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RESUMEN



REBUMEN

En el presente trabajo se evalué la participacién de las
fracciones carbohidratadas en la reaccidén cruzada entre los
antigenos de membrana de Entameeba histolytica: una glucoproteina
de membrana (GM) de aproximadamente 30-35 kD de peso molecular
y Lipopeptidofosfoglicano (LPFG). El antigeno GM se extrajo de
cultivo axénico de amiba de 72 horas con un amortiguador de
fuerza iénica alta e inhibidores de proteasas: mientras gue el
LPFG fue obtenido en un trabajo previo.

Por ELISA en placa se evalud la reaccidén cruzada entre:-los
antigenos, con sueros de paciente con Absceso Hepdtico Amibiano
(AHA), suero anti-GM de ratdén, sueros de conejo anti-membranas
de amiba y monoclonales (3G7, 3H6, 2D8) contra GM que reconocen
su porcién carbohidratada, para la inhibicicn se emplearon 10
azucares.

La ELISA para sueros y monoclonales demostrd la reaccion cruzada;
la inhibicién fue de m&s de 50 % con N~ acetil- D- glucosamina,
a-.metil- D~ glucdsido y N- acetil- D- galactosamina y menor con
los- demds azucares. Se concluye que estos carbohidratos son
inmunodominantes para ambas moléculas.

Por otra parte también se identificd por microscopia electrénica
el antigeno GM de membrana empleando el anticuerpo monoclonal
3G7.

-l



ANTECEDENTES



En 1875 Lesh descubri¢ al protozoario Eptamoeba histolytica en las
heces de un enfermo con disenteria crdénica en San Petesburgo
actualmente Leningrado Rusia; y aundque estas amibas causaron
disenteria cuando se inocularon en perros, Lesh no adjudicé al
pardsito ser el agente causal. El papel patolégico de las amibas
fue demostrado por varios investigadores, Kartulis en 1887 con
trabajos en Egipto describié la existencia de lesiones del higado
por amibas. En 1891 Councilman y Lafleur describieron 1la
disenteria amibiana y el absceso hepatico amibiano. Quincks y Ross
en 1893 describileron los quistes y en 1903 Schaudin da a la especie
el nombre de Entamoeba. histolytica diferenciandola de la amiba que
generalmente se encuentra en el colon Entamoeba coli, la cual es un
comensal inocuo del intestino grueso {1). El nombre de Entamoeba

es dado por su supuesto efecto litico sobre los
tejidos, esta amiba es patoldgica mientras que Entamoeba goli no lo
es.

Para estudiar la participacién del sistema inmune en la amibiasis
es necesario definir cuales antigenos de Entamoeba histolytica son
reconocidos durante la infeccidén. Desde que se logro cultivarla en
medio axénico (2) se sentaron las bases para la separacién y el
estudio de las caracteristicas inmunoldgicas de estos antigenos.

Las células se ponen en relacion con su ambiente por medio de su
superficie, es por ésto que la investigacion se ha dirigido hacia
el estudio integral de la membrana celular, es decir al estudio de
las proteinas y lipidos que ahi se encuentran. En base al estudio
de ciertos determinantes antigénicos en células animales y en
bacterias, algunas investigaciones se han orientado a buscar otros
elementos constitutivos en las membranas celulares, asi en la
década de los sesentas se acumuld valiosa informacidén acerca de la
presencia de mucopolisacaridos en las mismas y se llegdé a la con-
clusion de que estas sustancias {(que en términos de peso constitu-
yen una pequefa proporcion de los elementos moleculares de la mem-
brana) en su funcién, son de primordial importancia ya que estdn
relacionados con las caracteristicas de adhesividad y antigenicidad
de la membrana celular (3).

Existen ejemplos detallados sobre la presencia y composicion de las
moléculas polisacaridicas en los protozoarios: entre ellos Von
Brand y col. en 1959 y Cosgrove en 1962 describieron la presencia
de polimeros que contenian galactosa tanto en
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como en crithidia fasciculata(4,5). Gottlieb y colaboradores en
1972 caracterizaron un polisacdrido en la fase acuosa de los
extractos fendlicos de Crithidia fasciculata y en 1977 publicaron
la obtencidén de un antigeno polisacaridico de Tripanosoma
aislado también de la fase acuosa de sus extractos fendlicos, este
tipo de polisacdride se encuentra presente tanto en la membrana
celular como en la superficie del Tripanosoma gcruzi (6,7).
Lederkremer y colaboradores en 1976 describieron la presencia de
una lipopéptidofosfoglicana derivada también de Tripanosoma cruzi
(8). Desde 1976 Korn y colaboradores han descrito el aislamiento,
funcién y composicidén de una lipofosfoglicana, macromolécula gue
constituye el 31% de la membrana plasmdtica de Acanthamoeba gaste-
llani (9,10,11).

En Entamoeba histolytjca la membrana plasmédtica de los trofozoitos-
tiene un grosor aproximado de 10 nm, esta membrana se encuentra
cubierta en su parte externa por un glicocdlix o cubierta superfi-
cial, cuya presencia se ha demostrado con el uso de reactivos
citoquimicos como el rojo de rutenio o el azul de alciano que
aumentan la densidad electronica de los componentes de la membrana
que contienen carbohidratos, segun descubrieron Lushbaugh y Miller
en 1974 (12), y Pinto da Silva y colaboradores en 1975 (13); el
estudio de esta cubierta es de particular interés por que probable-
mente contiene alguno de los antigenos amibianos qgue son reconoci-
dos como extrafios por el hospedero durante el establecimiento de la
amibiasis invasiva. Los estudios de Martinez Palomo y colaborado-
res, en 1973 mostraron que esta cubierta superficial debe contener
residuos de manosa o de glucosa expuestos al exterior, ya que se
observa la union de la lectina Concavalina A a los trofozoitos
amibianos (14). Trabajos previos realizados por Isibasi y
colaboradores en 1976 y 1978 (15,16) informaron sobre la extraccion
de moléculas polisacaridicas de los trofozoitos de Entamoeba
histolvtica obtenidas por el metodo de Freeman-Staub. el estudio
quimico de estos polisacaridos demostro la presencia de azucares
neutros tales como la manosa, la galactosa y la glucosa, el estudio
imnunologico de estos parasitos reveld que aungue reaccionaban con
sueros de conejos inmunizados intraperitonialmente con trofozoitos
vivos, en ninguno de los casos reaccionaban con los sueros de los
pacientes con diagnostico de amibiasis intestinal o hepatica. A
consecuencia de estos resultados se decidié cambiar la metodologia
de extraccion de este tipo de moléculas y de esta manera verificar
si los polisacaridos obtenidos jugaban algin papel dentro del
mosaico antigénico de los trofozoitos amibianos.

Asi, extrajeron fracciones ricas en polisacaridos a partir de
trofozoitos por el método de fencl-agua descrito por Westphal-
Jann en 1965, sin embargo, el principal contaminante de la fraccién
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polisacdrida era el glucdgeno, el cual se elimind al ser tratado
con alfa y beta amilasas, obteniendo asl un antigeno rico en
polisacdrido con un contenido final de 89% de azucares totales.
Este antigeno rico en polisacirido, resulté ser un componente
importante de su membrana. (17,18}.

En un principio, se tenia heterogenicidad en los aislados antigéni-
cos debido a la metodologia empleada, mds el avance en la tecnolo-
gia ha permitido que se aislen antigenos de superficie mas
especificos. El método propuesto por Aley (1980), sobre aislamiento
de membranas de Eptamoeba histolytica orienté la investigacién al
aislamiento y caracterizacidn guimica e inmunoldgica de antigenos
de superficie, otros antigenos, organelos membranosos y moléculas
citoplasmdticas (19).

Se han identificado al menos 18 antigenos de superficie en
Entamoeba histolvtica por analisis de membrana. Pero ain son poco
comunes los estudios de antigenos en relacién a sus propiedades
bioquimicas e inmunoldégicas (20).
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La amibiasis se puede definir como la condicién de hospedar al
protozoario Eptamoeba histolytica (Schaudinn, 1903) con o sin
manifestaciones clinicas (21). Bajo manifestacién clinica la
amibiasis es una infeccién parasitaria invasiva del colon causado
por el protozoario Entamoeba histolytica.

A falta de una eficaz quimioterapia antiamibica, la amibiasis
constituye una importante causa de muerte; condiciones impropias de
salud qgue imperan en paises en vias de desarrollo son sélo una de
las causas que hacen viable la presencia y permanencia de 1la
infeccion (22).

Asi la amibiasis invasiva en ciertas Aareas de Africa, Asia y
América Latina representa un problema de salud y por ende social de
gran importancia, pues se estima que de 500 millones de personas
que hospedan a Entamoeba histolytica en su tracto intestinal 40
millones desarrollaran la enfermedad invasiva y 40 mil moriran
anualmente (23).

Entamoeba histolytica

Pertenece al filum protozoa (organismo unicelular) subfilum
Sarcodina (presenta locomocién y se multiplica por division
binaria), clase Rhizopoda (se enquista y habita el canal intesti-
nal), y al género Entamoeba. (24).

8u ciclo de vida es simple y directo, ya que no se ha demostrado la
existencia de estadios sexuales, ni de hospederos intermedios ;
presenta una forma vegetativa movil el trofozoito, gque se caracte-
riza por ser elongado con lobopodios protusibles y un uroide
formado por pliegues irrequlares, se aloja en el contenido
intestinal y se multiplica por fision binaria. Bajo condiciones
apropiadas (las cuales se desconocen) se diferencia en la forma
inmévil e infectiva, llamada quiste la cual se excreta y puede
infectar nuevos huespedes por via oral (25).

Morfologia. E! trofozolito la forma mévil es muy sensible a los
cambios fisicoguimicos del ambiente, variaciones locales en pH ,
osmolaridad y potencial redox pueden alterar la forma y motilidad
de las células. Se multiplica mejor aunque no exclusivamente en
condiciones anaerobicas, hay dos formas de trofozoitos, la pequeia
"minuta" o "diminuta" (10-20 um) se encuentran en las heces no



disentéricas, la grande (20-60 um) se presenta en casos de enferme-
dad invasora. Fuera del organismo los trofozoitos mueren, si son
ingeridos los destruye el acido gdstrico.

