UNIVERSIDAD  MACIOMAL AUTONOMA  DE  MEXIGO

Facultad de Estudios Superiores

"CUAUTITLAN"

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA INMUNOGENICIDAD
DE FRACCIONES DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA
OBTENIDA EN CULTIVO AXENICO Y SU
VALORIZACION POR PRUEBA DE
NEUTRALIZACION EN HAMSTERS
LACTANTES

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEU TICO BIOLCGO
P R E § E N T A

BETTI HERNANDEZ REYES

Mbénico, D, F. 1986

<



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.



ESTUDIO COMPARATIVQ DE LA INMUNOGENICIDAD
DE ERTAMOEBA HISTOLYTICA OBTENIDA BN CUL-
TIVO AXENICO Y SU VAIORIZACION POR PRUEBA
DE NEUTRALIZACION EN HAMSTERS LACTANTES.

CONTERIDO:

Historia nu-nuo--..o‘.corooo‘oyg

Morfologia y Ciclo Bioldyg'i‘rdoyr

Obtenaién de antigenos cesiaias |
Objetivos .......................".7.7 :
Plan de Trabajo ce.eeeeaneenieseniesiiiaeeneennes 16
Material § MEtOA0S ooeenerereocononsncsnnnnsennens 2T

l.= 80lucioNed ..cievovvsccescsncassessesane 17

2.~ Obtencién del antigeno crudo de Entamoe—

ba histolytich cceeveeerinnrecisaiosenes 18
3.~ Purificacién por oromatografia en gel -
. (Sephadex G=~200) del antigeno orudo .... 19

4.- Obtencién de la fraccién soluble B ..... 20

5.~ Determinacién modificada de proteinas -

por medio de la reaccién de Polin-Ciocal

t.u [E RN NN NNNNE N NN NN NN TN YNNI N N 20



6.~ Prueba de Inmnodifusién por el método
de QUChLerlony svesscestisasscsvsassnsoes 21
7.~ Inmunizacisn de conejos y obtencién de ~
auaros hiperinmness,coceccsieroarassesns 24’
Prueba de precipitacidén en capllar ..., 28
Pruebs de inhibioién de la hemsglubina~

cién o---o¢.ao--o.--oo...-o-'---¢c~¢-¢.>o:3‘-°‘

8.~ Pruebe de Neutralizacién .............;; 3§
Cllenta de trOfOEOitOB 0.-0-.00--0..75.;; o 33

Reutralizacidén del suerc inmune con trq-’fgﬁ,ﬁT'ﬁ
fozoltos de E. hiato]{ticg EEEEERIRE N 33 T

Inoculacidén s hamstere lactantas ..cese. 34
ROSULLAAGE ceeseveveanrscsssressnssenscssssanssss 30
Seleccidn de la fracaidén soluble A de B.his~

 Xolytice cepa HM~] IMIB ..covcvserccseceosse 36
Determinncidn de proteinad ...cavevscecsvess 44
Titulacifn de sueros por preaipitacidén en ca
pilar y por inhibiociln de la hemaglutinacién 48
Prueba de neutraliZacidn sececceccscccvisons 55

Discusidn ¥y Conalusiones ...cssesesesesnsvssvenses 99
BIDLIOZIRLIR cccvrrvoraovssncansssvrtscsssassases Ol



RESUMEN.
Eate trabajo se realizf para ver la diferencia -
inmunogénica y vrotectora entre el antfgeno crudo y los an-

t{genos solubles de Entamoceba histolytica cepa HM-1 IMSS vy

ademds para probar ls prueba de neutralizacién en la deter-
minacibén de potencias de antigenos. Se cbtuvieron los anti
genos solubles de este trabajo a partir del antigenoc crudo

de Entamoeba histolytica cepa HM-1 IMSS, denomindndoss antf

geno soluble A el obtenido por cromatografia en Sephadex -
G-200 y antfgeno soluble B el que se ottuvo en Sephadex -~
G-150. Con éstos se inmunizaron conejos y con el suero inmu
ne de loa mismos se efectud la prueba de neutralizacién en

hamsters lastantes. De los ant{genoca probados, el anif{geno
soluble A {purificado por Serhadex G~200) fué el ant{geno -
que presentd mayor inmunogenicidad y proteccidén, Por otro

1lado la prueba de neutralizacidén en hamsters lactuntes, pue
de ser un buén método para determinar la potencia de antige
nos, siendo nde econémico, mde rdpido, mde fdcil y requiere

una pequefla cantidad de indculo,



INTRODUCCION:

La poblacién de nuestro pafs es atacado frecuentemente por
las enfermedades del aparato digestivo, sobre todo la ami-
biasis, pués México figura entre las pocas regionee de la
tierra que pueden llamarse “patrias de la amibiasis" (.
por la frecuencia y la gravedad que en ellas reviste el pa
decimiento. Esta enfermedad no es propia de zonas tropica
les y abarca toda la Repiblica; preseniando especial predi
leccidn por doe sectores: el de las clases sociales con po
co8 recursos econémicos, lo cual propicia malas condicio~-
nes sanitarias; y el de los varones adultos entre los 20 y
los 50 afios de edad.(l) Esto Wltimo no se ha podido expli-
car ya que en el primer caso como en tantas otras infeccio
nes, la pobreza e ignorancia favorecen la propagacién de ~
la amibiasis.

Un grupo de investigadores preocupados por el -~
cursgo alarmante de la enfermedad amibilans que constituye -
uno de los padecimientos mée frecuentes y graves en el Ser
vicia de Gastroenterologia del Hospital General del Centro
¥édico, (la anmibiasis ocupé en 1968 el 4o lugar en las cau
sas de musrte) 1 al igual que en otros hospitales genera-
les de la ciudad de México y de la Remiblica, se unieron -
pera estudiar la enfermedad, iniciando sus estudios en -
1967 (1),

Este grupo encabezado por el Dr. Bernardo Sepilve
da, tragé un programa a partir de Enero de 1968 el cual =
consideraba dos puntos principalmente: el primero eran 1o0s
estudios orientados hacia el conocimiento de 1a biologia y
la morfologfa de la amiba histolftica; el segundo abarcaba
las investigaciones destinadas a precisar lue reacciones =~
del hospedero, ya fuera humano © animal de exporimentacidénm,
as{ como a estudiar la mejor foruwa de modificar favorable-
mente tales reacciones. 1,2 Asf, en 1969, con la serie .de
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investigaciones realizadas se efectu6 el primer ‘Geminario
sobre Amibiasis. (2) chho grupo fué creciendo de tal mane
ra que en 1972 se c¢cred el Oentro de’

sis ‘¢! que hasta la fecha,cqntlhua av
80 campo de 1la amibiasisaf ek

Actualmente, 8e desea enc ntkar un,antigeno ami—
bieno indcuo y eficaz que sea capaz de‘lnduc1r inmunidad -
protectora antiazibiana en el hombre y- de esta manera se -
reduzca el numero de casos de amibiasis, puesto que hay co
nocimientos sobre la accién citopatogénica del suero de pa
cientes con absceso hepdtico amibiano sobre los trofoﬁoi-
{os de Entamoeba histolytica cultivados en forma: axénica,
(3,4,5,8,7,8,3,107 as{ también se sabe de la inmunidad pro

tectors que se induce en hamsteze lactantes con antigenos
waibianos, (11, 12, 13, 14, 15)




GENERALIDADES:

Historia.

la auibiasis es una de laa enfermedadea que ha atauado deg
de hace bastante tlemp al hombre de manera conetante. -Se

tiene conocimiento de‘casoe de- dlsentenia on loa paiaea del
antiguo mundo que bien pudieron ser de naturaleza amibiana.
Hasta el afio de 1875 no se: sabia acerca de la exiatencna -
de algin pardsite que ocasionara eata enfermodad, en came~-
bio se conocfan el congunto de ‘gintomas que la oaracter1zaf.r
ban. Por estas fechae el Dr. Fedor Aleksandrevitch lLesh m
blicd los resultados de laa observaclones y la expexlmenta
cién que hizo en el caso de disenterfa que pudecia un ca-
pesino oriundo de la'regiénude Arkangel, describiendo con
detalle las amibas anconiradas en sus heces,; las cuales de
nonind Amoeba gg;;.(z '

Roberto Koch, en 1887, pusov en claro la relaqién ‘
etiolégica entre disenterfa y absceso hepdtico, que.comoi=
coincidencia o complicacidn era ya conocida. Mientras en -f' 
Checoslovaquia, Hlava reafirmé el poder patégéno'de 133'3- ’
mibas, también observé que ocurrfa la enfermedad en un :
pafs no tropical. !Mds adelante, en 1891, en el Hosyxtal -
Johns Hopkine, en Baltimore, Councilman y Lauflegr afectu§
ron un trabajo sobre amibiasie intestinal y hepdtica, = =
creando los términos "disenterfa amibiena" y "absceso ami-
biano del higado". Zn 1893, Quincke y Roos, en Kisl publi
caron un estudio que hizo progresar el conocimlentsa de la
viologia de la amiba. Zllos deacubrieron'él ciclo evoluti—
vo de la amiba con la transformacién de sun trofo7oitoa en
quistes, y que éata era la forms infectante. Die" afios mds
tarde, Schaudinn nombrdé Entamoeba hletolytica u la eapeuie
patdgena y Entamoeba coli a la eepecie deaprovxata de po-—
der patégeno. s o “




Morfologla y Ciclo Biolégico.

