.

Una alicuota del suerc hiperinmune descomplementado, se adsorbid con 0.2 -
ml de LPFG (2mg/ml) y se incubd por dos hrs a 37°C con agitacidn continua, Des-
pués se centrifugdé a 1500 rpm en un didmetro de rotor de 10.5 cm por 10 min, se -
separd el sobrenadante, el cual fue usado como sueroc hiperinmune adsorbido (S.‘
hiper.ads.}.

En tubos de vidrio se puso lo siguiente:

Trofozoftos Fuente S.Hiper. Diluciones
de £.h.*5x10 de C ads. SNC S. hiperinmune EDTA
Tubq, 100 pi 200 pl 200 pi 200 pl. 200 pl 10 pl
1 + ~ - - - -
2 + + - - + +
3 + + - - - -
4 + + .+ - -
5 + +7 + - : -
3 + + - +.11128 -
7 + + - - + 1164 - -
8 + + - - ! +.1:32. -
9 + + - - T4 1016 -

S16°<



10 + + - - _
11 + + - - -
12 + + - - -
13 + + <

* E. h. = Entamoeba histolytica

:;fel -

método de exclusién con ézul.dg;tripan;

El experimento se realizd en lQ:oéééipné

10. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS RESEMBRADOS>DESPUES}DE:UNA»INCUBACiOﬁfdey-

SUERO HIPERINMUNE (anti-LPFG).

Para probar si la exposicién previa a C, haée'refarbtaria

una segunda reincubacidén, se hizo lo siguiente:

A los trofozoitos de Entamoeba histolytica, alkéﬁéb_'h’ ériﬁm Ve;:;L,SNC,_
al suero de cobayo y al suero hiperinmuhekadsorbido,fse’lés~diéiei tratamiento
como ya se menciond:

En tubos de 13 x 75 se puso lo siguiente:

Trofozoftos Fuente S.Hiper. o
de E. h.* de - C. ads, SNG= T
Tubo 5x10 200 pl 200 p1 200 p1 o
1 + - - -
2 + + - -
3 + + - - ’ Rt
4 + + - + - -
5 + + + - - -
6 + + - - +1:2 -

* E. h. = Entamoeba histolytica.
Se incubarc) los tubos a 37°C por 30 min, posteriormente se tomé una ali--

cuota de cada tubo para determinar la viabilidad por el métodc de exclusién de

azyl de tripan.

El tubo nimero 6 se centrifugé a 1500 rpm con un didmetro de rotor de -——-

10.5 cm por 5 min, lavindose el botén con PBS, El botén se resuspendid con un -

-17 -



poco de medio TYI-S-33 y se.pasd a un tubo de vidrio para su. resiemhra. Se de36

en crecimiento por 72 hrs a 37°C y después de ese tiempo se volvxo a probar la

ausceptibilldad de 1oa trofozoitos de Entamoeba histolytica al ‘suero hiperinmu-

ne (anti—LPFG), como se menciond antes.

11. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Australia), tifiéndose posteriormente con azu.
al microscopio de luz. Posteriormente se hiciéfb
ultramicrotomo y se tifileron con acetato de uranilo

vlndose al microscoplo electrénico de tdeSMISién((Jeo;—lQ,

12, ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizd el Anflisis de Varianza, para probar la diferencia de viabili--

dnd de los trofozoftos de Entamoeba histolytica a la incubacién con un suero hi

perinmune (anti-LPFG) y diferentes testigos, debido a que este es un método ~~-
apropiado para probar la igualdad de diversos tratamientos, siendo este uno de

los métodos mas utilizados en el campo de inferencia estadistica. El objetivo -
de éste, es probar una hipdtesis apropiada acerca de los efectos de los diferen

tes tratamientos, en donde sdlo un factor es investigado, en nuestro caso es el

porcentaje de viabilidad, Ademfs se requiere de que el experimento sea realiza-

- 18-



do en un azar ordenado en donde leos tratamientos son usados 1o zds uniformemen-
te posible, por lo que se requiere hacer una tranaformacién, para cambiar la es
cala de las medidas y tener una varianza constante, para hacer el anilisis mis
vAlido.