El quiste la forma infectante, sobrevive a la desecacién, congela-
cién y pH  4acido, son destruidos a temperaturas mayores de 55 °C y
en agua hiperclorada, son redondos miden de 5-20 um, tienen una
membrana hialina hasta de 5 um. Cuando tienen un nucleo y las
caracteristicas sefialadas, se dice gue se trata de un prequiste,
cuande tiene dos nucleos quiste inmaduro. Las amibas tienen
vacuolas de glucdgeno, contienen ademads uno o mas cromatides, si en
la forma de guiste tienen 4 nicleos se llama quiste maduro. (26).

citoplasma.- Se diferencia claramente en ectoplasma y endoplasma.
El primero de aspecto claro se encuentra en varios canales
fagociticos y el segundo un complejo vacuolar granuloso y tisular
relacionado con procesos de pinocitosis. Las vacuolas se producen
por endocitosis por 1o gue la estructura de su membrana es
asimétrica y su contenido variable, dependiendo de las condiciones
de crecimiento. Las diferentes poblaciones de vacuolas se distin-
guen por su forma, unas tienen el borde liso y otras crenado. La
amiba presenta un sistema tubular que es un reticulo membranoso
compuesto por tubulos finos (26).

Citoesqueleto, Esta formado principalmente por microfilamentos de
actina localizados en regiones especializadas en la formacion de
canales fagociticos o macropinociticos. Se han descrito filamentos
gruesos, pero no se ha demostrado gue sean de miosina. Ademds
existen conglomerados de particulas cilindricas. en forma de roseta
que rodean una area del citoplasma, se encuentran en asociacion con
vacuelas y estdn limitados por una membrana (27).

Organaleos

Entamoeba histolvtica no presenta aparato de Golgi, reticulo
endoplasmdtico rugoso, mitocondrias, centriolos, ni microtubulos,
los ribosomas se encuentran arreglados en formas diferentes en el
trofozoito y en el gquiste. En el quiste se encuentran ordenados en
un -patrén hexagonal que forma el cuerpo cromatoide y en el
trofozoito se encuentran en arreglos helicoidales. Se ha visto que
estas hélices pueden estar en asociacion con vacuolas digestivas,

Nucleo

El nacleo se observa como una masa redondeada, presenta un
caricsoma central o ligeramente axéntrico que se rodea de fibrillas
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acromdticas que van del centro a la periferia del nucleo. E1
trofozoito presenta un solo niicleo, en el quiste éste se divide
para dar origen a cuatro nucleos. A diferencia de otras células
eucariontes, el nucleo de Entamoeba histolytica no se encuentra
fijo y puede moverse libremente dentro del citoplasma. La membrana
nuclear tiene forma de esfera con poros y la cromatina se presenta
en agrupamientos en posicion diversa en el nucleoplasma. El1 ADN se
encuentra predominantemente en el centro del nucleo mientras que el
ARN ocupa la periferia. Ademas, no se ha detectado la presencia de
un nucléolo, pero existe un endosoma formado por una concentracién
de ADN en el centro del nucleo. La division nuclear es uno de los
aspectos menos conocidos y se sabe que mientras se lleva cabo, no
existe disolucién de la membrana nuclear.

Membrana Plasmatica

La membrana de la amiba presenta variaciones cualitativas y
cuantitativas en su composicién con relacion a las c¢élulas de
mamifercs. Esta compuesta por un 60-70% de lipidos predominante-
mente fosfolipidos de etanolamina, en la fraccion saponificable, y
colestercl, en la no saponificable (29). Presenta aminoetil-
fosfonato, el cual probablemente tiene una funcién en la proteccidn
contra hidrolasas (30). En la membrana plasmatica y vesiculas
intracelulares se ha encontrado un lipofosfopeptidoglicano
altamente antigeénico (31). También contiene proteinas en un rango
de 12 a 200 kD de peso molecular (19), muchas de las cuales son
glucoproteinas (32). La fosfatasa dcida se encuentra unida a la
membrana lisosomal, mientras gue en otras ceélulas eucariontes es
una proteina soluble dentro de lisosomas y vesiculas secundarias,
La Beta-D-glucosaminidasa lisosomal se halla tanto unida a la
membrana como en forma scluble. Estudios de las proteinas de la
membrana llevados a cabo con marcaje con lactoperoxidasa, interac-
cién con la lectina Concanavalina A y marcaje con 5-iodonaftaleno-
l-azida, han confirmado gque la amiba posee glucocdlix extenso
constituido por glucoproteinas extrinsecas, probablementa ancladas
con algunas proteinas transmembranales (19.33). En resumen se han
identificado proteinas integrales en la membrana de Entamoeba
i con una gran proporcion de proteinas solubles y algunas
potencialmente ligadas a la estructura interna de la membrana .

Funciones de la Membrana Plasmaitica
Los contituyentes de la menbrana plasmatica del protozoario juegan

un importante papel en la interaccion entre el parasito y el
hospedero. Se han identificado varios componentes de la membrana



que intervienen como factores de virulencia o interactuan en una
capacidad inmunodulatoria (respuesta inmunoldégica, regulacién alta
o baja) en el hospedero. Las proteinas de Epntamoeba histolytica de
cepas aisladas clinicamente desempehan un potencial util de
diagndstico a través de ensayos serologicos utilizando suero de
paciente contra las proteinas o en deteccién de antigenos empleando
anticuerpos (20).

Los trofozoltos cultivados jn vitro se caracterizan por presentar
un alto nivel de pinocitosis y pocos sistemas de transportes de
solutos ., Estas funciones son llevadas a cabo por la membrana que
se internaliza y externaliza continuamente: el recambio se lleva a
cabo aproximadamente cada 20 minutos (34). La membrana plasmatica
se invagina formando vesiculas pinociticas que se fusionan con los
lisosomas primarios. En un momento dado una fraccion de la membrana
plasmatica del trofozoito se encuentra asociada con vesiculas
internas. La adicion de anticuerpos contra determinantes de
superficie de los trofozoitos provoca una inmovilizacion transito-
ria de la amiba (35). Al poner amibas en presencia de lectinas o
anticuerpos se produce una redistribucion de la membrana y se
forman parches seguidos de casquetes principalmente en la regioén
del uroide. Estos complejos de anticuerpos pueden ser secretados al
medio o internalizados. A diferencia de otras celulas eucariontes,
la amiba no pierde por completo los determinantes antigénicos. El
encasquetamiento se puede presentar muchas veces sin un cambio
significativo en la respuesta inmune (36).

Patogenicidad y Virulencia

Entamoeba histelytica, es un protozoario citolitico que generalmen=-
te se localiza en el humano como comensal de la luz del intestino
grueso (amibiasis luminal), sin embargo, bajo ciertas condiciones
puede invadir la mucosa intestinal y provocar disenteria amibiana
© aun mAs causar amibiasis invasiva en el higado (mas frecuente),
también puede afectar a otros organos como epidermis, pulmoén, bazo,
cerebro, etc (38}.

Numerosas evidencias indican que Entamoeba histolytica es el proto-
zoario que parasita al hembre, comprendiendo dos formas genéticas
distintas (39-41). La forma comunmente designada como no patdgena
la cual habita como comensal la cavidad inferior del intestino y la
forma patégena que puede penetrar la mucosa y causar la enfermedad
conocida como amibiasis invasiva causando destruccidén masiva en las
células del hospedero. Las proteinas que posee E. histolytica son
consideradas especiales para la patogenicidad (42).

La reaccion citolitica de E. histolytica se atribuye a la molécula
formadora de poro (ameboporo) (43,44); estd molécula esta consti~



tuida por péptidos que presentan.dos a - hélices anfipaticas
caracteristica que se considera crucial para la funcién formadora
de poro (45).

Enfermedades con manifestacidn invasiva como colitis amibiana o
absceso hepatico son la causa de 40 000 a 110 000 muertes por afno
a nivel mundial (46).

El estudio y comprensidén de la amibiasis, se puede abordar desde
varias perspectivas, en un principio la investigacién se oriento
hacia su tratamiento, posteriormente hacia la morfologia vy
fisioclogia amibiana, asi como a las reacciones inmunolégicas del
hospedero, la epidemiologia y experimentacién en animales, a fin de
obtener una mejor comprensién del parasito y lograr medidas inmuno-
profilacticas gue resulten eficaces para combatirla.

La patogénesis de la amibiasis incluye varios eventos como son:

-Colonizacidn del intestino por una cepa amibiana virulenta.
~Contacto intimo con adherencia a la mucosa intestinal.
-Destruccion de las barreras intestinales por enzimas o productes
téxicos.

~Lisis de las células intestinales y de las células inflamatorias
del hospedere, lo cual lleva a desarrollar, ulceras del coloh, ¥y
una posterior invasién de d6rganos mas distantes, principalmente
del higado.

Clinicamente la amibiasis puede ser: Asintomadtica o Sintomatica
(47).

Amibisis Asintomética

La amibiasis asintomatica, estd presente cuando el protozoario

se encuentra alojado en el hospedero, pero
este ultimo no presenta ninguna manifestacidén clinica, sin embargo,
es fuente de infeccion al liberar en sus heces el quiste, la. forma
infectiva del protozoario que puede infectar por via oral ‘a nuevos

individues.
Amibiasis Sintomética

A) Amibiasis intestinal:
Que puede ser:

a.- Disenteria amibiana aguda. o
b,~ Colitis no disentérica. Disenteria amibiana cronica.



c.- Ameboma: Forma localizada de amibiasis intestinal.
d.~ Apendicitis amibiana.

B) Amibiasis extraintestinal:

e,- Hepdtica: la forma mas comin de amibiasis extraintestinal.
f.~ Cutdnea.
g.~ En otros drgancs como pulmenes, bazo, cerebro, etc.