La amiba de este estudlo es la denouwinada por Schaudinn -
Entamoeba histolytica, la cual presenta dos eventos criti-
cos en su ciclo de vida llamados enquistamiento y desen-
quistamiento, dando lugar respectivamente a una forma la-
tente o0 quiste y a una forma vegetativa o trofozoito. La ~
forma vegetativa pernite que la amiba se desarrolle y mul~
tiplique en el huésped, y los quistes, que bajo ciertas -
condiciones se forman a partir de los trofozoitos, permi-
ten que las asmibas abandonen a un huésped e infecten a o--
tros. Bl enquistamiento ea esencial para la transmieién -
del pardsito, puds sbélo el quiste tiene poder infectante.
La figura I muestra el ciclo vital de E. histolytica con -
las siguientes fames: trofozoito, prequiste, quiste, meta-
quiete y trofozolto metagquistico. 1

Bl trofozoito, forma vegetativa de E. histolyti-
cm, tiene un tamafio variable, que fluctuda entre 10 y 60 mi
cras de didmetro segin el grado de activided y la cepa del
organismo; se encuentra cubierto por uns membrana citoplds
mica la cual controla la entrada y salida de alimentos, no
tiene una forma constante ya que cambia frecuentemente me=
diante la extensién y retraccién de seudédpodos temporalee.

. E1 protoplasma de E. histolytica se puede dife-~
renciar en el ectoplasza, que e8 claro y situado en la pe-
riferia, y en el endoplasms, cantral y finamente granulo-
80, E1 micleo es esférico y su didmetro es aproximadamente
la quinta o sexta parte del didmetro de la amiba completa.
En algunos trofozoitos se observa sobre la regién nuclear,
finas esférulas que varian en numero y tameflo, en general
son pequeflas y de 2 a 6, pero en ocasiones suelen ser gran
des y de 18 a 20 eeférulas; ayudan a la localizacién del =
ndocleo cuandoc éste se oculta entre las numerosas vacuolas
y grumos del citoplaama.(17) Adends, posee el trofozoito,
reticulo endopldmsmico escaso y carcce de dos importantes -
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TaIF0Z0I.T0
{En el intestinc grueso)

TROFOZOITO PREQUISTE

Mononucleado
Invasién de otros 6rganos
(rfgado, pulmones) QUIS‘I‘E< Binucleado

T Tetranucleado

 (Multiplicaciém por fisién dinaria) 7 \
T - (Evacuados on Heces formadas)

.

TROFOZOITO L
(Bn el intestino delgado) “'En el medio ambiente

TROFQOZO1 TOS

METAQUISTICOS Quistes viables ingeridos

HETAQUI STE K
(Liberados en el inteatino delgade)

FIG., L. Ciclo Vital de Entamooba histolytica,




organelos: aparato de Golgl y mitocondrias.(la) Su locomo=
cién es bastante notable, resulta de la formecién de pro-

longaciones seudopbdicas del ectoplasma, en el interior de
las cuaslea fluye el endoplasma.(

Le multiplicacién de un trofozoito es mediante =~
fisién binaria, es muy rdpida, suele completarse en 20 o -
40 segundos, un trofozoito binucleado simplemente se alar~-
ga por movimientos polares des separacién, se produce un =
puente estrecho, cade ves mfe delgado, hasta transformarae
en un filamento citopldsmico que termina por romperse. El
volumen y contenido celular aparentemente se diatribuye en
rertes igusles y se formam dos uuevoes trofogoitos. Puede -
suceder que g¢ desprendan porcionee citopldsmicas anuclea~
dag que se deatruyen después de algin tiempo o aon reincor
poradas por la propia amiba, otras veces una amiba vecina

entra en gontacto con ellas y las incorpora a su masa cito
pléamica.‘la)

Loa trofozoitos por lo menos durante alg¥n tiem-~
po, viven y e multiplican en las criptas del intestino -
grueso, probablémente utilizando laa secreciones mucosas -
como alimeunto y madisnte procescs metabdlicos anmerobios =
en simbiosie con ciertas bacterias entéricas. Una vesz que
8a ofcctda la invasidén de loe tejidos, la axiba ya no de—-
pende de las bacterias, §uéa obticne de allos el subatrato
mstabélico necemario, ‘o

En condiciones naturales no ee produce el enquis
tamiento en los tejidos. A medida que la materis feocal que
contiene los trofozoitos se empieza a deshidratar en la -
luz del colon, éatos se desprenden de los alimentos no di-
geridos y se condensan en una masa esférica, formando asi
el prequiste. Entonces secreta una cubierta reaistente y =~
relativamente delgada y formado el quiste inmaduro. En es-
te estedo el organisme sdéic $iens un ndcleo, como sucede ~
2n el trofozoito y en el zquiois, (15,19)




PIG. II.- Morfologia de algunas fases de
Entamoeba histolytica. A, trofozoito ac-
tivo; B, estadio prequfstico; C, gquiste
tetranucleado. (tomado de Parasitologia
Clinica de Faust, Russell y Jung, pag.
137, 1977).

-8 -



Los quistes son esféricos, su didmetro varfa en-
tre 5 y 20 micras, aproximadamente, maduran por dos mito-~
8is consecutivas del micleo mediante las cuales se produ--
cen 4 ndcleos. En raras ocasiones se encuentran hasta 8 nd
cleos en loe quistes madurose de ciertas cepas de esta mis-
ma especie. Son muy sensibles a la putrefaccién, desecacién
y tomperaturas superiores a 40°C e inferior a 5°, (16+19) -

Una vez que el quiste llega a la boca y es deglu
tid0 pasa por el estémago y penetra en el intestino delga-
do. E1 quiste no experimenta cambios aparentes mientras se
encuentra en lugares en donde la reaccién del medio es dci
da, pero taa pronto como el medio en que se encuentra es. =
asutro o ligeramsnte alcalino entra en gran actividad. Es-
to, combinado con la accibén de los jugos digestivos, debi-
lita la pared del quiste y permite que la amiba multinu-
cleada (metaquiste) salgs al exterior por una pequefia hen-
didure de la pared que la envuelve. Inmediatamente, el ci-
toplasna se divide en tantas partes como ndicleos tiene, de
tal oanera que cada ndcleo pasa a ser el centro de un pe-
Quefio trofozoito metaquistico. Aef, del proceso de desen-
quistamiento aparecen 4 pequefias amidas. En condiciocnes =
desfavorables para el desenquistamiento en el intestino -
delgado, los quistes son transportados con la materia fe~
oal hacia el intestino grueso y después son evacuados con
las heces sin haberse desenquistado., lLos trofozoitos meta-
quisticos son llevados con el oontenido del inteatino del-
840 hacia el olego, lugar donde llegan a establecerse si
son en nimero suficiente para que uno o mda de ellos se -
pongan en contacto con la mucoea O 8¢ alojen en lam orip-
tas glandulares. Una ves que las pequefiam amibas comienzan
a alimentarse y orecer, llegan a convertirse en trofozoie
tos normales y se conpleta el ciclo de deaurollo.(m'm)

Los trofozoitos ya establecidos empicgan a multi
plicaree por fisién binaria y a invadir tejidos extraintes
-9 -



tinales ya que al ir penetrando a zonas profundas de la mu
cosa O de las gldndulae ae ponen en contacto con vasos lin
fdticos y vasos sanguineos, los cuales los tranaportan al
higado, pulmones y aungue poco frecuente, peroc no conside=-
rado raro, llegan a invadir hasta el encéfalo.(ls +19)

Inmunologia.

Ia infeccién producida por Entamosba histolytica responde
a las reacciones de inmunidad que se presentan en cualquier
otra infeccién; participando tanto loe fenémenoe de inmuni
dad humoral, dependientes de los linfocitos B, como los de
inmunidad celular, dependientes de los linfooitos T.(lg)

Ia inmunidad humoral ee caracteriza por la pre=
sencia de anticuerpos antisnibianocs circulantes que son -~
identificedos por medio de diversas técnicas para reacoio-
nes gerolégicas: inmunodifusién en gel de agar, fijacién
de couplemento, hemaglutinacién indireota, inmnofluores-
cencias, aglutinacién del ldtex y contrainmunocelectrofore-
aie. Batas reacciones son de gran utilidad en el diagnés-~
tico serolégico de la amibiasis invasora, particularmente
en ¢l absceso hepdtico amibiano y en otras formas graves -
de la enfermedad en las que la respussta inmunolégica e -
nds intonu.(zo

La inmnided celular se observa en aquellos pa=-
cientes que han sanado de absceso hepdtico amibiang, cuan-
do al someterlos s las musbas de intradermcrrescciém con
antigenoc amnfbico, dan un resultadc positivo.