Si se rechazara la hipdtesis nula, nos indicaria que hay diferencigs»en—--
tre los tratamientos pero no se especifica exactamente en cual de ldsaé;;témieg

tos hay diferencia, por lo que se realizaria un método para compabacio: :jhﬁl—

tiples siendo el apropiado_el de "Tukey" ya que se basa en el ésfudi

go estadistico. (49,5@)",

-1 -



RESULTAROS

L. TITULACION DZL SUERO HIPERINMUNZ .~

Z1 =ftuloidel susro hiserinmune t{ant se determind por-la técnica —-

h
b
.
i
[
(&)

3 3uero aiperinmune ' an%i-LPF3

2- 3yers normal <de conejc,

L) Eritrocitos sensibilizados con LPFG.

2) _EZritrocitos-sin-gensibilizar,



2. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA INCUBA--~

CION EN DIFERENTES INTERVALOS CON SUERQO HIPERINMUNE (anti-LPFG).

En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos de la viaﬁiliéa&ydé‘--

los trofozoitos de Entamoeba histolytica en diferentes intervalos deﬂtiempd. en

donde en la grafica 1 se observa una gran diferencia de viabilidad éuéndq 58—
usa suero hiperinmune (anti-LPFG) a cuando se usa suero normal de cdﬁejo y sue-

ro hiperinmune con EDTA.

3. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA NCUBA—-—,'

CION CON DILUCIONES DEL SUERO HIPERINMUNE (anti—LPFG)

En el Cuadro 4 podemos observar que a mayor cantidad.dé ﬁntiéuerpos;pre-f-

gentes en el suero hiperinmune hay una menor viabilidad de loﬁ:ﬁro_ozoytoﬁ[de -

Entamoeba histolytica, después de la incubacién a 37°C por 30 mil

ca 2 podemos visualizar mejor eate efecto.

A. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS RESEMBRADOS DESPUES DE UNA 1NCUBACION -

CON SUERO HIPERINMUNE (anti~LPFG),

Este experimento se realizé para probar si la exposicidén previa a C , se -
hace refractaria a una segunda reincubacién. Por.los resultados obtenidns (Cua-

dro 5, gréfica 3).

Se ve que existe el mismo porcentaje de viabilidad en cusntc a la primera

y segunda incubacién con el suero hiperinmune,

5, ANALISIS ESTADISTICO.

En el Cuadro 6 se muestre el tratamiento que se le hicleron a los datas —-

-~ 21 -



para hacer m&s homogenea la muestra y poder hacer el anélisis de Varianza y com

probar si existe igualdad de los diferentes tratamientos.

6. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Podemos observar en la figura 3 que los trofozoitos de Entamoeba histolyti

ca después de la interaccién con suero hiperinmune, muestran una secuencia en -
la membrana plasmética.
En la figura 4 vemos que hay un rompimiento de la membrana plasmatica de ~

los trofozoitos después de la interaccién con suero hiperinmune anti-LPFG.

- 22 -



SUSCEPTIBILIDAD DE TROFO20ITOS DE E. histolytica A LA INCUBACION
CON ANTICUERPOS FIJADORES DE COMPLEMENTO DIRIGIDOS CONTRA LPFG DE AMIBA.

Cusdro 3:  SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZ0ITOS DE E. histolytica A LA INCUBACION EN
DIFERENTES INTERVALOS CON SUERO HIFERINMUNE (enti-LPFG).

om0 s 15 30 a5 60
.3 ~ Vv »V Vv AV
94.66 04,33 89 86.66 82.66
SUERO 96.68 113 00 89,33 83.33
NORMAL 95.66 £3.33 90,66 87.66 84
CONEJO 97.33 95.33 92,66 89,33 84.66
. 85 93.93 80.33 68.66 £3.66
= 479.31 471.32 452,65 440,64 418.31
Promedio 95.86 94.26 90,53 88,12 83,66
da.s. :2.00 21.68 2 2.40 282 21.3
65.66 7 70.66 62.33 50.33
SUERO 89 79.33 69.33 60.33 51
MIPERINMUNE 01 02.66 72 60 53,66
(ant§-LPFG) 87.33 78.33 & 61 52
88.33 60.33 73.66 63.33 20
= 441.32 398.8% 354,98 306.99 256,99
Promedio 88.26 79.73 70.99 61.39 81,39
d.9. t 3,52 t 3.5 T 3,24 t 2.5 * 2,64
s8 97.33 96.66 26 95,33
SUERO 97.33 97 96 98.66 94,66
MIPERINMUNE 98,66 97.66 97 96.33 95
(enti=-LPFG) 98,33 96.33 96 95.66 95,33
« EDTA ©8.66 97 96.33 95,33 94.66
- 490,98 485.32 481,99 478.98 474,98
Promedio 98,1y 97.06 96,39 95,79 94,99
d.s. 2o0.99 2o0.e8 2077 20.68 2 o0.50

Todos los experimentos se realizaron como se describe en Material y Métodos en 5 diferentes ocasiones -
'y se probaron por duplicado, en el Cuadro se expresan sus valores promedio.

