rrred

UNIVERSIDAD NAGIORAL AUTONOMA DF MEXIGD

INSTITUTO DE INVESTIGACION BIOMEDICA

DESARROLLO DE UN METODO INOCUO PARA
INHIBIR LA DEGRADACION ENZIMATICA DE
LOS ANTIGENOS AMIBIANOS: ANALISIS DE
ALGUNAS PROPIEDADES -INMUNOLOGICAS

Por:

JAYA LEA LILIAN PORTNOY GRUNBERG

T E S 1 S

PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN INVESTIGACION
BIOMEDICA BASICA

a——1

| "'rsmsw:m“;}.J
| RFEALLA LE ORibis Jloss

MEXICO, D. F,

LR JN
.-((‘:( a

l



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.



RESUMEN

Una de las caracteristicas mis relevantes de los
extractos de Entamoeba histolytica es su gran actividad
snzimatica. Esta preculiacidad trae como consecuencia su
capacidad de digerir proteinas no sdélo extrinsecas sino
también del mismo parasito. £sta propledad de £,
histolytica ccasiona una inestabilidad durante la
preparacidn de sus extractos que diticulta (1]
caracterizacion Y su use potencial en inmuncprofiladis.,
En este reporte se presentan evidencias que indican
que wl! tratamieato duo las extractos de E, histolyvtica
por medio 4& un choque acido & pH 2, de 30 minutos a

I73C  inhibe ivreveraiblemente la actividad enzimatica del

extracto sin  alterar su estructura antigdnica ni su
inmunogenicidad, comce o demucitra su preactividad con
.antisueros policlonales anti—-E, histglvtica, asi camo

su capacidad e inducir anticuarpos y de protegsr contra
el desati{o intra—hepatico da trofozoitos da Ea

h‘l:gl!!‘C!-

Par atra parte, al antiysno enriquecida [h
carboh)uratos del extracto abtbtana na presanta todos
las determinantes nntigénxcos qur reconocen anticuerpos

monaclonales y policlonales anti~E, histolvtics,
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INTRODUCCEOMN

Las infecciones por Entamoeba histolytica representan
un  problema de salud pablica particularmente #n paises
an vigs de desarrollo, con una distribucion sundial no
limitada & la éreas tropicales (Ortiz-Drtiz vy Avella.
19G94). Aproximadamente un 10 % de la poblacidn mundiat
porta al pardsito, aungue los pacientes representan una
menar prcpuréibn. .En algunas paises como México, la
amibiasis se encuentra entre las primeras diez causas de
muertes y a nivel mundial ocupa ol tarcer lugar
despudfs de malarjia vy esquistosomiasis como causa de

musrte por pardsitos (Halsh, 1996).

La amibinsis es una pn;a!ttosis ocasionada por ol
protozoario E. histglytica, 9que xe pucdes dividi.~
en dos grupos: intestinal 'y extra—intestinal. En
[ 3] primera se# incluyen laos casos de portadores
asintomaticos vy los de disenteria crénicay aguda. La
amibiagis intestinal aq;da asi como 1la extra-intestinal
se consideran amibiasis lnvasural; Esta dltima pueds
localizarse sn cualquier 4rganc siendo ®l higedo #1 mas
frecusntemente atectado Yy ®n algunos casas pusde
eonducir a l1a musrte (Ortiz-Ortiz y Avella, 1904y
" Guerrant, 1986).
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En el ciclo da vida del pardsito 1e reconocen dos
.astadios. Uno es el Qquiste infeccilioso no-movil que
tiens de dos & cCuatro ndclens y pustde sobrevivir
fuera del hudsped por meses en un ambients himedo.
Cuando se ingiere, la pared del quiste funciona como una
barrera a la acidez qgastrica normal, vy al 1llegar al
intesting {grusso o delqgado) se transtorma an
metaquistico por otra divisidn nuclear, prcscntando.nhora
echo niciecos. Posteriormente se liberan ocho trofozoitos
uninucleados que reprasentan ¢l otro estadio del
pardsito o forma mdévil, Estos trofozoitos se multiplicaq
por fislén binarisa ¥ se instalan en el intestine qrucio.
dande ocurre la invasidon tisular y la posible presencia
de sintomas como diarrea, disenteria y otros mis
severos. Los individuos infectados pueden excretar ha;t;
45 millones de quistes por dia. Se desconocen las
:;ndiclnn-s que inducen al enquistamiento de los
trofozeitos, asi como las causas del proceso cantraria

(Chayen y Avron, 198%; Guerrant, 19863 Ravdin, 1996)

Lll diferantas especies de Entampaba se pusdan
distinguir por la movilidad slectrotorética de ciertas
jisoenzimas (Sargeaunt y col., 1982). Todas las [,
"histolytica aisladas mostraron tenar una migracidn muy
similar a ia malato dtuhldr69lnasa. Sin embargo, al

analizar La movilidad de la combinacién del patrin



isoenzimatico, ey decir del zimodemo que incluye la
movilidad de hexoguinasa, glucosa fosfato iscmerata y
fosfoglucomutasa, se eancontrd que los trofozoitos
provenientes de amibas comensales (no patdgenas) eran
diferentes de los provenientes de individuos '.nf!rnos
<pato§cnos). No obstante, las cepas patégenas difisren
en }la capacidad de jnducir absceso hepdtico cuando |os

- miGroorganismos cultivados en medic axenico se inoculan
directamente on ol'htgado. Las cepas patédgenas presantan
diferente grado de virulencia. En ganeral, las amibas
virulentas fagocitan mas sritrocitos que las cepas no=—
;lrulontnsrcchaycn v Avron, 1983 Guerrant, 1986).
Asimismo se han reportado diferencias en la superficie
de la membrana de las mencionadas cepas sn los residuos’
de glucosa y de mancsa (Martinez Palomo ¥ cn!... 1973
Chayen y Avron, 1985 Gitler v Mivelmsan, 1986). La
cantidad de enzimas protecliticas que producse E.
histolvtica, se bha relacionado con la virulancia de
varias capas patogenas al estudiar su efoecto sobre el
crecimiento de fibroblastos {n vitro (801.‘-;979| Gadasi
y Kobiler, 19833 Pesrez—Montfort y col., 13987).

Se han descrito dos mecanisacs por Mmgdio de los cualss
E:  biztolvtice ejerce su actividad citotdxicas Uno de
sllos involucra la citolisis por contacto entre la amiba

y la célula blancoy esta unidn se lleva a cabo por medio
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de la adhesina (lectina inhibible por Gal/GalNAcY,
presenty en la suparticie del parasito (Ravdin, 198&6).
Estes contacto permite un flujo intracelular de calcio a
la amiba, que a su vez induce la liberacidén de wvarias
proteinas al sitieo de contacto, entre ellas la
responsable de la formacidan del amebaporo, que junto
con las toxinas amiblanas secretadas producen el dafo

celular ®n la c#lula blanco y su desprendimiento

(Gitler v Mirelman, 19843 Ravdin, 19€87). La lisis
amibtiana .%obre las cé&lulas inflamatorias del huésped
(neutrdfilos) liberan enzinas que tambidn causan

toxicidad en al tejido (Guerrant, 198&8).