Un hecho de gran interdes en la inmunidad humoral
e que los anticuerpos espec{ficos persisten afios decspués
de curada 1la amibiasis invasora y que, con toda probabili-
dad, aparecen también, después de infecciones subclfnices
conmo ocurre en otras muchas eafermedades infeociosas. Se -~
considera que dichos antiousrpos estén locelizados en la -

inmunoglobulina G y seguramente correspondan a la subclase
- 10 -



1g 02.(20’22)

De acuerdo con algunas investigacipnes 3e deter-
mina que los anticuerpos antiamibianos no son unicamente -
testigos de la reaccién inmunitaria sino que tienen asdemds
efecto nocivo sobre los trofozoitos de Entamoeba histolyti

ca, lo cual da bases para suponer que son anticuerpos pro-
tectores.(31415:7+10)

Obtencién de antigenos,

En base a los conocimientod que se tienen sobre separacién
y purificacién de organeloe de algunas células y microorga
nismos, 86 ha obtenido fracciones antigénicas amibianas ca
da ver mds puraas, as{, la fraccién ridosémica y la fracoidn
lisosbmica se ha podido obtener aplicando ultracentrifuga-
cién a diferentes velocidades a un homogenizado de amibas.(l3)

Otro método que ee ha utilizado en la obtencién
Y mrificacién de fracciones de E. histolytica es la oroma
tografi{a de columna de exolusién molecular, en la oual
la muestra a purificar se encuentra disuelta en una solu--
cién reguladora, y se deja fluir por gravedad a lo largo -
de una columna empaquetada con grdnulos, 0 perlas, de un -
polimero inerte, de elevado grado de hidratacién, que ha =~
sido previamente lavado y equilibrado con la solucién regu
ladora. En la columna empaquetada, las moléculas de tamaflo
mas pequefio que los grénulos penetran en los poros inter--
nos de los mismos y descienden a 1o largo de la columna a
velocidedes distintas de acuerdo al peso molecular. Las mo
léculas mds grandes que los poros internos de las perlas
no son atrapadas y son eliminadas con la solucién regulado
ra, es decir, son excluidas y permanecen por ello en el vo
lumen de exclusién de la columna, definido como volumen deo
la fase acuosa en el exterior de loe grdnulos. El Sephadex,
68 el material que se emplen para dicha cromatograffa, y =
es el nombre comercial de un derivado polisacdrido formado
-1l -



por residuos de glucosaj; como hay de diferente tamafio de -
poro interno ayuda muy bilén en la separacidén de diversas -
fracciones de la amiba, dependiendo del peso molecular de
ls. part!cula.‘an

la cromatografia ha sido de gran ayuda en la in-
vestigacién de las fracciones antigénicas:amibianas, -

Meerovitch (1970) efectud un estudio sobre la purificacién
de antigenos de un cultivo monoxénico de Entamoeba histoly
$ica por filtracién en gel, utilizando Sephadex G-20C y -
Sephadex G-100 5), Lépez Osuna y Eretschner (1971) 21)
emplearon Sephadex (G-200 para fraccionar extractoe de la ~
cepa HE-9. Shu Mei Chang (1979) (zs)comparé las fracciones
de doe cepas, HT=31 y HK«9, obtenidas a travén de Sephadex
G-200, encontrando que la fraccidn II de ambas cepas te-
nfan antfgenos comunes. Sawhney y cols. (1980) (27) al
fraccionar con Sephadex G-200 un extracto amibiano cepun =~
NIN:200, identificd a la fraccién I como la Unica fraccién
potencialments inmunogénics. Otro estudio cromatogrdfico -
es el realizado con Sephadex G=150 en el cual se empleo un
cultivo axénico eonicado de E, histolytica cepa IP-106, de
terminando que. la fracoidn I proporciona mayor proteccidn
contrs una inoculacién intrahepdtica de trofozoitos en =
hamsters de 75 a 80 gr. de poao.(}‘).

.

Por medio de la combinacidén de és8tas técnicas =
(cromatogratfa, centrifugacidn, diflisie), =e han logrado
fracciones de la amiba oan diferentes grados de pureza. La
identificacién de dichas fracciones, se logra por pruebas
de precipitacién utilizando un suero inmune. Se hacen prug
bas en tudbos de ensaye, en capilares o en plucas por difu-
8ién de agar, pueden ser cualitatives o cuantitativas de-
pendiendo de la informacidn que se tengu. En el proceso fde
purificacidn, los métodos de difusidén en agar son emplon--
dos como control de los materialee del extracto crudo,

-12 -



Una vez que se cuenta con las fracciones del mie~
eroorganismo purificadas es necesario saber si estas frae-
ciones pueden dar proteccién al ser humano, ya gue éste es
el objetivo que se persigue, "proteger al hombre", Para -
ounplir dicho £in se determina la potencia de las fraccio=-
nes purificaedas mediante andlisis biolégicos, debido a que
no se diepone de pruebas quimicas o fisicas vdlidas. De -
los andlieie biolégicos se pide que nos digan si un prepa-
rado es capaz de producir una reaccién predecible en un -
ser humano al administrarse en una dosis prescrita. En el
caso de Entamoedba histolytica, para conocer la proteccién
que dan sus f;accionee purificadas se hacen pruebas en ani
males de experimentacidn, los cuales son sometidos a inocu
laciones con dichas fracciones y mfs tarde son desafiados
con amibas vivas; dentro de los animales de experimenta=
0ién que se utilizan se encuentran: ¢l hamster dorado y el
cobayo. Bn el trabajo realizado por Krupp (1974) (28) se -
purificd un lisado de B, histolytica por filtracién en una
columna de Sephadex G-150, y demostrd que las fracciones -
purificadas proporcionaban proteccién contra la infeccién
amibiana a cobayos. Por otro lado, el hamster dorado mis
enpleado 8 el lactante, ya que o8 de L£4oil manejo y se le
pasde inducir una amibiesis hepdtica como lo demostsd -
Mattern y Keister (1977)(15). eote mismo modelo fué emplea
80 por el Dr, Sepulveda y cols. (1978)(13) para comparar -
la proteccidén de diferentes fracciones purificadas de -
E, bistolytioca considerando doeis y grados de pureza. Otra
ganera con la que se podria conocer la proteccién que npro-
porcionan las fracciones purificadas de E. histolytica se-
ris la prueba de neutralizacién, ya que se ha visto que el
suero humano inmune, mesclado en distintae proporciones -
con cultivee de E, bistolytica, produce alteraciones de -
gravedad variable en los trofozoitos; y no solo eso, sino
tanbién neutraliza totalmente su virulencia (3'4'5'1'10).
As{ sustituyendo el suero humano inmune con suero inmuniza
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do con fracciones purificadas de E, histolytica, se deterami
narfa la proteccién que brindan tales fracciones,

De acuerdo a 10 que 86 ha descrito, es necesario
que las pruebas de actividad biolégica se realicen junta=
mante con las prusbas de identificacidén (pruebas de preci=-
pitacién), ya que proporcionan 8atos de gran valor en el -
estudio de los inmunégenos de la amiba, haciendo posible -
explicar y seguir los variom conatituyentes que se obtie-
nen en un fraccionamiento, y establecer la relacién que =
hay de uno eon otro, para que mds adelante se defina por =
un inmunégeno éptimo contra la amibiasis,




OBJETIVOS:

Los

1.'

2,-

30“

objetivos de este trabajo son:

Obtener un antigeno soluble amibiano mediante
la. cromatografia de un homogenizado de Enta-

moeba histolytica cepa HM-1 IMSS, cultivada -

en forma axénica.

Determinar la inmunogenicidad de loe antige-—
nos solubles obtenidos por cromatografifa y -~
del antigeno crudo de Entamoeba histolytica =

cepa HM-1 IMSS.

Valorar los antfgenos antes mencionudos median
te 1la prueba de neutralizacidén en hamsters -

lactantes,
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PLAN DE TRABAJO

En base a lo antes wencionado se tiene el siguiente plan
de trabajo:

Io-

II.'

II1.-

V.-

VIc"

Vile=

Cosechar los trofozoitoes de Entamoeba histolytica
cepa HM-1 IMSS cultivados axenicamente en el medio
TYI-S-33 (tripticasa, extracto de levadura, fierro
suero), y obtener el ant{geno crudo de Entawoeba =-
histolytica cepa HM-1 IMSS,

Obtener por Cromatografia eu gel (Sephadex G-200)
el antigeno soluble de Entamoeba histolytica cepa
HM-1 INMSS,.

Inmunizar conejos con cada fraccién obtenida con -
adyuvante completo de Freund, de acuerdo & los cua
dros: 1, 2 y 3.

Obtener el suero inmune mediante le gangria de los
conejos.

Realizar la prueba de neutralizacién del suero in-
mune con trofozoitos de Entamoeda histolytica cepa
HM~-1 IMSS e inocular esta mezcla por v{a intrahe-
pdtica a hamsters lactantes.

Sacrificar a los 8 dfas, los humsters con el fin -
de observar si hay formacién de abscesos hepdticos.