%V = Porcentaje de viabilidad d.e. = desviacién estandar. £ = sumatorim
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SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZO1TOS DE E. histolytica A LA INCUBACION
CON ANTICUERPOS FIJADORES DE COMPLEMENTO DIRIGIDOS CONTRA LPFG DE AMIBA.

Cusdro 4: SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA INCUBACION

CON DILUCIONES DEL SUERO HIPERINMUNE (anti-LPFG)

. trotosaiuen | Tretossisen | trefoseiten [ o s oositee s M
Trolossiten rofensione | |- )¢ B o B Y . e e N . Wy W .
. B, Tefomites h 3 '-"""-- l"f'"'"" .'ﬁ’:".' l.l?nm- l.l?ml—. ’.nﬁm-. l.ul'ml- '.nfurl-. '.u’nn-.
trefemiem ...ni.m-. t v [ w1 g ne ue 114 6 ha o Someontrade
L e ] s [} 3 £ N s
Y] .y .y .Y 34 v - X) [ 13 [ X] (X4 (1] v
(1) [ ) [ ”.n [ :' » "n.n *.n ” n » c:.u
L » “n [ ] [ J » na 1.9 nn ™ °.0
0.0 .5 " L8] " [ 0. ”.0 ”n ” “.n 0."
» . 0.0 » "n 3. [ 3 -".' .0 » nn " " .
” .08 .6 ».n 0.0 [ o ) ”.n 7.9 ».5n ”w.n 0.0
" ] n.» ”n.n ». . [ " ” ny » “.n .2
.0 3] ®.. nn ”» “n "we 3 nu n .. .5 “.n
. "0 - o8 » " are . nu " " "o “.
" " 3] ] »n.n [d = ©2.0 ».n e n.e » 0.
“.n n.0 ”.0 ”.n 0.0 L] 0.0 LT " n.» X ] -
£ .0 »r. . .. ".9 ”e.n [N 0neg w.n mn n.g - “.n
Procsie  C a.m 0.7 .3 .50 X e R 91,08 " .0 .19 .1 .19
o.o. L LY Tam Sim S “n =4 rm ] e L L 9.9

Todos los experimentos me realizaron como se describe en material y métodos en 10 diferentes ocasiones

Yy s¢ probaron por duplicade, en el Cuadro se expresan sus valores promedio, después de una incubacién a 37°C

por 30 min.

XV = Porcentaje de viabilidad; d.9. = deaviacién estandar;

C = Complemento

SNC

S, hiperinm, « Suero hiperinmune (anti-LPFG);

S. hiperinm, ads. = Suero hiperinmune adsorbido

= Suero Normal de Conejo.

L = aumatoria
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GRAPICA 21 SUSCEPTIBILIDAD OF TROPOZOITOS OE £ hyjeiytice A LA INCUBACION CON

OHUCIONES DEL SUERO MIPERINMUNE (ANTI-LPIG)

Code berre reprecante ol promedio do 10 caporimentios per dupliceds
Pusren Incubader 30 min, ® 37°%

S,veclPPG - Suere hiperinmune (ent) = LPPG)
1.v4 LPPO @ds - Suere higerinmune adierhide
INC = Susre Nermel de Cuo|o

€ ~Complamonte
CON - Conconirade



SUSCEPTIBILINAD DE TROFOZOITOS DF E. histolytica A LA INCUBACION
CON ANTICUERPOS FIJADORES DE COMPLEMENTO DIRIGIDOS CONTRA LPFG DE AMIBA.