El otro mecanismo de citotoxicidad es ocasionado por
la liberacidn de compuestos solubles activos que
participan en la penetracidn del pardsito en =1 tejido
del huéisped, principalmante enziman proteoliticas que
atacan tanto a las cflulas comdo a la matriz extracelular

del husaped (Keene y col.,1996).

Los extractos y lisados de E, histolytica cultivada
axenicamente mue:trav una gran variabilidad en la
actividad proteolitica hacia diferentas sustratos (PiErez
Mantfort y col.,19472. La maAs impovtante de estas
enzimas es la proteinasa de¢ cisteina (tiold> que es capaz -
de. degradar proteinas de anclaje como tibronectina y la ---
laminina, asi como la colagena {(Keene vy col., 1985).
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También s& presenta una clase de proteinasa de serina y
otra asociada a la membrana Jde fa amiba, lTa

metalocolagenasat 3in embargo, esta altima no es soluble .

¥ requisrs de contacto,.

Se puede abatir la actividad de las diferentes clases
de proteinasas presentes en el extracto de amibas si ue
adicionan concentraciones definidas de inhibidores
ﬁspacificol para cada una de eilas. Asi, N-etil
maleimida {NEM) . iodoAcetato 1Ay, acetato de
fanilmer:urio‘(AFM}. v p—hidroximercurip benzoato {(PHMB)
bloquean la actividad de las proteasas de cisteina,
mientras que el fenilmetilsulfaonil fluoruro (PMSF) vy el
inhibidor de tripaina d@ 1la soya inactivan a las
proteasas, {Avila> vy col., 19837 Keans vy col., 1986 vy
Parez-Montfort y col., 19873. De la misma mansra sa puede
inhibir la citotoxicidad de las enzimas préttallticas
por medio d* IgG inmune <(Bos, 1979 Bos y col., 1980)
Yy por tactores presentss en susrc itnmune y no—inmune
de un pcio molecular de 5O a 100 kDa (8os ¥ col., 1380y
McGowan ¥ col., 1982, <como lx fetuina, la oo2-
macraoglobulina v la =tl~antitripsina (McCaowan ¥y col.,
19823 Perez—-Montfort y col., 1997). ta inhibicidn de
ta actividad enzimatica requiere del! contacto entre las
proteinads y la membrana el parasito (Baos y col., 1980}

ssta Gltima pra2senta una alta atinidad para las proteinas

s



sericas, incluyendo las gammaglobul inas.

Estas protzasas Juegan un papel importante en la
proteclisis que se presenta durante el fraccionamiento
v purificacién de los compuestos amibianos, la digestidn
de proteinas, 1los procesos de regulacién y la induccion
del efecto citopatuvgénico (Gitler y Mirelman, 19856). A
pesar de que su actividad s2 lleva a cabe en un amplio
ranga de pH (3 a 10){Avila vy col.,19855, la 6p;ima ie
enCcusntra a pH 5.5 (pH de lisosomas secundarios) vy
entre 6.9 a 7.0 {pH {mperante #n el citoplasma vy el
medic que rodea a la amiba)(McGowan y col., 19823 Avila

y col., 1985,

Se han caracterizado varios aspectos de 1a membrang
de superficis de E, hlstolvtica. Por microscopia
o}c:trdnlca se ha identificade la presencia dm
carbohidratos en w®l]l glicocalix que recubre la membrana
del pardsito ¢(Martinez Palomo ¥y col., 1973y Gitler vy
Mirslman, 198&>. Aley y colaboradores (1980), utilizando
Con A pudin;un untrla-a la mambrana de la amiba y aislar
fracciones 'pur.s de la membrana. Recobraran 18 péfptidos,

varios de los cuales s# unen a Con A,

Parkhouss vy colaboradores (1978 identificaren varias.

glicoproteinas {20, 30 Y 150 kDa) que Pran



inmuneprecipltadas por suero 3;”0“! ¥ Matheus Y
colaboradores (1986 confirmaron la pressncia de dichas
glicoproteinas seroldgicamente activas en la superficie
y en las membranas internas del pardsito.

El objetivo de este trabajo fueg

1.-Buscar un método que protejfa al antigeno amibiano del
efecto degradative de las enzimas proteoliticas que
contiene, y nue a la vaz pueda permitir ¢l uso del mismo

con fines de inmunoprofilaxis.

2. =Comparar las catracteristic-as inmunoldgicas de los
antigenos estabilizado (protegido de la dagradacaiédn) vy

degradado con ei antigeno control recign preparado.

X.~Estudiar la purti<ipacidn de los coarbohidratos
prasantes an wl antigeno amibiano sn la respuesta inmune

humoral.



HATERIAL ¥ METODOS

ANIHALEQ- Se usaron hamsters dorados (Meoesocricetus
guratua} hembras y ratones de la cepa BALE/c hembras,
ambos de 4 semanas de ¢dad.

TROFOZOITOS DE €. HISTOLYTICA DE LA CEPA HMI, Cultivos
a*énicos de trofozoitos en fase log de :ne:i&iento,
mantenides en medio Ty-1l (Diamond ¥ col., 19782, se
lavaron dos veces en amortigquador de fosfatos, O.15M pH
7.4 (PBS) esteril para los ensayos de inmunoprofilaxis.
ANTIGENQS DE E. HISTOLYTICA. Antigenos control reclen
preparadoc (AgTtO)iEste antigeho tue proporciognado por el
Dr. Enders, Behringwerke, Marburg, FRG{ ¥y se prapard a
partir Je cultivos de trofozoitos HML de 72 h mantenidos
en - medio TY~1, (Diamond y col., 1970), dque se lavaron
" tres veces caon PBS, pH 7.4, posteriormente L 1]
liofilizaron y se hidrataron sn el momento de s-F utilizado.
Antigenos deslipidizados: Se abtuvo del AgTto por
pxtraccidn de los lipidos con ster etilico en un aparato
d4e Goxhlat a 37%C por 24 h (Oliva y col., 1986),
Antigenos Estabilizados (AgE):r Se resuspendid e] AgTtC en
un amortiguadar de Gligina-HCl, pH 2, (0.1M Glticina vy
Q.1 HC1) por 30 minutos a 3I73C, posteriormente se.

