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RESUMEN

La amibiasis es el padecimiento provocado por el parasito
Entamoeba histolytica. Este pardsito puede permanecer como
comensal en el tracto digestivo o invadir algunos 6rganos como el
higado. Se sabe que en este cambio de comportamiento estén
involucrados diversos factores. Uno de estos es la resistencia de
las a amibas invasivas a las defensas del huésped tales como
anticuerpos y complemento.

El sistema del complemento agrupa a mas de treinta proteinas
plasmdticas y presenta dos vias de activacidn, la clasica y la
alterna, que culminan con el ensamblaje del complejo de ataque a
membranas (MAC) gue tiene un efecto litico sobre las células.

Las amibas patogénicas y las no patogénicas activan al
complemento por ambas vias; la proteasa de cisteina de 56 kDa de
la amiba actiia como una convertasa de C3 rompiendo a este
componente en C3a y C3b. Al cultivar amibas en presencia
constante de suero humano desarrollan resistencia al complemento,
la cual se revierte al quitar el suero del medio de cultivo.
Debido a que tanto las amibas patogénicas como las no patogénicas
activan al complemento en la misma forma y al mismo grado,
pensamos que la resistencia al efecto litico de este sistema
debia estar en el manejo del (MAC).

Preparamos la cepa resistente a suero humano (R) cultivando
la cepa HM1:IMSS susceptible (S) en medio adicionado con suero.
Obtuvimos una cepa resistente al 40% de suero humano,
concentracién con la que presentd 20-30% de lisis en presencia de

complemento a diferencia del 80-90% de la cepa susceptible.



Purificamos el componente C9 del complemento a partir de
plasma humanc y lo marcamos con 1251 para emplearlo como un
marcador del destino del MAC después de su interaccién con las
amibas.

La posibilidad de internalizacién del complejo como forma de
resistencia la investigamos por microscopia inmunoelectrénica con
anticuerpos de cabra anti C5 humano y anti IgG de cabra marcado
con oro coloidal. Encontramos complejos asociados a la membrana
plasmédtica de 1la amiba en el tiempo 0 min y complejos
internalizados en tiempos posteriores de incubacidn.
Fraccionamos amibas de las cepas (S) y (R) después de incubarlas
con suero y 1251¢cg y encontramos el mayor nimero de cpm asociado
a membranas no vesiculadas y a residuo en la cepa (S) y a
membranas internas en la cepa (R). Al fraccionar amibas por otro
método encontramos la mayor asociacién de cpm en la membrana
plasmatica en ambas cepas. Medimos el tiempo de fijacidn del
1251c9 a las amibas Y encontramos que se lleva a cabo entre los 0
y 15 min de incubacidn.

La posibilidad de que la resistencia radicara en la
degradacién de alguno de los componentes del MAC la estudiamos
mediante la incubacidén de los componentes 12571cs y 1251c9 con
extractos amibianos de ambas cepas. Utilizando esta metodologia
no se encontrd degradacidén de estos componentes.

La otra parte de la tesis consistidé en estudiar el efecto de
sueros de distintas especies animales sobre trofozoitos de E.
histolytica. Encontramos diferencias en la capacidad litica entre
los distintos sueros y una correlacién entre é&sta y 1la

resistencia natural del animal a la amibiasis.
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CAPITULD I. - 'I'Nﬁinmjccrom,% e

dad provocada pbr};e

La amibiasis es ia en+er_

Entamoaba hlstoly 1ca.

‘Este' padec1m1ento Dcup

pqslc1on cen causas de muerte pnr parasztas en’el

1986) ?th base en la presenc1a de anL1cuerstﬁ

Est1ma que un ?OA de las pac1entes 1nFactast con

‘SDn a51ntomét1cus. mlentrxs que‘el 10% desarrolla alse t‘

as: 'nFecc sn 11m1tada a’la mucosa 1ntest1na1,~,o ramibiasis

invaSiva, que ocurre cuandu el paras1to penetra “méas. alla del
‘,1nteat1no produc1endo abscﬁsos metaska 1cms, principalmente en el

h;gadDgJ
I.1. Caracteristicas generales de Entamoeba histolytica

La informacidn ex 1stente sobre la estructur' y funcidn de la
amiba no es muy abundante y se ha dFFlVadD principalmente de

estudios hechos“cdn,

sladns paLDgMn1CDE, de E. histolytica
crecidos  en médibvagénycéikDfamond g; als 1978{. Este parasito
presenta  una Férhétmévjl,tel trbfuzoitn, que se caracteriza por
sat elongadd con lobopodios protusibles Y un uroide formado por

pliegues irregulares vy procesos.filiformes. También tiena una

forma inmdvil e infectiva que es el quiste.
I.1.1. Morfologia del trofozoito
I.1.1.1. Citoplasma

El citoplasma esté claram=ntP leerenczadD Fn ectnplasma,'y

endop lasma. E1 primero se encuentra en-los 's ¥

al  sEgundo  es uwn compleju vacuolarv ‘cen

6.



procesos plnmr 'cas;jLés vacudlas =8 prmduf

por lq7jque:;1asestructura de sl memhrana

vaéiab&e :

contenido dcpmndtpndoiide¥ 

crecimiento

distinguean éﬁmaf unas tiéneh‘e

borde’ crenado:

reticulo

membranaso cmmpue:tm'

Shipstone,

Formacién

descrito Filaméﬁtds gruésos, paro'nowsefhanemdstradd qie sean de

’unoS' chqlomeradns'fde particulas

miosina. Ademds, EAIELEH

cilindricas en forma de rn%eta que Fudean un-ares del c1toplasma.
se encuentran en asoL1ac1on con vacualas Yo estan Slimitados  por

una membrana (Fera*Vﬁla:CD vy Trev1no. 197@ .

I.1.1.3. @Organelos

E. hnistaolytica no presenta igﬁérato‘ndé Gblgi, reticulo
endopladsmico Fugoso, mltacandrlds. centrio}éslolmicrotﬁbulos. Los
ribosomas  se encuentrén,arreéladas endeﬁmés'diFerentes en el
trofozoite vy el quiste. En el quisie s& éntgenffan ordenados &n

un  patrdn  hexagonal que forma el cuerpo cromatoide y an &l

trofozoito se encuentran en arreglos helicoidaies. S8 ha visto

que estas hélices pueden estar “€n. asociacidn | con  vacuolas




digestivas v Cisternas membranosas.

el

1vsulqlnﬂglepﬂy 2 “quiste- el

el nucleovde E.

lcariqhtes,

: puédeg“mpverse

no

endosoma
nicleo. - La d1v1s1én"
comprendidos  y se sabe qUL mientras se 1leva a cabD.V‘ 

disolucidn de la membrana nuclear, |-
I.1.1.5. Membrana plasmética_

La membrana de la amiba present
cuantitativas en su  composicion

mamiferos. Estd. Funméda! lipidas

predominantements F05+011p1d05 : _Ia: fraccidn

saponiticable, vy cmlasterol.

al. 19&7).

) drolasas (Kittredge y

Roberts, 19469) ., En alét' membrana‘"plasmétlca Y vesiculas
intracelulares se - ha =ncantrad0

altamente  antigénico (RiVEra"’ “Tambien contiene




proteinas en un rango de 12

' hé§:dél1as:éuaies soh-gl

al, 1980),

al,,71978); Lé #qé#étasé aciQa se-encuent

como
secundaria
unida >£§DF§ a
estqdiqs

marcaje

Concanavalina: A JS-iadonzftaleno-

confirmado - que " la ‘amib& posed un dlicacdlix extensa.’

glicoproteinas . ex cas, probablemente | ancladas.

interaccién consalgunas proteinas transmembranales’

1980; Rosenberg.y Gitlery 1983).

1.1.1.5.1. Funciones de la‘membraha_piagméticé»

Los trofozoitos crecidos 151 Vith.;sa'»céracférizan par
presentar un -alto nivel de pihdéitqsiéyry  potbs ‘sistemas de
transporte de salutas,;Esyéé‘anéipﬁééi566'}ievédas a cabo par la
membrana que es intérna;iﬁadé‘ybg%tekhalizéda continuamente; el
recambio se lleva a»cabéi¢éda éb miﬁ~apﬁanimadamente {(Gitler et
al. 1984y . La membrahé"plasmética‘SE’inQagina patra  formar las
vesiculas pinociticas que se fusionan con los lisosomas
primarios. En un  momento dado una fraccidn de la membrana
plasmética del trofozoito se encuentra asociada’ con  vesiculas
internas. La a&dicidn de anticuerpos  contra determinantes de
superficie de los trofozoitos  provoca una o inmobilizacidn

transitoria en la amiba (Riagi et al, 196&6). Al poner amibas en

?



presenc1a de lectlnas' cantic rpns se'pﬁodﬂge,' v redistribucien

de  la’’ mnmbrana : "parche% -59g0idgé

pr1nc1palmente éﬁ~‘ia' nglén del UFDidE. Eﬁtns

-antlcuerpus pueden ser sechtados al medlw o 1nterna11;ad

d1Ferenc1a de oLras celulas Eucarlontes. ld amlba nD D1erd
cqmpleto _105 determlnantes antzuénlcos. El"
puéde presentar muehas veces sim un cambio.
EeéﬁQesta. 4‘Eéta. persistencia-isé' puad@rf

determlnantes antigénicos: de 5uper+1c1e son

vy Sundgvist, 1978; Calderén:et‘a 1980),

I1.1.2.  Patogenicidadiy-virulentci

sobre i

las -am
DDblaCiDnES’:diFEVEHtES ‘o
provacado fpnr cond1c1oneq en el

sugiere que 105 trnfngmxtus comensal

de mmvilidad -electroforética de:

aguellos  aislados de casosisintomidticosid

Bischoff, 19687 Sargeaunt v

al, 1980, 1982).
:gtﬁién‘EFuzaaa entre
'ulvhfng,_sin embargn, en
un  modala animaf”é ’éﬁQééta’vvirulenta con
amibas de zimodqhd \ al, 1983) . Hasta la
facha, las-amiﬁaéica ensa’ cg}tivadés an medios

suplementadns con bacter1as Y la dyenlzuCLOn 5610 ha sido lograda




a partir de al;ladoq rnn:
) erelman i Ha’ postulada gue :las:
1mpmrtante en la

grupu ha reportndar

’éﬁlt;vo, de 'amlbas, 'qqef

1n1c1a1ment t nian un 21mademm patmg nJcn. Asung no'»patog‘ni:d."

5 bacterias ﬂsorladas al cultlvo (erelman

del'

merabolxsma: asoczadp a: la expresio

'1cé5 exper n'uar\tcn~ SE rﬂallzaran con una ClDﬁd no .
estado patogenlco puéde ser revertido por la adie
bacterias al medio. Segln estos autores, esto: demuestra

comportamiento patogénico o no patogénicu'

patrones electroforéticos de -lE(S isoenz 1ma

de una poblacidn - que :1=E
microambientales, mas que de: dos pobla
et al, 1984, 1985,

La virulencia 1o

Camibas  son

gue complica aun wnas

uanlbs MQdele

comansales vy atras. Vil in

de trofozoitas aisladdﬁlae fa

ba v1ru1enC1a se ha estudl do ‘p 1nc1pa1mente con - cultivos

de rimodemo patogénlcu'en medlp 'wenzto de Dlamcnd (Diamand gt

aly  1978) y'se ha determinado de acugrdo a las caracteristicas.

11



que prespntan estas amlbab.

1) las amibas virulentas son'capsces. dn 1ndu abscééos"éh ‘él

higado- de hﬁm"ters v la virulenria s 1ncrementa ron el numerm de

_;acueldn &

véces -que 1a5 amibas . sun pasadas pDr el hlgadn.:'Qé

esto, ila v1rulenc1a relatlva de ldS cepas a en1"ada5 estables “de

E. hlstolytlca es HMnl IMqS LUU.NIH)—HH~9 (Matter ?Jy Fe:ster

»'1977).

2) Las"'{"‘ s rvifulentasiinducen muerte par. cgd

célula$f déf

célulasy -

caldiog:s

‘g

) olass eina”
puader jugaf, un \pe. te idds”'bbr, la

degradacidn . de colégen$‘9 1 ?Bégu Reed“gg

al, 198%9).

4) l.as amibas v1|ulentaf y las nosvi u1enta5 tlenen secuunc1ar

diferentes de ADN (barFinhel.gg'él. 1989? Tannlch et al 1989).

=

5) Las amibas viruwlentas son'resistentes a ,las deFenEas del

hospedero como anticuerp

'Lgs;y;qamplementpm(Reed.g;. al,

1983 .

La virulencia en las amibas puede incremsntarse con factores -

cono  exposicidn a cheSﬁer 1, 1962), esteroides

(Btuiver v  Gould, 1978)} bacterlas (Bracha Y Mxrelman

disminueidn  de 105 n1ve]es de complementn del hospedern

factor del vensno de cobra (Cépln‘é “aly 198Qa) e‘lnmunuédﬁfesidn

(Ghadirian y Meerovitoh, d@BL) 5w s s o el



La:~y¥tulgncia, de  un .aislads determinada’ depeénde ~de las

p:op1edadﬁs intﬁinspcas e los-trbﬁovoitm=: las ‘condicionss - de

crecimiento y las pluphnq empleadas para Pva]uar 1a patogenicidad

I.1.2.1. Prbteinas invbluéradésiehlméﬁanism6$ de ‘patogenicidad

Soilos trmFg;o;tos de . enzimas

(Keene et al.

bprotpolxtlcaS'f

19865 LuaLEs i 1985;  Férez-

MoanDrt‘igL'__ una ' colagenasa

1982) y:'una proteasa .

taughlln y ‘Faubertq-,.1977)W

involucradés (=) prote;na:. procesos reguladnres y;iﬂ

efegtdsf r1nc1pal o profeasa : tracelular

_secretadé{pof.lpshtrDFozcitqs cesla profeasa neutra de’, c1ste:na'

capaz de‘acﬁiva' plasrlnageno degradar matriz egtracelulakgl-'

Fibrnnectina. lamlnln' y culdgena t1po I (}een et al.ulééb);—Pof

otro ladc. se ha demostrado en [KYy} mndelo de amibiasis aguda wens

Fata, que 'las proteasas de czstelna estan 1nvo1ucradask”enf

ptroduccidn de ne:r0515 tlsular'

El amebaporo e una prutk 1yada’d€”l§:<

incorpora Espnntdneamente ai _membrgnas para - .far

idnicos. 8Be puede en:nntrar déntko'de losi tFof

medio de cultivo. Dentro del tIQFQLDItD =1

agregada. El peso molecular del manomero

Formas con puntos 1saelectr1cus lee
secretado se _ccmporta, camd. un agr

simultansa de’40“éaHaIES”fGiiieF7

13



Las iectigasﬂjdefléléuae{
e ‘ & 15.1adhérencia
. y lna lectina

la - adherencia

lectinas

fago&itosi meﬁiéda pur'é5£a5>MD;éfu;§5f‘f
w4 Er:troFaQaC1tD

=) Muerte mediada por contacto
1.2. Entamoeba histolytica y la respuesta inmune humoral

El nivel de los anticuerpos humorales dirigidos contra
antigenos de superficie de la amiba no parece. atectar =1 curso.

de  la enfermedad en los humanas. (Brandt y Fére"—Tamavo. 1970;

Fittman, 1980) . No ex 1ste EVldEnCV laﬁsusceptlbllldad a

la amibiasis disminuya :Cqﬁilay ;n;yEIESv,preylas de
nfeccidn (Trissl, 1982).’ » R
Se en
leche materna en éreas‘ﬁ§H §éib asis en . (e&ésta ;gﬁ‘ 1,
1985). Se ha mostrado q;éJIA ‘ con  amibas
resulta en la produccicn de aﬁthuerpos IgA- Aédsté Et alu 1982).

Noe se sabe si estos antlcu_ g chDnl:ac10n o




protedgen cuhtra la*invaSidn én élf'intestina. ,Lms anticuekpbs

.humorales' dlrlglduq cnntra E.VIISL lyilca no la aFactan"y~»lan-

reqpuestda cantra la amlba medlddas pmr celulas quPCEn d1am1nu1r'

durante. ia Fase 1ntest1nm1 de“la en%ermedad. Algunos estudlus:"

apuntan hacia'el complementa zome un& deFensa 1mpnrtan e ‘cmntr

los 'troFoEoitosi‘<Mogy0ros_et aly . 198643 heed et al,j_198u). .&1n"

embargo, &n; la am1b1a:15 anablva los: LFDFOLDltDS deben estar én‘

contacto . .con: pldsma sanqulneo y ch alt concentrac1mnes de
“las mcapas.

hac1a el h;gado trDFDgﬂltDE v1ru]entosv deben

ser reststpnteab a la acclén del cnmplementn para ‘SDDFPVIVlF &

estas,

:cand1c1ones uy-ipmder* ;len

hnspederc.