Cuadro 5: SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolvtica RESEMBRADOS
DESPUES DE UNA INCUBACION CON SUERO HIPERINMUNE (anti-LPFG)
Trofozoitos Trofozof tos Troforoltos Trofozoftos
E. h. Trofotoftos "B h, E. h. E. h.
Trofogoftos §.hiperinm, E. h. SNC S.hiperinm, §.hiperinm,
E. h. EDTA c ¢ ads. Cc
il [ c
A xv XV XV XV L v
97,33 96,33 88.33 8B.66 88 70.66
§6.68 95,06 89 868,33 08.33 69,66
96 95 80 89.33 89.33 68,33
97 96 89.33 89.66 88.66 68.66
96,33 26 87.66 88 87.66 69,66
96.66 95.66 88 87.66 87,33 69.33
= 579,96 574,65 832,32 531,64 529,31 416.3
Promedio ’96.60 ‘95.77 088.72 '66.60 ‘es. 21 009.30 .
d.s. - 0.8% - 0,83 =- 1.60 - 1.40 - 1,31 -1.50
B %V XV XV XV %V %V
96,33 85 86,66 80,33 1] - 68466
96 94,66 88 89 87 70,33
96.66 86,33 89 86.33 80.66 68
96,33 95,66 89,66 89,33 88,33 68,33
86,68 96,33 a8 87.66 89 69
97 96,66 88,33 a9 89,66 68.66
I 578,98 §74,64 531,65 531,65 $30.65 413,80
Promedio ‘96.49 ’95.77 88.60 ‘BB.GO .88.40 68,89
d.m, - 0.63 - 1,47 -1.17 - 1.17 - 1.65 - 1,%8

Todos los experimentos se realizaron comoc se describe en Material y Métodos en 6 diferentes ocaniones
y se probaron por duplicado, en ¢l Cuadro ee expreaan sup valores promedio, después de una incubaci6n o -~

37°C min, A = Primera incubacién con suero hiperinmune; B « Segunda incubacién con suero hiperinmune; -
%V = Porcentaje de viabilidad; d.s. = Desviacién estendar; &.hiperinm.=Suero hiperinmune (enti-LPFG); -~
C' = Complemento; 'SNC = suerc normal de conejo. 12 » aumatoria
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GRAPICA 3:  SUSCEPTIBILIDAD OE YROPOZOITOS DF E hiytalyilcn RESEMBRADA DESPURS

DF UNA INCUBACION CON SUERO HIPERINMUNE {ANTI-LPIG)

Cada barra reprotenic ol pramadie de & expsrimenies tealizodos per duplicods
$e incuboren 30 min e 379C

A% INCUBACION DE LOS TROFOZOITOS CON SURRO HIPERINMUNE + C
0: 22 INCUBACION Of LOS TROFO20ITOS CON SUERO HIPERINMUNE + C

$ N, LPPG - Susro hiperinmuns (anli—LpEG)
SNC - Suero normal de conejo
$, hip,ads~Suoro hiperinmune adiothido



A: Cuadro. 6: TRATAMIENTO DE LA MUESTRA Sin"‘/ P = Proporcién de viabilidad

xR xR xR X X X

M

1.,4812 | 0.9983  0.9967
1.4936 { 0.9874 0.9750
1,8327 | 0.,9730  0.9468
1.4685 | 0,9874 0.9750
1.4565 { 0.,9838 0.9679
1,6063 | 0.9766 0,9534

T1.2273 | 1.5063 ]
1,2221:::1,4936 .

1,4066° -.1,9786 - 1,3780. . 1.8989 | . 1,2221
1.3870 1.9237 | 1,3608 1.8521 | 12327
11,3694 . 1.8753°| . 1.3452 11,8097 |° 1,2490 1.2380 - 1.5327
1.3780 1.8089 | .1,3604 ~1,8753.| 1,2118 " ! 71,2170 1.4812
1,3870 - 1.9237 | 1,3609 ° 1,8521 [ 1.2170 . 1,4812 { '1.2118.  1.4685
1.3967  1,9508 | 11,3694 1,8753°| '1.2380° 1,8327°| 1,2434° 1,560

8,3247 11.5661 8.1838- 11,163 7.3706 - 9.,0557 7.3596  9.0283 7.323 8.9388 | 5.9065 5.8148
1,3874 1,9261 1.3639°.1.8605 | - 11,2284 71,5092 1.,2266 11,5047 1,2205 11,4898 | 0,9844  0.9691
Donte: - fl‘r‘o rom( Lo h,