neutralizé por la adicidn de O.IN NaOH (Bos vy col.,

19807



Antigencs Degradados {(AgD)>: El AgTtO se rosusplndié [ 1)
PBS para ser incubado & 3I72C por toda la nache.
Antigenos Enriquecidos en Carbohidratos: Se prepard de
acuerdo al métode descrito par Zamora vy col. (19562 con
algunas modificaciones. S resuspendid o1 antigeno
deslipidizade en 0.0iH Tris-hidraximetil aminaometano

pH 7.4 vy se centrifugs dos vetces a JI020xg por 30
minutosg «l sobrenadante ¢ precipits con 10
volumenes ds metanol a ase por teda la noche. E1 precipitado
se resuspeandio en PBES, se dializd contra agua corriente
por 72‘h. L 1) precipitd npuevamente con 10 volumenes |
de metanol y se secd al vacla. Para puriticar
glicoproteinas ae adiciens - 10X TCA por 30 minutos a
343C vy se resuspendid sl precipitado en a:i}n acético

. O.iM. Para ‘sliminar ti_TCA se dializé contra 4cido
l:!ti:o O.1M. Las glicoproteinas fueron tratadas con

. 1% de pepsina por 24 h en agitacian a dsC. Posteriormente
5% olimintd la #nzima y los restos de paptidos con 10%
TCA vy s» dializd contra agua destilada. Al sobrenadante
sw le d.tirm;no la congentracian de carbohidratos por el
método de fenol-sulfiarico v se verifict la ausencia ds
:protnlnas por espectrofotometria a 260 nm.

BUEROS DE RATON INMUNES ANTI-E HISTOLYTICA. Se

itmunizaron 10 ratonos por grupo, con 1 mg de AgTto, AgE



o AgD en O.1 ml de PBS estéril, por via intraperitoneal.
Se inyectarcon una vez a la semana por tras semanas y a
ia cuarta se sangraron a blancoi el suero se recuperd de
la muestra colectada por cantrifugacién,

T1ITULO DE ANTICUERPDS HEMAGLUTINANTES. Se determind por
hamaglutinacion de ;ritrncitos de carnero al 1 %
previamente ‘sensibilizados con el AgTteo por medio de
glutaraldehido (Larralde ¥y col., 19863, )
INH1IBICION DE LA HEMAGLUTINACION. A 1las plac;l de
humnglutiniuién con fondo an V se les adiclond 25 ul  de
suerc inmune & las concentraciones de 1, 2 v 4 unidades ,
de Hemaglutinacion <UHA)Y vy de 25 al del antigeno
inhibidor en estudio. La placa se intubd por 30 minutos
a JI7C vy posteriormenta se adi:iunaronA 50 wal de
eritrocitos de carnerc al 1 % sensibilizados con AgTto.
INHIBICION DE LA REACCION DE ELISA. Cada pozo . de la
‘placa de poliwstirencs se ssnaibilizdé con 20 ug de AgTto
an 50 uml de amortiguador de carbonatos, pH 9.6 y las
placas 2& secaron a S?IC toda la noche. Posteriormente
L 1] hiiratarén con PBS que contenia Twe:ﬁ 20 al 0.0% %
¢{PBE-~Tw) vy BSA al 0.03%, vy el exceso de proteina no
adherida 3¢ laves con PBS-Tw tres veces por tres minutos
cada una. Los anticuerpos usadows fueron un anticuerpo

monoclonal especitico anti-E. histolytice (Ortiz-Ortiz vy

io



col., 1986) vy sueros inmunes de pacientes con absceso
hepdtico amibiano (AHA), Las sueros se Jdiluyzeon 131000
en PBS y s® incubargn con 1, 5y 10 ug de AgTtO o &-1
antigeno enriquecido en carbohidratos y se incubaren a
378C, Los sueros asi tratados se aiadiercn en volumenes
de 100 ml a cada pozo por una hora a 3I7ICy  despuas se
lavaron tres veces con PES~Tw y se procedid a afadir el
segundo anticuerpo peroxidado C(anti-IgG, IgM e IgA anti=-
ratén peroxidado de chive) (CAPPEL), las placas 1=
incubaran por 96 minutos & 37fC y 30 minutos adicionales
a temperatura ambiental. La placa s¢ lavd nupvamente y
se reveld con 30 ul del sustrato ({0 mg o~-fenilendiamina
y 4 aul de. HaO; en 10 =} de ©O.1M amortighedor de
citratos, pH d.35)., La reaccion " detuvd con 200 yl de
Ha SO0y 2.54 vy las placas se leyeron a4 495 nom en  un
Elisdmetro (Dynatech Laboratories Inc.) .
DETERMINACICON DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA. ‘La
protoolili; s determiné midisando la absorbancia del
color liberado por el swsustrato susceptible Azocoll
(Calbiochem) despufs de incubarle con cnda-uno de los
antigenos en estudio. Se utilizd 1 mg de antigeno con
10 mg del Azocoll en L ml de PBES. Durante el extudio
de c!n‘cl:a la ingcubacién varitd de 30 a 120 minutos.
Una vez determinado el tiempo dptimo que fue de 2 h a

,378C se ust en el resto de los experimentos.

11



Loes inhibidores de proteasas utilizados fueron:
N—-etilmaleimida (NEM), flntlnttillulfﬂnil fluorures <(PMSF)
¥ prhidroximercuriobenzoatae (PHMB} a la concentracioen e
2 mM. La reaccién se detuvd por adicién de TCA O.IM vy el
saobrenadante se leyd a 520 nm.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA~SDS: Las
proteinas amibianas (Y] corrieron en geles de
poliacrilamida al 10% por el miEtodo descrite pu% Lasmmli,
(1970). El amortiguador en 2]l que s@ diseolvid la muestra
contenia urea, 1OmMy ditiotreitol, S0mM; SDS, 10 %y B-
mercaptoetanol, 10% vy azul de bromofanol. Las musstras se
hirvieron par S minutos. Los geles se tifRieron con
una mezcla de azul de Coomasie brtllante._ al 0.25 %y
metanol al 40 X y 4&cido acidtico al 10 X . Los geles ;o
sametieon a densitometvia (Espectrofotometrc Beckman
DU~T7Y para comparar los perfiles de las proteinas
" amibianas.

INMUNOTRANSFERENCIAS: Las protesinas de los AgTto, AgD y
AgE separadas por slectroforesis se Etranstirieron a
papel de nitrocelulosa en una cémara de transfcroﬁ:i. a
2A por S0 ainutos., Los sitius libres del papel se
bloquearon por intubacién con BGA al 3 % en PBS que
cont;nla Q0.3 % de Twwan 20 (PBS-T), durante 189 h a asC,
Para ¢l reconocimisnto de las. proteinas amibianas por el

susro inmune anti-fotamoeba histolytics, =1 papel
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de ntérncnlulnsa bloqueado, se lavé con PES~T &tres vetes .
durante. 135 minutos v se utilizé como primsr anticuerpo
un  suert inmune de raton diluido 131000, #1 cual .IC '
tncubéd con e] papel toda la noche a 4%C #n  agltacion.
Despuiés de lavar tres veces con PBS-T se adiciond el
segqundo anticuerpoi para sllo se utilizd un anticusvrpo

en cantra de IgG, IgM @ IgA de raton peroxidado (1311000
C(IYMED) que se¢ incubd por tres horas a 3I73C., Se lavd
con FBS-T cuatro veces y la dwltima vez con PPBB. La
actividad cnzt;att:a ts desarrollo con un sustrato de
o—-claronattol (30 mg) disuslto en 10 ml de metanol,
S0 ml de FBS y 350 ul de HzDg5.