I;S.V.El sistema del complemento

tmdas?

_Ia” sangre--

Tdiv rsos_ érganoa ‘idelv

La cascads del complemento @5 un proceso Fisimlqgicq_ quejf 

involucra on gruapo complejo d2 proteinas presentes en plasma: o

membranas celulares gue interactdan en  una - forma 'bkecisa_~y

moleculares -~

contralada.. Las . interacciones

al cuyo. Este sistema desenpera vafias'yFunCinnés

organismos:

1) Es un contribuyente mayor»enlla’thldmac
2) Algunos  fragmentos, producto de la rﬁptur

algunas proteinas del sistema, pé?tic_p

positiva de la respuesta inmune del’hqésﬁédfpbr iniéréccién

con células inmunes caompetentes,



T fFagociticas,

G cad

43 Bravoo

muertgixdé

k"oﬁ Gl

nvolucra los

Cproperding

Transferencia

superficie de particulas
sistema encimatico de
Algunos componentes como C

que  puede ser activada 'y forma

al primer evento que dirige

en las superficies celulares,.’

) Autoensamblaje de componantes ) qd

16



J/ C3hyg

de

unu

sas . de O3,

Esta via -
de  las clases
algunos casos

particulas que

participacidn de ént%dué,pbs

virales, bacterianos,. super N~ = y algunos. .~ =

productos. solubles - (Leld. 1988

sa une a las dominios 072 o CﬂS del F&idela

complejos inmunes a travégvﬁe abezéé‘glabulakes."Estaf

interaccisn  especifica resul . n y actlva:1an dE Clr, 

gue a su vez activa Cls. Clsiessdna prnteasa de SPliﬂa dentro del'

compleijo Cl que rompe: al C4 =18 C4a y C4b (Ariaud Ftrrgl;z‘anﬂfa

Schumaker et al, 1987)

esta,ruptura puedp llevarSF a  cabo - por




ACTIVADOR
DE LA VIA

ALTERNA

£Sitio en la superficie §

cdA

ACTIVADOR
DE LA VIA

CLASICA

C5b-9
MAC

Diagrama que representa las wvias de activacidn del

Tlemento gque culminan con el ensamblaje del complejo de atague

nbranas. la via clasica (izguierda) se dispara por
y la via alterna (derecha) se activa por

variedad de compuestos v superficies celulares.

18
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:actlvaUOra para{ aLtuar\

.’pol1pept;dos ~l3,~

C1~ 5010 o.en da FDlMd trlmolEfulAr qutb. La activacidn- de ~ Cls”

_pqedeﬁ ﬂLuFFlF ambtpn par ruptura pﬁmtaolitica potr plasmina o

tripsina. La porc10n C4h se une. covalenL@mpntp & la membrana

romm un aceptnr ol ]l rompmnenta S 02 en

p:esenLla Mg*” Lls'fampm.al complejo CE,.para.‘FDrmgr los"

e b (Ar'lnud gt al, 1987; Schumaker et al

»1997). Céa cnntlene el‘Slt]D artlvu dm ld cunvmrtasa'de CE de"laj

via c1d51ca. Este comp1930_9n21m3t1c9 reconoce al substrato .CS;

‘activadora para. ser

une o enzimna

"la{f

‘quuEnQv:CQa.“J

unién

Fmrmado ,pmr dna’palipéptidog,HLa catlena - de CI se h1drallza Qeng"

ir como. el aceptor de CH-

enzimna " C4by C?a‘kc@nvertasa de 0

de CSb a'eéﬁa_eﬁzﬁma altera su especificidad deita

0423 (convertasa de  CSX

ensambladie no cnvalente v no enzimdtico de- los:cinco comporentes

de*la*ée;uencia de atagues a membranas (CSHbe789).

1.3.1.1. Caracteristicas de los fragmentos producidos por la
) activacidn de la via clasica :

Los  peptidos Cla, C4a vy CSa se encuentran muy  relacionados

BN suws estructuras primarias y se cnnoceh como anafllatnxxnas.

Eztas desempefian un papel muy - 1mportant9 ‘&n el desar

inflamacion aguda vy tlenen 'eFectns

permeabilidad vascular

"contracclon

de mediadores de relulas cebadas y bas'

arginina C termlnalg es prabablemente el 'résﬁonsablef de .gran

PAD et




parte  devla actlvmdad’ i "‘ 1 S [ O Tasmay He

Fuede induc1r a rélulas an respueata qu1 etabdlizér

el . Acido ‘araqu1d0n1co ploduc pndo Fchtnsf

reguladores. .. E} C pramueve la adherenc1a ;y/o Fagoc1tosxs ded
particulas en céjulas con raceptcres.aVCI:(CIR D 1057 Fragmentasf;

Cob/C4b. VEL C3b whido. puede ser digérfab'ﬁbrfel 1nacL1vado

3b/C4ka-IRY‘dedUCiFvCECV que’ es: un +ragmento de Fase Flulda

@l Fragmento uhldD CJd“ﬂ. Es#@ u]tlmD suFre una ruptur

Yy e wllbera un pEptldQ & Ia Fasa Flu;da.’CZd Y-

‘;Espec;Flcos en- las celulms queJ"

receptores

: lptuwaf de CI- (Caa,,yab) -

ravés.de ta actlvaclo‘

dé,Hégeman. &stas dnafllatowl as‘

;pfopjeaades‘quellas producidas ppr la ac i

}.3 2} ‘Lé_y§a alterna

Esta  via . de activaciﬁn del compleme SUrepressita urn

natural

L omecanismo. fecciosos.. - Se

involué}én geis‘ prota;nas plasmatlcas en Elk'FéEDHDCimiEntD Yy
ACtivaEidn; éin el requerimlenuc de anL1:uerpos especificos.
Existe un pqu1i1br1o entre 1nh1b1dorns yfactlvadures de esta  via
que - permite - la disc;1m1nac10n PnLre pértlculas e tramas y del
huesped, evitando el dafo a‘si mlsmn. Su a:tlvacaon representa un
escape de los mecahismosl‘de cantrnl~ déf vhuesped més gue
activacidn de zimﬁgenés, como &s Pl raso de 1a via- clasica.

lLos  &activadores de esta via 1nr1uypn.



D) ,ﬁcfivadbkéé;{indépehdientes q; nt:uJerpos camm 'bé?tprias o

'pruductoq‘ battériancs.; hcngaa.-Vlrusf‘~celular“ 1nFectada5' po

v1ru5. paras1Lns 1% alqunar celulab Lumurales._”

2 Actlvac1an por el factmr del veneno des - cabra "'enaimés

del Llpo de la trlps:nm.

fS)b éctnvaLlon por complejos Jnmunws

Muchos . de estos actlvadnres Dfrece : ‘ F para E

. Cﬁb, que . evita la 1ndrt1vaclbn prntnul ticapar ;.v'
La iniciacién de esta prmcesu EE da cuandu e o

el - tlDPStEF poy aqua C&(Hzo) .
Cbnfcrmac1on, y' Funcl

179845 Pangbqr : y Mullar Eberhavdn

factor

sustepﬁib: ump1m19ntm por el +actar D El +ragmer_'
libera a

una. conv.

Chuede

moiétui§ de'C3b es

+farmadora pntenc1a1 de convartasas 8 i lovgue se  producen

muchas enzimas en la suparF1c1e celular y enila fase fluida. EL
Cib en la superficie celularfes relatrvamente resistente a la
inactivacidn por.  10s Fécthfes‘H'E’I. El factor H restringe la
formacion de la convertasa de CI compitiendo corm-la unidn del
factor B, acelera ls disociacidn de CIZbBb y, cuando se encuentra
unido a Cib, facilita su inactivacidn por el factor 1. E1  factor

I rompe la cadena x de C3b. La properdlna s activa después de su

21



interaccidn:’

estabilizar
daphimienﬂo},

'pérmitiehdo

"r'a ;membranas requlere

:;Cﬁweﬁ el péptida.C

'ﬂelirdhﬁimiéhiqzdb kDa). anaF1Latov1nd y

"Agéﬁiet quimiotécticogfy.el'CSE.,El ‘CSb Forma un COmDIFJD can Cb:

que se une & la membrana: celular'“a'e5+e romplego se unen D7 y. (8

'que permlten la asoc1aLL0_

de D?

urmdcl&n de las Ieslunesb

Estas prote:nas de que flu;da poseen la habllldad L_Lca de :autu

asoclarse des pués de la act'vac1on del cnmplamenta par qumarlun‘

he*erapal*nero asocladu membranas.

espan h1dr0F111cD asun EStddD anF1F111c0
de 1a :" apa

lipidica.

Epmﬁféﬁéhfbf
modelos. ‘El f'de las
proteinas. del camplementn 1nser+adas caus ¢ DHES locales
en ‘la bicapa lipidica que resultan an at hes“ (Egser  ef

al, 19793 Esser, 19910 . El madelo del prupune que.  las

suparficies polares  de lds componentes ndividuales del

complemento se unen para -formar. un canal hldnofiiico a-traves de

la membrana (Bhékdi :t 71.l 1?80} Bhaldi yﬂ Tkéﬁﬁm—jensen, 1986,



moléculas & 09 con

Lus erqs

En: qa' p901Fe11a dp la le i&hu Can

¥ de ca (F—cu:lach 1978)

cadpna

.o muestran‘;.la

esﬁus cumplEJos generan» canales tranqmembranales%

‘ hemél;éis"a'ff I Porf_
prutecLlnn ‘oémdfica»lse séhe' que 105 DGID" 'miden
d1émPtF

por complega Cub 8. Estm apaya 1nd1rectdmente la 1dea de q

companenies Lermlnales del complempntm. dparte de C9.

a 'logAd'nlnlasvlntnamembpﬁgajgs y »105 POEOS, Cur

EStudibs ,Funcionales‘en.divérsas células‘nucleé

1eq10n a traves dP la cudl puPdan paqar m016cu1a5 grandes

g;_ ‘aly 1984) y eqtudlus Jnmunmquum1cos muestrmn que. en células.

lisadas por cnmplemenfu1 silo se unen tres o cuatroa moleru1a=-’le

ce par 'cmmﬁlejo GEb—B (Slmsa 1983 étewart“gg“';_

unidn de 08 a celulas bldnCD es independiente dgi_tgmperatura,




mientras. qun un’ndmero mayur de molecu]as de C? e un'

a7 que & OV”F (Bhakd1 v 1ranum d@n:lnuA'

“Eb proh ble qﬂe'r

las leerencla 'en ld Fluldw dé la membrana a baJas tampslatutas’:'

vblnFluyan

"cnmpIEJo, termlnal paIPCE 1nVD1ucrar dos estadxus-

5C, 5% segundn

puede' . thpefatu

requen

el ccf&se‘ une & CSb-8 a O °C v

,emperatura eievada (Bhd

concamltante anla apert'

dpila :n=E|c1on de 09 at ld blcapa.

erlLaczon de ce.

Es plobahle que este proceso se derlve'de 1a w Frative

a la pr1mera malncula de ce: del :ompleju 8% que‘esta junlon s sea

estable. La heterogen91dad Funcxonal de" las les1nnes Cub— cpuede

derivar. de .-.la ehlﬁtEHCLa
diferentes de moléculas de 09

5@  ha enccntradq ,q_ué
: 'kfééffucturas

gspecificas  in yitro polimer
cilindricas gue son muy par a. las

lesiones anilladas C3b-2 TEsté le e ha canacter:zadm como

un complejo proteico de.Mrmlu* Da; resistents a la solubilizacidn

por  dodecil” squaEd'*de ,sodlo.(SDS) vy gué contiene 12 a 16
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h,'DbservadD}

cula iz das. péwquh 1

I.3.4.

Proteinas reguladoras

El sistema “del complemento tien 'prntéinas

reguladoras

1a ac Cen ld fase

1) Inh1b1dores que prev1enen

fluida como IQS " actuan
rompiendo & ng'f’ sla  wvia
clasica que actua S ~de C3b

(Kinoshita, 1991).'
2) Reguladnreé que mumentan 5 d15m1 uye  ﬁurma1 del
] %ﬂemés de ser
un  receptor, inactiva las cqnyer;’sésud _erms ejemplos
son @]l  inhibideor de Ct (C1~iNH)iauéﬂ5 e impide el
rompimiento de C4 y G2 pbr Lls dul 1a ac,lvaclon de la via

clésica y &l factor aceleradqr del deca m;ento (DAF) gue - bloguea

el ensamblaje de’ la““conVértasa TTlat via alterna

(Kinoshita, 19%91).

0 B
w



3] InhibiddkeéffQUE'prtégen:a lés_célu;as ae;,hégpgdé o dé 31a

mccidn destiuutlva del:cdmpleméhto SO - pot éjeﬁhio:la

Lm#actor ‘dn

membrana (MDP) que - une a C

supe|f1c1 mlulas y Fac111+a 1a degradaLlon i

-pendlentn T

de. I de estas mulerulas (HqurCmdg NE aly 1989).

11;3;5"‘Recepté;éé-déiuégmpiemehtq

".fompér ‘pfnductds‘ Sde

"de ;laS 1nf9ar1nas.

v CS&\

(Ahearn y Fealan,

,transpor e y e11m1nau1nn de LDmp]EJGE Jnmunps de.la s

lcélulas FagDC1t1cas en’ el hlgadn v bazo. LbS' 11nF0c1tDs_*B

expresan al CR2.

I.4. Resistencia vy recuperacidn de las células nucleadas .al
complejo de atague a membranas

Las células nucleadas son més  dificiles de matar  con

2é



anLlcuErp05'~y; enFO que,blancns, metabollcwmentE'"inertes

CDmD »rltroc;tDB viejos o 11pasomas. El ataque del ronplﬂmentu &

_1ngue del de ErlLFDCltDb que Clas

éﬁ'”'amlnoa dos: celulares,

ﬁeh”la’Membrana més o mends.intacta adn’

p051c10n prolondwdanr

197u) fie] numerq

ino . trahSFDrmadas por v1rus en LFEClmlentD

1971): presenta lé

hay variagiones en 1a Fase donde -3

mayor sen51b111dad entre. un tlDD cplu]ar y‘DttD. Pa|ELe Ber que
léf actlvac1ﬁn del Slﬁtemd dFl complemento y Formac10n de MAD en

la 5uperF1c1e de una célula nurleada no conduce 1nev1tablementﬁ &

la ligis celulah., Esto Fue uemnqtradn par la 11bprac1an de  ®ORRB

1nduc1da‘ po- }MAD Pn mastacztu: de raton en agsen:ia de lisis

o

(BurakofF et

en células

nucleadas  que lleyan‘égmhléjqéfae‘ taque pDr la “incubacidn  con
AMP - ciclico . (Kaliner y‘Austen. 1974- Ln B Boyle. 1979) . Los
ultimos acontecimientos que llevan a la muerte celular estan

influidos por el estado metdbullrm clea; la cé&lula.



'rompiéméhto son

e to du s

hmrterlas Yy =v1ru5‘ har

'maerado dCt VuL16n~d:-er+a de i cnmulem@an pmr ambas v;aqu Eh et

ntraLelulare= qolo las Fnrmas bﬂﬂgu1n8a5~ son
cmmblémenta (Leidd 1¢88), Las Cé}ulas normales  de

mam1Fer

estéh prnteq1da«' de & destruccidn. o mediada - Dbﬁ1

conulemento Tpor proteinas. de membrana reguladoras o como el

"a _‘Dmp1ementG tipo 1_(CR1X, 1a‘ prateina- cofactor:-de

membrana (MCF) 'y el factor acelerzdor dél dLLaJmJPnLD CDAF) que

.previénen;la amplificaciin del d@pmbatadn en las JUDEFFJCJES

celulares.’ LOs microorganismos Carecern de estas prDte;naa.  pot. .

1o -gue . no pueden [ strindir &l deposl "y amplifiﬁa@idnv'del
complemento S e sus sln=141c1eq. .
La. - ausencia de ‘moléculas reguladoras del = cdmplémentd,

ocasionaldénte. acoplada & la preséncia de,éBb en*ﬁha,fsubér¥icie
prutégid5:é'inaccesibla a‘las Factoreer e'I;,eﬁﬁiica ei'p&fg Qqué
'ﬁqchqs:ba@tefias, virusﬂbhnngos 9 parasitﬂs}acti&an,‘directamente
la vié alterna de; complemanto (Atkinson vy Farriesu,1987: Jﬁiner.

1988 .