La amibiasis intestinal en el aspecto clinico varia desde el estado
del portador, hasta una disenteria fulminante. Dentro de las
complicaciones extraintestinales, la mas comun es el absceso
hepatico, el cual constituye todavia un problema de salud piblica
en nuestrao pais. Entamoeba histolytica es un Ero:ozcario patogéenico
con una distribucién mundial que causa 10° casos de enfermedad
invasiva y al menos 100 000 mueren anualmente (48). Los mecanismos
de 1a patogenesis de esta infeccion aun no estan claros E.
i es capaz de hacer nula la presencia de los anticuerpos
casquetlzandolov © bien esparciendolos (49).
Las enzimas protecliticas o proteasas, hidrolizan proteinas o
péptidos. Estas se han clasificado en dos grandes grupos gue son
las proteinasas o endopeptidasas y exopeptidasas. Hasta la fecha
sdlo se han estudiado endopeptidasas en Entamoeba histolytica.
Quizd la falta de estudio de exopeptidasas se deba a que se piensa
gque el atague hidrolitico inicial sobre una proteina lo realizan
endopeptidasas y las exopeptidasas solo terminan la digestiodn de
los peéptidos gue producen las primeras. Sin embargo, se ha
propuesto gue debe poseer varias enzimas con actividad de exopepti-
dasa (que inclusive pudieran ser también endopeptidasas, ya que se
han descrito enzimas con ambos tipos de actividad) cuyas caracte-
risticas y propiedades ne se han estudiado.
Los grupos de Lushbaugh en los Estados Unidos (50) y Bos en Holanda
{51) fueron los iniciadores del estudio de las propiedades
citopaticas y citotoxicas de extractos de amibas. Entre 1978 y 1981
establecieron que las principales toxinas tenian masas moleculares
entre 25 y 45 kD, gue pedian ser glucoproteinas, que eran inactiva-
das por el inhibidor de tripsina de frijol de soya, que su activi-
dad dependia de grupes sulfhidrile y gque eran inhibibles por los
inhibidores de proteinasas séricos antxproteasa a~1 y macroglobu-
lina a-2, asl como por suera normal y suero inmune. El hecho de que
algunos inhibidores de proteinasas bloquearan el efecto citotoxico
de los extractos amibianos establecio una correlacion entre esos
estudios y el de las enzimas proteoliticas.

En 1985 Avila y colaboradores demostraron claramente en extractos
de Entamoeba histolytica y Entamoeba invadens gue el 2-mercaptoeta

- 10 -



nol incrementa la actividad proteolitica y que, incluso, revierte
la accién inhibitoria de agentes que bloguean grupos sulfhidrilo.
£n estos estudios se logré inhibir totalmente la actividad
proteolitica con reactivos, que activan o bloquean grupos sulfhi-
drilos por lo gue se concluyéd gue las principales enzimas proteoli-
ticas de estas dos especies son de la clase catalitica de 1la
cisteina. Lo anterior se confirmé con estudios posteriores que
reportan que los inhibidores de proteinasas de cisteina y serina
blogueaban dicha actividad los primeres en un grado de 80 y 90% y
los segundos entre 15 ¥y 18% de la misma (52). Los resultado§ de
estos estudios confirmaron que en Entamoeba histeolvtica predominan
las proteinasas de la clase catalitica de la cisteina , propiedad
gue se ha observado en gran numero de protozoarios pardsitos. Las
proteinasas de la clase de cisteina gue posee E. histolytica son
consideradas importantes en la destruccion de tejidos humanos por
el parasito (53).

Se ha determinado que las proteinasas de cistelna de Entamoeba
histolytica con actividad sobre globulina y caseina presentan una
actividad proteolitica mayor en cepas virulentas gue en las no
virulentas (54).

Una de las proteinasas mas estudiadas es la amebapaina cuyas
propiedades se pueden resumir: 1)} que digiere a los sustratos
naturales en forma parecida en unos casos a la catepsina L y en
otros casos a la catepsina B, 2) que digiere preferentemente
secuencias del tipo Arg-Gli~Fen (Leu)~- en el enlace entre Gli y Fen
© Leu y que regquiere de la Arg en la posicion P2 (posicion del
segundo aminoacido hacia el extremo aminoterminal respecto al
enlace peptidico que hidroliza la enzima), 3) que es capaz de
digerir a las tres principales proteinas del tejido conectivo
{laminina y fibronectina, colagena tipo I povina nativa y a la
cadena alfa~ 2 de colagena humana) 4) Yy que esta localizada en la
membrana plasmatica en la superficie celular y en las membranas de
vesiculas intracelulares (55), La proteinasa amebapaina de peso
molecular de 21 kD es muy parecida a la histolisina de peso
molecular de 27 KD (Tannich y colaboradores reportan un 84% de
homologia entre ambas), esta ultima es capaz de degradar azocasei-
na, azocol, polvo azul de cuero o Hide power azure, elastina,
proteoglicano nasal bovino y coldgena de membrana basal y glomeru=-
lar. sin embargo no digiere colagena tipo I nativa (56). Por otra
parte se ha demostrado por varios grupos y por diversos métodos que
Entamoeba histolytica posee enzimas en la membrana plasmatica y en
membrana de vesiculas internas, ademas de poseer proteinasas en
fracciones subcelulares solubles (57), Asi todavia existe variacion
en .los resultados respecto al numero y peso molecular de las
enzimas que se encuentran asociadas a la membrana (58). Como la
amiba requiere adherirse al tejido que va a invadir es muy probable
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que las proteinasas de la membrana plasmatica sean importantes para
destruir el tejido del hospederoc.

Las proteinasas de la clase de cisteina de Entamceba histolytica no
son las unicas a las que se les ha atribuide la capacidad de
destruir tejidos del hospedero, ya que se ha descrito una actividad
de colagenasa parecida a una colagenasa de mamifero (que es una
metaloproteinasa). Ademis en trabajos subsecuentes se han presenta-
do evidencias de gue esta proteinasa pudiera ser un factor
determinante en la patogenicidad de la amiba (59).

La incidencia de la anmibiasis muestra gque solo el 10% de los
individuos infectados desarrolla la enfermedad, lo que ha llevado
al cuestionamiento sobre si las amibas comensales y las invasivas
son de poblaciones diferentes v si el paso de un estado a otro es
provocade por condiciones en el huésped. Existe evidencia que
sugiere que los trofozoitos comensales difieren en los patrones
de movilidad electroforetica de sus iscenzimas (zimodemos) de
aquellos aislados de vasos sintomaticos de amibiasis {60-64). No se
han aislado amibas de un solo individuo con los dos zimodemos y
estd reportado que existen diferencias en el reconocimiento por
anticuerpos monoclonales y sondas de ADN entre amibas patogénicas
Y no patogeénicas (39,40,65,66). Sin embargo se logré producir una
respuesta virulenta con amibas de zimodemo no patogénico en un
modelo animal (67). Hasta la fecha, las amibas comensales sodlo
pueden ser cultivadas en medios suplementados con bacterias y la
axenizacion unicamente se ha logrado a partir de aislados con
zimodemo patogénico.

Mirelman postulo gue las condiciones de cultivo son un factor muy
importante en la expresion de un tipo u otro de zimodemo. Su grupo
reportd el camhio de comportamiento de un cultive de amibas, que
inicialmente tenian un zimodemo patogénico, a uno no patogénico por
un cambio en las bacterias asociadas al cultivo (68). Estas
modificaciones en las condiciones del medio pueden cambiar el
metabolismo asociado a la expresion de las isoenzimas, este grupo
piensa que la causa no es la coptaminacion por trofozoitos
patogénicos, en el cultivo ya nue los experimentos se realizaron con
una clona no patogénica. De acuerdo a su resultados ellos concluyen
que el comportamiento patogénico o no patogénico determinado por
los patrones electroforéticos de las isoenzimas, ho es una
propiedad estable e© inherente de los trofozoitos aislados, lo que
hablaria de una poblacién gque se transforma mas por las condiciones
microambientales, gue por poblaciones diferentes.

La virulencia de los trofozoitos varjia considerablemente, lo gue
complica aun mds el problema del porgue unas amibas son comensales
y otras virulentas: es por esto que los modelos in vitro deben
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realizarse con amibas de virulencia eguivalente a la de trofozoitos
aislados de pacientes.

La virulencia, se ha estudiado principalmente con cultivos de
zimodemo patégeno en medio axénico de Diamond (2) y se ha determi-
nado de acuerdo a las caracteristicas que presentan estas amibas:

Las amibas virulentas son capaces de:

1) Inducir muerte por contacto en las células del hospedero (34)
causando cambios morfolégicos en las células blanco. El contac-
to con estas células que esta mediado por lectinas, produce un
influjo de calcio hacia la amiba y se cree que éste provoca la
liberacién del ameboporo y proteasas (69).

2) Inducir la formacién de abscesos en el higado de hamsters o ger-
bilos e incrementar su virulencia por el numero de veces que las
amibas sean pasadas por el higado de ambas especies.

3) Producir proteasas de cisteina con un posible papel en la inva
sidén de tejidos por la degradacidén de coldagena y laminina (70-
71} .

4) Resistir las defensas del hospedero proporcionadas por anticuer~
pos humorales asi como por el complemento (72).

La virulencia de las amibas puede incrementarse con otros factores
como exposicidn a colesterol (73), esteroides (74), bacterias (75),
disminucion de los niveles de complemento del hospedero por el fac-
tor del veneno de cobra (76) e inmunosupresion (77).

La virulencia de un aislade depende de las condiciones intrinsecas
de los trofozoitos, las condiciones de cultivo, y las pruebas em-
pleadas para evaluar la patogenicidad in vivo o in vitro.

Patogenicidad: Proteinas involucradas,

Se acepta de forma general que componentes hidroliticos y citoliti-
cos de la amiba estan involucrados en los mecanismos de patogenici-
dad, se ha identificado actividad litica en dos proteinas de mem-
brana de 23.5 kD y 25 KD capaces de lisar eritrocitos de rata. La
ac-tividad hemolitica fue sensible a la temperatura y resistente a
la reduccion con 2-mercaptoetanol. El andlisis de los aminoacidos
de las proteinas puras mostré un alto contenido de aminoacidos
hidro-fobicos: 36% para la proteina de 23.5kD y 50 % para la de 25
kD. Esta actividad litica puede estar relacionada conjuntamente con
otros factores de la amibiasis en el tejido enfermo (78).
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Rigothier y colaboradores en 1992 reportaron dos proteinas de 112
kD y 72 kD con propiedades proteoliticas. El analisis de las
proteinas muestra que la proteina de 112 kD es el resultado de una
adhesién de dos polipéptidos uno de 50-56 kD y otro de 70-72 kD,
ademas se encontro que la actividad proteolitica esta impuesta por
los polipéptidos de 112 kD y de 72 kD no asi por el péptido de 50~
56 kD.

En aislados de Entamoeba histolytica de patogenicidad clinica se
han identificado proteinas de membrana de 29 kD (79).En 1990 De la
Cruz Herrera y colaboradores encontraron que la proteina de 112 kD
estd Involucrada directamente en los procesos de interaccién
inicial entre E. histolytica y el hospedero (80).