Determinar el grado de proteccidén obtenida con ca-
da fraccién antigénica y comparar entre ellas.



MATERIAL Y METODOS.

1.-

SOLUCIONES.

Preparecién de la Solugcién Reguladora de Fosfatos
M 7.2, 0,15 M, ‘ ~»:, ,
Todos loas reactivos utilizados fueron J.7T. Baker y se
usé agua destilada.

Reactivo Cantidad

Cloruro de S0di0 ====-wmee=—== 114,75 gr.
Posfato monobdaico ’ L
de sodio : 11,25 gr.
Fosfato dibdsico e
de potasio 3.0 -grv
Agua 368tilada ===-—e—e—c-e -— %8,

Clocalteu.
Solucién A: S
50 partes de solucién de carbonato de sodio al 24 en
hidrdxido de sodio O.1N.
0.5partes de solucién de sulfato de cobre pentahidra
tado al 0.5% en citrato de sndio al 1%,
0.5partes de solucidén de tartrato de sodio y potasio
al 1,0%,
Solucién B:
1,0 parte de Reactivo de Folin - Ciocclteu
1.0 parte de agua deestilada
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2.~ OBTENCION DEL ARTIGENO CRUDO DE E, himtnlytica.

Se utilizaron cultivos de Entamoeba histolytica
cepa HM-1 IMSS, cultivada en forua axénica en el medio =
TYI-S~33 (tripticasa, extracto de levadura, fierro—suero)(zg),
y ©e assleccionaron aquellas botsllas que por observacilén -
macroscdpica y microscépica tuvieran crecimiento abundants
y en buen estado. Las botellas se colocaron en un recipieg
te gue contenfa hielo, durante 15 minutos aproximadamente,
Al cabo del cual, el contenido de las botellas ae vacif en
recipientes cerrados de pldstico, los cuales se centrifuga
ron en una Centrffuga Refrigerada Automdtica Sorvall, (mo=-
delo RC2-B, cabezal GSA), a 95 G por 10 minutos, Se decan=
4 el sobrenadante (medio de cultive) y se resuspendil el
gsedimento celular con un volumen igual al del medioc decan-
tado, de solucién reguladora de foafatos pH 7.2. Se centri
fugé a 95G durante 10 minutos. Se decantd el sobrenadante
¥ 8s resuspendié el sedimento celular con nueva solucién -
reguladora de fosfatos pH 7.2. Este lavado se repitid dos
veces mds.

Se recupsré el paquete celular de la Yltima lava
da, aproximadamente 95 ml, se deposit6 en el vaso del Tri-
turador Sorvel (omi-mixer), donde se fragmentd. la frag-
mentacidén del paguetg celular fué satisfactoria cuando el
90% o mda de las células que se observaron al microacopio
de contraste de fases (objetivo 40x) me encontraban frag-
mentadas. Después se centrifugé el homogenado a 2850 duran
te 20 minutos. Al sobtrenadante as{ obtenido se le llamé An
tigeno Crudo de Entumoeba histolytica, se le determind la
cantidad de protefnas por el Método de Polin-Ciocalteul30)
Yy ee conserv$ en un Congelador Imperiul, (modelo CV-123 A),

a =209C, hasta que fué usado. El sedimento celular se eli-
mind,
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3.~ PURIFICACION POR CRONATOGRAFIA EN GEL (SEPHADEX G-200)
DEL ANTIGENO CRUDO.

Se pesd 25 gr. de Sephadex G-~200 (Phermacia) y se
deposité lentaumente en un garrafén de vidrio de 5 1t de cg
pecidad que contenf{a en agitacién 2 1lt. de agua destilada
con 2 ml de merthiolate al 0.1% (dilucién final 1:10 000).
Efectuada la mezcla se conservd en refrigeracién por 48 -
horas agitdndose de vez en cusndo y ase mantuvo en refrige-
racién hasta su uso.

Se empled una columna[i?harmacia Fine Chemicala),
ondelo I-ZG/lOQﬂa la cual se le agregé ya agitada la suspen
8ién de Sephadex y se llené lentamente y esin burbujas a su
capacidad (45em de largo x 2.5 cm de diémetro)(zs). Ya em-
pacade la columna se conectd la manguera de entrada a un -
garrafén de vidrio de 5 1lt. que contenis solucién regulado
ra de fosfatos pH 7.2 con merthiolate 0.1% y se abrié la -
llave de salida de la columns a una velocidad de flujo de
s mihora (25), Gon el £in de estabilizar el lecho, se men
tuvo esta entrada de eolucién por 24 horas, al cabo de las
ocuales, se eliminé toda la solucién reguladora almacenada
en el lecho del Sephadex y se depositd 10 ml del antigeno
crudo de B, histolytica, a partir de ese momento se fueron
recolectando 3 ul cada 20 min., recolectdndose 70 tubos -
reviamente numerados. Cuando los 10 ml de antigeno crudo
de Entamoeba histolytica penetraron en el gel se conecté -
la manguers de entrada a la solucién reguladora de fosfa-
tos tH 7.2, Inmediatamente despuds, se regulé el flujo de
entruda de tal manera que en la superficie del gel hubiera
un volumen constante de 10 ml de solucién., As{, se conser-
v6 la columna hasta la recoleccién de los 70 tubos que Zug
ron nantenidoa en refrigeracién hasta su identificacién. -
Ee importante hacer notar que el empaque de la columna y -
su uso se aefectud en cuarto frio (5°).
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Seleccidén de la fraccidnm soluble A.

Para selecclopar la fraccidén soluble A se efec-
tuaron dos andlisis a las 70 muestras recolectadas: lo. ~
lecturas de absorbancias en un espectrofotbmetro marca -~
Seizz {modelo PNQ-2) a 280 nm. usando como blance la solu~-
¢ién reguladora de foafatos pH 7.2, y 20, pruebae de inmunc
difueién por el nédtodo de Quchterlony. Esta Wltima prueda
se efectud porque ece deseaba que la fraccién soluble selec
cionada, fuera antigénica. Seleccionada ls fraccidén soluble
A se pasb a través de un f£iltro de vaso Millipore para te=-
nerla estéril, Se le determindé la cantidad de protefnas =
por el método de Folin~Ciocalteu (lowry)(3°) y oe conservs.
en congelacidn hasta su uao.

4.~ ORTENCION DE LA FRACCION SOLUBRLE B,

Ia fraccidn soluble B fié proporcionada por el -
laboratorio de Ultracentrffugas del Hoapital General del -
Centro Médico, se obtuvo de la purificé.cién por cromatogra
ffa del antigeno crudo de B. histolytica en Sephadex G-~150
de acuerdo al trabajo efectuado por Krupp en 1974(28).

El objetivo ror el cual se trabajo can la frac—
cién soluble B fud tener ocon que comparar la antigenicidad
de la fraccidn soluble A obienida a través de Sephadex =
G=-200 y de esta wmanera se conociera como influye la purifi
cacifn de un antigeno amibiano en su poder antigénico.

5.~ DETERMINACION MODIFICADA DE PROTEINAS POR MEDIO DE
TA REACCION DE FOLIN-CIOCALTEU(30),

Se denositd en un tubo de ensaye 0.5 ml de la =~
miestra y se llevé a 1 ml com agua destilada. Se azregd 3
ml de Solucidén A, agitdndose vigorosamente y se dejd en re
poso durante 10 min. Deaspués se agregd 0.3 ml de Soluciédn
B, agitando vigorosamente y dejdndose xeposar 3O ain. Se le
y6 el color en un Eapectrofotdmetro marca Seizz (modelo -
PQ-2) a 590 nm y se determind la cantidad de proteinas de

la muestra en la curva de calibracidén efectuada aon albﬁmi
na bovina.



o~

6.~ PRUEBA DE INMUNODIFUSION POR EIL METODC DE QUCHTERLONY.

Portaobjetos limpios fuercn introducidos en un -
vaso de precipitados que contenfa ién agar al 0.5% (en so-
lueidén salina fisiolégica + merthiolate 1:10 000, marca -~
voxoid), se sacaron y se colocaron sobre una superficie li-
sa. Inmediatamente se cubrieron cada uno con el ién agar
al 1.5% {en solucién salina fisiolégica + merthiolate -
1:10 000, marce oxoid) para formar una capa de } mm, Se de
jaron solidificar y después se perforé el agar haciendo 7
perforaciones: 1 al centro y 6 en forma equidistante, Se -
hicieron 2 juegos por cada portaobjeto. De acuerdo al dibu
jo de la figura 1.