Alqunaq “BERCterias Y Virus Bvaden - la

cabo por 21l inhibidor de Ci V. aLtlvan d1rectamente la V1a c1a51ca

an ausengla de ant:uuerpos (e anpnl, 1984

Tennek et &l, 1984). For eiemplo, la actlvacion de 1a v;a cla 1ca

‘por Bghistesoma mansoni |equ1mxe 1a’un10n de £ gmentos Fc de IgG:

ne inmune @ Clg (Quaissi

]981) ¥ “la aEthaLan d la, via



alterna"acurve pnr,el dEspHemdim1entm de-esﬂructuras asociadas &

La mpmbrana Pamo éi glidopél}} (Mau1anaLv ek alys 1986y Samielson

H)

BT mecanlsmu?de'actiVacion del: “Dmplemwnto por prut

sa8 @

productun spcreiadus pcr otrms’orqan15mns patogénicos nm ba sidn

hl@n deFLnLdD.~RP-1entem=nte sk detects una thlVldad ey’ DFDtEuS&
éclda} 1eﬁ_ la ,pr1nc1palr proteinaé3ﬂe SHDPFFlCIP “fgp -6@) de

Lac"DFoductms'

Lejishmania Vménicana,‘que 25 capar de degradar [+

der deuradacidh de O3 son - necaba;lmr para qup 1a Le

15hman1a pueda

>un1rse & 1wr rercptotes de los mmrrukaguq PspPC1F1cas' (Dhaudhuri

y Chang, ]988). o " - R RN

Fl cnmplemento a+ec+a a barterlﬁv y,pwqtnzaarios_a“t#aVés"déf

dos macanismos. Uno de éstos es ) process de opsonizacidn, en el

Tue Sa”cubren 1a5'Da%ti:u]asrcelularesrcon,FraqmentDSfde'CE

otros’ eomponentes-gue inter'ctumn con tFCPDtDF@S g

‘memhrana
espacificos  en células fFagociticas v pranueven enducitoé s.“}Se

han dEscritD glicoproteinas de superficie o ]1poFosTugl:canDS

como’ aceptores. de 03 en algunos pardsitos coma Tryﬂann%omq cr u211f

perae no. . se han 1dent1F1uadD,

Leishmania - major -y ke

receptores & CF intactos en plotmzomrlms v(Fuhrmdn v Jainer,

Capt

198%9) . Las intﬁraé:ionesﬂligandm«r‘ rode qu 7F4§3y

Fragmentas  promusven  la rragnc1tm51s  dé: mlcrabfganismosr_ por
;eucncitas. Estas 1nterarc1ones proﬁueven fia;iéliminacidnr de
agentes iHFetﬁiDsms, ac+1vac1dn ds¥ cplulas inmures e induccidn de-
procesos: dJde ,in$1§mat10n. El éegqndg-mecaﬁ15mo @S ‘la' citélisis
mediada - por cﬁmblémenfanf En §1guha§'inFEcciGneS 2l  conplemento
CénfflbUYE’ directamenﬁe, (=] 'médiante cmmpiejos iﬂmunes,v El ‘la

destrucmidn celular v tisular del huésped o como resultado-de la

2%

oy s L



ivacion por

Lia

acumu lacion:
ol Sy GF

inconpatiblie. co

fMiCroorganismos

componentes
artivac
L QS T TG

@i

del pardsita. (eid, 1988).

jpeny amplificacidn descontroladas gue-llevan a la

oode moldcalas  de e coonverhasas

e mi ismos resulta

la superficie

los

nola sobrevivendia del pard Sin, mmbarqgo,

‘han  desarrollado. mucghas estrategias. para. evadir

la destroccidn mediada por: complemanto:

1)  Formacian
bacterias; - las
cacceso. - de omac

bacterias, G

Joiner, 1988y

complemen

presencia del &dcido

ostula

m—pm 1tiyas'y Giram-ra

se

presenta

de cépsulas.~ . este’ mecanismg en
capsulas ‘son antifag tir ya que praviensn. el
réfagos. al depositado en la pared raldlat - de

al,

ativas (Joiner et  i?é4a;

_'ﬁdemas,rlas capsulas wsonnalos-activadores-. del

cestoshassido atribuwido,
sialice

ia adquisigidhu

S He dorfque‘ del

iesdhiéEé%omuialleél lé:EaQ5% dé éu

’cmmp}ehéﬁtm (Jmlnerf' 1988).( Las

haﬁiliaadés muy leerentps Tbar del
,umplementn ’eh aUEPhCLE sla
Pstructur" qu;mlca de 1a5 cadenag lnteralps ant gén]cas D dE los
llpapol;éararldas (LPE) (Jlm@na"—Ln : :

2 cInterf ia ,;on el enSmmblajél conVer#ééqs.7” un
ségghdu mEtan15ma ﬁe resistencia al icd@pleménta‘fihVolucra =1
desarrullmf fdé ésck@cthr&é de superficie gue ﬁefturban la
Fmrmacidn» de lléé: cmﬁvertasas'd@ %) &amm esta demostradm' @n
ciEftés‘ téﬁa5 }dé:gggggtocaccug ¥ nggilggggggg (Joiner

1984a3’  Blaser gt al, 1988) v por T. Srugi (Hipnis et al,

Una variaéiéh sobre este tema es el desensamblaje enzimdtico de

20




Cdé s

ma 'IC‘!

o kdmpleies d

(FLBAtes &

T3 T Otros ) mecanismos  parare
mediada por Cﬁpleménto,— &

chivan al 'Lomplemen

superFicie, sor resxstpntes' a- a_ deatruculﬂn 'principalmanté

pordue la gruﬁsa Ldpd dm geptldugllcmnos pFLlenE 3 lEBtllHQL &l

acceso de C5b~9 “ala membréna rltopla&métlra (Jolner gﬁ, alx

1984a; Joiner, 1988). B ~ e ‘“‘ S

Las bacteriag 7G'aanegativés resistente Csuera  Son ¢ mAS

virulentas ~gue ' las. sensiblés, “ En  presencia ‘de  anticlerpos

1 mecanismo de ia resistencia::

Cab-%

el inserta

no, . se en
U membrana externa v cnmoj‘conserupnc1a es

rdesﬁrenaidb, {quher et'éln 1984&: Jainery 1?88).,En EbtaS :epaS

r9515tentes & suerd la art1vac10n del cumplemento ocurre en ,105

LPS '1&5 cadenas 0 mas 1a|gds.~ a ‘una

dlbtancla_lconsiderable de 1a membfana‘externé'hor To que se

prapon ,qué Cmel fdaluna insercién.débil

estérico hatiaiel acceso & la meémbranas En contraste, la unién de

C3b y;ellensémblaje de C5b=9 @n cepas sensibles a suero ocurre an

moleéculas, - de LPS con cadenas O cortas (Joiner

‘ayb: Joiner, 1988),

En Negisseria resistente  a suero se ha demostrado wuree

mecanismno difererte. Estos organismos - activan = &l  complemento

'haSta'La“

ai__suern,

'}Falta Ve

impedimento.!

1. 1983, 1984



hasta CR. sin Embarao. el

hLdlaFubxrms : ontaria an For ferer 2 Lo que
se e Pnuunfrado e of
1983, 19846) . Alqm SLmIIaV B& s de T

LSS Sénsib]eé'a shero (11d

4) Inhibicidn o intér erenui con las prote{nas de'cbntrml Iy H

de  la via a}fehﬁé;‘énh,ia‘ nlnLP1n4 un une C4 (Cabp) o -con

el inhibidor de Cl de la via clasica (Le1d, 1988).
5) - Presencia: ' de moléculas con FUNEiones csimilares a algunas
prnte{naﬁ'"del,»camplementm de mamiFéFGS.—”lCieﬂtD$” organismos

_patdgenocs paseen molé&culas. con prumiadades_%un:imnales»'idénticas

& las usa as’ por céJuJﬂs e mamifero pdra prev&nir su'deqtrucciﬁn

Cpor el complemento como la b1l1dad de deanSamblar'1c0nvertasas

Ldel O3 gractuar como cofactores en @l romnlmlmnto d@ LEb potr el

factor I.. Se han identificado mULhdS de astas pr0+w1nas, ~algunas

coan nomologia con las de células de mamifero, Un e;amplo'def eshal

homalogia. se ha visto entre CR1 y proteinas de algunos viFds come.
Cherpes . simplex . (HSY) -~ tipas I—y,II (FriedMan et mln' iéadg',Mc;

vNearnEy g& aly, 1987). Se encontrd. gue las. proteipas: que unen ‘,33

son. las glicoproteinas C (gi-1 y_gC—E). La relacidn Entre‘,esﬁaé

proteinas y CRl fue demuatrada por la hdbl]lddd de un fahfi,lerpo

rmonutlanai'-diFiQidd Tontra’ PFl para bluqueac “1a uni
al~-1 (Kubota et al. 1?87),'Ademé5. gC*l @celera el_decaihiento'd@'

la  convertasa. de 03 de.la via alterna (FFiES'ét‘él,r 1986)0 - El

virus . humano Epstein—BarF"(EEV).;préséntaf:tampiéhk'“actividad

reguldadoira  de  complemento - (Mold 7231 al;"IQBB), acelersa al

decaimiento  de la écnverﬁasa‘de ‘de o ta via Caltérna y  puede

servir  como cofactor para @lorompimientorde. C%bh mediado  por el



factor 0.0 Ademds, presentaactividades similar a R1l,  pero

diFiere er O se UnE

dAmiento de

SBe hanencontrado moléculas parecidas.a DAF en

infecciosas. . resistentes. onplamento’ de T,

glicopiot ’ da'lns”triﬁbmaétigbtéﬁaune Cab™ 'y

bloquesd aiconvertasa de Cilde la via, alteina

(Norris, w050y M Observaciones

Far . estudins - de

Cgue estal pro '":tamhién

relaciconada *genétitamante “con  DAF vy no ' se ‘encuentra  en los

Cepimastigotes i sensibles ‘complementn.  los
- - e . P.

EFiﬁoﬁagtig6£=5 presentar LombIEMéth”

adicionales que se. han atqibu?dm a.moléculas de B87-%3 kDa (Joiner

1988) v 48 kDa. (Fischer

1988) .. Frobablemente,
estas  moléculas  son  las  resporicables  de  la - resistencia - al
complemento de las formas @anguineas de este parasita.

Schistosoma mansoni tieneg en la menbrana externa [ANE

molécula con actividad de DAF (Fearce et al, 1990 . Esta molécula
proviene del huésped y se pienéa gue es adsorbida e insertada  a
las  membranas del pardsito lo que permite & estos  organismos

Cevadir lacdestruccidénsporslas-via-alterna.

Existen también ejemplos de la presencia en mlcrmurganiambslﬂ
de secuencias —relacionadas al complemento - gue probablemente -

facilitan = la infeccidn por procescs diferentes a la regulacidn

del  complemento.s For. ejemplo, Candida albicans . noo s6lo. ung
fragmentos de  C3F sino que expresa una proteina. con. homdiogia

estructural, funcional y antigénica con miembros de la familia de



las. integrinas fm (Edwards et oal, 1986), .6 5|ﬂn1FJrarr Funrlgndl

e 1a ;laro,_pvn Pmbavqo, ) A capas

patogenicas

CLunen s OO En'Fmrma mas. Fuerte. que - las

mencs  patogénicas.  Se postula unopapel en  la adherencia - dei
microorganismo a las células del hudsped, va gque -los miembros  de
la  superfamilia de Yas integrinas median reacciones de’ -unidn vy

adherencia que estdn relacionadas. con la infeccidn.

Las TRAF (proteinas antnimas FelacionadaS‘ El la
trombospondina) y las. pro

inas - del ,c1|gumsnuru"u1fu de

Flasmodium falciparum coptienen rebéticiones-rdéf

oe yvC?. Se

plen a s réepeticiones il;rrm"i"ﬂ"';lfﬁeraq: cnes

prntelna prnfpxna ?y'fQUE* puedenunir CEh T cono 103‘hace Ta

pruperﬂlnaﬂ y "pPrmlflr au ‘7955 mrganismos, tonj partlculas de

romplemnntm en‘su suthF c1L‘puedan entrar a"l s calulas via [ CR1

prmteina',que 'cru:a‘ con

anticuerpos - anti ?C?T v paFELP tener actividad thata 1cé” de
Fotrmacidn derporoéf Se'pmétula'que Esté,hmmologo dL C9 1ntﬂrv1en9
en- el paso del memSltu [S1=3 ld% vacuolas dl c1t0501 (Andﬂews et

al, 1990)

&y-Uso de reééﬁéargé delrﬁg@éieﬁegéérgéra ;nitiaF 1al 1n+mc i

muchos = ﬁi;ronréanfsmns“'np qﬁ;m évitén- L& 1nanJVmc10n Y
destruccidon por el cohpléhenta,'sino que-usan los receptores  del
sistema para Camenzar la 1|vag10n Se;hé vistn que esto se dehe a
epitopes . similares a»malé;ulas del'comnlementm que median la

,'édeptmrés del huésped. La unidén  més

union . del pardsito.con los

comln. a receptores de complamento as a de fragmentos de OF

=



unidas covalentemente a m1rrnnrnanqun5 comosconsenuancias de s aus

propiedades. activadorcs, drl ZOmp ementni For. ejemploc el EBY

infecta ja su celulablanco, la cgldla B, a través. de LF). Se . ha

sugerids  gue - los de ‘Unién para el virus oy 91  i

natural del complemento, dgs sanestructuralmen

‘metan lopcalizados  muy . cerca  uno. . del otro.

anticluerpos’ mmnocrmnales ‘dirigidos contra  CR2 tiéhen,'éfééids'

jdenticos. en &) virus y C ndg. En la superticie  del: Iés_'cé}ulas

(Cooper ek al, 1988, Ademés,,se Fa obssrvads [=[A ia anidn de ERY

Ta CRZestd mediada por un epitope de nueve aming dCidos Cparedcide

dg localizado sn el extreno amino terminal de’ .

a o3

Jglicoproteina externaldel viirus (Nemerow et

éta 'exurmbiacidn'

Qtro ejenplo’

complemento por m:croulganlsmaﬁ se plesmnta

de “Leishmapia,” el promas tlgot metaclcllrou Este organisma eé

Fagocitado por los mdcroquos e s huésnéd._fa unidn'é'ésfos 1]

da ‘en ausencia; de cunplemento y pEtd m~d1add pur CRE. el |eceptur

para iCEb, por:’ p1qnn9¢7y Lhle (Ruqsell y Td]amas—Rnhdna.‘”19Bq).

Ademés; Ta HATEn esta medi da pQr ia principal'gli;mprbteina’ de

EupEFFlLlP del pﬁrmsntu. lafgpé.f'Histoplasma cépsulatum. infacta

similar & como lo hace . Leistmania

Los mrganlsmnﬁ fenyuéltﬁs coon fFragmentos  de  CX, o unidos

covalentemerte, adauiergn ila ‘habilldad de.unirse con o gran

esDéciFicidad:y:évideﬁ a,lgs'rer-ptmreq de C~u Muchos © organismos

inician. la infeccidn’ mediante este’ proceso - in ygggg; tna
adaptacidn exitbsa'de'éste-pro:eso requieké cierta regulacidn -del

procesaniento enzimatico de O3, por ejemplo, Un Organismo. gue usa.

o
in




GRY . para ﬁenﬁtrar[a,uné celula debe dimpedir el rompimisnto T del

Eado & C-

AR

los organignns que’ panetran 2

itos de

las ceélulas via CR1 s i rodhaini, merow

Plasmodium,

onella pneumophila, Mycobictériam lepras. oy

Mycobacterium 'tubarculésis'(Schlésinge? et als 1990). Todas las
bacterias gque se replican'eh'loé fagonitos mondnucleares - activan

al anplementm e 1n1c1an lavinfeccion de las células via  CR1 v

CR (Jainar v1992, l“mv)._élqumos virus coma los flavivirus

Y el HIV JnFectan macrnfauus v mmnuthDs v1a CR3 deépués tde . la

acklvnc1an del cmmplementu (Joelder g‘ aly t?Bli

'Vuudnn

interacciones “altamente | espec

Ceongiderar comG procesos  especialiTados dev"rncnnoulmlantu )

molecular,  la  presencia de moléculas relacionadasiygenética, Y

Contactividades de Fegulacidn del complemento.

pueden . represeptar’la conservacion del reconocimiento  molecular
ancestral importante ‘para el crecimiento, . desarrollao. vy otros

procesos bisices.