= Trotozoiton do

e itn e (o 10
1T 1T 1 I5 1T
+

2

S.hiperinm, ¢ UDTA ¢ C ..
o

SNC 4+ C -
S.hiperinm, ada, + C

- Trofozo!toe de

+

;; Trotozo!tos de

"z Trofozoftos de

-
+

"= Trofozoitos de S.hiperinm, + C

+

En este Cuadro se muentra el tratomiento que me le hizo a loa datou. pura hucor mba homogenea la mues==
tra y posteriormente ger usados los datos para hacer el Anélisis de Varlan7a. »

La transformacién se hizo para los datos del Cuadro 4; de la secclén A. L

¥ = Sumntoria b - Hediu




B) An&lisis de Varianza.

=~
]

o = ¥l = p2 = p3 = pd4 = uS = p6
L o= M Fp L

0.05 st “de cuadrados

x
n

X
"

=
#

nl + n2 , +n3 ot l’\4

= 4.

6 (6) = 36
ae82

-

X
1§,
Lxg, = rss,§§g x
sC

TOTAL . =
SCroral,

SCenrre =
TRATAMIENTOS n

2

SCET = 3.3247“

- (44.2682)
36

SCrorar = Cgr * 5% zrror - S e

SC =8§C

DE TOTAL =~

SCDE

#

0.623644 - 0.617934184 = 5.709

: kGﬁ‘i:dvos:[kde SN Hedla‘ de
Variaciones ’ sC o libertad . cuadrados

Entre Tratamientos 0.617938 .. fooogT T 0.123586

De Error 5,7098 x 107" 8019002 x1074

Total 0.623644 . R
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Grados de libertad:

Entre tratamientos = a - 1L & 6 - =:5
De Error = N - a 2» 36 - 6 = 30
Total = N - 1 = 36 - 1 = 35

F = Media de cuadrados ET = 0.123586836
Media de cuadrados DE 1.9032 x 10~

649.3633
4 i e

F = 2.53

tabalas

i F o Tgé'rgchaza

calculada > ?tablas, 0.

649.3633 7 2.83 . 0.

Por lo tanto Qemqé due ig'hﬁpétésié ﬁﬁléfSe rechazg;_o sea, haykdiferén-——
cias entre los fféf;ﬁléhtss”dédos‘a las muestras, pero no sabemos espec{ficamen
te en cual, por lozdue se realizé el ﬁétodo de comparaciones mﬁltibles "Tukey"
para ver en cuél de los tratamientos habia una diferencia estadisticamente.éig-

nificativa,

-3 -



C) Comparaciones miltiples por el método,“Tdkgy"{‘ =

MC..= SC... . G.L.

DE DE—r—
S X McDE

la media (X) de 168 tratamiento

guiente manera:

)
it

1,38745 -

1
N
1t

1.3639

3.1
¥

= 1.228

*1
#

1.2266

>
i

1,2205

tdl
|l

= 0.9944 : ;: .

Diferencia4m£dimajéigﬁifi¢aﬁivp'honesta

DMSH = (S %)

0.15905 ) - 0,01937 ‘Hay una diferencia eatadistica--
' L mente significativa entre, trofo
zoftos de E. h. ¥ trofozoftos de

_E-c nl + C,
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e}

d)

3 -

stadiéticameg

rofozoftos de

DMSH = 5.6320 x 107> - x 3. 7
R, - % = 1.2284 -1.2205 = 7.9 x 10
0.0079 - 4 0,1937 o No hay una diferencia estadistica

‘ mente significativa entre, trofozoftos

de E. h. + C y trofozoitos de E. h. +
S.hiper, adsc. + C.

- 33 -



‘Hay una dif,e'rehc'ié; éétai('iiéfi’d’;l_meg ‘
e siyghif'icativya‘ ‘_e‘n"c'z"'er.’ ‘r'dfb'vzgitoéi‘iée
. h. + Sihiper. ads. ‘
tos de E. h. + S.hiper.

trofozof--

- 34 -



6. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Fig. 3 TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica DESPUES DE LA INTERACCION CON

SUERO HIPERINMUNE ADSORBIDO. La interaccidén se hizo por 30 min a 37°C, se cen-
trifugé la muestra y el paquete se fijé6 con fijador Universal. Se traté la ——
muestra para microscopia de transmisién (x 3000).

»e Secuencia de la membrana plasmitica de los trofozoftos de E. histolytica.