TINCION DE GLICOPROTEIMAS RECONOCIDAS POR CON A. E1 papel de
nitraocelulosa ya bloqueado se lavd dos vecss con PBES.

(Na HPOy, 6.d46 mM3 KHaPOy, 1.47mM3 NaCl, 136 aMjy KCl,
2.7mM; CaClp , O.&8mMg MgClg, ©Q.49mit pH 7.4) par 15
minutos cada vez. FPosteriormente se incubd por una hora

a temperatura ambients en agitacion con ¢.1 mg de Con A
acoplada ‘& peroxidasa (SIGMA) diguslta .en PBSt
nusvaments s lavéd dos ‘veces con PBS por asdia hora
cada vez y se equilibreé por 10 minutos con amortiguador

de fostatas 0.01M,; pH 7. El sustrata fus ol aismo

que el -dlicrltn para el susro inmune perc #n lugar

del PBS se adiciond el amortiguador de fostatos (Schott

y cal., 1994).
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INMUNOPLOT, Es un mitodo de andlisis de
innunotransferancia que permite detectar los antigenos
relesvantes para - inmunodiagnéstico o estudio del total
de bandas desarrolladas. Fara aste trabajo se graficaron

las bandas del AgTto gque reconoce #)1 suero policlonal

anti-E.-hintolvtica contra las bandas de AgE y AgD;j
las glicoproteinas reconocidas por Con A de los tres
antigenos. Tambien se compararon las glicoproteinas

contra las bandas reconocidas por 2l suerc policlonal
{Larralde y col., 1988).

ENSAYOS DE INMUNOPROFILAXIS: Se inmunizaron hamsters de .
4 semanas de edad via subcuténea con 1 mg del antigeno
disuwlto en 0.2 ml de FBS estéril, una vez a la
semana por tres semanas, & la sdptima lvﬁana de vid*,
se realizo . una laparctomia para inocular 375,000,
750,000 v 1 500,000 trotozoitos de E, histolvtics

"de la cepa HML, Disz dias despuss del desaftio, 1los
animales ase sacriticaron. E) higado v el absceso amibianoc
presente se pesaron para determinar 1 porciento de dafo

tisular.

Peao del absceso amibiana/ Peso del higado » 100 es el

. porcisnto de absceso.
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REBULTADOS

Cinfitica de la actividad proteolitica del antigeno
amibiana. Con el propésito de estudiar la dindmica
de 1la actividad enzimitica de los diferentes
antigenas amibianos de £, histolytica, se midid su
efecto sobrea un sustrato de colagenasa denominado Azocoll.
La degradacion enzimatica se midié a diferentes tiempos
de incubacidén. En este estidio e investigs 1la
actividad enzimatica del AgF¥to sobre el .ultrntu.
correspondiente. Como control se incluyd un  antigena
amibiano sin la actividad enzindtica, que rz inhibié por
la adicidn de suero normal humano ai 2 % (Pos, 1979%

Gadasi vy Kobiler, 19683).

La Figura 1 musstra la actividad enzimatica del
- antigeno amibiano, la cual aumenta proporcionalments con
el tiempo." Por otra parte, el control negativo
enriquecido ‘can  suerc norsal humano pressnta sescasa

actividad.
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Figura 11 Cinética de 1a actividad proteplitica del
antigeno amibiano. Se realizé una cinftica de actividad
proteclitica utilizando como sustrato de 1las enzimas
amibianas al Azocoll. Se dejo incubar por 30, 60, 90 ¥y
120 minutos Y. s2 determinod la actividad por
sspectrofotometria’a 520 nm. El control negativo comsistie
de un ant‘Jeno amibirno total adicionado con sueTO
normal humano “ak. 2%. :
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Determinacién de la actividad proteclitica en los
antigenos amibiancs. Los estudios anteriores demuestran que
wl ‘antigeno de at tica presenta uns grnn‘
attividad enzimstica desde que se¢ reconstituye y que
esto ocasiona su degradacidn con la perdida de proteinas
de alto peso molecular. Con el proposito de abolir
esta degradacion sin 1la utilizacién de inhibidores de
proteasas, que tienen actividad téxica ¥y no  pusden
S  usados an agentes potancialmesnte inmunoprofilécticos,
se  estudid una aitlrnltiva consistente en un choque
acida & pH 2 durantu. 30 winutos, seguidos de 1la
neutralizacion a pH 7. Con ®]1 objeto de determinar i
sl. antigena asi estabilizado no presentaba actividad
proteclitica se utilizé nuevamsnte la prusba de Azocoll.
La agtividad de este antigeno s@ Ccompart con la del
AgTto, AgD y la del AgTte que Ccontenia suero normal
husano al 2 %X, Como podemas ver en la Tabla 1, el AgE
ho presentd actividad proteplitica y su lectura & 5&0
nm fue iqual o menor a la gque mostrd el antigeno control
anriquecido con @1 suerc normal. Por otra ﬁnrtl. vl AgTto
musstra g¢gran actividad enzimatica y el AgD todavia

exhibe actividad proteclitica, aunque senor que la del AgTto.

Se compard tasbien la capacidad de inhibir la

actividad enzimbtica del antigeno saidbianc estabilizado

17



por choque  é4cido vy del antigeno amibilans adicionado con
diferentes dnhibidores de proteasas. Los resultados de la
Tabla 2 musstran que ¢1 choque dcido es el mftodo mas
atectivo para inhibir la actividad enzimatica. De
los inhibidores quimicos estudiados, al PHMB mostrd la
mayor capacidad de abatir la actividad enzimatica. Tante
el PHMSF y el NEM fueron incapaces de inhibir 1la

actividad y sdlo combinados lograron reducirla.
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TABLA 1

DETERMINACION DE LA ACTIVIDBAD PROTEOLITICA ENM ANTIGENOS
AMIBIANOS.

TRATAMIENTO

Antigeno Estabilizado Adicionado Degradado Ninguno®
wstudiade cofl SNHE
AgTta G.16 ‘0.21 2.45 3.34
Age .
deslipidizado 0.15 0.22 NSDex 2.66

8¢ incubo 1 mg de antigeno con 10 mg de Azocoll a 373C
por 2 h, posteriormente se determind la actividad
proteclitica. en un sspectrofotfmetro a 320 na.
¢ susro normal humano al 2 %.