I.46.  Entamoeba histolytica y el complemento

El complemento purde participar en el dafin- a los troforoitos

PO MECANLSMOS O

lisis provocada por-laacocidn del complemanto
en. forma dependiente o independiente de anticuerbos v omuerte de

¥

las amibas mediada por células Fagnc;tlras (Calderén.ﬁtqaﬁ).

o los primeros | estudios sabw ;‘, 1 tervcc16h‘ de

y el PomplemenLa S DbbPFVO qup (leD Ditms de  las
cepas  HE=% 'y NIH-200 eran 1lbados por suer” humnnm nnrmal & una
concentracidn mayor de 10 v/v, Se*demastrd;que ;a activacidn del

complenento sra par la Via ATteFna ya que 1a inhibicidn de la via

RIS




cléasick, o ®1 Wso de sUern de cobave deficiente ern 04, . causaron

lisid & los troforoitos. Laizsctividad citolitica @ fue eliminada

por inactivacion deila‘via alterna por tratamisnts del

EDTA - o por calentamiento a S0-°C por: 200 min (OFtiz-Ortiz

19749,

El ‘papel- de’la activacisn dél‘éQMpiémentd-ﬁok ia via alterna

en - el rechazo de la infeccion amibiéna. n v1vu Fue estudiado. en

hamaters tfatadus con el +ﬂCtDr unl venenn d@ cobr- (EUF) que‘ ée

retarmn pDSiFrJusmHntP con F. his ." : Hubo una dlamlnuclon

an el tlvmpo de bobrevlv nciaq ﬂdldldq dP p@sa ¥ mavor 1nLLdenc1a

hepat1cas.

‘y :severldad en-las 1E51DHE> rhdqqiqas po
iﬁmcﬁladés—ﬂéife;tameﬁtea
(Capin st
wotiva

wsta

.dQS meraanmosq uhw a través de o la

de Ll pnr un Lompnnnnt@ amlblano y. . &l otro

pueds ihvnlUcraﬂ‘adsnrc1an dP 1nmun0qlobu11nas nooes pPL1F1ras a
la suppr+1c1e del paréleu Yy Formmrlon 5ub59ruente de paFLhEs o

encasquetamlentc e manera 51m11ar a . lo .que acurre | con

aﬂﬁiFUEVPQE,ESPEL, L Cos (ﬂust—ﬂéffis,yMSQnGQVIst;;l?fsgﬁ1Caiﬂér6ﬁ'
&t al, 1980). R RRTNE
lLas . contribuciones indiQidualeavtde igs vias‘ clésicé"y
alterns para la activacidn del thglementaipo& 15? amiba ‘fueroﬁ
determinadas en suero agatadé inmunoq0£ﬁicamente de. conponente
requeridos ﬁara la accidn de la ;ia clasica " (Clg) y  alterna

{(+actor 0. Al restadrar las vias pﬁr 1a reconstitucidn

independi

te o desus companentes,: seoobservd gquesla Tadicidn de



Clg - produjo 2% 'da_liémﬁ T RN d9170r262f'd6 AmEIDET A ]és

amibasy. la’ adicién del Factbr D 0id 11% de-lisis’ v 0,107 ‘de

uUnidh, © atentras gue la reconskiticion completsE aosterd un Cefecto

apromimadamente‘aditjym; La sup@rfi;ie celular de‘ié amibg,»‘riga”
'en_ canoHidratDS."'EE' un cbntribuyénf& ﬁuy 1mmo?téﬁteyfagv el
consumo’ dé -campoﬁentes de las  vias wlasica yf aiféfhg' del
cqmﬁleﬁent@ enla fasea Fluida (Ca1deP§n v Saﬁ}eibéﬁ. i@SS: Reéd

et al. 1986)

La i @l

Cconsuma ﬁé  EDTA

_bloguea el i eniraé que. &l

trataMiemtD' NSUME de D4 (Meri‘ et

a1, 1985,

'Pafar eiuéidar; Rrocesos patmblﬂiugrraw de E.

Hi%ﬁdixt;ca:ééﬁhéﬂé tud;ado iaiérlea 1'nmr.los,trDFozoitos, de
las protEJnas del complﬂmento ;QVqucradasven:Ei iﬁicid Vdé “;as
vias.. L& depms@ci@n espe:iFi:a de. C3 been la mpmblana de lab:amibal
esté‘ corFelaéidnadaj ﬁbﬁ.'la iisis y ‘h5 7SidQ 'usqda; cpmaﬁ;uﬁ

indicador de la interaccién directa entre . @l pardsito v el

complemento. = Trofozeitos incubados cor 5uér0'humanc normal  en

presentia e rREICTE

unlermnﬁmolerulds d' mEFéﬂés' en
ausehciaA de antltuplpos PED\ClFIFDS. EX nﬂmero dE moléculas - de
) CSD un1da pmr tloFD"ultD Fiie de mas de uw,gflOé;'lﬁ'min' después.
del contacto con el suero. La cinetica de Qniﬁh de CEB fue 'muy
raulda Con U ApldnamJPnba @ 105 10 min. Lé lisis causada ‘CDn
suero - tratado cor: EGTA Fue més lentd RY culrpspond1ﬁ a] 6O% . del
valor del suero no tratado. El suero»lnact1vadm ,por.'dainr ne

prddujo. lisis’ yola unibn de CIE Fue 816 del  20%  (Calderoén v




SChFEihEFH_]DUJIa

L.a jdn; da las piroteasas de la amiba’ Uibeiaddas por el

rompimients  cdella membrans sobre el C3b unide-a los fred
Fue - demostrada’ por o Cla rDmpaFéFIUH enkre 1a~-unidn | . c&lulas

viéblé5 ”'Y:,L§1ui§5 Fijadas Lcon qlufmr‘ldeh:da.‘ij La‘- urign’

eépe; a. fue tres veces mayor en IOS Lrof0a01fos'+1j das._'uha_“

de - estas’ prpﬁéasas,'la proteasa meutra'c 15te:na dc "

activa'ei”sistema'del complemento pqr-el-romp1m1ento'de{C3;én] la

rase f’iuiua (Reed et &l, 1989). La Sncubacian de T
Vprmteasa"altamente pufa'pfﬁdujo QH looi;dé  f’ia

cgﬁena e dP C3 ern 60 ﬁiﬁ & 3?}?C, La rupfur-
éntrév'gos; FLSLHuuS de aminu 6C]dﬂﬁ:%_

(Ser-Asn) ,  produciéndose unyﬁragménto de 10

permanecid' intactas WEsta»ﬂdegradacién'de

simiiarra la”prmducidé Q 1«5 Converfmsa ,de s
los  residuos Arg=-Ser. en 1a pDSlLlOn 77 y 7

' proteasa puede ser 1nh1b1da COleEtdeﬁtP po

o e bovino (Keene gg'al;‘lqaé)m m1Hn+ra: que'él ramplmzento an.

Fase -Fluida‘de L= pupde ser ‘detectado &N amlbas 1ntnc+as dun en

presencia “de suero’ humana normml al SO%. El rDmplmleth;en fasé

Fluida Fu.',inhlbido pre—lncu bando & - las amib TR

viﬁhib dov“ véréible de proteasas de ciéteina‘in quéi eiiﬁin§‘
iav pdftltlwac10n dé' obtras proteasas. Estas halla?gos pueden
re+le;ar .una may o actividad de la ﬂrﬂt?ﬂba cen el Tambiente
:nmed1Auaﬁente adyarente a; 1ms Lra+n*nafos. C3fes =Ext?éﬁ5damente

gansible al vompimiento por ta proteasa; por-lo: gue atn” niveles

muy  bajos  de éstia, liberados por cepas no o patogenicas @ fueron

suficientes para romper. el CI  en +aseg-~Fluida.” " Na 7 se

it
N



CeEreonie sean® rumpl ios de mayvor peso meolecular que | sugieran ouna

uriidrccovalent® del C3b 6 C3F & molddlilas aceptoras del pardsito

Come Qondi i (Fuie

v Topoplas

v

el coaso de L.
Juiner, 1989 Fuentes gt al, 1988).
CBEL desarrellorde dlas infeccidn amibiana en &1 humahmfea'un

Fenameno - maultifactorial en donde el complementa uega . un’ papel

muy: Cimportante en la relacidn hu ped [ AF 3iﬁa[»La presencia‘ e
anticuerpos. dirigideos conbra antigenos de SuperFlc:e 1nd1ca que

el conplemnento puede ser activadm.pmr 18 Via clasica. e

con  amibiasis. invasiva presentan niveles bajos: de G3 'y

1980, Esﬁu‘suuié"ejc

23

de Clg i (Capin:

la produceisn Cde

activaﬁavu que;e] danD hppdtICD puedb digminair

O, P&Cl ntes-cun mu:Lebus ﬂepdtlcﬂb am1n1anm= plesmmkan n1velp¢

de. complementm-varlubles. EﬂlalgUﬂGS'CaSUE s& ha'bbsérvada'qué 1a

art1v1dad CHu“ &7 S BUera aumanta en wri- 3l4 7 en  pacientes - con

abscesqsf am1b1anus tempranms y_cmn abscesos . amibiarnos  tardios

diaminuyeg ;nf un-BZ. Ern mtfos casns de pacientes

amibianos . se observd una redurc1 6n del’ 28% en CHwo ¥

loé'HiQéléS ae { :—:\‘:‘va“s.e'ml:ns\r“c;c:w,l lms‘niveles de Clg pérmane:ieroﬁ
Cinalterados (Bapiﬁ et al, 1%78), '

Los U otroforoitos o aue o infa actarn .tejidds. parecpn sEP5
reFractafiosval dafic por Compie@éntaq partlrulannpntp en aguellos
hacientes qué tiener niVelEs normales o elevados de complemento.
Fara demostrar las diferencias &n sensibilidad al complemento 56
han empleado aislados clinicos crecidos en condicicones de cultivo

gue imitan las del intestinag humano por la adicidn de bacterias v

almigdon. Los aislados sensibles v resistentes al complemento. asy

como . las-cepas axdnicas,- activan al-complemento &n la  fase Fluida

40



io . que  hd Csidor demostrado por el consumo v produccidn b de

stenc

Fragmentos. del complamsento. Lare - orsusceptibilidad |l

conplemento’  estd correlacionada con-los zimodenos de los  trofo-

zoditos | aislados. - Amibas manteénidas en cmedio de  Robinson  con
cimodenos. Iy TT0D no patogénicos fusran isusceptibles & la- lisis

For' el

por - la. activacdidn ' de la via alterna del complesent
contrario,. 9 de 11 cepas patogénicas (zimodemos [T, IX -~y XIWV),
crecidas bq10 condiciones - idénticas fFusron resisterntes & la

miRrte PO compl@mpnkm. Las-atras dos cepas. patogénicas’ fueron

igualmsnte Eﬁsceptjbles que las comensales (Rped et aln 19837 .

En un_ intento . por compt nder,}el gstablecimiento - de: Is
amibiasig en'brasentja:ﬁe la activida d 11t1c del ﬂomplémeﬁta'~sé

cultivaron troFo:oftna en”mresehcia cler wULFD humana nmrmul Yo oae

les probé véqr’59n51b:lldad ST-FUS M-} atadms*

repetidamante ’en U suero humana B hdrma, =1L oa unm

susceptjbjlidéd |educ1da a la’11q1r pdr cumplementn (qudEFDn Yy

Tovar, 1984) < » Be' DbSE vd que E. 45
veres - Coh Suerg numano normal (cmm?nhmndn an e
incramentos :emanmles dé uA haa a?4047 pEFd1ﬂ =i

susceptibilidad ‘al dano dependlente de cDmplamentn. La.lisis :en

1

'¢5mtnuy0 en un bl‘

‘suerg. pre;gncia de

anibas mdmpt

suero  al. 25% QS con.suerm,alr402 'en, comparacitn  al

control.  Esta tols e obtenida  con  la

AHCld dl dano par'éﬁér&'%
cepa HML y-ola cldna JP] dérivaqa de ééfa‘ceba dasﬁués de  cinco
clmnacianes‘Conse;utiyés. La cléﬁé SCL tiratada repetidamente  con
suero’ humano normal desarF0116 wna ﬁedUccidn significétiva an  la
susceptibilidaﬂ ,é 1a‘lisi5 ﬁor céﬁplementm an comparacisn & la

tolerancia observada en la cepa HML original.
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Cultivos \uantrof ca derivadoside  una cepa

aislada de  un padierntg tan publacimnea

Lu L»‘r =1

heterogéneas  con “respecto

1QQnas- plnpl“dﬂdﬁhzr

Tambi#n ‘ée"haag aislado o clonas a part . de’jla: cepa[ HMJ oue

difieran en céﬁacterﬁsticas COM édherencia.f FagmcitQSiS 3%
vlruloncla (Urokcm et al. 1982). De’ acuerdo a esto, la & UD&lflﬁn

a cnmplemento 'puede Llavar al crecimiento preferencial  de una

pmblamidnv'resiﬁfenta & suero. Lacresist

srcia al complemento . se’

obtuve también en una clona de Ei

vhica HMl;Vla que éudiefe

que es qnﬁ'capacidaﬂ adquirida_y:ng @l resultddo de un p'DrF:O dE

seleccion de uUna subclona genéticamente.

S Esta i resistencia ~Fue~revertida cuando al™ tamlpntm =on

suerd humanu nurmal fu@ suspendjda (Falderm

DESDUES de do: Semanas de 'cultavm‘
romplemenfn, ?1a susceptibitidad ‘& rlaf'
FECUDEﬁada .pfoa?e»lvamentp en émjbaé  adap
el nivel ‘de 105

hasta alcangar' Dntrolps'en u

Esta neistente de:
GO, -” gie 2 el f, b & en los troforoitas

8s:

los rru+o*01tos pat0g9n1rob B lab te1 das del huesped pueden sar
resistentes ) ]anllsis'pmr comp]emenfo porgue estan empuestos

cnntinuémenfef& losg compohehte } ‘a (Calderdn, 1788).

Una - disminucion sin lisis de
trofozoitos,  fue gbservada cuando amibas pasadas por higado vy
resistentes & complemento'Fuéroh incubadas con suero humano o o de

hamster ° fooiomane (ngyqroﬁ. 1984) . La  induccién de 1a

resistencia  al complemento por anticduerpos o por presencia de

4z



avanbe en relacien @ a

complemento durante el cultive.puede ser Fel

la 7 Tineficiencia de - log anticueroos . humoral

Cuahdar amlbas sistentes a la i lisis o por

Lompjmm@ntn bP se rompe. la cadena x de I3 vy

sélo e ‘ihfécto»jeni la .SuperFicie celular

fbas qean 1]5ﬂdﬂ5 6 nd. Es . por

esto *que‘la_ i ‘e en la SEﬁb’bllldad & ]a lisis ned1nda

pur"el, uumplﬁmnnto e deben a d1=t1ntn5 'produgt05‘ -de
ramp:mlentn de uwien la 5uper+1c1L “del pards1to Co(Reed _et aly

) 1989).””L3 ‘gila' amlba, presenta ias s1gux=nLeq

faréétEF4-t1C55. 

1) No.se lleva & cabm’a traves del tloester. ya gue  las “amibas:

'unen cunt1dmde= equ1valentes da C3 nativo v C3 con’ el tinéester

b

]nactlvado pmr metluﬂmlna.

2 No L se lEﬂllna a travea de 1a‘pmrcidh aminmcvtarminél-'dej ia

‘molecula. yd que Cia des Arq"Frim'no inhibe ld unisn de . »=
3 La: unien: no.es Saturablp..la Que niegd-la presencia deiun

rncpptor esper1f1ca.