Las proteasas de cisteina de Entamoeba histolytjca patogénica son
consideradas importantes para la destruccién del tejido humano por
el parasito (53).

Una proteina con propiedades de lectina de 220 kD de peso molecular
aislada de E. histolytica de la cepa HM1:IMSS, contiene en peso

9 % de carbohidratos, es rica en residuos hidrofobicos y muy
inmunogénica en ratones, hamsters y conejos. La proteina unida y
arreglada en monocapa de celulas MDCK inhibe el ataque de trofozoi-
tos en el cultivo celular. Esta proteina de 220 kD aglutina
eritrocitos humanos y es inhibida por concentraciones micromolares
de acido hialurénico, quitina, productos derivados de la quitina
(quitotinasa) y anticuerpos de 1la proteina purificada. - Dicha
proteina es reconocida por un anticuerpo de la membrana . Encina y
colaboradores sugieren que esta proteina con propiedades de lectina
al ser un componente de la membrana plasmatica puede ser un
receptor significativo involucrada en la celula y/o en la matriz de
ataque, Las cepas virulentas contienen al menos dos lectinas en su
superficie, una se presenta como proteina de nembrana y la otra
esta menos ligada a la menmbrana (81).

Mecanismos inmunes contra Entamoeba histolytica

Los mecanismos de inmunjdad contra el protozoario Entamgeba
histolytica aun no se han establecido totalmente. En la mayoria de
los individuos infectados habita como comensal y las condiciones
que lo llevan al desarrollo de la enfermedad son nmultifactoriales
Y en general estan relacionadas con el balance entre los mecanismos
patoégenos del parasito y los mecanismos de defensa del hospedero ya
sean éstos inmunes o no.

Entamoeba histolytica es capaz de inducir una respuesta inmune
tanto de tipo humoral, celular y de complemento en el humano; sin
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embargo, no se ha establecido cual de estos mecanismos inmunes es
responsable de limitar la invasion amibiana o de proveer inmunidad
en contra de la enfermedad invasiva recurrente.
£a provoca una alta respuesta inmune humoral en
hospederos humano y animales. Estd bien fundamentado gque 1las
amibas pueden sobrevivir en la presencia de titules altos de
anticuerpos y que la reinfeccion es frecuente al pasar de los
elevados titulos de anticuerpos (82).
La respuesta inmune humoral se desarrolla con la enfermedad
invasiva, (83,84) asi lo demuestran estudios seroepidemioldgicos en
donde del 81~-100% de los pacientes con amibiasis intestinal o
absceso hepdtico amibiano desarrollan anticuerpos I1gG circulantes
especificos contra E, histolytica. En otros estudios se ha
demostrado la presencia de coproanticuerpos de la clase IgA en
pacientes con amibiasis intestinal (85). La respuesta seroldgica
positiva es una indicacién de la invasidn por el parasito, ya sea
presente o pasada, aungue regularmente, los titulos mds altos se
presentan conforme es reciente la enfermedad invasiva (86, 87). La
presencia de los anticuerpos producidos pueden durar desde 9 a 11
afos, no hay evidencias que indiguen que el titulo de los anticuer-
pos correlacione con el estado clinico del paciente (83,86).
En hamster se ha encontrado que la proteccion conferida por
inmunizacién con diferentes preparaciones de antigenos amibianos
no correlacionan positivamente con la respuesta de anticuerpos
séricos (88) . A la vez se ha demostrado por estudios jin vitro, que
los trofozoitos amibianos son capaces de agregar, ingerir y
. "desprender", anticuerpos humanos antiamibianos unidos especifica-
mente a su superficie, estos estudios sugirieron gue el parasito
puede escapar de las defensas humorales del humano, pues al parecer
la respuesta de anticuerpos que se genera de manera regular en la
amibiasis invasiva no parece ser efectiva para controlar y proteger
de la enfermedad y que la presencia de anticuerpos séricos son solo
un Indicador de la infeccién invasiva por Entamoeba histo
(36-37).
La respuesta inmune humoral dirigida contra E. histolytica no
parece ser la responsable de limitar el desarrollo de una infeccion
ya establecida o proveer resistencia hacia la amibiasis invasiva,
pero los mecanismos humorales deben ser directamente importantes en
la inmunidad en contra de las cepas sensibles al complemento e
indirectamente importante en el reclutamiento de las ceélulas
inflamatorias como las polimorfonucleares.

Neutréfiles polimorfonucleares.

Se ha descrito que después de gue los neutrofilos polimorfonuclea-
res sufren cambios morfologicos son fagocitados por trofozoitos de
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Entamoeba histolvtica in vitrgo, posteriormente se ha demostrado gue
las cepas virulentas son capaces de matar a neutrdéfilos humanos a
través de un mecanismo contacto-~dependiente, mientras que los
neutréfilos solo son capaces de matar a amibas axénicas de poca
virulencia por medio de un proceso extracelular contacto-dependien-
te que actua de manera independiente de la presencia de anticuerpos
anti-amibianos.

Las amibas al causar la lisis de los neutréfilos pueden provocar la
liberacién de enzimas toxicas de los mismos heutrdéfilos, que a su
vez podria contribuir a la necrosis de los tejidos observada en la
amibiasis invasora, particularmente en el abscesc hepatico amibliano
{89}).

La deteccidn de anticuerpos especificos es muy util en la diagnosis
de la enfermedad invasiva (79).

Respuesta inmune celular.

La importancia que tienen los mecanismos inmunes celulares en la
amibiasis se ha puesto de manifiesto mediante estudios tanto
clinicos como experimentales,

Cuande los macréfagos interactuan con una estimulacion apropiada de
lipopolisacaridos amibianos, citocinas,u otros responden generando
moléculas de oxigeno reducido como el anidn superoxido (0% y el
peroxido de hidrogeno (H,0,) similar al estallido respiratorio. Se
piensa gue estos derivados metabdlicos son componentes importantes
en mecanismos bacteriostaticos, tumorales y microbkicidas y en la
patogénesis de la enfermedad provocada por Entamoeba histolytjca
{cepa HM1-IMSS),no obstante su inadvertida liberacion en los teji-
dos puede contribuir en la respuesta inflamatoria potencial y aso-
ciarse al tejido enfermo (23).

Se han realizado estudios que involucran metabolitos de oxigeno
como O, Y H,0, producidos por la actividad de macrofagos, como
moléculas gue participan en la muerte intracelular y extracelular
de los parasitos, y en la patogénesis de enfermedad por parasitos
(90) .

Recientemente se ha demostrado gue los agentes citotéxicos de
Entamoeba histolvtica son mediados por productos de la oxidacién de
nitrégeno derivado de L~ arginina y que el 0, y el H0, pueden ser
cofactores y no moleéculas efectoras.

Por otro lado, se encontré que los macrofagos de sangre periférica,
ceélulas de bazo, y células mononucleares peritoniales de hamster
previamente inmunizados eran capaces jin vitro de matar a trofozoi-
tos.
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Al parecer en la amibiasis clinica y experimental los macrdfagos
juegan un papel importante en la patogénesis y el control de la
amibiasis invasiva.

COMPLEMENTO

Para una gran variedad de organismos patdgenos principalmente para
aguellos que son susceptibles, la importancia de complemento en la
resistencia a infecciones esta bien establecida. Esto se ha
demostrado para infecciones por bacterias (92). Considerables
evidencias muestran que el sistema de complemento esta tambien
involucrado a la resistencia a protozoarios (93,94) y a infeccio-
nes por helmintos (93,95). La lisis y muerte puede darse por la via
alterna.

La resistencia a lisis mediada por complemento es una propiedad
inherente de algunas cepas patdgenas de Entamoeba histolytica (72).

No se ha comprobado la formacién de complejos inmunes en 1la
amibiasis , ademas en 1la amibiasis los niveles de complemento
estan elevados y no disminuidos como se esperaria en una enfer-
medad por complejos inmunes. Contrarioc a lo anterior, se encontra-
ron titulos de complemento bajos en pacientes con absceso hepatico
amibiano asi como la presencia de antigenos amibianos y de anti=-
cuerpos, lo gue apoya la presencia de complejos inmunes que con la
presencia de neutrofilos pueden contribuir al proceso necroético y
a la patogénesis de la enfermedad.

Se ha observado una actividad amebicida hacia los trofozoitos a
través de la activacion de la via alterna del complemento (96-98).
En algunos pacientes con absceso hepatico amibiano se demostré un
decremento en los niveles normales de €3 y Cl, lo que sugiere 1la
activacidén de la via alterna del complemento. Diversos estudios
proponen que la resistencia de ceélulas patogenas a lisis mediada
por complemento, pudiese ser la causa de la sobrevivencia amibiana
in. vive. Sin embargo el papel del complemento en prevenir 1la
invasion inicial de la mucosa del colon es incierto ya que el
complemento libre esta casi ausente de las secreciones de la mucosa
intestinal donde la amiba reside(99).

La interaccion entre las amibas y las ceélulas es tan compleja, ya
que las amibas en si , son potentes "celulas efectoras", debido a
sus mecanismos citoliticos, fagociticos y de adherencia.

Reaccicnes Cruzadas.
La especificidad de la reaccion inmunolégica esta ligada a 1la

complementaridad entre antigeno y anticuerpo. La mayoria de los
antigenos naturales son macromoléculas gue presentan varios
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determinantes antigénicos (distintos o idénticos) por cada molécula
de ahi que se de una gran complejidad en el analisis de los
antigenos, y la posibilidad de reacclones cruzadas de algunos
anticuerpos con moléculas que posean determinantes antigénicos
idénticos o similares.

Se ha estudijado la participacidn de azucares en la respuesta inmune
de las bacterias, asi diversos estudios de polisacdridos en las
salmonelas comprobaron que dos polisacaridos con cadenas laterales
de glucosa idénticas, pero no fijas sobre los mismos carbonos de
galactesa, no provocaban, reaccién cruzada: estudios como éste
dieron respuesta a por qué anticuerpos de conejos podian adaptase
a disacdridos pero no a monosacaridos de Escheriquia goli. También
fud posible explicar por qué apenas dos azucares se unen, puede
observarse una reaccidén cruzada.

Se sabe que muchos antigenos microbianos dan lugar a reacciones
cruzadas con eritrocitos de carnero (100).