2% No se determind.
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TABLA 2

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD EMZIIMATICA DEL ANTIGENO
AMIBIANO EN PRESENCIA DE INHIDIDORES DE PROTEASAS Y
ESTABILIZADO POR CHDGUE ACIDO.

Antigeno amibiano Total DO a 520 nm
solo 3.0
AgE . 0.09
+ PMSF 2.75
+ NEM 1L.09
+ PHMB 0.114
+ PMSF + NEM 0.77 N
+ PMSF + PHMB O,.16
+ NEM + PHMB ' D.11
+ PMSF + NEM + PHMB ' 0.11

1 mg da antfgena ase incuybd por 2 horas a 3I75C  en
presencia del sustrato Azocoll. La reaccidn ie termind por
adicidn de TCA O.ZM., La actividad proteolitica s»
determind por sspectrofotometria. Los inhibidores se
adicionaron a la concentracion de 2mM.
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Andlisis electroforftico comparativo de los antigenos
amibianos. Con el objeto de determinar si «]1 antigeno
estabilizado por choque dcido no sufria cambios
en wl tama®o de sus proteinas se realizd un andlisis
alectrotorftico. La Figura 2 muestra gque el AgE (carril
C) presenta esencialmente el mismo patrdn que el AgTto
(carril A). Opusstamente, ®l antigenc que se ha
degradado por incubacidn a 37%C durante 24 h  exhibe
un patrén diferente , donde es evidente la ausencia de
varias proteinas de peso molecular cercant a 94, 67 vy
35 kDa, asi como la persistencia de otras manores ds d;
kDa. Cuando e1 gJel se sometid a denslitometria se
confirmaron los hallazgos anteriores. En la Figura 3 se
comparan leos tres antigenos v se corrohori la ausencia
de unas y presencia de ctras bandas en el AgD (grafica
B); por otr& parte, el AgE (grafica C) muestra unhperfil
. -i;u lar al del AgTto (gratica A>. Las poqucﬁa§
diferencias en las curvas se deben a las concentraciones

de l0s antigenos que ze utilizaron en el gel.
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Figura 2: Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
al 10%. Las proteinas amibianas se sometieron a
electroforesis como se especifica en HMaterial y Metodos.
Marcadores de Pesos Moleculares, Carril ©03 AgTto, carril
Ay Agly, carril B, y Agt, carril C.
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Figura 33 Pensitometria. Se analizaron los perfiles
densitométricos de tas bandas de proteinas amibianas
separadas por #lectroforesis. AgTto, Pertil Ap AgD,
Peartil B, vy AgE, Pertil C.
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Inmunotransferencia. Con @)1 objeto de asterminar

simllityéli o diferencias en »l reconocimiento de las
proteinas amibianas par umn SUSTO policlonal
anti-E, histolytica vy los diferentes

aﬁtigenns aqui reportados., se realizaron estudios

de {nmunpotransterencia. En la Figura 4 ss cbserva que

un suero peliclenal anti— E. histolytiga veconoce

de manera diferente al AgD (Fig. d, carril BY cunndo_
se¢ comparan con ¢l AgTto (carril A) vy el AgE (carril C).
Sin  embargo, 'tudo:- sllos comparten varias bandas de
proteinas que, cuema ya mepcionamos anteriormsnte,
ie mantienen a pesar de la degradacien (Fig. 2). Por
otra parte, el AgE no parece haber sutvrido cambios
radicales &n su estructura, vya que presentan el mismo
patrén as bandas de raconocisiento que el Athu

(Fig. 4, carriles A y C),
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Figura 4. Inmunotransferencia. Las proteinas amibianas
separadas por electroforesis se transfirieron al papel
de nitrocelulosa v se revelaron con suera policlonal
anti-E, bjstolytica como primer anticuerpo vy
-anti=-IgG, IgM ¢ IgA anti—ratdén peroxidado como segundo
anticuerpe. AgTto, carril Ay AgD, carril B, vy AgE,
carril C. .



Titulo de anticuerpos hemaglutinantes. Se realizaran
experimgntos para determinar la inmunogenicidad de los
diferentes antigenos en estudio. Con este propdsito se
inmunizaron ratones BALB/c hembras con tres inoculaciones
del antigena rnspe:ti#o y se determinaron los niveles

de anticuerpeos por medio de hemaglutinacidn indirecta.

Los ~esultados obtenidos indican que =1 AgE ;s mas
inmunogenico que las otras preparaciones (Tabla 3}, vya
que el titulo mas bajo inducide por este antigenc
corresponde al mayor obtenjido con el AgTto. La
inmunogenicidad del AgTto fue parecida a la del AgD vy
la difermncia observada sn ;l titula fue silo  de unl'

dilucién en favor del primero.
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" TABLA 3

TITULO DE ANTICUERPOS HEMAGLUTINANTES

Antigeno Amibiano No. Animales Titulo
{(racipraoca)
AgTto 2 . 160
{80 =~ 6a0)
agh 8 160
{40 -~ 3203
AgE ' ? . 1280
(640-B120)

Cada raton recibid 3 inmunizaciones de 1 ag

por wia intrapsritoneal., Los animales se sangraron a
blanco a la cuarta sssmana y se - determinaron an Llos
susros . los titulos de anticuerpos hasaglutinantes

utilizando geritrocitos sensibilizados en el antigeno
amibiano.
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Inhibicidén de la ‘hannqlutinacién con diferentes
preparaciones de antigano. Ante la posibilidad de
qﬁl Jos AgD vy  AgE hubiesen sufrido modificaciones
contformaciaonales que impidieran su reconocimiento par
anticusrpos policlenales anti— E, histolvtica, s=»
rlnlt;aron estudios do.tnhlbicidn de la hemaglutinacién,
.donde se permitié al suero incubarse con las diferentes
‘antigenos antes de arfadir los sritrocitos sengibilizados
con al antigeno amibiano. Los resultados de la Tabla a4
nos auestran que el AgD inhibe la hemaglutinacisn de 2
UHA con 2.Tug, ‘mientras que =l AgTto requisre de .
aﬁlcam.nt- de 1.2%ug. Cuando comparamos los antigenos
AgE vy AgTto obssrvamos que ambos requisren de la misma

. cantidad para tnhibir la hinaqluttnnclonjdo un namero

~determinado de¢ unidades (Tabla d4).