4. El t;mester' del «b37 uhidaf es inéctivo,-'ya~‘que hoihay -

wromp:nlpntu-poaterza“ por

conrrul dc l FaSF flulda-

Be ha sugerldo qup Tas repaa sensibles al _chmplé&éﬁtpf se

pDr una |eacr10n qup anolucrn el ensmmblaje del CDmDIEJd 

de ataque & mpmhranar &Lub, CSb-2) 1n;claﬁq por el |nmp1m1enta dP

fond

23 en la fasef&luida (Reed et al, 198%9). Adémés,i la;-ganawacxénp

directa  de Cla 'y la produccien subsecuente de CHa . por

plede " promdver ~ ifvasidn  vascular | por amibas . . o genarar




zlidad

guimicatrayentes  para sta’ posi

eshd apuyada - por  la obServacicn. de WFY e G En - DUmeEro  de

leucocitos polimorforucleares en-ios @stadios tempranos. de  la

invasitn anibians pueder contribuir dl‘:aﬁm tisular (Reed al,
39,
Otroas rexperimenﬁusr demosfrarun que B . con

zimodeno patouénch Lr@c1da en Fornq an énita Fue susceptible & la
lisis ‘par la activac;an’ de 1a via~'alkexna fdel 'complemehto,

(UrtizéDrtiz‘-gg gl;ﬁ1978). Hmlbds de la rppa HMmi IMSS “crecidas

en: medio ahen1Ln Fuarcn -muy 15cept1ble~ alv»cbmplemehto.vy

presentaron .v:rulenc1a bdja en un deFlﬁ de“abscesa hepétiﬂu' en’

=l -~ hamster. Los troﬁuaoitmer fonCmuy Cresistentes al etecto

litico, del cwmpié@enfﬁ deépuésnae baéarlmsupar ‘el h;gado. _De
acuetrdo a esto se-observa quejla Euscehtibilidad oresistencia s a
la lisis estan determinadas por las condiciones de crecimiento Y
o AEL zimodemo.. Se sugirid gque las amibas‘ crecidas . en medio
x&Mnico conservan su virdlencia Driginal;’débjdb en éiéuna,Férmé‘af
la presencis.de bactarias.‘5& biensa.due ias;baéféﬂiaé:pqugen"a'
la amiba sistemas enzimaticos P@qderﬁdos‘parévsq“mefébéiiémq:cdmé

por 2jemplo prot

Fadicalas

miento

jiSFésl:Lasrhepéé” harn ldD admpt das al Cre:

sin  bacterias.  fueran ‘ﬂ)HleaS ini 1mente» de» pac1entes‘ can
amibiasis invasiva, . perao., han perdldo E-1y }V1iu1enu1a"en girados
variablas vy  se - han hachg senSJblmq a'-'la lisis mediada not

complemernto  (Diamond et aly 1974- Reed et al, 1987). Existe un

reporte Sde gue un cultiVD axénico de trofozeitos recuperados de

abscesos deltDE Pﬁ hdeLFFS mantuvo la v1ru]enc1a pnr 00 dias
Dmbtvrlurer al  paso por El hxqadn (Luﬁhhaugh al al, 1578) .«
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auera  Lhactivedo  por

La ’éxbuéidiﬁn.previé
calar run,"ahtiéUerppsg inductores de’  encasquetamiento” de

dmtﬁrmlndnter Ficie: hace a - ltos’ troforoitos menos

1mp1ém&ntu'madiada por anticuerpos

198()- Aust—k:ett"is y Utter, 1984).

v'dad@a da adaptmrium qup el paradasito

Pl,dnnu mmdlada nar ﬁmplamento durante

~0Fozoitos puéden sar al amplempnt

para s ybenéFicib,:La clona SCL- de E. hLStant a HMI que fFue.

t?atadé"repétidasﬂv

las “actividades

Vy V:Eitmtdxi:as (Arias-Megrete iy

Calderdn,vobservacimnes-no publicadas, tomado de. Calderdn, 1988)

Bl indive pr‘trmkdgoﬁ'f anibas’ tratadas repetidanente: con’
suero . humano normal al- 40% Fue dos veces mayor .gque ‘en’ - los -

trofozoitos  no tratados, mientras que en condiciones’ de suero

ina&tivédn 1a:~agacitosis.561m se ‘incrementd 1036 veces. . También,

la’ act1v1dad, citotdxica de las dmibas hacia;‘éélulas-.de sbazo

marcadas cun‘ﬁicr como blanco fue 1.5%5 veces mayar en -pardsitos

‘y:' apuplias

t'atédns ceon . complemento qUE;Eﬂ amlbas cantﬁml"

lbr;w

tra tmdas ,dbn,i'uerm 1nart1vado por’ fnstraran ign :ligeto:
incremento ,ﬁe 1.17 veces.  Estos |95ultmdms :indiﬁéﬁ_,qué la
interaccidn dél comnlédentd fadaly} 1a amlbas puéde produc;r ‘ﬁ
selecclonar algunas prdpledades Funrlnnales y bluqummlcas bque

activan al pardsito a expresar una mayor v1rulenu1d. En« relaciﬁn

a la activacidn moderada ploduc1da por SUP!D 1nact‘v&d0 par calor

=33 paaible gque . atros. Factmres smrlcaa hq, def]nldos puedan

aumentear ]as Funciones faqoth:ran de la amzba (Calderén, 1788) .

£l mecanismo por el cual las amibas patmgénicaS“Evadan’la lisis
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medigds  por o wompleménto aldn noohassido o bien delineado..  Fueds
invelucFar & Cfofmacictn de compleios de atague. .a. membrana  no
Furwiconales . en s Fforma o osinilsaralo gue  ha sido. observado | en

Vi 1983

&

Neisseria gonorrhosse (Harriman gt al, 19823 Joiner:
G ouna FeparaciinTrapida de la. membrana como’ha siﬁm demostrado en

muchas células nacleadas (im gl al, 1587 Mértin et aly 1987;

Morgar . et glg‘1987);‘9;herﬁatiVaméntE, cepas patogenicas’  pueden:

sintetizar proteinas de membrana similares a los iphibidores, de

Acientemﬁnte“(Holguin et gl,Vi?B?) o
un 'Féqtot,~derrestf;cci6n-haméloﬁo (zalman et al; i?é&);izEStas"

maléculasn'pﬁeviéneﬁr@alﬁ.@nﬁamblajeudal.vcmmpleju de ataque “a

menbranas’ ainivel de Tyl CBlos lasunidn vy polimerizacion. e 09,

previniendo por ioitanto o la fFormacidn del canal liticol



DBJETIVDS

Y POsEE

una proteasa- cepas  de  amibas

‘puedén ;desa rnllar r9515tpmc1a al anp]ementn y s& sahe gue las

dl#ﬁtanr as En 1a en51b11;dad la lisis no sé deben a‘distintms

producfos de rmmp niéhtm de1 © e e superficie déi’ 1roFonn:to.

S hd D:Dpueqfu que las. cepas nsibles se lisan por una Feacc10n‘

que involurra 1a Formacion del compleio de ataque. a membranas” del

complamnsn 1989) . Hasta ta fecha se desconoced las”

formas? a amiba maneja. al MAC para resistir su atague.

El abjetivu,qehéral de esﬁe:tfgbajpv¢qa_inyestiggra—a1gunés.
bde»flug'pdsibléérhécégismmé,iﬁVDlucradusien 1& Eeéistaﬁ;ié ﬁé'3é5
hisfoixgigé f:all 'cﬁmdleménto. ‘ : ‘

‘ Los DbJPtlvm: partlcular&s fueron los siqhiéntes:
1) Purificar al cnmp nenfe C9 cdezl :Dmp]enenta para emﬁlearlo comoi
mdrrador del destlno derl MAC, d@spues de la7interaccién‘dajlamibas

con suero humano.

a suero humano o

o] Prebarar la cepa de E£.

S) para eatudla

R & pa!tir de:ia*séﬁ;ibje sus"deehéndiasf &@n
&l manajo deJ MAQF

2 Lozalizer - al MAC  &n el @ trofozoito ,medianté: MicCrOSTORi&
inmunbelect#onica, y - t&cnicas de F:accznnmmlentm subcélular de
anibas.

4) InvestigaF el curso temporal de la union del Fac a las amibas
S . Conocetr: si los extractos amibianosrtlenen la capacidad de

L degradar-a "los componpnéeé,CB'Q C% del complemento.



CAPITULO II. MATERIALES YZMETqusf}'

II.1. Cultivo de amibas

Entamoeba histolytica de la_;eb ‘&lﬁivada

axénicamente en medio TYI-833 (Diamﬁhd' nitodos los

experimentos se emplearon trnﬁoidités
fase logaritmica de crecimiéﬁfol‘ “dos
amortiguador de fosfatos-salino péréfgﬁiSaE (PESFéﬁg una parte de
amortiguador de fosfatos 0.15M5 pH 7f2‘%3ndévé bartes de NaCl

0,19 M.
I1.1.1. Obtencién de la cepa resistente al suera humano

Entamoeba histolytica cepa HM1: IMSS resistente a suero

humano () fue preparada de acuerdo a la técnica descrita por
Calderdn vy Tovar (Calderdn vy Tovar, 1986) . Un milldén de

trofozoitos de E. histolytica HMI: IMSS sensible a suero humano

(8) se incubaron en medio TYI-S833 modificado por la adicioén de
MgCl= ©.5 mM vy CaClz 0.15% mM y adicionade con suero humano
fresco. El suero se obtuvo de dos donadores a partiv de sangre
que se dejd coagular por 30 min & temperatura ambiente,
posteriormente se desprendid el codgulo del tubo y se deid a 4 °C
por 1 h. Se centrifugd a 164 x g duwrante 10 min. E1 suero s
dividid en alicuotas vy se guardé a =70 °C, Las amibas se
incubaron con =] susro fresco por @ hoa 37 °C, terminada la
incubacidn, se les quitd el medio con suero por centrifugacion a
144 » g v se sustituyd por medio normal. Despues de 24 h se contd

el namero de células, se ajustd a la cantidad inicial vy se

reinicida el tratamiento con sueroc’ humano. La concentracidn
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inicial de suero fueide 10% vy se auments hasta 40%.en -intervalos

de 5%

11.2. Decomplementaci6n del suera humano

Se  sabe que el calentamiento del suero

inactiva al sistema del

solucién de - Zymosan -a- una’iconcentr 10mg/ml - en

amortiguador veraonal-salina para amibés: fQES»A) frio, e
contenia dietilbarbiturato SmM, MgCl= 0.5 mM, CaClz 0.15% @M vy
NaCl 193 mM, pH 7.2. Se agregaron 100 pl de esta solucidén a 1 ml
de suero humano  fresco vy  se incubd a 37 °C por 1 h. Se
cantrifugd a 164 % g para separar el suero del Zymosan. Se sabe
que la @liminacidn del C3 en suero bumano tratado con Zymosan es
incompleta por 1lo que el tratamiento se hizo una, dos vy cinco
veces. También, se hizo un tratamiento aumentando cinco veces la
concentracidn del Zymosan.

La decomplementacidn del suero se evalud por el rompimiento
del componente C3I revelado por inmunoelectroforesis.

II.2.1 Inmunoelectroforesis de sueros decomplementados por varios
métodos
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Sgrrealizd de acuerdo al métudD de Grabariy Wil

y Wfliiamé,'i‘535;,La;a§aroéa se prepard al 1%

Tris-barbiturato pH 8.4 (LKB 2207-101). La sol

en un hafo con Agitacién constante.
167°a 50 *C 'y se virtieron 12 ml. sobre dna

84 % 94 mm. Ya EolidiFi:ada.se'ﬁiciéroh 5P

cm debaje de cada pozo.con uh‘bis

quitd despues de la electrDFnreéis. iduestra
QC'éor 1
h. Fosteriocrmente, se quitd ei:géi,aa ,féstos se
llenaron con 100 ul1 de suero dé caheiﬁ @hqmanu:xLa ’placa
se colocd en una cadmara hdameda a temﬁefatﬁravéﬁﬁieﬁfe‘y &l tiempo
de difusién fue de 15 h. En la  figura 2 se muestra la
inmunoelectroforesis de suero humano decomplementado por varias
formas. Se observa gue el mayor rompimiento de C3, demostrado por
una mavyor separacidn de la banda de precipitacidén del pozo. se
encuentra en la muestra que corresponde &l suero decomplementado
corn un tratamiento con Zymasan por cinco veces (fig. Zh).
I11.3. Determinacidén de viabilidad de amibas susceptibles o
resistentes a lisis por suero humano

Una vez preparada la cepa (R), se hicieron ensayos para
demostrar su viabilidad en suero humano. $Se2 mezclaron alicuotas
de 0.2 wml con 3 3 10%® trofozoitos con 0.2 ml de suero  humano
fresco activo o inactivado por un tratamiento con Zymosan. Las

concentraciones de suero =2mpleadas fusron 0, S, 10, 15, 20, 30,

40 y S0%, y se prepararon en VBS~-A. Las mezclas se incubaron a

S0
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Figu &« Inmunoelectroforests de suero humano d
diferentes tratamientos. De arr
Suero decomplementade a D4 °C min ) ro decomplemsntado con
1 tratamiento con Zymosan d) Susro decomplementado & 56 °C 20 min
y con un bratamiento con Zymosan e) Buero decomplemsntado a 36 °C
& h F) Suero decomplementado con Zymosan 9 veces concentrado )
Suero decomplementads con 2 tratamientos con Zymosan ) suero

P

decomplementado con & tratamientos con Zymosan.

comp tensntado por
a abajo: a) Suvero completo  b)
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It lﬁlaé;cédé~8 mine oy imen

centrifugaron

tranzbith’

cultivo para’ contar

Una -~ cdmara mejorada

definie como la disminucién erlas amibas viabl

normal  comparadas ntrol.hecho c

cinco tratamientos con Zymosan de la‘siguiente

(viables en-control-viables en slero’

viables en.control

L.a viabilidad se definié como. el

presentes después de .. -la
presentado por las

amibas viables en el’ controlisi ‘EnTiila figura 3 se

muestran las curvas de :ii§i5.  1nééﬁas’ (8) vy (R caon
concentraciones de suero de Q- a SOZ. Se observa que con la ceﬁa
susceptible se alcanza una lisis del 904 con lai m&Mima
concentracidn de suero empleada, mientras que .con -la cepa
resistente 8l porcentaje de lisis obtenido con esa concentracidn
de suero fue del 20%.

Fensamos que habia varias cosas gque la amiba podia hacer
para resistir la accidn del complejo de atague a membranas:
a) Internalizar el complejo
b) Desprender réapidamente los segmentos de membrana a los que se
pegaran los complejios.
c) Degradar sus componentes
d) Froducir otras moléculas gue bloguearan su accidn

Fara saguir el destino del complejo de atague a membranas,

o
2
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Fig. . Efecto litico de suero humano fresco en

de O a S0% sobre trofozoitos de E, histolytica de las cepas

(R). La incubacion se hizo & 37 °C por 30 min
representa el promedio de doce experimentos.

concentraciongs

Y

cada

(8) vy
punto



lo - primero que’rhiqimqqﬂ fue puri#icar el ‘componente  final

del complejo de~ataque,, el 09, Y martarlo con. @3S

II.4. Purificacidn del C9 a partir de plasma  humana

Esto se realizd de acuerdo:a‘ la
Biesecker y Miller-Eberhard-(Hiesecker y Ml

de la manera siguientes

Todos los pasos de esta:
°C, los amortiéqadd e

FenilmetilsulfonilfluorgFé’kRMSF

la conductividad de éstosﬁse

conductimetro (Radiometer, CoﬁeAh%gue)fcon 1
desfibrinaron 120 ml de plasma hqmana\puf ég{tac;dpjéoﬁéﬁante éon
perlas de vidrio durante una noche a 4 .°C;> Pasterioémente se
precipitd el €% mediante la adicidn lenta y con agitacidn de 400
ml cle polietilenglicol 4000 al 21% (p/v) preparado en
amortiguador de Veraonal-salina hecho con Veronal 2% mM, NaCl Q0
mM,  EDTA 10 M, pH 7.4. Después de 15 min adicionales de

agitacidn, la muestra se centrifugd a 14000 g por 30 min y se

desechd el precipitad

0. Se agregaron 2.19 g de polietilenglicol
4000 so6lido vy despues de agitacidn adicional, se centrifugd a
2500 g por 15 min. El precipitado se disolvid en amortiguador de
solubilizacidn, Nall 90 mM, Veronal 25 mM, EDTA 5 oM, pH 7.0, 11
mmho, a un volumen final de 41.5 ml. Se elimind el plasmindgeno
de la muestra pasandola por una columna de lisina—-Sepharosa que se
prepard de acuestrdo al método de Deutsch vy Mertz {Deutsch vy
Mertz, 1970). Brevemente, la Sepharosa 45 (Fharmacia) se activé

con  bromuwwro de ciandgenc  (CNBr) mezclando 25 ml de resina



decantada’ “rgon U

concentracidgn’

de glicina:
realizd - Un
cantidad del

empacd ensunaj

determinada  por

presentaron mayor cancéﬁtﬁééiﬂn-:dé
absarbancia a 280 nm. El plasmindgeﬁd thdd %ila resina  lisina-
Sepharosa  se desprendid por la eiucidn con  dcideo £-amino-n-
caproico 0.2 M pH 7.4. Las fracciones sin plasmindgeno se pasatron
por una columna de DEAE Sepharwusa (Fharmacia LKB) empacada en una
jeringa de 20 ml, equilibrada y lavada con Nall 100 mM, Veronal
25 mM, pH 7.0, 11 mmbo. La celumpa se eluyd con un gradiente
lineal de concentiracidén de Nall formado pot 100 ml del
amortiguador inicial y 100 ml de amortiguador ajustado & 20 mmho
con Malll. Se colectaron fracciones de 10 ml y se juntaron las gue
presentaron mayor concentracidn de proteina por absorbancia a 280

nm. Estas muestras se adsorbieron en hidroxilapatita (Bio-Gel



HTF, vBiéjRad:v -hichmdnd,"2a1i$.),:eﬁﬁacédé

Verarali:

jertnga d
7.0, Despué
amnrtigﬂqqp

amottiguado

concentracidn

inicial y.S@

las muestra

a 280 nm. -

complemento por un ensayo. hemolitico

En 1a - figura 4 se muestran los per

plasma humano desfibrinado pasadnfpor as célumnas de lisina-

Sepharosa, DEAE~Sepharosa e hidruxiléﬁ%fitaJtLa eliminacidn del
plasmindgenoc por la columna de l;sina4Sepharosa se  verifics
eluyendo el plasmindgenn con dcido g-amino-n-ocaproico e
identificdndolo por electroforesis. E1 C? se encuentra en  la
Fraccidn proteica que s2 une al DEAE-Sephadex vy que se eluyd con
urn  gradiente de conductividad de 11 a 320 mmho. Se Jjuntaron las
fracciones de mayor concentracidn de proteina y se pasaron por
hidroxilapatita. El C? eluye de esta dltima cromatografia a una
conductividad de 14.5 mmho.