Estudio de antigenos de superficie

Para la respuesta inmune tanto clinica como experimental las
moléculas superficiales de los trofozoitos de Entamoeba
deben ser los primeros antigenos reconocidos por el sistema inmune
del hospedero durante la infeccion amibiana, ademas de inducir los
mecanismos efectores letales para el parasito.
Uno de los aspectos de mayor importancia en el estudio de la
amibiasis ha sido la caracterizacion antigénica de Entamoeba histo~
, para lograrlo se han empleado tanto suero de pacientes como
de animales sensibilizados, bien sea con extractos homogeneizados
parcialmente purificados, o bien con los trofozoitos mismos culti-
vados axénicamente. En un principio se tenia heterogeneidad de los
aislados antigénicos debido a la metodologia empleada, mas el
avance en la tecnologia ha permitido que se aislen antigenos de
superficie especificamente.

El método propuesto por Aley (1980), sobre aislamiento de membranas
de E, histolytica orienté la investigacion referente al aislamiento
y la caracterizacion quimica e inmunolégica tanto de los antigenos
de superficie, como antigenos y organelos membranosos y otras molé-
culas citoplasmaticas, lo cual conduce a su purificacidn y a la
posibilidad de experimentar en la induccién de inmunidad protecto-
ra.

La existencia e importancia de los antigenos de superficie ha sido
demostrada por pruebas como: la inmovilizacién del trofozoito por
suero inmune (101-103), por la unién del sueroc inmunofluoresceinado
al trofozoito intacto (37,104,105), por lisis de los trofozoitos
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mediada por anticuerpos y complemento (95, 105, 106) y por inmuno-
precipitacién de metabolitos. Se han identificado alrededor de 18
antigenos de superficle por analisis de membrana en Entamoeba

s . Sin embargo una completa caracterizacién bioguimica
y una localizacion concreta de los antigenos de superficie
constituyen un parametro importante para la seleccién potencial de
vacunas asi como para comprender la bioguimica de E. histolytica en
la patogénesis de la enfermedad (20).

Los antigenos amibianos mas usados han sido células completas y sus
homogenizados, asi como fracciones solubles o particuladas
obtenidas a partir de los trofozoltos. La mayoria de los estudios
efectuados estan relacionados con antigenos capaces de inducir la
respuesta inmune humoral y muy pocos se relacionan con antigenos
que sean capaces de provocar una respuesta inmune celular.

La falta de antigenos puros ha limitado la correcta interpretacién
de pruebas para evaluar la respuesta inmune asi como la interpreta-
cioén de estudios epimedioldgicos (48).

Actualmente el empleo de anticuerpos monoclonales a facilitado 1la
identificacidn y purificacidon de los antigenos de superficie.

Los antigenos de superficie tienen la capacidad de unirse a la
lectina concanavalina A, especifica para unirse con glucosa o
manosa, lo que indica gue su composicioén es carbohidratada o bien
son moléculas complejas con carbohidratos en su estructura.
Agundis y colaboradores (108) obtuvieron anticuerpos monoclonales
contra una gluccproteina de membrana de 30~35 kD de peso molecular
de Eptamoeba histolytica reportando siete hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales contra la glucoproteina mencionada y que
tres de estos anticuerpos monoclonales reconocieron también a la
Lipopeptidofosfoglicano. Ademds encontraron que algunos anticuerpos
monoclonales reconocieron como epitope la porcidn polisacaridica,
por lo que infirieron que estan dirigidos contra la superficie y
por ende son candidatos para su uso diagndstico. Todos los
anticuerpos monoclonales fueron de la clase IgM.

Se ha encontrado gue la glucoproteina de membrana de 30-35 kD es un
buen inmundgeno ya que sueros de paciente con Absceso Hepatice
Amibiano la reconocen de manera importante entre glucoproteinas de
la membrana (109}.

La participacion de estos antigenos polisacaridicos ha sido bien
documentada no asi su composiciodn.
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En 1982 Isibasi y colaboradores extrajeron un anthena de superfi
cie rico en polisacdrido de trofozoitos de

cepa HK-9. Posteriormente el mismo grupeo (1986) aisld y caracterizé
por métodos inmunoquimicos dichas moléculas polisacaridicas, que
debide a su composicién fué llamada Lipopeptidofosfoglicano (LPFG)
(18,110,111) .

- 20 -



JUSTIFICACISN



Durante las ultimas tres décadas se ha generado una importante
informacién referente a los antigenos de superficie de
histolvtica que se encuentran y correlacionan con la patogenesis
amibiana. Al menos se han identificado 18 antigenos de superficie.
Sin embargo estudios sobre las propiedades bioquimicas e inmunolod-
gicas de antigenos son poco frecuentes con la excepcion de la unidn
entre la lectina N- acetilgalactosamina.y un antigeno de alto peso
molecular con actividad parecida a la de una lectina (20).

Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra componentes de
membrana plasmatica de Entamoeba histolvtica han permitido
establecer diferenciacion entre 1los antigenos en forma mds
especifica.

Todos estos aspectos constituyen un pardmetro importante para la
seleccion potencial de vacunas asi como para entender la bioguimica
de Entamoeba histolytica en la patogénesis de la enfermedad,

Por lo anterior, nos resulta interesante investigar la participa-
ciodn de las fracciones carbohidratadas presentes en Lipopeptidofos-
foglicano (LPFG) y una glucoproteina de membrana (GM) de apréxima-~
damente 30-35 kD de peso molecular de Epntamoeba histolytica en la
respuesta inmune en humanos y en diferentes modelos experimentales,
como ratén y conejo.
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PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

1.~ ¢ Las fracciones carbohidratadas participaran significativamen-
‘te en la respuesta inmune contra . los antigenos de superficie
GM y LPFG de Entanmoeba histolytica ? 7

2.~ ¢ Los anticuerpos monoclonales son capaces.de. reconocer a las
fraciones carbohidratadas tanto de-GM como.de LPFG ?

3.-' ¢ Presentaran carbohidratos similares la GM y la LPFG 2
HIPOTESIS

1,~- Los sueros de paciente con absceso hepatico amibiano seran
capaces de reconocer la GM y la LPFG.

2.~ Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra las fracciones
carbohidratadas de GM presentardan reactividad cruzada con la
LPFG .

3,~ La reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales estard
dada por la similitud de los azucares en la GM y la LPFG.
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OBJETIVO GENERAL
-

Evaluar la partidipacién de azlcares en la reaccion cruzada entre
dos moléculas de membrana de Entamocba

OBJETIVOS PARTICULARES

1.~ évalﬁar por Ensayb Inmuncenzimdtico (ELISA) la reaccidn cruzada
entre dos maléculas de membrana de Entamoeba histeolytica, em-

i) . Sueros de paciente con absceso hepatico amibiano.
ii) Sueros de conejo inmunizados con GM.
i111) Sueros dg ratdn inmunizados con GM.

iv) Sobrenadantes de anticuerpos monoclonales contra GM.

2.~ Identificar por microscopia electrdnica el antigeno de superfi-
cle: ficie empleando anticuerpos monoclonales.

3.~ Evaluér el grado de participacion de la fraccién carbohidratada
‘de los antigenos GM y LPFG en el complejo mosaico antxgénico.
A través de tratamiento con metaperyodato.

4,~ Evaluar la inhibiciodn de la reaccién cruzada antigeno-anticuer-
po por los azucares presentes en LPFG por el mécodo‘de ELISA.
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DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

LA METODOLOGIA GENERAL SE DIVIDIO EN TRES FASES

FASE |

PREPARACION DE ANTIGENOS Y CARACTERIZACION

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE TROFOZOITOS DE
Entamoeba histolytica

COMPLEJOS| | MEMBRANAS MEMBRANAS

MEMBRANAS

SOLUBLES INTERNAS (M1) | | PLASMATICAS (MP)| | NO VESICULADAS {MNV)

DETERMINACION DE AZUCARES

DETERMINACION DE PESO SECO

DETERMINACION DE PROTEINAS /

OBTENGION DE
GLUCOPROTEINAS
(GM)

IDENTIFICACION DEL ANTIGENO GM

CON EL MONOCLONAL 3G7
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FASE |

OBTENCION DE ANTISUEROS

M , 3 OBTENCION DE

: ... SUEROS ..
: INMUNIZACION |- CORF{ESPONDIENTES

MP CONEJOS ANTE-ME
/ T ANTI-MP
MNVS ANTI-MNV

»| INMUNIZACION __,OBTENCION DE
RATONES = . - SUERO ANTI- GM

GM
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FASE Hi

A) REACCIONES INMUNOLOGICAS

ELISAS

B)HEACCIONES N,
ANTICUERPOS MONOCLONALES -~ =~
METAPER ODATO

ANT/

‘;’ANTI*- vl

ANTI-MP
CANTI - MNV.
- ANTI - GM- :
MONOCLONALES

:LIQUIDOS'DE";
“ASCITIS

METAPERYODATO T

ANTI - GM -~

C)REACCIO’N CRUZADA
TITULACION DE LIQUIDO DE ASCITIS

GM

LIQUIDOS DE ASCITIS
QUE HAN REACCIONADO
CON AZUCARES 1 M

1 4
- 26«
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AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica,

Aislamiento de Membranas y Componentes Solubles del Trofezoito de
Entamoeba histolytica

Aplicando la metodologia de Aley y colaboradores (19) se realizé
la fragmentacion de los trofozoitos para obtener por separado las
membranas internas, membranas no vesiculadas, membranas plasmaticas
y complejos solubles. Esta teécnica se basa en la unién especifica
de la Concavalina A con los residuos de glucosa o manosa constitu-
yentes de las glucoproteinas de la membrana plasmatica. Tal enlace
modifica la densidad de la membrana y ayuda a permitir su fragmen-
tacién durante el aislamiento. La adicion posterior de alfa metil
mandsido o glucosa libera a las glucoproteinas de su enlace con
Concavalina A.

Reactivos

A) Amortiquador de fosfatos salino (PBS) 0.15 M pH 7.2

B) PBS 0.15 pH 7.2 adicionado de cloruro de magnesio 10 mM
Concanavalina a

C) Amortiguador Tris

D) 1Inibihidor de proteasas

E) Manitol 0.5 M en amortiguador tris

F) Sacarosa 0.58 M en amortiquador tris

G) Sacarosa 20 % en amortiguador tris

H) Alfa metil mandsido 1 M en amortiguador tris

Preparacion de Soluciones

A) Amortiguador de fosfatos salino (PBS) 0.15 mM, pH 7.2
Solubilizar en agua destilada las siguientes sales: 8.7 g de
cloruro de sodio, 1.3 g de fosfato de potasio monobasico y 1.4 g de

fosfato dibasico de sodio. Mezclar, ajustar a pH 7.2 y aforar a
1000 ml.