TABLA 4

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION CON DIFERENTES
' PREPARACIONES DE ANTIGENO. ST

Antigens Amibiano cantidad de UHA
inhibidor {ug> 1 2 4

AgTto 5.0 * + *
2.5 * -+ -
Ny~ + + -

AgD 5.0 - - +
2.5 * +* -
1.25 * - -

AgE 5.0 - - *
2.5 - + - .
L.2% + - -

Las diterentes preparacicones de antigenos amibianc fusron

incubadas con 1, 2 v 4 UHA presentes’ an el
susrc policlonal de Tatén anti-—

histolytics
a. 375C por 30 minutaos. Posteriorinents se aldadieron

los sritrocitos sensibilizados con antigenoc amibiano.
+ Inhibicidn de la hemaglutinacioén
~ Hesmaglutinacion



Pcrll'tqn:i..da los carbohidratos prt!iht.!.ln (3}
AgD. La seris de resultados presentacdas hasta el
momento sugieren que adtn on el AgD se mantienen
detsrminantes antigénicoes casti por completo (Tabla d).~
Se considerd a los carbohidratos y en particular a las
glicoproteinas como 1;- moléculas estables. Con el
propésito de profundizar an este sentido, se realizaron
estudios de los antigenos por inmunotransterencia de
los geles pbtenidos por electroforesis y revelados
con una lecstina atin a estos carbohidratos) la lectina
uiadl fue la Con A acoplada & peroxidasa. En la .
Figura 5 observamos gque &l patrdén de bandas que reconace
ia Con A-psroxidasa s« mantiene igual en los tres
aﬁt(gtnos. a persar de que como ya—" monciun-moi_

anteriormente, se& presentaron diferencias cuando el

estudio se limito a proteinas (Fig. 2).
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Figura 5. Persistencia de los carbohidratos presentes en
los antigenos amibianos. Al gel de la Fig. 2 se 1e
realizé una transferencia gque se bloqueo con BSA-PBS-T.
Se reveld econ Con A-peronidasa vy se usé como sustratoe
‘o—cloronattol. AgTto, cavril A; Aqld, carvil B, yv AgE,
carril C. . e . .



Inmunoplot. La varisdad de bandas reconocidas por
*1 suaro policlonal anti- E,. histolvtica, como
las glicoproteinas asensibles a Con A que presentan
los tres antigenos westudliados, fueron analizadas por
¢l m#ftodo de Inmunoplot, que nos permite comparar
las carachcristicas' de lose antigenos por medio de
una grafica. De esta manera, las graficas a y b de la
Fig. & comparan las handas que reconoce e}l suero
policlonal anti~E, histolvtica en 1vs antigenos.
Ee observa qus ®#1 AgTto y el AgQE presentan los mismos
puntos <(gréfica &)} mientras que el AgD {(grafica b
pressnta dos bandas que no comparte con el AgqTtoy asi
mismao hay 8 bandas en el .AgTto no presentes en gl AgD
per lo tanto son unicamente & bandas las ébmpahtbles pdf

sstos dos antigenos.

' En  cuanto . al analisis de las glicoproteinas
presentes en los antigenos vy reconoccidas por Con A,
con excepciédn de la gliceoproteina de 35 kDa en ol AgD,

todas las demds son compartidas por los tres ant;qonns.

Al relaciconar las glicoproteinas que son reconocidas
por sl susrg policlonal anti-~ E, histolviica se
obsarva que S proteinas comunss a los AgTto y AgE

comparten dos caracteristicas (grafica d) mientras que la

mayoria de las otras proteinas sdle comparten una.
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na_fnrﬁa similar se comporta #1 AgD que presenta 4
proteinse #n comin & las dos caracteristicas sstudiadas.

€5 interesante mencionar que existen 2 glicoproteinas
prasantes en  las  tres antigenos dque tambien son
reconocidas por #1 susro policlonal anti-E, pistplivtics

<100 y SO kDs.)
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Figura &, Inmunoplot. Grafica ary Comparaclién sntre

las proteinas del AgTto y las del AgE reconacidas

por suergo policlonal anti— E, histolvtica, (ver

Fig. 2)y gratica b: Comparacidn entre las proteinas

del AgTto y las del AgD recanccidas por susro peoliclonal
anti- £, bhistolytica C(rer Fig. 2>t gréfica ct
Comparacion de glicoproteinas reconocidas por Con A deld
AgTto v AgE “con las del AagdD - (ver Fig. =3 ¥ |
gridfica di Relacidn de glicoproteinas reconacidas por
Con A del Agito y AgE (ver Fig. S>> cor las proteinas
de estos antigenos reconocidas por sueroc policlonal
anti-€, hiytolytica {var Fig. 2 grafica a3
Comparacién de las glicoprateinas reconacidas por Cen A
del AghD (¢ ver Fig.5) con las proteinras reconocidas por

suero policlonal anti- £, histolvtiga.
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Inhibicién de la hemaglutinacion con el antigeno
amibiana total y el snriquecido en carbohidrates. Debido
a la observacidn de que en el AgD 1las glicoproteinas

se mantenian sin madificacién, e procedid &
puritficer 1la ftraccion de carbohidrato del aﬁtignnu
amibiano Cantigono enriquecido en carbohidratas), y

a determinar su capacidad de inhibir la hemaglutinacidn
‘de sritrocitos sensibilizados con =1 antigeno ’
amibiano. En la Tabla S podemos apreciar que #]1 antigenao
snriquecido en carbohidratos inhlbid 2 UHA con 2.Sug,

mientras qus el AgTte lo hiza con una

concentracion de 1.,25ugq.
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TABLA 5

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION CON EL AgTtO
¥ EL ENRIGUECIDO EN CARBOHIDRATOS.

Antigeno Amibiano cantidad de : UHA
inhibidor (ug > 1 2 4
AgTto 5.0 + + o+
2.5 + + o+
1.2% T O
Enriquecido en 5.0 - + »
carbohidratos ) 2,5 -+
1.25 - = =

Diferentes preparacionss de los antigenas s« incubaron
20 minutos & I78C con 1, 2 y 4 UHA presssntes sn susro
‘paliclonal de raton anti- E; histolvytica. Posteriormente
se afadieron 100 Ll de eritrocitas sensibilirados
con antigeno amibiano, )

+ Inhibicidn de la hsmaglutinacidn
= Hamaglutinacidn.
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Inhiticion de la reacidén de ELESA con el antigeno
enriquecido en carbohidratos, Al considerar la posibilidad
de que los determinantes antig€nicos en este antigeno
amibiane estuviesen constituidos enclusivamente por
carbohidratos, se e3tudid si el antigenc ‘cnriquecido
s  carbohidratos poaia reaccionar con anticuerpos
anti-E, bistolvetica ¢ inhibir asi su reactividad como
un AgTto. Los ensayes se realizaron por medio de ° ELISA
con anticusrpos monoclonales y policlonales. En la Tabla &
s® observa que 10 ug de AgTto inhibe hasta S0X del
reconocimienta del anticuerpa monoclunal por el AgTte,.
La misma contentracién del antigens enriquecide en
carbohidratos sdlo inhibe 16 & 20% Yy requiers de
concentraciones mayores {50 ug) ﬁara 1ng;bir el SO i,
Resultados similares se observan cuando se usan
anticuerpos policlonales anti-E. histolvtjca. E1 AgTto