I1.4.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (8DS)

jiy)
hd

empled el método de Ames (Ames, 1974) usando geles de
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Fig. 4, Purificacidén de C9. Ferfiles de elucidn de las

cromatografias de plasma humano desfibrinado en lisina-Sepharosa
(A), DEAE-Sephadex (B) e hidroxilapatita ().
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redujeronicon’ mercaptoetanol’

termin

vazQi"”" 26 &l bmkdevtekmingl del gels

se ‘tiferon con azul.

beriddico para'

Zebroswski, . 1973);

la fraccién  eluida: con. -

carrespande  al 9. Como. se éEs |

proteina completaﬁente' pufa:17a>’due5'jqﬁtd
aproximadamente 70 kDa ge oﬁsefvaﬁ‘étraé,de 92ky‘ b4 kDa.  En
varios experimentos se utilizé C9 purificado, éiguiendo el mismo
método, por la Sra. Ingrid Kleber del Instituto de Microbiologia

Clinica de la Universidad de Erlangen-Nirnberg, Alemania, el cual

muestra sdélo la banda de 70 kDa en electroforesis.
I1.4.2. Iodacién de CB y C9

Se colocaron 80 wg de C8 (Sigma) o C? (purificado =n el
laboratoric o en Alemania) en S50 pl  amortiguador para C9
preparado  con  fosfatos de potasio 0.1 M, pH 7.5, NaCl o0.15 M,
acido €-amino-n-caproico 0,05 M, EDTA 0.003 M, en un tubo «cdnico
de polipropileno que contenia un Iodobead (Fierce, Rockford,
Ilinaois), previamente lavado dos vecres con 1wl del mismo

amortiguador, suspendido en S0 gl del amortiguador e incubado con
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Fig. 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida—8D8 al 12.5% de
la Ffraccidn de plasma humano eluida de hidroxilapatita con
conductividad de 14.% mmho. El gel se corrid en condiciones
reductoras y se tifd con azul de Coomasis. La banda de 71 kDa

corresponde al C9.
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2.5 11280

co se'dgj”vr

separd del i

FPreviamente  a-

centrifugd: a 1&4

El” porcentaje de

la siguiente manera:

tomaron S00 pl vy se agregaron évdo; tquS; uno que contenia S00
pl de amortiguader para ©C2 .y el VDtra SO0yl de dcido
tricloroacético (TCA) al 20%. Esto se realizd por duplicado vy se
dejaron en hielo por 20 min. Se centrifugarcn a 1000 % g por 20
min 2n frio y se tomaron 300 ul del sobrenadante para determinar
el plmerc de cuentas por minuto (cpm) de cada muestra en un
cantador para emisiones gamma (Beckman Gamma SS500) .

El porciento de cpm presente en la proteina iodada (1==TF)
se definid como:

cpm Y¥=IF en amortiguador C9 — cpm *2%IF en TCA

ZCPpM @t R P e e e e e w100
cpm 1=EEIR

Los porcientos de precipitabilidad con TCA fueron los
siguientes:
1=2EICE 77.466 4/~ 4,47

1= [CF 92.54 +/~ 7.08

IXe]



“n’én‘electroFofesianen ‘geles

nter1nrmente

CFA n‘;ari zado

105 geles se ’secardn snbre=

papel'Fiitrd'ch”c lor ac:o en,un secadur de gele ,ygel Sr. 

Hoefer  Scientific Instruments. San Franc1sco) y sa: eapu51erun‘,a

placas Kodak (XvDMAT). Las placas =3 mantuv1

h oy pobterlormente se revelaron con el

‘En® los
geles  de electroFor951s de’ estos componente vée
observa una’ sola-banda‘de’ apgoﬁJ del
C? y tres bandas: una de mPF: 1mada ) ue ccfééspunde a

las dos subunidades del €8 -« y~6v" né de 64 kDa,

otra banda de aproximadamente fpueae deberse a

aspciacién de subunidades 7 que tiene un PM de 22 kDa .y la tltima

banda de 22 kDa corresponde a la subunidéd~%.
11.4.2. Ensayo hemolitico

a) Obtencion de suero

Se obtuveo suerc fresco, en la forma descrita.  anteriormente,
de un donador con tipo de sangre "0Y positivo.
b} Obtencidn de eritrocitos.

Se colocaron S ml de sangre tipo "A" pasitivo en un  volumen
igual de solucidn de Alsever's estéril preparada de la siguiente
manera: 4.1 g de D-glucosa, i.6 g de citrato de sodio, 0.84 g de
cloruro de sodio, 0.08 g de &cido citrico anhidro en 100 ml de
agua destilada desionizada, pH 4.5, Esta suspensidn se guardd a

4 “C por una semana con el fin de permitir la lisis espont&nea.
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Fig. 6. Autorradiografias de los componentes *<3ICE (A) y 129109
(B)Y. Ambos componentes se corrieron por separado en geles de
poliacrilamida—8DS8 al 12,94 bajo condiciones reductoras, se
tiferon con azul de Coomasie y se expusieron a placas para
autorradiografia. En (A la banda de &4 kDa corresponde a las
subunidades o y § del C8, la de 44 kDa es probablemente un
agregado de la swubunidad 7 y la de 22 kDa corresponde a la
subunidad ¢ del C8. En (B) la banda de 71 kDa corresponde &l C9.
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Las slula tar olue s por

plasma

Los
109 /ml. 200

s mezclaron

suave por. 30 - min,
eritrocitos exhaustivamente con GV

concentracidén antes mehcionada

Se preparardn acho EﬁbbsxbréQéHFFiédoé?Qfdos-tubﬁé ¢Dﬁtfol
para lisis espontdanea y 1004 de lisis. Laé fracciones de L£9 a
probar se diluyeron a ura concentracidon final de 100 ng/ml  en
LVE=*, Se adicionaron cantidades crecientes de C9 de 0 a 100 ul,
10wl de suero deficiente en €%, 200 al de eritrocitos
sengibilizados (EA) y &GVBR=* hasta un volumen de 500 gl por tubo.
El 1007 de lisis se prepard por la adicidn de 300 upul de agua
destilada a laos 200 pul de EA y la lisis espontdnea se prepard por
la adicidén de 300 gl de GVE2* a 200 pl de EA.

L.os tubos se incubaron en un bafo com agitacidén « 37 °0C por
30 min.  La reaccidn se detuvo por la adicidn de 1 ml de GVE=2+
frio v las muestras se centrifugaron a 164 x g por 10 min a 4 °C.
La absorbancia del sobrenadante de cada tubo se leyvd a 415 nm.

La actividad hemolitica del C% se calculdéd como sigue:

Los valores de D.0Ouaim de la solucidn de lisis espontdanea se
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_restaron  d

valor de.D.0.

El bcrtieﬁtgydeil;s .=y S0 58 ‘,‘,rnr j “a 

Se - calcule: “el vala : A E 57 vaA G o
graficaron conty

ciclos

reciproco de ‘la’d

de  COCHSO/ml  de muestra).  E1- CHCHSO:
valor de— 99.3 ,gnidades. Este_vé;pr'egyéldéntf

titulos hemoliticos para C9.

II. 5. Inmunomicroscopia electrdnica

Lo primerc que hicimos para explorar el destlnﬁ_dei compleio

de atague a membranas después de su interaccid an “Entamoeba

histolytica fue ver la posibilidad de inte nal ci ﬁ mediante

microscopia inmunoelectrdnica con anticuerpos arcadaos con  org

colaidél. X

Fara esto se tomaron 117,353 % 10% amibas de 72 h que se
centrifugaron a 164 % g por 5 min y se lavaron tres veces con 30
ml de GVB®* frio. Fosteriormente se tresuspendieron en 20 ml de
este amortiguador, se adicionaron 10 wul de suero humano
deficiente en C? (G.05%) y se incubaron con agitacidn leve a 37

°C durante 15 min. La reaccidn se detuvo por enfriamiento vy tres

lavados con 30 ml de GVR®+. La muestra se separtg en dos partes

&4



desiguales,'una de 15 hl‘con m?S_P’l“ﬁ célula% y otra dP Semlcons

X

23 o 1U° celulds. Se ag{egaron lu“ ul de ant1cuerpo deiréabra

anti CS humano y uU ul de suero de cabr 'respe;tlvamr
incubaraon-. durante .10 m1n =n agua con h;elo,,gémb =

lavaron dos vpces con qO ml d@ GVE** El:tQhD;cnn's

se llevd.a un vplumen,Final_de 2.5 ml Yy el tub

ego ant1cuerpo ant

volumen  de 5 m1§j5é 1§é

cabra conjugado. con:o

agregaron &O ul. Las celul dieron en 3

ml de amortiguador de Eosfatd YAt rdn‘en'trés alicuotas

de 1 ml cada una. Fljd '1nmediatamante con

glutaraldehido al ‘22 La ‘segunda. y tercera se
incubaron & 37 °C por SIV xU min respect1vamente. después de lo
cual sge fijaron en la misma Fcrma (tlempos Sy 30 min). Todas
las muestras se procesaron para mlcrmscopia electrénica en 1la
Forma siguiente:

Las muestras fijadas en glutaraldehido al 2% se lavaran
exhaustivamente en amortiguador de fosfatos 0.1 M y se colocaron
en tetrdévido de osmio al 2%, preparado en &l mismo amortiguadoi,

por 2 h. Posteriormente se hicieron las deshidrataciones con

alcohol desde % hasta 100%. Las muestras se pusieron en oxido
de propileno, 6xido de propileno y EFON 812 1:1 y finalmente se

incluyeron en EFON para realizar los cortes,
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I1.6. - Cinética de fijacidn de *'=5IC? a Entamoeba histolytica de .
las cepas (S) vy (R).

~Se incubaron lDQuuludeﬁfrdeﬁoit05'de'las cepas (8) .y (R).  a-

wl

una: ‘concentracidn: de 10 con:-100 de./ suera.. humano:.

la reaccidn se detuvo culucandp 105‘~'

800 #l de sacarosa al 20%. Se centrlfugo‘alig.uoo R g pDr S min.a
4 °C vy se determind el ndmerc de cpm presente @n el prer1p1tdda v
sobrenadante de cada muestra.
I1.6. Fraccionamiento subcelular de trofozoitos de Entamoeba
histolytica
Fara investigar el destino del MAC al 1nteracc10nar £an las
amibas se realizaron separaciones de Fracc1anes subcelulares por.

dos meétodos diferentes después de incubatr: trqu:oitps vdg las

cepas (5) y (R) con suero humano que contenia’ *2BIEY

I1.6.1. Método de Aley {(Aley et al, 1980)

Se colocaraon por separado 10 ml de trofozoitos de E.
histolytica de las cepas (85) y (K} a una concentracidn de 2 =n
10/ml  en dos tubos cénicos de 50 ml v se adicionaron 2.7 ml de
suerc humaneo fresco diluido al 40% en VES-A frio y *=2%I09, Esta
suspension se incubd & 37 °C por 20 min, después de los cuales se
detuvo la reaccidn adadiendo VES-A helado y centrifugando « 164 o
a por S min para eliminar el suero. Los precipitados se lavaron

exhaustivamente con FES-A para eliminar el *23IC% que no se wnig

a las amibas y se colocaron en dos honogenizadores de vidrio de S
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un gradiénte»v- ‘M sobre 45 ml

‘sacarosa 9;58” aﬁbos pf§paﬁadD§‘enrgi;amnwuldgadér»Tﬁié;MgJ‘LQS
gradiehtes ser &én£;;FQ§éﬁbnfa:365'&,gvlbvaﬁofhih,eh frio. -8Se
quitaron los sobrenadanﬁes del'gradienté (§/N'1) 'y se centrifuga—
ron a 40,000 g porl h para separat 'moléculas, solubles de
fragmerntos pequenos de membrana vy vesiculas (S/N II) v (FFDO.
II). Los precipitados de los gradientes (FFDD. I) se resuspendie-
ron en 1 ml de Tris-Mg con x-metil-D-mandsido 1 M y se dejaron en
hielo paor 40 min con agitacidn ocasional. Estos precipitados,
ricos en mambrana plasmdtica v libres de Concanavalina A, s= di-
luyeron en tres volumenes de Tris-Mg v se homogenizaron con 80
golpes. Estos homogenados se colocaron sobre un gradiente de
sacarosa al 207 en Tris—-Mg v se centrifugaron a 368 x g por 30
min en  frio. lLos sobrenadantes (8/N III) se centrifugaron &
4O, 000 % g par 1 h y los precipitados (FPDQ. IV), enriquecidos en
membranas plasméticas, se resuspendieron en amortiguador Tris-—-Mg.

Se determind el namero de cpm presente en cada fraccidn para
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conocer el destino del 1?5109fﬂé59uéé"dé'su incubacidon can  E.

histolytica de la cepa (8) o Iﬁf;

I1.6.2. Método de Rosenberg y Gitler (Rosenberg y Gitler, 1985)

__Hnigtoiiﬁiéé de

nlican suero

frio. Cada botén de amibas: se’ resuspen

de  homogenizacion (HE), Tris 10 aM

colocd en un homogenizador. . de vidr e homogenizd con

20 golpes. Los ndcleos 'y 7 eliminaron par

centrifugacidn a S00 . .g pa;iﬁ  min: bLéé' homogenados post-
nucleares se colocaron en gradientes de Fercoll al 284 preparados
de la siguiente manera: Se adicionaron ? ml de Fercoll Isotdnico
(Fharmacia Fine Chemicals) a 1 ml de sacarosa 2.5 M preparada en
Tris 100 oM, pH 7.4 vy esta solucidin se diluyd al 25% con HB. EN
un tubo de policarbonato para 21 rotor Beckman Ti-50 se colocaron
7 ml de la solucidn de Fercoll al 28% sobre 2 ml de sacarosa al
SO7%  preparada en agua destilada. Las muestras puestas en  los
gradientes & centrifugaron a 62,000 x g por 20 min a 4 "C y se
colectaron fracociones de S00 pl, comenzando con la parte supériur
del tubo. Be determind la concentracidn de proteina por el método
de EBradford (Bradford, 1974) v ninero de cpm a cada una de las
fracciones.

I11.8. Ensayo de accién de lisados amibianos sobre 3*=251C8 vy
1251‘:9
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Parai. llsados,v

a'accidn defproteacas en

explorar

IC? con 40

E\_DCE\EE ina

preparada a una concentrac1onh:
0.05 M, pH 7.5 pur'tlempos de_Ox 2C. Despues de cada

tiempo la reaccidn ;e detuvo por’la adicidn de TCA al 20% €rio.

Los tubos se colocaron en hield y se.centrifugaron a 12,000 x g
por 13 min. La degradacidn de la azocaseina se determind por la
absorbancia de los sobrenadantes a 3646 nm. La deqgradacidén de C8 o
C? se determindg por el ndamero de cpm presente en el precipitado y

sobrenadante de cada muestra.
I1.9. Obtencidn de sueros de animales de distintas especies

Ademds de trabajar con algunos aspectos de la interaccion de
E.. histplvitica con los componentes C8 vy C? del complemento,
estudiamos el efecto litico de sueros de diferentes especies de
mamiferos sobre trofozoitos de E. histolytica. Esto lo hicimos
con el Fin de conocer si  existe uwuna correlacion entre la
resistencia de estas especies & la amibiasis vy el efecto de su
suero sobre las amibas.

Se obtuvieron sueros, @n la forma descrita anteriormente

para sueroe humano,. de las siguientes especies:

a) Carnero.- de cinco animales
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b). Cobayo.—:dea. v jnte'animaleé"

<)

vdeveinte animales

d) co-‘animales

e) Hamster,= de veinte animales

£)  HUm&ana de veirte individuos

g)lﬁaﬁé;—(de veinte animales

‘hY Ratén.— de veinte animales
11.9.1. Ensayos de lisis de E. histolytica con diferentes sueros

Los  ensayos y cdlculos de porcientos de- lisis y viabilidad
se . hicieron ' en la forma descrita anteriormente para- probar la

viabilidad de E. histeolytica a suero. humano.