- 35 =



Fig. 4: TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica DESPUES-DE=L INTERACGION - =m

3C:i SUERO HIPERINMUNE {anti-LPFG). La interaccidn se hizo por 30 min a 37°C, se -

1xttcé}

B = fracciones

- 36 -



DISCUSION

Los resultados de la hemaglutinaclén'pésivéjdehdétbééén:;é'prgéencia de an

,Jbaiﬁﬁﬁhizado y no en
,551};émprobén-
n estudios ;;;';yios -
(2a). S

Tomando en cuenta‘que la LPFG éSté'énila 8

Entamoeba histolytica, y es inmunogénica; encohframos en
cuerpos de clase IgG o IgM, dirigidos contra larm1§mé

plemento por la via clasica, por lo que pensamos:péné

de Entamoeba histolytica més suero hiperinmune anti-LPFG

mento (suero de cobayo).

res condiciones, y como el parémetro a utilizar en este experimento es “el” por-'

centaje de viabilidad se tiene gue evitar algin otro factor que pudiéra‘estar -
disminuyendo la viabilidad de los trofozoftos, T

Por otra parte el suero de cobayo, se utilizé en;;ﬁ;”&lluCiéﬁ 1:30, debido
a que en estudios previos (46), se demostrs que utilizando el suero dilufde no
se activa la via alterna de complemento por lo que si encontraquos muerte de -
trofozoftos serfa exclusivamente por la activacién de la via clésica de comple-
mento.

De la gréfica 1 y Cuadro 3 podemos ver que conforme pasa el tiempo hay una

disminucién de la viabilidad de las amibas, teniendo a los 60 min una diferen~-.

cia de un 35% de viabilidad entre el suero hiperinmune y SNC. lLa diferéﬁcié::-

que se observa entre SNC y suero hiperinmune mas EDTA, es debida a que los . tro-
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fozoitos son capaces de activar la via clésica del complemento en ausencia de -
anticuerpos (44), pero también ee ha mencionado que aunque se activa la via cli

sica del complemento por cepas patdgenas de trofozoitos de Entamoeba histolyti-

ca éstas son capaces de evadir la lisis (48), podr{a ser que se estd activando
la via clasica, y que existe lisis debido a que la cepa puede haber perdido pa-
togenicidad, debido a los pases que se le han hecho. Cuando se utiliza el suero
hiperinmune, méis EDTA no se observa diaminucién de viabilidad, comparado cuando
se utilizé el suero hiperinmune K esto es porque el EDTA es un agente quelante, -
secuestra el calcio presente, y no activa la via clésica del complemento, ya -
que esta es dependiente de calcio (51). No se probd aumentar el periodo de incu
bacién,pero pensamos que si prolongamosel tiempo va a disminuir més el porcenta
je de viabilidad ya obtenido a los 60 min, que era del 51.39%.

Se puede ver también que la viabilidad se ve disminufda conforme aumenta -
la cantidad de anticuerpos presentes en el suero hiperinmune, como se observa -
en la grafica 2. No se encuentran diferencias entre la viabilidad de las amibas
en medio de cultivo y las amibas con suero hiperinmune mis EDTA, por lo que se
comprueba que al usar EDTA se estd inactivando la via clasica del complemento.
Por otro lado vemos que en las amibas mas C; amibas mAs SNC més C; amibas més
suero hiperinmune adsorbido (para ver especificidad de anticuerpos)existe una

disminucidn de viabilidad comparada con las amibas en medio de cultivo debida,-
como ya se menciond, a la capacidad de los trofozoitos de activar la-via clasi-
ca del C.

Se ha reportado que los trofozoitos de Entamoeba histolytica se hacen re--

fractarios a la incubacidn con anticuerpos y C (48), por lo que éste podria ser
un mecanismo de evasién de la respuesta inmune, Para probar lo anterior se hizo
una segunda  incubacién de amibas con el suero hiperinmune anti-LPFG y C y en