Se seleccionaron las fracciones, tomando el tubo
No. 1y todos los tubos que fueran miltiplos de ¢inco (5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, hasta el 70), para tener una -
correlacidén con la curva de adsorcién de les fracciones -
entigénicas. Se tomd con un tubo capllar suero de conejo
antihomogenizado de titulo 1:128 y se colocé en el pozo
central de cada conjunto de perforaciones hasta cubrirlo
totalmente. A los 15 minutos se repitié la operacién (2 ve
ces). Con otro tubo capilar se tomé antigeno crudo de E,
histolytica y se colocd en uno de loa pozos laterales has-
ta cubrirlo totalmente. A los 15 minutos me repitié la ope
racidén (2°veces). Con cada una de las fracciones seleccio-
nadas ee hizo lo mismo; con un tudbo capilar limpio se tomé
muestra y se colocé en otro poso lateral, hasta que fué ou
bierto totalmente. A los 15 minutos se repitié la opera-
cién (2 veces). Pué un pozo lateral para cada fraccién. La
lectura se efectué a las 24 horas manteniéndolos a tempera

tura ambiente y 2 las 48 horas si fueron conscrvados en re
frigeracién; si a las 24 horas no hubo lectura ae conaerva
ron hasta por 5 dfas en el cuarto frfo. Ia lectura positi-
va conpistid en descubrir una banda de precipitacidn entre
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Fig. l.- Ejemplo de las perforaciones que
ge hicieron sobre el agar de los portaocb-
Jjetos para efectuar la Prueba de Inmunodi
fusifén. Se efectuaron 2 juegos de 7 perfo
raciones en cada extremo del portaobjeto,
quedando distribuidas en la sigulente for .
ma, 1 al centro y 6 en forma equidistante.
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Pig. 2.~ Ejemplo de bvandas de precipitacién
que se forman en una prueba poaitiva de in-
sunodifusién. Como entas bandas son las que
8¢ esperaban tener cuando algunas de lag =
fracciones depositadas en cualquier pozo la
teral fuera antigénica y por lo tanto diera
una respuesta positiva al reaccionar con el
suero antihomogenizado de Entamoeba histoly
tica ceps HM-1 IMSS,
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el pozo central y uno de los laterales {como aparece en el
dibujo de la fig. 2). La preaencia de la banda de precipi=-
tacién significa que la muestra seleccionada era antigéni-
ca al suero de conejo antihomogenizado,

M.~ INMUNIZACION DE CONEJOS Y OBTENCION DE SUEROS.HIPER-
INMUNES. '

Se inocularon dos conejos de 2.5 ~ 3.5 Kg. de pe
80 por cada anti{genoc de Entamoeba histolytica obtenido (ag
tigeno crudo, antfgeno soluble A, antigeno soluble B). La
inoculacién se realizé en el cojinete plantar de los cone-
jos. El programa de inmunizacién de cada antigeno se des-
cribe en los cuadros 1, 2, y 3.

la sangria de loe conejos se hizo de la siguien-
te manera: se colocé al conejo boca arriba sujetdndole fuer
temente las extremidades, se limpid con un algoddén iwpreg-
nado de alecochol y ae punciond el corasén mediante la eguja
No. 18, extrayéndole 10 ml de eangre. La sangre fué deposi
tada en tuboas y se dejdé en reposc a temperatura ambiente,
alrededor de 1 hora. Con una varilla de wvidrio se removié
de la pared del tubo el codgulo contraido y se almacenarocn
los tubos en refrigeracién por 24 horas.

Se elimind el codgulo de los tubos y el suero -
formado fué extraido por medio de una pipeta y fué deposi-
tado en otros tubos para someterlo a 156G en una Centrffu-~
&a Refrigeradea Beoknuu1@modelo T-J-G)durante 10 minutos, -~
con el objeto de obtener un suero claro libre de eritroci-
tos contaminantes. Se recuperdé el suero de los tubos y el
oedimento se eliminé.,
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SEMANAS | DOSIS"
la. | 0, 5 ml da antigeno crudo + 0 5 ml de
| 'vante Completo de Freund.
‘2a. © | 0.5 ml de antigeno crudo + O. 5 ml de
' vante Completo de Freund.
la, 0.5 ml de antigeno crudo.
4a. 0.5 ml de antigeno crudo.
Sa. 0.5 ml de antigeno crudo,
6a. Deacanso. e
Ta. Sangrfa (Obtencién del suera).
8a. Deacanso. .
9a. Sangria (Obtencién del suero).
10a. Deacanao. T
1le. 1 ml de antigeno crudo + 1 ml &
Completo de Freund. .
12a. 1 ml de antigeno crudo + l‘mlfdéfkdyuvante o
Completo de Freund. S
13a. Sangrfa (Obtencién del suero).

Cuadro 1.~ Esquema de Inmunizacién con Antigeno
Orudo de Entamoeba histolytica cepa HM-1 IMSS,
con una concentracién de protefnas de 0.670 mz/ml,
Siguiendo este esquema a8 inocularon 2 conejos

en el cojinete plantar,
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SEMANAS posIs -

la. ‘| 1 ml de antfgenc soluble A + 1
vante Completo de Freund. :
2a. 1 ml de antfgeno soluble A + 1 mllde,Ady
vante Completo de Freund, :

3a. 1 ml de antfgeno soluble A.
4a. 1 ml de antigano soluble A.
58a. .1 ol de antigenc soluble A.

68, Deacanso.
Ta. Sangr{a (Obtencién del suero).
8a, Descango.

Sa. Sangria (Obtencién del eueroc).
10a, Descansao.

1ls, Descanso

12e. 1 nl de antfgeno soluble A + 1 ml de Adyu
vante Completo de Freund.

1ia. 1 nl de antigeno soluble A + 1 nl-de Adyu
vante Completo de Preund,

14a. Sangris (Obtenaidn del auero).

Cuadro 2.~ Esquema de Inmunizacidn con Antigeno
Soluble A (antigeno obtenido a travds de Sepha-
dex G-200) de Entamoeba histolytice cepa HM-1
IMSS, con una concentracién de proteinas de -
0.210 ng/ml. Se inocularon 2 conejos en el coji
nete plantar bajo este eaguema.
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SEMANAS |  pos1

la. | 0.5 ml de antfgeno sdluble‘
Adyuvante Completo de Freun

2a, - 0.5 nl de antigeno soluble I
Adyuvante Completo de Freun

la. 0.5 m)l de antigeno soluble‘

4a. 0.5 ml de antigeno solubi§
5&.‘ 0.5 nl de antigeno solub@éJ
6#; _Descanso, ';f
| 75{ Sangria (Obtencién delwéﬁé o)

8&. Dascanso,

9a, Sangria (Obtencién del §ﬁ9yQ)

Cuadro 3.- Esquema de Inmunizacidén con Ant{geno
Soluble B (antigeno obtenido a través de Sepha-
dex G=-150, Proporcionado por el Depto. de Ultra
centrifugas del Hospital General del Centro Mé-
dico) con una concentracién de protefnas de 4.8
mg/ml. Fueron 2 conejos los que siguiendo este
esquema se inocularon en el cojinete plantar,
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Se determiné a cada suero obtenido el titulo de
anticuerpos por medio de la prueba de precipitacién en ca=-
pilar y la prueba de inhibicién de la hemaglutinacidn, y =
fueron conaervados en congelador (-20°C) hasta su uso.

Prueba de precipitacién en capilar.

Se usaron tubos capilares marcados como indic

el didbujo.

El antf{geno crudo de E. histolytica fud diluido
con solucién salina fisiolégica de acuerdo al cuadro No, 4.
El suero al cual se le determiné su titulo de anticuerpos
no se diluyé, se empled como se tenla. Teniendo preparado
lo anterior, por uno de los extremos del tubo capilar se -
tomé la solucidén de antigeno hasta la primera marca sefiala
da del tubo capilar y se retuve la muestra tapando el otro
extreno,

Se dejé correr la solucién de aﬁtiseno hasta el- .
otro extremo sin llegar a gotear y por ese lad0~e¢:§qg6;g;
suero hasta la primera marca seflalada en el tubo capilar,
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DILUCION

PREPARACION

l:2
1:4
1:8
1:16
1:32
13164
1:128
1:256

1:512

1 ml de antigeno sin diluir +
de solucién ealina fimiolégica.
1 ml de antigeno diluido 1:2 +
de solucién salina fisiolégica.
1 pl de antfgeno Ailuido 1:4 +
de solucién salina fisiolégica.
1 ml de antfgeno diluido 1:8 +
de solucidén salina fieiolégica.
1 ml de antf{geno diluido 1:16 +
de solucién salina fisiolébgica.
1 ml de antigeno diluido 1:32 +
de solucién salina fisiolégioca.
1 ml de antigeno diluido 1:64 +
de solucién salina fisiolégica.
1 ml de anti{geno diluido 1:128 +
de solucién salina fieioldgica.
1 ml de antigeno diluido 1:256 +
de solucién salina fisioldgica.