11.9.2. Determinacidn de anticuerpos

Se determind la presencia de anticuerpos anti amiba en . los
diferentes sueros por doble inmunodifusién. La agavosa de las
placas se prepard en la forma descrita anteriormente para
inmunoelectroforesis, La agarosa se2 virtid sobreportacbjetos de
vidrio vy se hicieron seis pozos en circulo‘y uno central. En el
pozo central se colocaron 20 gl de extracto amibiano preparado a
partir de 20 3 10= trofezoiﬁms/ﬁl. En uno de los pozos alradedor
de éste se pusieron 20 gl de suetro de conejo anti amiba como
control positive v en los demds se agregaron 20 pl de cada uno de
los diferentes sueros. Las placas se colocaron ernn una  camara
hamedsa, la difusidn se dejd por 48 h y  las bandas da

precipitacidn se observaron con ayuda de una caja negra.

11.92.3. Determinacién de CHSO
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enpleados en: estos,

determing’ el Esto 1o reali

Dario Martinez:de’la Subdivisien de Medi

‘prepararaon | catorce;tubos:pr

dilucinﬁeé\ aebibs éuérosﬂproblémb cgﬁfroles que
fueron lisig esponténea'_y 10 : Se‘ adicionaran
cantidades crecientes de Vlné i%gérng Vprablema, OO0 ul de
eritrocitos sensibilizados (EA) vy BGQQ**'HaSta un volumen de 900
ul. E1 100% de lisis se prepard pmf.ia adicidn de 300 pl de agua
destilada a los 600 pl de EA v para la lisis espontéanea se
adicionaron 200 pl de DGBVE** a los 600 gl de EA.

l.os tubos se incubaron en un bafioc con agitacién a 37 °C  por
30 mine La reaccion se detuvo por la adicion de S00 pl de  DEVE*Y+
frio, las muestras se centrifugaron a 164 x g por 10 min & 4 °C vy
la absorbancia del sobrenadante de cada tubo se leyd a S50 nm.

La actividad hemolitica (CH30) de los diferentes sueros se

calculd en la forma descrita anteriormente para CPCHSO.
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CAFITULO TI1. RESULTADDS

I1I.1 Destino de las cnmpléjné CSb-9 . en " trofozoitos de

Entamoeba histolvtica ~ analizado por . microscopia
electrdénica. e R L e & S ;
Lo  orimero . que. analizanos  comod o mecanismo probabls e

i

resisterncia de E tolytiga al complemento Fue la lmcalizacidn'
dz 1los  complejos  CHb-9 en trofozoitos | posteridrmente & su

ipteraccidn . ‘con [suero. . Esto  se  Mize  smediante S migroscopia

inpuncelectrdnica Usando.. susro Sde: sabra’ no s linmune Clcantrol

positive) soranticuerpos de cabra anti C& humano ¥ aro: coloidal
conjugadpl,a!énticqeﬁpms-de"cgnajo-antizIQGwda-tabra

el,iantifCS;Qanm;estelewpgrimentq:po'Jue,

lus_cqmﬁlejhs"cﬁbéq An accesibles para la wnidn de componentes

como anticuerpos (Bhakdi, et al., 1980).

Las incubaciones con el sueroc. de cabra yiles anticuerpos  se

hicieron ”pqr,tiémﬁas~de 0 v B omin. Er la Fig, 7A>5e mueEstra ung
amiba incdbadslcon suero de cabra v anti 1g6 de cabra con aro o
O min dbndé 1a"@érta se encuertra en 1a supérFiéie de la ‘célulag
Eh'vla;Fiduré 7é témbién sevﬁﬁsefvé Ta harﬁé eﬁ ia superficie  de
las celulas incﬁbadaa con anticﬂerpm anti CS. vy anti.IgG de” cabra

conoro @n el tiempo O win, aungue conomnayor intensidads Eno Las

fig. 7C se observan las particulas de oro dentro de vesiculas . en

las amibas  incubadas por S min'cmn‘el anticusrpo énti CS. o EL
hecho de gue &n ai contral positive con sueroc e cabra - se observe
mareca en la  supsrficie camﬁlica “la . interoretacicn de ios
resultados vy probablemente se debe a qu las  amibas unen = con

cierta especificidad diversas molaculas. Sin embargo. al incubar

las amibas con el suers be cabra no-se-observi la marca’ en ™ el

T






Fig. 7. Destino
trofozoitos diz

inmunoelectrinica.
inmune o Igk de

la superficie de
por microscopia
mar suero  de cabra no

fugron = inou A% Con
particulas de oro colojdal conjugadas a anticuerpos de  conejo
anti-Igh Las células fuaron +1jadas inmediatamente o
despuds de la incuba 3 FrC opor O oo S oming Las pa culas  de
ora. coloidal se encontraron en la superficie de las celulas
incubadas a 0°C con suero de cabra no inmune (A) vy con ankti-0C5
(B . Después de la incubacion & 5

S min, las particulas de
oro coloidal se anconiraron an intracelulares. (C)
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interior  de la célula, hecho gue sl ocurric en el caso “de low

trDszditms in noy Caue:

5@ 1(1t S prEtal

RO

Lht

II1.2.. Cinética - de Fij

cepas (8) ¥y UR).
rPenEamds"qup wn mspech 1mpgrtanf pmla gmnor o desting:

del CDmplEJD dF ataque a membranas dpsnues dP Sl 1nta aétidn: tDn
los terD*o;to:lﬁS)'y,(R) era estudiar el cursa +Empmr' de la

unién del ‘25187 flas amibas- para la cual;;ncubdmos amlbdb de

lag cepas (F) y

_‘cun susro huwmano FFESCD'V'§z“IC9»a BTG por

Llempos dé_ﬂ. G v s0° nin. Despues de cwdd tlemna SEparancs @

las celul ,FlFugac1an‘v dﬁthMIﬂﬂmD: El numero cde cpm

Lgmcladn a laS mm¢bds. En.la 1lgura 8 se encuentran 105 pramadims

de siete e perlmentar con’ laa dus cep44 CSeobgervaque tla mayor

fijacidon 5e da entre 105 o] y 1 min con una ligera tendencia a
una .mayor fijacidn de C?‘en'la cepa (R, pero con  una | cingtica
csimilar,

Ruisimog saber si.la mayar asnu1ac10n ce cpm en la repa (R

se  debia a un mayor ume (=} de amloag DrP:ente despuES de  1a

.incubatidn Tcon: el supra. ya un la v1abLleau de esta. cepa - as

mayor @ -la -de la cepa. Cmntamaa_elmnamEﬁpade.amibaslTpﬁESente
después. de - la incUbaFidn con _BUero por 30 _min & 37000 y

determlnam 1] el numero de leEculas de 0Y/amibas

cepa }R)_C 1.' »vé.Ei A0 10% moléculas de CP97amiba

cepa (8). LH.B& ¥ 10%® moleculas de C9/amiba
De acuerdo a esto, 1a mayor fijacidn de cpm que se  observa

en la cepa (R) se debe’a gque sobreviven mds anibas resistentes a

~
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cpm en amibas (%)

aueto despuds.de la incubacidn.

15 T T ———
0—0 Cepa (S) :
e-—o Cepa (R)

O 1 1 t 1
0 15 30 45 60

Tiempo (min)

Fig, B. TCinéticas de fijacidn de CY a trofozoitas (5) vy (R)
incubades con suero humano fresco y *#®ICY a I7 0 por tiempos de
[ iS5, 30 y &0 min. Cada punto de las curvas representa el
promedio  de los porcientos de opm unidos a las amibas en siete
experimentos. .
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III.Z{‘ Asociacidn. - de -1=SICY - con leEFEntES;H fracciones -
5ubcelu1ares segun el métudo dE Aley., SR RS

Corn' la técnica de microscopia inmuftelectrinica: abservamos

complejos de ataque.a membranas dentrd de’los trofozoites por lo
que  decidimos: #r‘chnnaw amibas de-las cepas resistente (R) v
susceptible (&) & stero humano para’ conocer la ubicacidn de _165

conplejions en las células v over si existen diterancias ertre . las

"

dos | cepas: Frimero emplesnos el método de Aleywcpn &l qua:(se

abtiznen duétro'FkaccianEs diferentes de E. .mlzflra que- EIshES
a) Fra:cién “splubles b)) membr \na= 1nterna%. c)' membranﬁs faln]

vesiculadas Jresiduo oy dds membranm plaamdtlra.':Su lnuJbaan

troforoitos de ambas cepas cun suera humnno ‘¢5’89 por F0 omin a
I

E7 0Ly se realizd el,Fr—rhlonamlento y se détermind”él hnf ntajes

de cpm-astciado & Tas diferentes Fﬁaécidnes. Estos resultados  se

encuentrar Ennla’tablariglr

Tabla 1. FJrc1Lntoq da me aSOLladDS a-las fraccicones; de acuerdo
a Aley, de E. histolvtica cepas (R)- vy (S). incubadas - con suero
numano y CP*®ST a-37°C por 30 . min. - ’

cpm- totales -Fraccidn e : Cepa C A cpm

Soluble (R) 19,3

M. internas (R 5.9
M. no vesic, vy residuo (R) 24,43
M. plasmitica (R 20,4
5,188
Soluble L8 15.78
Mo internas : (s) 19,06
M. no vesic. y residuo (8) R -1
M. plasmatica (8) 26.5

En la cepa (RY la& asociacidn-de-cpm-Ffue similar entre las

fracciones soluble, memtyans plasmdtica v menbranas Sl
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vesiculadas v residun. L mnvur a:orlmctan de cpm'éé ENEORtre . en

la fracc

G ogue. corresponcdea mmmblnﬂanvlnkﬂ“na%n En ia cepd {8)

S Cpm Se. asociaron principalméntm

a membranas nm ve=1guladd5'~y

residuo. ar . seguado: - tarmino - & memblanas pla smaticas y‘ el
porciento de cpm entre fraccion SolubJP .y mHmbtdnaL 1nternas fue

muy similar.,

I11.4. Asociacién de *é51C9fEDn'Fracéiaﬁes~$chelulares de E.
histolytica segdni.el:método de:Rusenberg y  Gitler -en
cepas (8) vy (R), R Fa

Empleamas . un eegundn mptodn de #racc1onam19ntu  de anihbas

para @ la 'lagaliéécj ,rFDFG DltDS (R) YA

del MAL en’ ID=

'despuésvdé su ihtéractidﬁ'conrel cmmﬁlementm. Con este meétodo  se

abtienen vpznte Frarc1onp% subceldlares muy blen caracteri

radas,

Las  primeras '51Pte +rdLC1DnPS rnr“espondpn ,a' los compnnentes

n

solubles,  las fracciones 8 & 12 a ves :rulas 1ntrncclulmres. la

Ffracciones L3 a:18 a membrana plasmatica .y las fracciones 19 v 20

& | material,“particulada. lea  Figura stha um experimento

rapresentative con la wepa (). La 1inea continua. representa; el

rtmero de cuentas asociado & cada “fraccidn. s .Como centroll: la

discontinua muestra los valoras de  concentracitn de proteina de

las Fraccioness - esto se hiim'ﬁafé _ﬁsééﬁférﬁogi'éher -abainos
Fraccionanda adecuadamente. El mayor nﬁmera de ‘Euentas: se
encuentra  alrededor de las fracciones enriquecidas en’ membrana
plasmatica, =n particualar en 1a'FFaccidn 14,

La . Figura §H muestra un experimento repres%ntativw cuﬁ. la
cepa (5). Se observa que la distribuéidn de las cpm entre las dos

fue similar.
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D.0. (595 nm) e
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50 |
40 |
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&l método  de

Fig.%. Fraccionamiento subcelular —de acderdo
; i incubadas

Fosenberg v Hitler de £ ) vy (&)

.

con wero  humano gue cont G opor 19 min a 37 ‘0. L.as
Tinea cortinuas muestrarn cpm asociadas a las  diferentes
fracciones v las d ntirmaas muestian las valores de
concentracidn de  prof na determinados por el método de

Brad+ord. (A) Cepa R vy Cepa 8.
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1I11.5. Accién de extractns amlblanns de las depas (S) y (P) =abre
125108 vy 12-‘-"1(3'?.

e posibilidad de guoe una'de-la% Formés—de mane

dEQerdClOﬂ‘

£olyti

par hi a . para r951%+1r su Ataquu Fue
de los  componeates b rmlnaLEb Cﬁ y 0% la plurammb 'incubandn,

AT 'y, 1RTI0Y . Fon exkractos amibiancs e ambaa»;cepaé Lpoy
tiempos de 0 arédimin. Desplués de cada tiempo  la. reaccidn, se

o

Tin B CE\tF ifugd y se “determing

detuvbvpféﬁinitandq‘coh TCA-al 2

el numero de:¢cpmy absorbancia de los sobrenadantes.
LEnCla Figura 10A se muestran las re ult do obtenidos  con

llenons

los o extractos . de. las qug_cgpaé CyooeBLeT Lms‘»:'

kepregehtan 1OS‘ regultadds 5btenidos conslas ﬁepAVﬂ(é; y'vléa
circulos . vacios rep»esentan 1?5 ébtenidos cén la cepa ,(Sf; Las
lineas - conLlnuaq muestran 1105 'meﬁiehﬁéﬁrfdé  £§5“1>en.1 i§é”;
sobrenadanﬁes y=]ms 11neaq discuntinuaé muestran la abSutbén;ig

dada  por . la aagkaQaCidn de la azocaseina. En 1a Figura

encuentird el resultado obtenido al incubar CF .con los. ex
de  ambas ' ceépas. TEn’éstecaso luos parcientos.. dacpm.en . .los .-
sobrenadantes. de. las cepas (R) 'y (8 fueron muy 51m113re= porr-lb

Ba Db*ﬂrv" lnq

Cgue solo sultados obtenidos

con lag dos’ cepas - fueran‘~muy simil valores  de
absorbancia a FA6 am aumentaron conforme al tiempo. de - incubacidn

1o que nos indica que los entractos amibianos si tenian actividad

prateolitica. En cambio, log  poroientos de . ocpm en los
sobrenadantes . se mantuvieron constantes a lo largo de la
incubacion 1o gue nos muestra que no hubo degradacidn de 29108 o

1=hTCV por los extractos anibianos.
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I11.6. Efecto litico de suerosl de diferenfesf‘éshééiEE sobre-
Entampeba histolytica. T TR R s T R T I T T =
Come otra pacte de mste tfabéjm'éstﬁdfamgg &1 e+uctu i{tiem
de sueros  de diferentes ESPPE]PS fanimal . &pn_ él Gb?eto de
LO”GLET si le e(efto esLa rmlariunado CDH‘Jé’SUGFEptthl]dad ae‘
las e=pet10= probadas. a - Ja- am1b;asxsn
En las Fjgura5 Yi-14 se muestfan_ids pofaéqtaJEQ e 1i;isrdg
los trofﬁzmifus ﬁun los sueros ¢EvdiFerante§beéﬁétieé;fSé ohserva
quekbel naycr efecto litico sabre lQS,trQFmﬁmihﬁévlu 'pfeéentarﬁn

el suero de humano, de rata y de chive (fig. 11y
carnern .y’ hamster ocuparan una pasiciinintermedia
los

(Fia. 18)

1

Fig.

concentraciones sobre tro

A7

er=! éiftdﬁ§\yc»', v

de,méhgrfcapécidadfditiéé

of
80

60 |

T
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20 r

1 1 1

0 10 20 30 40 50 |

Coéncentracion de Suero (%) .
it Efecto likico dé suero de rata & diferent@s”
Ffozocitos de E. histolytice incubados  a
min., Cada punta representa el promedio de los

L opor 30

valores obtenidos con velnts susros.
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Fig. 11. E+
difarentes
incubados

de suero humano (A y suero de chive (B) a
aones sobre troforcitos de E. b iyt
L opor 30 min, Cada punto representa el
de los velores obtenidos con veinte sueros humanos v cinco sueros
de chivo.
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Fig. 1%. Efecto litico de suero de cobayo (A) vy carnera (B) a
diferentes concentraciones sobre trofozoitos de E. histolytica

incubados & 37 °C peor
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ZO min.
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Cada punto representa el

s0 !B

de  los valores abtenidos con 20 sueros de cobavo vy oinoo

de carnsria.
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Figu 14, litico de asuereo  de ratdn a diterentes

concentraciones  sobre trofozoitos de E. hi
E7 00 por 30 min. Cada punto representa
valores obtenidos con veinte sueros.

viica incubados &
promedio  de  los

I11.6.1. Determinacidn de anticuerpos anti amiba en los sueros
probados
Egio se hivo mediante la técnica de doble inmunodifusidn vy

ninguno de Jos sueros obiliTados en los ensayvoe  de lisis de

tru%mzéitus de B blgggixhléﬁrdio b&nda e pfaéip;ééciénr caﬁtEar
un extracto amibiano prebarado'a partir de 20 . 10® tqumzoitus

/ml. En la figura 135 se muestra'una.doble 1nmunodi¥usidnien dpnde

a2 obhservan las dos baﬁdas cle precipifacidn en . los L pOE0s dé;

control positivo ~}a v b)) y los demés sin  banda. E§té‘ dobie

inmunodifusidn se hizo con suero de rata v silo sg'muestka,Aésta

va gue todos los demds sueros dierph un resultaqu ngal;



Fig.  i5.
central) v
anti a&miba-y ©).
ratan

TTHDLE NG

amibiano: . {(pozo
Tosuero . de o congeio .
diferentes sueros de

Al relacionar | los niveles de complemento ©(CHEO) . .de @ los
diferentes sueros. con’ su-efecto litico noiencontramos.  ralacidn
entre estos dos parametros, es decir, la capatcidad.litica de los

sueros . probados o sobre  los trofozoitos | de  E. histolytica no

depend dricamente  del nivel de complemento del  suero. En la
Figura-- 1% selhuestra la correlacién entre &1 CHIO de ™™ diferertes

sugros y su efechko litico sobre las amibas.