la grafica 3 se observa que siguen siendo sensibles, ya que existe el mismo por

centaje de viabilidad que en la primera incubaci6n de las amibas con el suero -
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hiperinmune y C. También se puede ver que hay una diferencia estad{sticamente -
significativa entre amibas mis C y amibas mas suero hiperinmune m&s EDTA, lo —-
que refuerza otra vez que los trofozoitos son capaces de activar la v{a clésica
del C, en ausencia de anticuerpos. No existiendo diferencias estadisticamente -
significativas entre amibas mas C; amibas mAs C mis SNC; amibas més suero hipég
inmune adsorbido mis C; por lo que vemos que existe la activacién de C en ausen
cia de anticuerpos. Finalmente vemos que hay una diferencia estadisticamgn;g -
significativa entre amibas més suero hiperinmune mds C y ami§q§ méslgﬁéééﬁb{éég

inmune adsorbido més C, lo que indica que este efecto es deb;déig lyffépmﬁé on

del complejo Ag-Ac y activaci6n del C, o sea que es é ect

sencia de anticuerpos especificos contra el Ag de supéffici LPFG

El criterio de viabilidad usado fue por el métddé;deﬁexclusién de ‘azul“de

tripan, donde las células se tifien cuando su membrana’ argo "

esta prueba tiene ciertos inconvenientes, ya que se ha obse nas —-

células no se tifien completamente por lo que es diffgil indicar:si:1l Célufa —_

estéd o no muerta. En vista de ello se realizd microscopié electrpnica.“paba'te—

ner un parametro de comparacioén.

En la fig. 3 y 4 se muestra que existen diferencias entre los trofozoitos
incubados con suero hiperinmune y suero hiperinmune adsorbido, observdndose que
exinte un efecto 1itico sobre los primeros.

Debemcs también mencionar, que, se sugiere hacer mis estudios para corrobo
rar estos experimentos, como lo serfa el de utilizar los anticuerpos purifica--
dos, as{ como comparar el efecto de estos anticuerpos y anticuerpos dirigidos -
contra proteinas de membrana, por ejemplo. También serfa valioso comparar el —-
efecto con cepas no patdgenas, ya que en este experimento s6lo se utilizé la ce
pa HM1-IMSS (cepa patdgena). También sugerimos hacer estudios para comprobar —-
la actividad de la amiba, ya que al utilizar el método de exclusién con azul de

tripan, #6lo vemos viabilidad pero no sabemos si funcionalmenteest4d viva la ami
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ba, se recomienda la prueba de eritrofagocitosis,
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CONCLUSIONES

La molécula LPFG induce’ prodiuccién de anti¢¢érbo§fdg‘blﬁséiigdi'IgMVelIgA

(24, 34).

Estos anticuerpos forman hn'cﬁ&biejb‘éhffgéhdléht;cye_

de la amiba, y son capaces de activar la via clasica del compl

c6 la lisis de ésta, como fue observado al utilizar_ el método }cusiﬁane -

azul de tripan.
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APENDICE

a) ABREVITURAS.

EDTA = A - &cido 'et’iylyénd;i.arflino;tgtfa}cétic‘:d

PBS de fosfatos

Ac
Ag
cm
o
GRC

LTV

LééG i G ' Lipcpepmdut‘osfaghcana :
g micrometros
nl R o | '4mic.r;ioiit‘r;o’s‘su" V - ’

ml o L ,_,,miiilitiés;/>*"€*“';**'gi”

nin S SR n.aim'n:’ors/

nm ﬁanér;\étros

N - normal

rpm revoluciones por minuté

SAB . : solucién ém‘or\tiguadora de barbital
SSF L , éb}@c{i‘én_,galina fisiolégica

SNC R R irﬂ;uvejro.'ﬁorn“;l‘l ‘de 7conéjo,i -

v/v

* volumen a volumen
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b) REACTIVOS

_ Solucién Salina Fisiolégica 0,85% (SSF)

v‘f¢lorunold8350dio : };“8,57giiE

Chgu

Cloruro de'S
Fosfato de Potas
Fosfato de Sodio
Clorurbidg_?o@as

Agua c.b.ﬁ?

Medio TYI-5-33

Peptona Biotribtiggsa,
Dextrosa,.......;;;if.
Cloruro de Sodio;.
Fosfato de Potaéi@' )
Fosfato de Potasid;Di

Cisteina.....i.
Acido Ascdrbiéd
Citrato Férrico

uth—de ger usado se adi-

bqvino;(Biorad) descomplentado

y 3 ml de mezcla vitaminicaj(Biorqd)r
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Azul de Tripén 0.3%"

heul de tripin.
- §SF 0.85% aforar
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