1l ml,q

1l ml
1ml J'V
1ml
lml
1m
lml
lml

lml

Cuadro 4.~ Dilucién del Antf{geno Crudo de Enta-
moeba histolytica cepa HE-1 IMSS (concentracién
de protefnas 0.670 mg/ml) con solucidn ealina

fieiolégica. Eatas diluciones se efectuaron pa-

ra determinar el titulo de anticuerpos a los

sueros extrafdos de los conejos inmunizados con
los antigenos amibianos.
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Se mezclaron y se coloucd el tubo capilar sobre
na base de¢ plastilina, tratando que la mezcla quedara en
el centro del capilar; todo esto se hizo con rada una de
las diluciones del antigeno y con el antigeno sin diluir.
Para cada suero que se le determiné su t{tulo de anticuer=
pos se corrieron dos blancos, uno que era el tubo capilar
conteniendo unicamente el antigeno sin diluir y el otro, -
que era el tubo capilar con suero solamente. La lectura =
se efectud a las 48 horas en refrigeracién y se aprecid un
precipitado en los tubos, el cual fué sefialado con una =
cruz si la cantidad de precipitado apenas era apreciable,
dos cruces cuando era un poco mayor, tres crucee cdando -
era ofs la cantidad de precipitado y cuatro crucea si era
abundante,

) Is

Prueba de Inhibicién de la hemaglutinacién.

Bsta prueba se desarrolld con el equipo de Cellog
nost Amibiagis, marca Behring, efectuando la técnica de la
microtitulacién en pleca.

Se rotulé una placa como se indica en la figura
3. Nediante una nicropipeta Socorex se colocd 0,05 ml. de
solucién tampén-trie pH 8.0 en cada una de las 8 filae de
cavidades, dejando vacia la primera cavidad de cada fila.
Inmediatanente después, se 00lo06 0.1 ml., de una dilucién
118 del suero oontrol positivo de amibiasis (suero inmune
de tftulo conocido, ohtenido en cabras) en lu primeru cavi
dad de la segunda fila., Se repitié el mismo procedimiento
con el suero control negativo (1:8) en la tercera fila, =
a8{ como con los sueros problema (1:8) en las filas vestan
tee. Mediante microdilu‘ores de 0.05 ml., previamente con
trolados por la prueba 30=-NO=GO, @e tomd osa cantidad de =
las primeras cavidades de las filas 2 a € y ve preparéd an{
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Noe. 2
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4
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’
I

oontrol del reactivo HAI
control del suero poeitivo
control del suero negativo
suero desgonocido

O o >
anou o

Pig. 3.= Rotulacién de una placa para efectuar la
prueba de Inhibicidén de la Hemaglutinacién con el
equipo de Cellognost Amibiasis. Esta prueba fué -
aplicada a los sueros obtenidos de conejos inmuni
zados con antigenos amibianos con el £in de cono-
cer gu titulo de anticuerpos.
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series de diluciones con factor de 2, mezclando y pasando
0.05 ml, a la siguiente cavidad, desechando la wWltima.

Se agregeron 0,025 ml, del Reacbtivo de Amibiasis
HAI a todas lae diluciones de los sueros y a todas las ca-
vidades de la fila 1 (control del Remctivo de Amibiasis -
HAI) y ee mezclé perfectamente. Se dejé reposar a tempera
tura ambiente durante 2 a 3 horas. Efectuando la lectura
a las dos horas de haberse iniciado la prueba en base al -
siguiente criterio: positiva: s8i habfa aglutinacién com-
pleta de las células. positiva débil: ei habia aglutina-
¢ién con indicios de formacién de acimulo, negativa: si
habia sedimentacién de las células, formacién de acumulo.




8.~ PRUEBA DE NEUTRALIZACION.

Cuenta de trofozoitos,

Se depositd en uns accuvette II 19 ml. de Isotdn
II y 1 ml. de cultivo axénico de Entamoeba histolytica ce-
pa HM-1 IMSS de 72 horae de crecimiento perfectamente bién
agitadas, obteniéndose una dilucién 1.:20, Fudé colocada en
el Coulter Counter(modelo ZBl)agiténdose previamente y se
efectué la lectura, para tal efecto tomd el aparato 0.5 -
ml, de la dilucién 1:20, por lo cual la lectura obtenida -
fué el mimero de trofozoitos en 0.5 ml. de una dilucidn --
1:20., Se tomaron tres lecturas, las cuales se promediaron
y el promedio obtenido se multiplicé por dos para tener el
ndmero de trofozoitos en 1 ml. de la diluciédn 1:20, Para
conocer el mimero de trofozoitos reales se multiplicé la -
cantidad anterior por la dilucién (20) y se obtuvo el nime
ro de trofozoitos/ml de cultivo.

Neutralizacién del suero inmune_con trofozoitos
de E. histolytica.

Por un lado el suero inmune fué inactivedo en un
Bafio Marfa Precision Scientific Co. a 56°C durante 30 minu
toa y despuds pe diluyd con solucién salina fisiolégica a
1:2 y 114 y por otro los trofozoitos fueron diluidos con -
eolucién salina fisiolégica de tal manera que ®e tuvieran
20 000 trofozoitos/0.03 ml., que es la IDy,, la cual fué
determinada en este mismo laboratorio.

Pueron puestos en comtacto la aolucidén de trofo=-
zoitos de 20 000 en 0.03 ml. con el suere inumune inactiva-
do ein diluir, en volumenes iguales; se mezclaron y se de=-
jaron en contacto por una hora a temperatura ambiente, mez
clando de vez en cuando. Esto miemo se hizo para el-suero

inmune inactivado dilucidn 1:2 y 1:4. Inmediatamente den-
pués se efnctud la inoculacidn o hamsters luctantess -
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Inoculacidén a hamsters lactantes.

Colocados los guantes y frotadas las manos con -
el aserrfn para que perdieran su olor, se vrocedié arpeglar
las cajas, en las que se depositarfan las camadas de hams-
ters ya inoculadas, colocando un peduzo de algoddén (para -
que fuera usado como nido) y una mitad de manzana. ’

Se tomé la caja que contenia la camada de hams=—
ters dorados (recién nacidos hasta de dos dfas de edad) y
se sacd a la madre depositdndola en una caja provisional;
nuevamente se frotaron las menos con el aserrin de la cama
da y la manzana, con el objeto de evitar el canibalismo, -
ya que si la madre percibia otro olor que no fuera el de -
elloe, los devorarfa. Con la mano izquierda fué tomado el
hamster del dorso y se le estird su piel del vientre de =~
tal manera que se podia apreciar el higado, se limpié su -
piel mediante un algodén impregnado de alcohol y se efec~—
tué la inoculacién percutdnea al parénquima hepdtico de =
0.03 ml. de la mezcla del suero y trofozoitos previamente
agiteda (era importante que dicha agitacién se hiciera en-
tre cada hamster). Pué extrafda la aguja del hamster lac-
tante y se corrieron los planos; se limpié la zona afecta-
da con algodén limpio hasta que esa zona quedara seca y se
deposité sobre el algodén de la caje limpla, Todo eso se
hizo con cada hanster. _

Terminada la inoculacidn de todos loe hamsters ~
de la camada, la madre se reunid con ellos. Se metié una -
camada por cada mezcla de euero inmune y trofozoitos, ade-
mds, una camada de hamsters fué inoculada exelusivamente -
con trofozoitos y esta se considerd el blanco de la'prneba.

A 1los 8 dfas de haber efectuada la inoculacién,
cada camada de hamsters fvé gacrificada. Se colocaron a -
todos los animalitos de unu camada en un frasco que conte-
nia un algodén impregnado con éter para sacrificarlos. Una
vez muertos se fueron colocando sobre una drea lisa, boea
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arrida sosteniéndolos de su patas con alfileres y mediante
un bisturi se les hizo una incisién en el abdomen y con u=-
na pinza ee levanté su piel dejando al descubierto su apa=
rato digeativo. Se revisd el higado'y sus alrededores con
el fin de hallar abecesos, loes cuales se podian identifi-
car por presentarse como un tejido anexo de color blanco =
grisdceo, La lectura que ee hizo fué presencia o ausencia
de abscesos y contd el mimero de hamsters que presentaron
abscesocs por cada camada.




R ESTUTL T ADOS .

Seleccitn de la fraccién soluble A de Entamoeba
histolytica cepa HM-1 IMSS,

Para seleccionar la fraceién soluble A me traba-
j6 con cuatro muestras de um mismo lote de antigeno crudo;
cada muestrs se hizo pasar a través de una columna de Se~
phadex =200 y se recolectaron 70 tubos con 3 ml cada uno
por muestra, los cuales se leyeron a 280 nm, y se grafica-
ron, obteniéndose como resultado en lae grdficaa de las =~
cuatro muestras varios picos de proteinas como se aprecia
en la Tabla 1 y en las grdficas 1, 2, 3 y 4.

Do la grdfica 1 a la 4 se presenta la variacién
de las absorbancias en funcién del No. de fracciones reco-
lectadas. E1 grdfico presenta un pérfil semejante a las -
cromatografias instrumentales modermas o0 recientes (de ga-
ses o de liquidos). El aumento de la abaorbancia y su pos
terior disminucién corresponde a las protefnas que tienen
peso molecular semejante esto en cromatograf{a se denomina
"PICO",

Con estos resultados se hizo una seleccién eatre
las cuatro muestras, se eligleron aquellas en que el pico
predominante estuviera mejor definido y mde bién separado,
Por 1o que se decidié elegir la muestra I y la muestra II,
yaés la primera tiene un pico bién definido de la fraccién
22 a la fracotén 34, y la 1I 1o tiens de la frmccién 17 a
la fraccién 34, as{ que gon estas muestras se continué el
trabajo.