L i

14, Correlacidn entre el CHIEO de susros al 20% de diferentes

animales y el porciente de lisis - de _trofozoitos - de E.

éa } . v -



" CAPITULO 'IV. DISCUSION

histolytica la

En el vapDrinmxpntu invasivio du Frfﬂmnm

te ao-las de%ensaa naturaies del. hospedero jusga un papel
muy importante. kbte pdl Sgifo Gctiva &)l sistema del " cdmplemnento

por las  dos vias. Uine 'da los mecanismos de  activacidn @5 por

medio  de una de laé pﬁotéésas,de la amiba, la de cis feina de 56
kDal, e actma u:mo K3et: Lanvnr+a5a de X (Rﬁed g£ 19 1989, Una

VEZ L ue 105 tnaFDzn1Loa act1van al ulstema del FDmplemPﬂLD- deben

registic o su 'eFeLtm'mmebi'Lda pﬂra loqrar invadir . los tejidas~‘

Diversas_cepas’defamibéé pueden desarrollar resxstenc1a al efecta‘

s CDIFdeLanJﬁO cnn el gr

pacoqenlfldad. Tan1o 143 cepaarsu=tept1blps como las resistentes =
prrsentdn Mmecanismos: y nlvmles de mcflvaulcn blmllaF@S. pur lo’
quev Dlabablpmen+e Ia dlrerenr1d em'.a SUSCEptlbllld;d al erecfo
1i£ico esté an el manejo de la via mEmbranolitica delﬂsistema..En
esta via participan cinco:componentes, el CS.7 L&, C7s ce b4 ce. Elv
£f tiene un papel muy importante en }a lisis.de célulaﬁ‘nucléadas
ya gue . se& t&ﬁuiere dex la'pnlimerizacipn de :estar n]l mprmteina.-i
para  la formacidn de la lesidn oot la que.se-:da ﬁnar entrgda

masiva de diferentes moléculas gue culmina con la lisis de la

”célula; Foo. esta razon y'oﬁras comd’ su eéf?uttu}éidéi Qﬁa Egla
cadena‘ la Elegimné como marcador del déstino del ~complejo  .de
atague @ menbranas despuss de la interaccidgn de‘1a5 amibas-con el
cbmplememtuu

Fara -poder conocer si e%isten diferencias #n =21 naneja del
MAC - entre  la cepa suscepﬁible & suero humane y  la resistenté,

‘adaptamos - amibas a suero humano. Al probar la viabilided de la

do de



CEEA tetente  (R) en mparacitn con la-sus

concentraciones  cragiént de suerm hasta  S0O%

viabiiidar entre 5 5 &

mavor oan  la

viabilided es similar a la reporitads en la literatura. (Caldersn y

Tovar, - 1988), Estd’ descrito

mlbién gue una v ol las amibas

alcanzan la resistancia a1 4040 de sd

Dy esta :L mnﬂiltne dutanL

del suero

un .mes o aproximadamente  sin regueric . la preger

numano. . Nosotros  no o logranos mantaner 1 resistencia por un
periodo @ similar, en. nuestro’ c&se las  amibas ‘volvian & sen

suscept

hles despudés de una semana o dos de no e Flen . contacto

con. 2l suero.-

Paras s la realizsc

erentes censayos . en . este

L adia jo .Fue necesaric tener suero: huwnano

Cipactivado.s tQLvlmHHlP. ALE

dEgnmplementar
comiinmente usadn de calentamiento a@

encontrammﬁ/una in tlvaulhﬁ comp latad Al empledrfesgajauerq como

cnntlol t1vm en ensayos. de viab 1]1dad:"mahtéﬁié"sﬁ' éFécto
' ameblczda y-al Lmrrerlo 1ol anunomlnrtro+mze515 na =S vbbservaba
wun rdmpimlento cwmplptn dr L3, Estd rppur‘ada qu@ e\ LlatamJLntu
con . Zymasan 'no‘,“ompe caompletamante al C3X humano, . por  lo  gue
dg;;gjmgsiltratar 'él,,suero Ftma e Vrepet1da§'.véces TEoR T este

palisacdrido v de ssta forma logramos un rompimiento completo del

=ro 51 efecto 14

C3 v obtuvimos un co sobre los trofozcitos,

Er dlulas nuacleadas  como  los  neutrdfiloms uno de los

mecanisnos  de resistenc

=) MAC es la endocitosis v exocitosis
del complejo (Morgan et al,. 1984). La posibilidad de gque la amiba
empledarda  un MEBCARLSMO  similar  para  resistir el atague del

corplemento lacinvestiganos por microscapia 1nmuhmelectrﬁni:a con



nfron

m

dezabra anti C5 husanoly anti-Igh de cabra con . oro

coloidal . For  esta metodelogia se

npleao

A da ccosuperdioie o a8 lal and Shempos il Camin e

1nLerna1&hadm en vesiculas en el tiempo S min. La- doterpretacion

de estos resultados oroblema de que’hose puda demastrar

gue la unidnide los antic

uErpos es‘éupecifica ya'que también EE

S mbservaron particulas de oro coloidal aﬁoctada. a 1a :superFlciE

celular eh‘el caso del contirol: dcndp B=1=] emplea sneru d@ cabr' L no

inmune. Esto se pudo. deber & qum ]a amtoa 1ment@

diversas moléculas. Fara evi tar PELQ lm“qué se-tendria que Hater

algunb.~

@g  seqguir o el deéting dél”mﬁf con-

»cdmbohentee

marcado dlrecLamantE' cBnioro y na a-~ir ve= de ,antl(uerpus.'fLa

presancia de lasg FDmp]EJDS d@nf =S ue ves;1ulas an 105 trofoznitos

nntl Cu 'y no en’ el

mEl0 se  obsérvG en_lms‘lncubadan cmn
contral  con suero dé éabra,‘lo que puede indicar aque »aunqﬁg la
amiba  haya " fijado “en’ forma ihesﬁeci#icé xlnmunoglobqlinaﬁ el
prasantes an el HUErT dercabra;;éstas 0L FUEEon ;nternaliﬁaﬂaa.

[S

»sLerlnrment estudiahaavel‘tuﬁsa tenporal de’la unidn  del

tbada% COn SUero Yy

IEEICY & 1a amibas de lag CEOAS {R) v (S in
este ;omponente. Al cmmparar' CP+=9] . a
Hmibas dag anbas cepas ~ohserva. -Z". -;,‘T': caE d@ Fijacian
similafea @n ambos casos. Hubo une ligera tendefcia a una mayor
fijacidén de cpm'én el casto de la cepa (R). Esto se debe a que
sobreviven mas amibas de la cepa (R) deépuéa de la incubacidn con
el suero ya‘ﬁue 21 namers de moleculas de CF gque  s& une por o ainiba
as muy similar - en los dos casos.

lLa localizacidn de los complejos CS5b-9 en los trofozoitos la

investigamos tambi#&n  mediante técnicas  de’ fraccionamiznto

1



Ly

alular “de-E. For al metodo de ALBY  enconrtramos

rRE0Y cragsooigde o anobas ,-uabr~ fracciones subcelul

= de
trmfozmﬁtms deambas Eemaéu En lg mepa (R) el maymr,pmrmentajw~dé
cpmne eﬁcmngr57~en m@mbrana% internéE'v s La fépa  (5) =
menbhranas qm~vesiculadas‘y.résidu@,

El Fraccionaﬁientg der acusyrdo é Rosenberg y Gitler mﬁstrﬁ un
resultado vdiFerentei al antérior. En esﬁé cagq— encontrahos una

i

tribucidn L igual: de cpm,en‘lag dos ‘cepasi las . fracoiones gue
presentaron el mayor numErs  de 09 asociado o Ffueron las
enriquer‘das con membrana plnﬂmd17ra,'princigalmeﬁte Ya 14

La diferente' g&tlatlén ‘del *ESI0T & las fracciones o de. E.

D'g;gllglggr,thenidas“pokwéilmétqdu_dg AlEy . pu de interpretarse

COMD L que enrla céga‘(ﬂ) al’ complegn'ﬂn asncia:awxveéiﬁﬁiaé ﬁara
rser _exacitado'#-aéi ﬁesistir suU @taqqe, mieﬁﬁfaﬁ qﬁéien fa cepa
.(S) 30 Bé Forman @35 LmE Vesiculas con lwagcompléjaéfal>ihﬁeﬂimﬂ; v
el C? queda en las membranas no vesiculadés v Fesiduo, Sin
embargm. en las rraLc1mnes Dbtenjdas por el metodo de ﬁoscnhefq y
VGitler la IOlelhaflbn de] C9 +He la masma er las dDE cepﬂs en la
ﬁemhrana plasmahlca. : e : el

La posibilidad de que 1a amiba internalice répidam&nta, los

complejos. de . . atague - a membsmnas y.oooregresen i superficie

celular podria implicar una inactivaciﬁn aerlas ﬁbﬁp{éﬁ'évdééadésan
de internalizades vy salida de la ceélula) Una forma  probable . de
inactivacidn - 28 la degradacidn de alguno de los cqmpnﬁentes clel
compleio. Al probar el evecto ﬂe extractos amibianés dexlas dos
capas sobre los componentes CB v 9 encontfamus que ' no son

susceptibles a 1a degradacion por las proteasas de amibas (8) .y

R Para el caso del 08 podria esperarse este resultado va que

el



astd reportado en la literatura (St V2EO) e esta

Sy Cr

proteds iiza

.00,

stente & la pr

uras por nrotaeasas como

IF, B CAMDLA,  BE SUSC

ephinie & da -y

Ta o Ttroebina Sgue lo . rompe en . dog CFragrentosy D%a .y 09b

2t S

ker st a

La 'reﬁistéﬁcié de Entamméba':hiEtDIV£iCa ‘& una  de léa
defensas  del hospede)ro coma lq es el cﬁmplehgntéi fepreeénta un
+actor imﬁmrtahte ﬁﬁ la “invasividad de este pardsito. Be conoce
una - de ]aé VFprmas como  la aniba activa . al -sistema dél

complemento, Vpero no o se conoce la Form:
R _

“como resiste sy ataque.

En - este t

euploramos -~ algunos - aspectos de ta

inter

accidén’ de con’el tamhln “de atague 4

membranas: del. complemento (MAC); en ﬁértidular,i‘Con los - doé
q;timés cpmponentes c8 y7?9. : ;

'-'th:enémﬁt-amus claras diFefenéiaé*ehtfé";éﬁaepa“resigtentewy
la susceptible an. el manejo dei‘ fMéé} For vmichECDpia

imnmunoelectrdnica se vid internalizacidn del'componente C% v -por

la. técnica de Ffraccionamiento subcelular de E. de
acuerdo ca Aley casooiacidn. & -membranas no v vesic a

membrana plasmidtica en el caso de la cepa (%) y o a membranas

internas v nlasmaticas en la (), ns wubractos amibianone de

~adaaron CH v 0T,

Efecto litico de sueros de diferentes especies sobre trofozoitos
de Entamoeba histolvtica

La amiolas sHper iment an foraa sioultdnea  al

descubrimiento de E. histelviica cuando Lésch en 1879 encontrd

amibas un paciente con disant

El principal



abietivo dedla amibiasis exparrmantal la Conprensian’ da los
i SMos irvolucratos. én sta - enfermed

Las'  primeras

on chechas "en gerros v gatos.

Adnvest

gaciones sobrasami b‘—"l‘SLS T

iformided © v,

Delpido . a o ie dificultad #n e] METH Ji,

rcmero o insuwficiente de axninales, se sustiftuveron pors roedores.

Sin embargo, no existe ningan modelo animdl que imite el” cicle

complete de la enfermedad tal como se observa en . los humanas. . En
-

generaly los  animales apropianos para‘¢a',am1hlaszs intestinal

& oaminiasis

eyperimental ’ son  diferentss . de Jas'usadoa- para

.hepatican.CGMG se cbiserva a continlacisn: encia &n la

SUS

upL DLlLdaH

La rata. se

La camibiasis. . Se.: han Utl;l’édo

intestinal 'empleandn ra é‘déstc ';tienen hien

desarrollado el sistema 1nmune o 1nnru 3 T baa d50;i3das' a

bacterias, lo uue puade enma%carar @) Fenbmpno real. Ll suera - d

i

rata tieng un-efecto lJtiCD muy elavado sabre lor trnFmamitDE ce

Lo de lisis auria cmncEntrac1dn de} SO%,
114) 1o gue nos habla de gue este afacto es un fdctot importante
en la resistencia della rata‘a 1a umlbla%]%.

El cobayo ha sido usado como modela de amibiasis, intestinal

¥ el Clees &

FVQILD de abscesos hepaticos - ha: -resultado dificilss
Ohservando el efecto litico del suero de cobayo sobre las amibas

encontramos  un. 70% de lisis con una concentracidn de suers o del

0% (Fig. 12E) lo aue correlacionz con el hecho de qgue &l Cubayo
es susceptible a la aminiasis. intestinal en donde los trofozoitos.
no se enfrentan directamente al suero, mientras que =25 resistente-

a la amibiasis hepédtics en donde las amibas pera invadie

Prrganos

54



higadm»d

Come por. terrente. sanguineo v resistir el

atague. d nhicuerpos vy mplamentc. . La. anposibil Vidad

sbhleclniento de la o amibilasis  ent el higade  del . cobavo
correlaciona coniel efecto litico del suero de este animals

El" hamster se considera-susceptible a la amibiesis vy es “ano

de  los animales  mds  empleéados - coma modelo’ axperimental | de

amibiasis . hepatica. El_eéecto‘liticb del suero de hamster | schre

4

histolytica pressnta valores poE debaja del suero. de cobayd v

i3

sto, se relaciona con el hecho  del . establecimiento  de. la

amibiasis hepaticay QtFos animalss como elJconejo_y el ratdén . gque
presentan los menores EFa:tué liticos ne han podido ser empleados
ccomo wodelos. Cdeamibiasis yva que su alta susceptibilidad - a .1a

amibiasis provocs la'muerte del animal.:

Frobamos. también el suero del vy el carneroy pero sobre

tos no. han sido-empleados como-modelos de amibiasis.
La  Gnica excepcidn a la correlacidn entre resistencia a la

amibiasis’ y “efecto litico del suero es el honbre  cuyo suero

pressnta un efecto Lt

muy alto vy sin embargo =1 ser humano es

susceptible. a la amnibliasis.

La amibiasis representa un gran problema de salud . a  nivel

mundial -y en particular paralnuesteo pais. Bl conooimento rde’

todos. los. mecanismos - desplegados.  por  Entamoeba nistolvtica
. ’ . B . T

&l desarrollo . de la enfermedad son. la base - pars . la

obtencidn de medios preventivos o curativos. La definicidn de los

mecanismos que permiten a la amiba la invasidn de tejidos es tema
de  estudio &n auchos leboratorios del mundg vy uno - de - estos
meEcanismos @s la resistencia a uno de los sistemas de defensa. del

]



como 1o en el ;Dmﬁlmm@ntn. En

nismos probables de Iatre

atanue.  del

compléjo de atague a menbiranas. Con laz metodelogias empleadas

-

@-las Formas.ode © interac

pudieron - oconocer Slalguna idon . ode

E.

ica mor @l MACL Tsin embarpo,t e se pudo plantear” ndngin

mec

xnismo preciso. Queda por averiquar otras - camino

probables

donde | se involucran mecanismos ya demostrados parsa bacterias vy

fFerentes células nuclaadas,



	Portada
	Índice
	Resumen
	Abreviaturas
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Materiales y Métodos
	Capítulo III. Resultados
	Capítulo IV. Discusión