*inhibe casi &l 50 ¥ con 1O ug, mientras que Ia wmisma
cantidad del antigeno enriquecido #n carbohidratos sdélo

inhibe del 21 al 24X (Tabla Tre



TABLA &

INHIBICION DE LA REACCION DE ELISA CON EL ANTIGEND
ENRIAUECIDO EN CARBOHIDRATGS ¥ ANTICUERFPOS MONGCLONALES

ANTI-g. HISTOLYYICA

% de inhibicion

Antigeno anibiano cantidad de Anticuerpo diluido
inhibidar{ug) = 11300 181000
AgT to 10 50 53

Enriquecido en
carbohidratos 10 16 20

Los anticuerpos monoclonales se incubaron con difersntaes
concentraciones del inhibidor antes de adicionarse al
antigeno pegado & la placa de ELIGA, posteriormente s»#
reveld al anticusrpo presente con anti~IgM peroxidado vy
o—cloronaftol como sustrato., Se determind la actividad
por espectrofotometria a 490 nm. .
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TABLA 7 .

INHIBICION DE LA REACCION DE ELISA CON UN ANTIGENQ
ENRIQUECIDO EN CARBOMIDRATOS ¥ ANTICUERPOS POLICLGNAL
ANTI-E, HISTOLYTICA

X de inhibicidn

Antigeno Aaibiano cantidad de  Sueros antt?ﬁl
inhibidordug) 1 z
AgTto ' 10 a6.6 S0.2

Enrtquedido en '
carbohidratos 10 24.5 21,6

Los susros policlonales (1 y 2) anti-

s® incubaron con los inhibidores durante 1L h a 3732C

y s» aldadieron a la placa de ELISA, posteriormente se
raveld con anti-IgG, IgM &« IgA peroxidade Yy Como
sustrato al o—cloronaftol. La reaccidn se leyd por
sspectrofotametria a 490 nm.
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Inmunoprofilaxis. Con el obieto de determinar la
relevancia que pudiera tener un antigeno estable
como agente preventivo de amibiasis invascora, se
procedid a inmunizar hamsters con las diferentes
preparaciones des antiqono amibiano (5 animales por lote)
Yy a desatiarlos posteriormente por via intrahepatica
para determinar ol grado de proteccién. En la Figura 7
s aobserva que los animales inmunicadeos con las
diterentes preparacions#s son protegidos contra el
desatfo amibiano en contraste con el grupe control na
inmunizado. Esta difersncia es claramsnte svidente
cuando el desafio se realizé con | 500,000 trofozoitaos

de E. histolvtica, vya que los grupos inmunizados

aumstran de un 72.9 a un 50.4% de proteccisn.

-3}



%¥'08
- %N
%nEU

S w
L=
=
2
[ iy (]
s =2
€
=
o .
["+3
-+ S *
sl
L e b 0
o< =3
S
444k
R L}
wn =] o A

05305qY %

Figura 7. Inmunaprofilaxis. Se {nmunizarcon hamsters por
via intramuscular, se¢manalmente por tres ocasiones con
los difcrentes antigenos #n estudic. A la cuarta semana
se realizd el desafio con 373,000, 750,000 y § 35006,000
trafczoitos de E. histolvtira. A lps S5 dias se
sacrificaron y se determind el porciento de tejido
hepatico daRado,

4z



Se han descrito dos formas por medio de las cuales
Ex bhistolvticem efectéa su actividad citotoxica,
una de ellas se induce mediante #1 contacto de la amiba
con la cé#lula blanco a traves de fa:torls citotoxticos
que s¥ introducen en la c®lula por ¢ canal idnico y 1?
otra, por medio de sustancias solubles, como son las
enzimas protlblitiéal que libsra el trofezpite y que
atactan a distancia a 1la ci#lula v a la matriz
extracelular {Bos y col., 1980y McGowan y col., 1982%

Oadasi y Kobiler, 1983; Keane v col., 1986).

Gadasi y colaboradorss (1983) compararon 1a actividad
anzimatica de dos cepas patdgenas y tn:ontr;rpn que el
grado de virdlsncia es definido por las variaciores en
el conteniuo 4de enzimas protecliticas. El estudio . ae
realizd con las cepas HM1 y HK9, a las cuales 3¢ les
dnt-rmin6‘ {37 actividad proteclitica midiendo la
degradacién de un sustrato proteico (Azocolld) vy #d

sfecto sobrs una capa de fibroblastos.

Las enzimas proteoliticas (1) activan casi
‘tnstantaneamente con la lisis celular de la amiba, .

(Parkhouse ¥ col., 1978) o bien, cuando se hidrata el



antigenc liofilizado como lo observamos en nhusestros
sstudios Yy donde s evidente desde los 30 minutos de
ineubacidn y progresa & medida que aumenta el tiempo de

de la misma C¢Fig. 1).

La actividad proteolitica que presenta 1 antigeno
(1} capaz de actuar sobre sus propias proteinas
intluyendo de esta manera en su estabilidad. Este
procese s# inicia con la degradacion de proteinas
de  alto pesc molescular (Fig. 2, carviles A y B),

que modifican snu estructura proteica original.

Estudios recientes (Keene y col., 19863 Scholze Yy
col., 19863 Schulte y col., 1987} Pérez-Montfort y col.,
196977 dndican que en la amiba, la clase principal de
praotsasas pertensce al grupo de las proteasas d;
cisteina, vya que su actividad se reduce en un B80-90%
con el usd de inhibidores sspecificos para este grupo
de enzimas <(PHMB, NEM e IA, Tabla 2)., E1l porciento
de actividad restante parece deberse a otros grupos
de prntcasil' como el dirigido a la serina y a la
mltalo—cola;unasn asaclada a la membrana del paraésito
{Keane y col., 1986). Pars anular este efgcto
proteolitico se requiere de la adicidan de inhibidores
especificos para estas enzimas (McGowan y col., 19823

Avila y col,., 1985 Pirez-Montfort y col.,1997). También
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$® usa con el mismo propésite la adicién al  extracto
amibiano de susro normal o inmune al 2%, 10 que abate
su safecto citopatagénico. Est; éfe:tu inhibidor puede en
parte ser causado por la presencia en el suero normal de
inhibidores de proteasas, como la <<2-macroglobulina, la
wtlantitripsina y otras, vy en #2l casoc de sueros inmunes
a la presencia de anticuerpos 1gG especiticos contra los
componentes de la amiba que neutraltzan la actividad

enzimétlica (Bos y col.,19B803 McOowan y col., l?Bé) (Fig.
1, Tabla 1)>.