B) PBS 0.15 M pH 7.2 adiclionando clorure de magnesio 10m Concana-
vaina A.

Preparar una solucion de concanavalina A solubilizada en PBS-Cloru-

ro de magnesio pH 7.2 a una concentracién de 1 mg Con A/ml PBS-
MgCl,
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C) Amortiguador TRIS: Tris 10 mM + fenilmetilsulfonifluorure (PMSF)
2 M S L

Solubilizar‘1.2114 g de tris (hidroximetilaminometano) en 800 ml de
agua destilada. Adicionar 0.203 g de MgCl, agua destilada. Ajustar
a pH 7.5 .con Hcl 2 N.

D) Inhibxdor de Proteasas

Para-solubilizar al inhibidor de proteasas adicionar a 348.4 mg de
PMSF, /10 ml de alcohol isopropilico y sumergirlo en un bafo de agua
hirviendo. Colocar en el mismo bano la solucion Tris-MgCl, y agre-
garle la de PMSF cuando ambas tengan temperatura similar. Dejar en-
friar:-a temperatura ambiente y aforar a 1000 ml con agua destilada.

E) Manitol 0.5 M en amortiguador Tris

F) sadarosa 0.58 M en amortiguador Tris

G) Sacarosa 20% en amortiguador Tris

H) Alfa metil manésido 1 M en amortiguador Tris
Procedimiento

Sin excepcién cada paso del aislamiento de membranas se realiza en
bafo de hielo y con la centrifuga a 4

- Lavar las amibas tres veces con PBS 0.15 M pH 7.2 y dos veces
con PBS-MgCl, mediante centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minu-
tos, De eséa forma se consigue eliminar los constituyentes del
medio de cultivo.

- Resuspender el paquete amibiano en PBS-MgCl, de tal forma que la
concentracion sea de 4 a 6 x 10 7 células/m

~ Determinar la viabilidad celular mediante la exclusién de colo-
rante azul de tripan 1%

- Anadir rapidamente un volumen iqual de la solucidn de concanava
lina A 1 mg/ml. Reposar la mezcla durante S5 minutos

- Lavar dos veces con PBS- Mgclz , centrifugando a 750 rpm durante
dos minutos, con el fin de eliminar el exceso de concanavalina A.
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Decantar el sobrenadante

Resuspender el paquete celular en 12 ml de amortiguador Tris, e
incubar 10 minutos en este amortiguador hipdétonico, con el propd-
sito de favorecer el hinchamiento celular. Homogeneizar con un
homogeneizador de cristal Dounce de vdstago delgado mediante 30
compresiones,

Verificar por microscopia la lisis celular y la formacidn de ca-
pas de membrana. Tomar una alicuota como control.

Depositar el homageneizado sobre un gradiente de dos pasos forma-
do por 8 ml de manitol 0.5 M sobre 4 ml de sacarosa 0.58 M.

Centrifugar 30 minutos a 750 rpm. Separar el sobrenadante y eti-
quetarlo como sobrenadante I, mientras que el sedimento del fondo
del tubo corresponde al precipitado I.

Centrifugar el sobrenadante 1 a 24000 rpm durante 60 minutos.

Separar el sobrenadante II, el cual contiene los complejos solu-
bles (CS), mientras que el precipitado II esta constituido por
las membranas internas (MI).

Resuspender el precipitado I en un ml de Tris~ alfametilmandsido
1 M, e incubar 40 minutos con agitacién ocasional, para 11berar
las membranas plasmidticas de la concanavalina A.

bisolver con tres volumenes de amortiguador Tris y homogeneizar
mediante 80 compresiones del vastago.

Depositar el homogeneizado sobre 4 ml de sacarosa al 20%’y cen-
trifugar a 750 rpm durante 30 minutos para obtener el- sobrena-
dante III y el precipitado IIl gue contiene las membranas no
vesiculadas (MNV) y restos celulares. :

Centrifugar el sobrenadante III a 24000 rpm por 60 miﬁﬁﬁés;f

Eliminar el sobrenadante IV y recuperar el precipitado IV cons~'
tituido por las membranas plasmaticas (MP).
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AISLAMIENTO ~ DE - MEMBRANAS Y. COMPONENTES - SOLUBLES DE Entamoeba
histolytica : L - )

Lavar lasfamibaS‘S‘veces’

x;lo7 células/ml en
L10mM

Resuspender.4 ‘a
. . DBS

Favorecer el hinchamientc celular por incu-
N hacidn en.amortiguador Tris

Hbﬁoéeheizar.por 30 comptesioﬁéé

Centrifugar 30" min a 750 rpm sobre un qradlen-
te de manitol-sacarosa

L R
sobrenadante 17 . % 'Preciiitédo 1
Centrifugar .60 min a - Incubar 40 min con
24000 rpm alfa-metil mandside
] e ]
Sobrenadante 1T pp IX Homogeneizar por 80
COMPLEJOS MEMBRANAS compresiones
SOLUBLES INTERNAS [ |
{Cs}) {MI) Centrifugar 30 min a 750-
rpm sobre sacarosa
Sobrenadante III ppdo IIX
MEMBRANAS
Centrifugar 60 min
a 24000 rpm VESICULADAS
{MNV)
ppdo.IV
MEMBRANAS
PLASMATICAS
(MP)
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OBTENCION DE GLUCOPROTEINAS.

Debido a que las proteinas de membrana son muy insolubles  en
sistemas acuosos neutros fue necesario emplear un amortiquador de
fuerza idénica alta, a fin de extraer las proteinas glucosolubles de
membrana (112,113).

Reactives

A) Amortiquader de rompimiento.
B) Inhibidores de proteasas (Inhibidor al gue ya se hizo referencia
en el -apartado anterior)

Praeparacion de Soluciones.

A} Amortigquador de rompimiento: Tris 50 mM + KCl 50 mM +. (CH,CQ0,)Mg
5 mM, Disolver 6.06 g de Tris, 372.8 ng de KCl y 68 mg de acetate
de magnesio en 90 ml de agua destilada. pH 7.6 . .

B} Inhibidor de proteasas:
Procediniento

Resuspender las fraccicnes membranales obtenidas por el método de
Aley en 2 a 3 ml de amortiguador de rompimiento. Homogenizar ¥y
dejar en reposo toda la noche a 4 °c.

Centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos a 4 %C. Recuperar el
sobrenadante. el cual contiene los compuestos glicosolubles de la
membrana. Resuspender el precipitado en un volumen igual de
amortiguador de rompimiento y repetir el proceso dos veces, a fin
de extraer la mayor parte de las preteinas sclubles. Almacenar las
muestras a ~20 °c.

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

Es una modificaciodn del método de Folin~Clocalteau, basado en la
determinacién de triptdfano y la tirosina contenidos en las
proteinas, ya que en presencia de cobre son capaces de reducir el
reactivo de Folin-Ciocalteau formando un complejo de color azul.
Sin embarge debido a que la cantidad de estos aminodcidos varia en
las diferentes proteinas se requiere una curva de referencia (114).

Reactivos

A) Proteina de referencia 1 mg/ml
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B) Reactiveo B:

* Tartrato doble de sodio y potasio

* Sulfato de cobre

* Carbonato de sodio 2% en hidroxido de sodio N
C) Reactivo de Folin-ciocalteau

Preparacién de Solucjones.

A) Proteina de referencia 1 mg/ml.
En este caso se utilizé como proteina estandar albumina sérlca
bovina disuelta en solucidén salina al 0.85%. :
B) Reactivo B
Estad formado por tres soluciones que se deben mezclar hasta’el
momento de utilizarse, ya que el reactivo de B es funcional por
poco tiempo. ;
* Tartrato doble de sodio y potasio:disolver 200mg de tartrato
de sodio y potasio en 10 ml de agua destilada.
* sufato de cobre: Disolver 100 mg de sulfato de cobre pentahi
dratado en 10 ml de agua destilada,
* Carbonato de sodio 2% en hidroxido de sodio 1N.
Reactivo B: Se mezcla 1 ml de tartrato de sodio y de potasio con .1
ml de sulfato de cobre, afadir 100 ml de carbonato de sodio.

C) Reactivo de Folin
Mezclar 5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau con 5 ml de agua
destilada. Prepararlo al momento de usar.

Procedimiento.

Elaboracion de la curva patrén.

Preparar los tubos de ensaye por duplicado.

No. Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8

#g de Proteina - 10 20 508 100 j150) 200 250
estandar (ml) - .01) .02 jj.05}f .10 [.15} .20 .25
NacCl 0,.85% (ml) .4 .39 .3 8[1.35¢4 .30 25 .20 .15
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~ Afiadir a cada tubo 2 ml de reactivo B/ Mezclar bien. Dajar re-
posar 10 minutos a temperatura ambiente., R ) .

- Adicionar a cada tubo 0,2 ml del" reactivo de Foli (Ciocalteau

- Mezclar y dejar reposar 15,mln aktemperatura ambléﬁté;en31a
obscuridad. N

~ Medir en el espectrofotéme;ro con uné_lonéitud de onda 500 nm.
- Calibrar con el tubo 1 bianco.

- Construir la curva de calibracién con los valores de absorcidn
contra los ug de proteina.

Muestras problema .

Las muestras problema se tratan de igual forma que las muestras de
proteina de referencia, también deben de incluirse tubos blanco. Se
puede poner 0.1 ml de muestra mas 0.3 ml de solucion salina (0.85%)
Yy en caso qgue el valor de absorcioén no esté comprendido dentro de
la curva patron, probar diluciones mayores o menores segun se re-
quiera.

- Determinar sobre la curva de calibracién los mg de proteina pre~
sente en el tubo, en funcion de su absorcién.

- Calcular los mg de proteina/ml con base en la cantidad de muestra
que se puso inicialmente en el tubo.