Como 1o que se desea obtener es una fraceién ao=-
luble antigénica, se procedié aplicar la prueba de inmuno-
difusidén por el método de Cuchterlony a las fracciones de
las zuestras eeleccionadas como se describid en nateriales
7 sétodos; los resultados neos indican que las fracciones -
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Lecturas de Absorbanecias
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Lecturas de Absorhancias

Praccién Muestra I  Muestra II lMuestra IIXI - Mucstra IV

33 0.115 -
34 0.086
35 0,094 -
36 0.170
37 0.139
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57.
58
59
60
61
6 o e o




Lecturas de Absorhb ancias

Fraccién Muestra I MueSt?q;II Muestra IIT Mueastra IV

64
65
66
67
68
69
70

Tabla 1.~ Absorbanciaes de las 70 fracciones recolec-
tadas en la cromatografia de 4 muestras de un mismo -
lote de antfgeno crudo de Entamoabg histolytica cepa
HM=1 IMSS, lef{das a 280 nm, Son fracciones de 3 ml,
recolectadas cada 20 min.
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de la muestra I que presentan reaccién antigénica son a par
tir de la fraccidén 5 hasta la fraccidn 55; esto implicaria -
que la parte soluble antigénica no serfsd solo una sino Vae~
rias, ya que eate grupo de fracciones abarca protelnas de
diferente peso molecular {hay varios picos) y por Lo tanto
se tendria que agrupar las que fueran del mismo peso mole~
cular. En la muestra II, la reaccién antigénica se presen
t4 de la freccibdn 15 e la fraccidn 3% lo cual corres?onde

a protelnas de igual peso molecular, pués hay un sélotpico
en ese grupo de fraccionea. De acuerdo a estos datos-era
preferible trabajar con un solo grupo de fraccidhéQVQué'con .
varios, en el dltimo caso cada grupo tendria la posibili-
dad de ser inmunogénico y se emplearis mds equipo (cone~- -
joa) para continuar el trabajo. De esta manera se decidié
por agrupar todag las fraccionea a partir de la 15 & la 35
de la muestra II y a esta solucién de le denominéd "fraccién
soluble A de Entamoebe histolytica cepa HM-1 IMSS"

Determinacidn de proteinaa;

Se determiné la concentracién de proteinas por -
el método de Folin-Ciocalteu. La curva patrén de albdmina
bovina aparece en laz grdfica 5. '

Para determinar la concentracifén de proteinas al
antigeno crudo de Entamoeba histolytica cepa HM-1 IMSS, se
efectuarcn varias diluciones; inicialmente se tomé 10 ml -
del antigeno crudo y se agregd 20 ml de solucién salina £i
siolégica estéril (1:2), después,de esta dilucién se tomé
1ol y se afiadidé 4 ml de solucibn salina fisiollgica esté-
ril (1:4) y a partir de ests nueva dilucidn se trabajb con
0.5 unl y se lievd a 1 ml con agus destilada ¥y se continué
la técnica, Bl resultado fué de 0.169 de absorbancia que
al interpolar en la curva patrén se obtuvo 67.0 aig los cug
les son multipliendos por lam dilucioner efectuaduas -
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No.~de la;fradéidn?f’ édcbiGﬁ'défih:ﬁﬁbﬁifﬁSiGh,

por el método de Ouchterlony, efectuada d

las fracciones recolectadas en la cromato
grafia de la muestra I de antigeno crudo
de Entamceba histolytica cepa HM-1 IIISS.
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No. de la fraccién Reacclién de Inmunodifusién

_55;

40
45
50
55
60
65
70

Xo hay reaccién
No hay reacclén
No hay reaccién
+
St

LA

No hay reaccién
Ko hay reaccién
No hay reaccién
No hay reaccién
No hay reaccién
No hay reaccién
No hay reaccién

Cuadro 2, Resultados de la Pruebs de Tnnmunodifusién

por el método de Cuchterlony, efectuada a
las fracciones recolectudas en la cromuto
grafia de la umuestra IT de antigeno crudo
de Entamoeba histolytice cepa HM-1 IMSS.
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(67.0x 2 x5 x 3) y se tuvo 2010 yg/ml de protefnas.

En el caso del antfgzeno soluble A (fraccidn solu
ble obtenids a través de Sephadex G-200) se sfactud una 80
la dilucibn, 0,5 ml del ant{geno soluble se 1llevd a 1 uml -
con agua destilads y eme prosiguid com la tvécnica de Folin.
Bl resultado fud de 0.280 de sbsorbancin, que corrasyondid
¢ 105 ¢ los cuales se muliiplicaron por la dilucidn hecha
(105 x 2) y se obtuvs 210 pg/ml de proteinas.

Titulecidn de euerca por precipitacibn en capi-
lar y por inhivicién Qe la hemaglutinacidn.

Los conejos que ae inocularon con antigeno crude
de Entamoeba histolytica, en la primera sangris que sa les
hize, al suero se le determiné el titule de anticuerpos -~
re pracipitaclin en capilar y 8 resultado que ss obtuve
fus qua cuando dicho suero estuvo en contacto con antigeno
ein A4%ulyr, suvigeno diluido 1:2 y antigeno diluido 1:4 -
presentarci 1o tubos capilares poca precipiteacidn, lo
cusl en la gréfica 6 se marcs con cierts intensidad de aonm
Wra quz eguivale o Gos crucee (++); con ol antigeno dilui-
do Y18 ¥y 1:16 iom tubos presentaron mucho menor precipita~
¢iAn o vste apsrece en la grdfica con una sombra mucho muy
¢lare pura denoter una sola oruz (+), €8to noe indica que
el $ituls de anticuerpos de esos susros fué de 1:16 ya que
g dilucienss mayores del antigeno no hay reacoidn.

Para la segunda asngriz efectuada a lom conejos
isrunizedos con el antigenoc orudo, ce presentd 1o siguients:
sl suero del coneja 1 con gntigeno sin diluir tuvo una bue
ns precipitacién, 1lo cual se indica en ia grdfica 6 can =~
cierta intenaidad de sombra gue sofiala tres cruces (++4+);
eon antigeno diluido 1:2 prementd poca precipitacién (++)
¥y con antigeno diluido 1:4, 1:8 y 1:16, tuvo escssa preci
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Grdfica 6.- T{tulo de anticuerpos por precipitacién
en capilar de sueros obtenidos con anti
geno crudo de Entamoeba histolytica.
Conejo 1 y Conejo 2,

N Diluciones

del
antigeno

N,

1:2
S

Conejo 2

HL —
- ++4
- P
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pitacién (+), su titulo de anticuerpoz fué de 1:163 en el
caso del suero del conejo 2, hubo una buena precipitacidn
(+++) con el antigeno sin diluir, poca precipitacién (++)
con el entigeno diluido 1:2 y escasa precipitacidén con el
antigeno ailuido l:4, 1:8, su titulo de anticuerpos fué -
de 1:8. En la teroera y dltima aangrfa, unicamente se ~
le determiné el t{tulo al suero del conejo 1, pués el co-
nejo 2 tuvo que @sr eliminado por infectarse aus patas; -
el suero del conejo 1 presentd buens procipitacién (+++)
con antigeno sin diluir y antfgeno diluido 1:2, poca pre-
cipitacién (++) con antigeno diluido 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64; escasa precipitacién (+) con antf{geno diluidoe -
13128, 1:2%6 y 1:152, su titulo de anticuerpos fué mayor
de 1:512,

Los conejos que fueron inmunizados con antigeno
aolutle A, en la primera sangria, el suero del conejo 1 tu
vo poca precipitacisn (++) ocon el antfgeno sin diluir, an-
tlgeno diluido 1:2 y antigeno diluido 1:4, su titulo fué -
de 1:4; el suero del conejo 2 presenté poca precipitacién
(++) con el antigeno sin diluir, antigeno diluido 1:2 y 1:4,
escasa precipitacién (+) con antigeno diluido 1:8 y 1:16,-
su titulo fué 1l:156, En la segunda sangria, con el suero =
del conejo 1 hubo buena precipitaciém (+++) con el antige
ro sin diluir, poca (++) con el antigeno diluido 1:2 y ea~
caca {(+) con el antfgeno diluido l:4 y 1:8, su tftulo fué
de 1:8; para el conejo 2 fué buena Iwecipitacibn (+++) con
ol aut{geno sin 2iluir, pooa (+¢) con antigenc Ailuido 1:2
¥ escasa procipitacién (+) con el sntigeno diluido 1.:4, -~
1:8 y 1:16, su titulo fué de 1:16. Para la tercera san-
gris solamente se trabajd con el conejo 1, al conejo 2 se
elimind por infectarse sus patas; el suero del conejo 1 =~
jresentdé una excelente precipitacién con todas las dilucip
nes del antigeno lo cual en la grdfica 7 se descrive con u
na drea soubreada mds intense que sobresals a las otras y
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Grdfica 7.~ Titulo de anticuerpos por precipitacién
en capilar de sueroe obtenidos aon anti
geno soluble A. Conejo 1 y Canejo 2.
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que corresponde a cuatro cruces, en este caso el titulo -
fué mayor de 1:512, :