La actividad de las snzimas presentes en ¢l extracto
amibiano muesstran un rango de pH muy amplioc, pues se
mantienen estables desde pH 3 a 103 sin embargo, se
presenta la maxima actividad proteolitics entre pH S vy
7.5..A gH menores de S disminuye esta actividad y a pH i
s iunhibe complestamente <(Bos vy coil., 19803 Aylla Y
-1 1985, PdTez-Montfort y col., 1987). Estas
observaciones nos indujeron & estudiar el sfecto del pH
en la esstabilizacidn del antigeno amibiano al someterlo
a un choquc‘lcido. dert-l manera de evitar el usco
de 1nhibidu;¢l de proteasas o de suerp. Los resultados
obhtenidos en geles de poliacrilamida (Fig.2, carriles A
¥y €2 y su lectura por densitometria (Fig. 3, grdticas A

¥y €), nos indican la estabilidad obtenida por ol

-
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tratamiento del sxtracto amibiane “a pH. 23 los perfilse

abtenidos en ambos casos son similares & las que

presenta &l AgTto que sa procesa inmadiatamente . para .

evitar cualquisr degradaciodn.
La inactivacién enzimatica del AgE no moditica la
pressntacién de los antigenos, pues &ste, como ¢l AgTto

son reconocidos de igual manera por un susro policlonal
anti-E, histolvwticn (Fig. 4, carriles Ay C vy Fig.

draftica a). Por otra parte,

6.

¢l AgD es reconocido por

aste mismo antisuero de una forma diferente, debido a

las modificaciones gque sufren las proteinas (Fig. 4

carrites A y B y Fig. &y graftica b).

El choqua dcido al que se somete el antigeno pars-

estabilizarlo, inactiva irrsversiblemaente a las

proteasas (PBcs y col., 1980), por 1lo que este antigeno

se Ccomperta ahora como aquel) gque 9 ha ¥ratado con suero

normal a}l 2 % (Tabla 1), Este comportanienta  es

distinto del que presenta el AgD donde 3sus enzimas

protsoiiticas aan actuan sobre el sustrato de Azacoll

(Tabpla 1),

Las modificaciones que pressnta el AgD ¢ las que

pudiercn  ser inducidas por el choque acido en el AgE

podrian ocasionar cambios en la inmunogenicidad de estas

preparaciones. Sin embargo, la respuesta de anticusrpos
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en &)l suarp de ratonss inmunizados con los distintos
antigenos, medida por hemaglutinacién pasiva, indt;n que
el AgD y AgTto inducen titulos similares (titulo
160, Tabla 3), par otra parte, el AgE nseimﬁla una
respuesta de anticuerpos muy superior 7 (titulo
1280, Tabla 3). Es posible que el AgTto sufra degradaciodn
tan pronto como se hiﬁrata y e300 ocasione la induccién de
una respussta humoral semgjante a la del AgD. Por otra
parte, #1 antigeno que se ha estabilizado evita que sus
proteinas sean deqradadas por las enzimas de la amiba y

#n consecuencia s mas inmunogénico.

A pesar des las difersncias en inmunogenicidad de las
tfol preparaciones ensayadas, s intsresante observar
que adn conservan d't!rmtna;tos antigéniros similares,
comd lo demusstra su reactividad con un suera policlonal
anti-E; histolvtica., Los estudios de inhibicidén de la
hemaglutinacion comprueban lo anterior va ddt las
preparaciones inhiben la aqlutinaciﬂn de eritrocites
sensibilizados con antigeno amibiano. Es necesario hacer
notar que el AgE y wl AgTto inhiben la aqlutinacién a
concentracidnes de 1.25ug, mientras que =21 AgD requisre
de 2.5ug, lo qu; indica que aungus las tres

preparaciones reaccionan con el anticuerpo policlonal

anti~g, histolvtica, las dos primeras consarvan -
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seguramente determinantes protféicos que aumentan su

eticiencia en la inhibicidn de la hemaglutinacién (Tabla

4.

La pr!sania de carbohidratos n la superticie del
trofozoita ‘de £, histolytica ha sido previamente
demostrado por varios investigadores (Martinez-Palomo y
col., 1973; Gitler y Mirelman 1986)1 asi se obsarva que
la Con A aglutina a los trofocoitos de £, histolvtica.
Otros autores han implicado a las glicoproteinas de
superficie cuﬁa c;mponentei antigEnicas importantes
{Parkhouse Yy col., 1978). En aste trabajo se muestra gue
las glicoproteinas del antigeno amibiano reconocidas por
Con A se mantiensn a vpesar de la degradacidn que
sufren las otras proteinas (Fig. 5. carriles A v By Fig.
&, graftica c). En la Figura &, (gréficas 4d v ) sa
observa que no todas las glicoproteinas del AgTto, del
AgE y del AgD son reconocidas por a1 susro inmun-.lEitol
hallazgos sugieren que «l1 rTesiduo de carbohidrato
puede ser e)l responsable de la inhibicidén que s« observa
con las Lres preparaciones ya mln:ionadl; ¥ que la
reactividad superiaor del AgE vy del AgTto pusde ser
debida a }a preservacidén del residuo proteico de las
qli:opr;te(nag de la amiba. MAs adn, cuando ser usd gl

antigenc snriquecido en carbohidratos como inhibidor de
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la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion, no se

observé una inhibicidén comparable a 1a obtenida can el

AgTto (Tabla S33 sin embargo, el ant{geno enriguecido

en carbohidratos inhibié mejor que el AgD, Eatos

g¢dperimentos sugieren que en ja fraccion rica an

carbohidratos se @encuentra una parte importante de los

determinantes antig{ni:ui, compo lo apoyan los ensayos de

inhibicidn de 1la prueba de ELISA, donde 10 ug de AgTto

inhibe vl 50% de la reactividad de un anticuerpo, va se;A '

mone o policlonal, ‘mientras que el antigenac enriguecido

en carbohidratos inhibe unicamente entre el 16 vy
20% de la

el
reaccién del anticuerpoc mencclonal (Tabla &)
y del 21 al 24.5%, para anticuerpos policlonales

(Tabka ¥>. €s- posible que el reasiduo protiico de 1la

‘alicoproteina, que parsce ser degradasdo por ias

enzimas
amibianas, =2a importante an la reactividad can
anticusrpoe que seJuramentas reconocen & la sstructura

antig¥nica intacta del parésito.

En los trabajos que L Y ] realizaron de

inmunoprotilaxis s8 obtuvo un alto grade de proteccidn

para @l desarrcollo del AHA para los tres antigenos

extudiados,

protegiendo pavra sl AgGE y el AgTto , desde
el 72 al 80 % respectivamante. Sin embargo son resultados

preliminares que requieren de mas investigacién.
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