DETERMINACION DE AZUCARES POR EL METODO FENOL-S8ULFURICO
El método colorimétrico Fenol-acido sulfurico permite cuantificar
azucares totales y el contenido de azucares en glucoproteinas,
debido a gue la union del reactivo con los residuos del azucar
forma un complejo de color naranja (11S).
Reactivos

A} Azucar de referencia

B) Fenol

C) Acido sulfurico
Preparacion Soluciones.

A) Azucar de referencia 1 mg/ml
Se utilizo glucosa como azucar de referencia.
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B) Solucidn acuosa de fenol al 5 %

C) Acido sulfurico concentrado.

Procedimiento.

- En tubos de ensaye, libres de detergente, se colocd por duplica

do cantidades crecientes en glucosa, ajustando el volumen con
agua destilada a 0.5 ml/tubo.

No. de tubo 1 2 3 4 5 6 7 8

(pg azudcar) - 5 10 20 30 40 S0f 100
estandar (ml) - .005 (.01 .02 |1.03 .04 .05 .10
agua (ml) .5 [1.495 [ .49 .48 |1.47 .46 [1.45 -40

- Agregar a cada tubo 0.3 ml de fenol 5%, colocandolos en bafio de
hielo.

- Anadir a cada tubo 1.8 ml de acido sulfurico concentrado, depo-
sitando el &cido en el centro del liquido. Mezclar inmediatame
te.

cuando los tubos estén a temperatura ambiente, medir la absorcién 5
a una longitud de onda de 480 nm

- Construir la curva de calibracién graficando los valores de ab-
sorcién vs mg de azucar.

- Las muestras problema se tratan de igual forma, y el valor de-
absorcion de éstas se interpola en la curva para determinar la
cantidad de azucares. Calcular mg de azucar/ml con base-en el
volumen de muestra empleado.

DETERMINACION DE PESQO SECO POR EVAPORACION
Esta técnica permite estimar la cantidad de soluto presente en una
muestra en solucién. Sin embargo, debido a que el agua se pierde de

la solucion por evaporacidn, la muestra se desnaturaliza por la
temperatura empleada.
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Reactivos.
Solucidn salina 0.9%
Procedimiento.

- Lavar perfectamente varios vidrios de reloj y colocarlos en una
estufa a temperatura constante de 100 tc. -

-« Verifjcar diariamente el peso seco de cada vidrio de reloj, en
balanza analitica, hasta obtener peso constante. Antes de pesar
los vidries de reloj se dejan enfriar dentro de una cdmara de-
secadora . T

- Previamente realizar una dialisis exhaustiva a las muestras
(tracciones celulares de Entamoeba histolytica), con solucidn
salina 0.9%.

- Colocar una alicuota de cada muestra en un vidrio de reloj-y
dejarla secar totalmente a 100 °C.

~ Pesar cada vidrio de reloj y obtener la diferencia respecto a
su peso:inicial, La diferencia corresponde al peso seco de la
muestra.

- Calcular el peso seco de la muestra total extrapolandoe en fun-
cidén del volumen de la alicuota empleada.

PORCENTAJE DE CADA FRACCION CELULAR DE Entamceba histolytica

Por el método de Lowry determinar proteinas al homogenizado de la
amiba y a las cuatro fracciones (CS,MI,MP y MNV) obtenidas por el
método de Aley, con el fin de cuantificar el porcentaje gque se ob-
tiene de cada una a partir de un determinado numero de células.
Considerando come 100% la cantidad de proteina presente en el ho-
mogeneizado amibianc, y con base en ello calcular el porcentaje de
recuperacion de proteina. Realizar cuatro veces con diferentes lo-~
tes de amibas y obtener el promedio.

Asi mismo, emplear un lote de 150 X 10° amibas para determinar el
porcentaje de peso seco de las fracciones celulares.

Ademas con la cuantificacidn de azucares por el método Fenol-dcide
sulfuricoe se calcular la relacién proteina/ carbohidrato.

- 35 -



OBTENCION DE LIPOPEPTIDOFOSFOGLICANO (LPPG)

Procedimiento. k ’ R

Extraccién de la fraccion polisacaridica por al método de fenol-
agua descrito por Westphal~-Jann en 1965. (modificado por Isibasi y
col, ;1986)

La Lipopeptidofosfoglicano fue proporc;onada por la Dra. Cruz M.S.

REACCIONES INMUNOLOGICAS

Material bioldégice

- Conejos Nueva Zelanda (N2)

- Ratones hembras cepa Balb/c

- Antigeno GM, MI, MP, y MNV

- Sueros de paciente con absceso hepatico amibiano

Reactivos
-Adyuvante de Freund
~Solucién salina 0.85%

Obtencion del antisuero de conejo y raton

con la finalidad de obtener anticuerpos especificos, se’inocularon’
3 conejos NZ con homogenizados de MI, MP y MNV y ratones hembras de
la cepa Balb/c con el antigeno GM. .

- El antigeno GM y de MI, MP y MNV se preparéren'Qécunas resuspen'
didos en solucidn salina y emulsificado con adyuvante completo de
Freund. §

Inmunizacisén

Inocular los conejos por via subcutdnea con una dosis de 1 mg/kg de
peso.

'
Inmunizacién de ratones hembras de la cepa Balb/c. Inmunizar por
via intraperitoneal, administrando una dosis de 1 mg/kg de peso.
Ambos; conejos y ratones se inmunizaron 4 veces en 1 mes (dias
1,7,15 y 21 ). Ver esquema de inmunizacién.
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1a inmunizacion
1 rng/Kg de peso con GM.
Dia
1

Via intraperitoneal.

Refuerzo con

1 mg/hg de peso con GM
Dias '
7asy 21

ESQUEMA DE INMUNIZACION
RATONES



1a Inmunizacion
1 mg/kg de peso con M,
MP y MNV
{segin sea el caso)
Dia
1

Via Subcutdnea

v
Refuerzo con
1 mg/kg de peso
ce Mi, MP y MNV

{segin sea el caso)
Dias

7.5y 21

ESQUEMA DE INMUNIZAGION
CONEJOS



OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
Procedimiento

La fusién celular se realizd siguiendo el método de Koller y
Milstein (116).

El medio utilizado durante la seleccidn y mantenimiento de ‘los hic
bridomas fue Medio de Eagle modificado por Dulbeco y suplementado
con nutrientes (DEM al 20%).

Los anticuerpos monoclonales fueron obtenidos por QFB. c.ragdndis.
OBTENCION DE LIQUIDOS DE ABCITIS : g o

(Expansién de anticuerpos monoclonales) S UL
vtilizar para la expansicon jipn wive ratones de‘la cepa’Balb/c
inyectandolos por via intraperitoneal con 0.5 ml.:del/cultivo’de
hibridos en fase logaritmica de crecimiento. Inocular.los:iratones’
previamente con adyuvante incompleto de Freund-solucién salina y/o
pristene.

Obtener los liquidos de ascitis por puncién peritoneal dos semanas
después de la inmunizacion.

IDENTIFICACION DEL ANTIGENO GM DE Entamoeba histolytica -~ POR
MICROSBCOPIA ELECTRONICA

Unir el monoclonal 3G7 a la superficie de los trofozoitos de amiba
para la ldentificacion del antigeno de superficie GM por microsco-
pia electrdnica a través de la reaccidn con peroxidasa.

Material

Trofozoitos de Entamoeba histolytica
Monoclonal 3G7

Scbrenadantes de la linea SP2
Conjugado a~- ratén 1:100

Conjugado a- conejo peroxidasa 1:100

Reactivos.

Glutaraldehido al 3%

PBS-amortiguador

Lisina

Tris 0.05M + H,0, 0.03% en 100 ml de H,0. pH 7.6
B-3 diamlnobenc1na 4-clorhaldehido

P s
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0.03%
éfet de cacadilatos 0.1M pH 7.4
Tetraéxzdo .
Alcohol descendenta: -
Resina araldita - - S
fMicroscapio Electrénico Jeal xoo—s de trasmxs;én .

20 T T T I |

para la mlcroscopia electrdnica sequir la metodologia descrita pcr
Reynolds 'y Walson en 1963 (117).

Procedimiento

Realizar todos los pasos por duplicado y utilizar la mitad ‘con
conjugade o~ ratén peroxidasa .y la otra mitad con conjugado’ a-
conejo: peroxidasa, -

1.~ Cosechar 5X 10° trofozoitos cepa HMI-IMSS, por centrifugacion.
Posteriormente lavar 3 veces con PBS a 2000 rpm/10 min.

2.- Desechar el smobrenadante y fijar la pastilla con glutaral-
- dehido al 3% (v/v)} en PBS-amortiquador durante 3 horas.

3.- lavar los trofozoitos resuspendiéndclos en amortiguador  PBS
a 1500 rpm/3 min

4.- Tratar el botdn con lisina 1% por 15 min
5.- Lavar después 3 veces con amortiguador PBS

6.~ Colocar 0.5 ml de la suspension de trofozoitos:! permitir su.
sedimentacion y entonces adicionar 0.5 ml del 1iquido de as-
citis 367 (dil.1:5)
Control negativo: Trofozoitos mas sobrenadante de la lin a
sp2.

37 °% al dia siguiente.

Incubar 1.5 horas a 37 %, .toda la nb:héfé‘4 ”C-Y‘l'hoka“a'
Eliminar el sobrenadante. : S T

7.~ Lavar dos veces con amortiguador PBS, '

8.~ Para eliminar la actividad endégena de peroxidasa adicionar
tris 0.05M + H,0, 0.03% en 100 ml de aguai:pH 7.6 dejarlo
por 10 minutes E . B : E
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9.~ Lavar tres veces con: tris pPH 7.6

10.- Adicionar el conjugadc c ratén peroxidasa 1 100 e incubar
30.min:a;: :_c‘ :

1.~ Lavar tres veces con tris PH 7. 6

12.~ Posteriormente 1ncubar ‘con’ 0. 41 ml de ‘B=3 diaminobencina 4
clorhidrato disuelto en tris pH 7.6

13.- Adicion N
obscurid d

7.4

16.- Hacer “la’
buffer de

post-fijacisén
acadilatos 0.1M pH: 7.4

17.- fIncubar en alcohol con concentraciones as

18.~ Incluir en resina araldita T

19.~- Observar en el microscopio electrénico ,

A partir del paso 14 se conto con el poyo del” Dr.” Pedro. Valencia-
a quién se agradece su invaluable colaboraciénz ot : .