i

En los conejos inmunizados con a,dtigeno soluble
B, el suero de los conejos 1y 2 de la priméra‘sangfia tu~
viercn una buena precipitacién (+++) con el antigeno gin -
diluir, poca precipitacién (++) con el antigeno diluido = -
1:2 y escasa (+) con el antfgeno diluido 1l:4 y 1:8, eéto f
¥ltimo para el conejo 1 cuyo tftulo correspondié 1:8, mieﬂ
{ras que para el conejo 2 hubo escasa precipitacién (+) -~
con el antf{geno diluide 134, 1:8, 1:16, 1:32 y 1l:64 tenien
do como tftulo 1:64. EIl suero en la regundas sangria para
el conejo 1 fué de poca precipitacién (++) con el antigeno
sin diluir, antfgeno diluido 1:2, 1l:4, L:8, 1:16 y 1:32, -
escasa (+) con el antigeno diluide 1:64, 1:128, 1:256 y -
1:512, su titulo fud mayor a 1:512; para el suero del cone
je 2 fué de poca precipitacién (+4) con el antifgeno sin ai
luir, antigeno diluido 1:2, 1l:4, 1:8 y 1:16, escasa preci-
pltaclén con el antfgeno diluido 1:32, 1:64, 1:128, 1:256
¥ 1:512, su titulo fué mayor a 1:512. Con estos conejos -
no hubo una tercera sangria por no haber material antigéni
co para inmunizarlos. (ver gréfica §).

Con estos datos se selecciond los sueros de la -
Hltina sungrf{a de cada conejo para determinarles su titulo
de anticuerpos por inhibicibén de la hemaglutinacién y los
resultados aparecen en el cuadro 3. De acuerdo a esta =
prueba, se escogil para el ant{geno hcmogenizado, el suero
del conejo 1 con el cual se efectuaria la prucba de neutra
lizacién, ya que tuvo un titulo de 1:256, mucho mayor que
el suero del conejo 2 cuyo titulo fué de 1:32. Para el an
tigeno soluble A fué el suero del conejo 1 con titulo de
1/512 el seleccionado, el suero del conejo 2 no era tan ba
jo su titulo (1/256) y no se trabajé también porque para -
la prueba de neutralizacién se requeria de varias camadas
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Grdfica 8.~ T{tulo de anticuerpos por precipitacién
en capilar de sueros obtenidos con anqg
geno soluble B, Conejo 1 y Conejo 2,

A
Diluciones
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Cuadro 3.- Titulo de anticuerpos por inhibicién
de la hemaglutinacién de sueros obte

nidos en la dltima sangrias de cada -
conejo.

antihomogenizado
de
E. histolytica

antihomogenizado
' de
E., histolytica

antisoluble A
antisoluble A
. antisoluble B

antisoluble B




de hamsfers y no se contaba con ellas. En el caso del an-

tigeno goluble B se trabajd con el suero del conejo 1, loe

sueros de ambos conejos dié bajo titulo de anticuerpos con

reapecto al de los oiros conejos, sin embargo el suero mds

indicado pars continuar el trabajo fué el del comejo L con
un titulo de 1/128,

Prueba de neutralizacién.

Con los suercs seleccionados se efectud la prue-
ba de neutralizacién en hamsters lactantes (material y mé-
todos 7) con.la que se valord potencialmente a los anti{ge-~
nos obtenidos, lo cual se logré, ya que se vidé que los sus
ros inmunes en contacto con los trofozoitos vivos, no oca-
sionan un 100% de dafio en el hfgado de los hamsters. Asi,
8o tiene que con el antigeno crudo de Entamoeba histolytica
hay una proteccidén del 48.33 ¥ trabajando con el suero in-
mune sin diluir, éste cuando se diluye disminuye su protec
cibn, lo mismo sucede con el antfgenc soluble A cuya pro-
teccidn fud del 46.67 ¥. Con el antfgeno soluble B hay =
una meyor protecciédn (58.63 %), solc que no se presenta -~
en le dilueidn 1:4 del suero inmumne; todo esto se puede ~
ver en los cuadros 4, 5 y 6,
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Inéculo

Testigo . -
(Trofozoitos -
vivos). . o

Trofozoitos
vivos
Profozoitos . .
vivos
Trofozoitos suero
vivos + dli&zﬁo

A =% de infectividad
B = £ de proteccidn
x =% de animales no infectados en el te

Cuadro 4.~ Determinacién de la proteccién por neu=
tralizacién en hemsters lactantes dol -
suero antihomogenizado de E, histolytica
cepa HM-1 TMSS. ~
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Indeulo.
Testlgo L
(trofozoitos
vivon) d
Trofozoitos uer
vivos dilu
Trofozoitos , ,TUeTO
3 + dlluldo
vivos i
Trofezoitos _ suero :
+ diluido: 25/
vivos 14 |

A = % de infectividad
B = % de proteccién ‘
X = % de animales no infectad@agg

&

Cuadro 5.~ Determinacién de la proteccién por‘néutrgr
lizacién en hameters lactantes del suera
antisoluble A (Sephadex G-200) de E. hlatd
Iytica cepa HM-1 IMSS,
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Indculo Total A B
Testigo .
(Trofozoitos 23/23
vivoa)
auero
Trogg:g:too + sin 12/29
diluir :
Trofozoitos suero '
+ diluido 22/28
vivos 1:2
Trofozoitos , Tuor0
+ 41iluido 29/29
vivas 1:4

A = % Qe infectivided

B = £ de roteccidn

Cuadro 6.= Determinacién de le protecciédn por neu-
tralizacién en hamaters lactantes del -
Suero antisoluble B (Sephadex (G-150) de

E. histolytica cepa HM-1 INSS.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

lo""

2.-

30'

A partir de un homogenizado de Entamoeba hiatolytica
cepa HM-1 IMSS se logrd obtener una fraccién antigéni
ca soluble por cromatografia de filtracién en gel, a8i
milar a la que se indica en la 1iteratura(25 ; esto -
queda demostrado en las grdaficas 1, 2, 3 y 4, donde -
se observa una serie de picoe que estdn denotando que
hay una separacién de los componentes del homogeniza-
do. la prueba de inmunodifusién por el método de Ouch
terlony permitié determinar el pico que correspondia
a la fraccién antigénica.

La fraccién antigénica soluble obtenida por cromato-
grafia en Sephadex G~-200 presentd inmunogenicidad, -~
asf como la obtenida en Sephadex G-150, lo cual gueda
probado cuando estas fraccioness se inocularon a cone=-
jos ¥ hubo una respueeta que fué deterninada con la -
titulecién de los sueros de dichos conejos por [weci-
pitacién en capilar y por inhibicién de la hemagluti-
nacién,

Hubo diferencia en la inmunogenicidad que presentaron
los antigenos solubles y el antigeno crudo. Reviasando
los resultados obtenidos en la titulacién de anticuer
pos de estos tres antfgenos, el que mostré mayor inm
nogenicidad ds acuerdo a la concentracién proteica em
pleada fué el antf{geno soluble A (Sephadex G-200), =
después el antigeno crudo y finalmente el antigeno sp
luble B (Sephadex G-150). Se podria esperar que te-

niendo un esquema de inmunizacién similar, el ant{ge~-
no con mayor inmunogenicidad debiera ser el soluble B
ya que la cantidad de proteinas inoculadas a loe cone
jos con este antigenc fué 1l veces mayor que la inocu
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dom

5.~

lada del soluble &4 y 7 veces mds que Lla del antigeno
erudo, esto implica que dicha fraccibn es debilmente
inmunogénica. ' ‘

la proteccibn que brindan los antigenos solubles y el
entigeno crudo aparentemente en los cuadros de determi
ngcién de proteccibn 4, 5, y 6, es similar, pero consi
derando la cantidad de antigeno inoculada a los cona-
jos es el =moluble A ¥y el crudo los que proporcionan -
mayor proteccidn puesto que log indeculos fueron meno~ -
res con respecto al soluble B; y entre el aoluble Ay
el antfgeno crudo, el primero brindd mayor proteccién
debido a‘que de este antigeno fué del que menos ocanti
ded se inoculd,

la prueba de neutralizacidén en hamsters lactantes agqui
presentada puede ser empleada como método de valoracitén
de antigenos. Esta pmresenta varias ventajas come son:
fhcil manejo, la cantidad de inbculo que se requiere

es pequefia, es un método econdémico y adends rdpido.

Se propone efectuar un eatudio comparativo entre la -
prueba de neutralizacidn en hamsters lactantes y la -
prueba de proteccidn en hamsters adultos y ver ai hay
una correlecién entre ambas; para nds tarde poder sug
tituir la prueba de proteccién por la prueba de neu-
tralizacidn, ya que la primera ofrece cierta dificul~
tad paras su realizacién que consiete en inocular en el
higado por cirugfla de hameters adultos previamente -
inmunizados, las amibas para retar y conocer la pro-
tecciébn.
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