ENBAYO INMUNOENZIMATICO EN FABE SOLIDA (BLIEA)‘
Material y Reactivos

Placas para ELISA de 96 pozos

Amortiguador de carbonatos pH 9.5
Amortiguador de citratos pH 5.6

Perdxido de hidrégeno

Ortofenilendiamina

Sustrato para peroxidasa

Acido sulfurico 2.5 N

Amortiguador de fosfatos 0.01M (PBS) pH 7.2
PBS-leche al 5%

Tween 20%

LI T I A I B I B
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Material bioldégico

- .Antigenos GM y LPFG ambos a una concentracién .de 10 mg/ml
~ conjugado de cabra anti-~ IgG:.de raton unido:a ‘peroxidasa.
~ conjugado de cabra anti- IgG de-conejo unido a peroxidasa.
- Conjugado de anti-humano policlo al- peroxidasa. 5

Preparacién de soluciones.

Amortiguador de carbonatos. . : :
Solubilizarn en agua 7.0 g de carbonato de: sodio mas:2.8. (] de bi-
carbonato de sodio. Ajustar el pH.9 5'y aforar ‘a’u volum n de 1000
ml. ;

Amortiguador de citratos

Solubilizar en agua 29 g de’ citrato de-sodio
citrico. Ajustar el pH a 5.6 y afo ar a;1000’ml

Sustrato para peroxidasa .= ; :
En un tubo limpio solubilizar 6 ng de o-fenilendiamina en 12 'ml de
amortiguador de citratos pH 5.6 y adicionar 100.ml’de perbxido de,
hidrégeno al 3% . Observar quela mezcla esté: incolora ;

Amortiguador de fosfatos (PBS).0.15: M

Para obtener una solucién de PBS concentrada 1ox se: solubxlizan
aproximadamente en 400 ml de agua 14.19 g de. fosfato dibdsico de”
sodio anhidro + 13.60 g de fosfato monobdsico:de: potasio + 87 q de
clorurc de sodio., Ajustar el pH a 7.2 y aforar a 100 1

Procedimiento L

1.~ Colocar en cada pozo de la placa 100 ul dél Entigeno (con‘uha
concentracién de 50 mg/ml) en amortiguador de carbonatos Incu-
bar 1 hr a 37 % y toda la noche adrc : .

2.~ Lavar con PBS-Tween O. 1%

3.~ Bloquear con PBS-leche . al 5% durante 1.5 horas a 37 Al

4.- Posteriormente lavar con PBS- tween 0 1%
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5.~ Colocar 3

i) Sueros. de paciente con absceso hepidtico a uné dilucién
-de {(1:100 y 1:200) y sueros de personas normales a las
mismas’ diluciones ] ;

i1y sueros,de ‘conejo anti-membranas internas (MI), anti-
membranas plasmaticas {MP) y:anti-membranas:no.vesicu-
ladas (MNV) Dil. ,(1:50;'1:100,41:200, 1:400,:1:800,
1:1600, -y 3600) - o

1i4) Sueros"ée
1:400,71:800, y:

iv) SQbrénadantes de:
sagdn fuese e1 caso

tcuando la"ELISA: es del
i<la ELISA es con

Incubar 1 S horas a;’ temperatura ‘ambiente
sueros Y- 1 hora:a37:°C.y:toda‘la-noche &.4.°C
sobrenadantes de: anticuerpos: monoclonales.

6.~ Después A
.= Adicionar el‘segundo anticuerpo.{yﬂ

Para i, emplear; conjugad

de’ suéfofde:cﬁbré'anﬁ humano: (dil.
1:300) en PBS-leche a175% o

En i1, emplear el conjugado de ‘suero de- cabra anti- IgG de conejo-
peroxidasa (dil.1:300).en PBS leche al 5%" :

¥ para iii e iv,- emplear conjugado de ‘suero cabra anti IgG de
ratén-peroxidasa (dili, 1: 300) en PBS leche al S.% ../ Incubdndose

.

durante 1.5 horas a 37 'c
8.- Lavar exhaustivamente con_ pPBS~ Tween 0 1%

9.~ Colocar el sustrato 100" ul/pozo. manteniendolo por 15 min en
la obscuridad. -

10.~- Parar 1a reaccién con écido sulfurico 2 5 N

11.- Leer la absorcién 2490 nm

Realizar esta prueba tanto con cn como con LPFG.
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TRATAMIENTO. CON METAPERYODATO
Material biolégico
Antigends‘ﬁuéy‘LPFq°

Reaccivos

2~B-metaparyodato

Someter: los antigenos’ GH y 'LPFG a la accion del 2- H-metaperyodato
0.05: M durante do hcraa a: temperatura ambiente.»

Despu vdeyest : tamiento probar por -ELISA  su comportamiento
frente :a. sobrenadantes:‘de: hibridomas" (células :'col anticuerpqs
monoclonales),‘siguiendo la metodologia ya descrita

Comparar- los; resultados' con los obtenidos en 1a ELISA ,con el
antigano sin tratamiento.. ; CERE

!VALUACION DE'LA REACCION CRUZADA ENTRB GH YlLPPG

- Material ¥ Reactivos para la prueba de ELISA ya mencionados con
anteriorldad.

- Azﬁcares

1.~ D (+) Galactosa

2.=-° N'~ acetil -D- galactosamina
3.~ a((-) Fucosa

4.~ Sacarosa

5.~  a - metlil -D- manosida

6.~ a’'~ metil -D- glucosida

7.~ N - acetil -D- glucosamina
8.- 1-2 metil glucopiranosida
9.~ Manosa

10.~ Glucosa N

Preparar los azicares a una concentracidén de 1 M

Material bioldégico.

Liquidos de ascitis de raten (3G7, 3H6,2D§).
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Procedimiento.

- Seleccionar-la concentracion ideal de reacciodn del antigeno-anti-
cuerpo por ELISA. Para ello se proban diferentes diluciones de
los liquides. de- ascitis, seleccionande asi aquella dilucién en
la que se obtenga un valor de absorcioén préxima a 1. -

~ Incubar los liguidos de ascitis a la concentracidn édptima con el
mismo volumen de los azucares a probar en tubos Ependort. durante
4 horas a 37 °C y dos noches a 4 °c, ;

- El control positivo son los mismos liquidos de ascitis salo que
diluidos con PBS pH 7.2 ORI

por azucares especificos de LPFG y otros azucares efectuando. la
metodologia de ELISA enfrentando los antigenos GM y: LPFG a’los
liguidos de ascitis que han reaccionado con los azucares.:- .
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RESULTADOS



aislamiento de membranas en trofozoitos de Entamoeba histolvtica

La viabilidad de los cultivos de trofozoitos de Entamoeba
fue mayor-al 90% en el aislamiento de membranas realizado.

La tabla I muestra el porcentaje promedio de proteina de las
fracciones membranales aisladas por el método de Aley, asi como el
porcentaje seco de las mismas. La recuperacidn de proteinas de las
fracciones celulares fue de 90.5 a 97.8%, considerando como 100% la
proteina presente en el homogeneizado total de los productos
finales del aislamiento (tipos de proteinas y complejos solubles},
la proteina presente en el homogeneizado fué de 1.08 a 1.2 mg de
proteina total por millén de amibas.

Membrana % de proteina % de peso seco
Membrana Interna 14.67 28.11
Membrana Plasmatica 2.61 2.42
Membrana No Vesiculada 16.79 7.18

Tabla I. Proporcidn de proteinas y peso seco en las membranas
celulares de Entamoeba histolytica
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La tabla II presenta‘la cantidad de azucares en las membranas

celulares de Eptamoeba histolyvtica . Obsérvese que el
contenido de azicares es mayor en membranas no

vesiculadas.
Membrana mg azucar|| mg proteina azucar/proteina
Membrana Interna 2.58 9.3 0.27
Membrana Plasmatica 0.24 2.2 0,11
Membrana No Vesiculadaf 3.33 12.6 0.26

Tabla II Contenido de azuicares en las fracciones membranales de
Entamgeba histolvytica, en un volumen con 10 X 10 ¢
trofozoitos.

En 'las graficas I y 1T se informan los resultados de ELISAS de
conejos inmunizados con homogeneizados:de Membranas Internas (MI),
Membranas Plasmdticas. '(MP).y Membranas No Vesiculadas (MNV) frente
a ‘los-'antigenos GM.y LPFG.:Notése que los antisueros fueron mas
especificos a’GM,: «: "5 o
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ABSORCION
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Las graficas III, IV, y V, muestran de manera individual 'los
valores en absorcidn obtenida por el método de. ELISA“a los
anticuerpos séricos de los conejos inmunizados con MI,,MP»y MNV
contra los antigenos GM y LPFG. 2
Las ELISAS del suero anti-GM de ratén (dil. 1:50 hasta 1t 100)
frente a los antiqgenos GM y LPFG dieron valores de absorcién mayor
a 2.

cabe mencionar que esta prueba no se repitio debido a que ‘el
antigeno LPFG se termino.
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Los sueros de péclente reconocierdn a los anllgghos‘GM y LPFG a las

diliciones probadas, El antigeno mejor reconocido fue LPFG.

La tabla Il muestra estos resultados.

- ELISA SUERQS DE PACIENTE CON GM Y LPFG

ANTIGENO GM ANTIGENO LPFG
oi{1:100) Dilg+:200) 0il{3:100) Dil(1:200)

1 22 25 204 253
2 18 155 176 136
3 14 14 n 44
4 8 52 204 165
5 15 97 205 146
6 54 34
7 201 130
8 81
9 18 13

SNy 190 148

SN2

SN3

AHA1

AHA2 158 164

Tabala iil. Muuestra la Absorcién de los sueros de

paciente obtenida por el método de ELISA.
SAHA:suero de paciente con Absceso Hepatico

amibiano.;

SN: Sobrenadante del Liquido del AHA

centrifugado

AHA:Absceso Hepatico Amibiano directo.



La grafica VI presenta comparativamente los resultados de el método
de ELISA de los sobrenadantes de los liquidos de ascitis con los
antigenos de GM y LPFG antes y después del tratamiento con
metaperyodato sddico. Se observa que dos de los sobrenadantes
disminuyen considerablemente su valor de absorcién después del
tratamiento frente al antigeno GM y solo un liquido de ascitis es
afectado en su respuesta post-tratamiento frente a LPFG.
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ELISA. ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-GM
TRATAMIENTO CON METAPERYODATO

ABSORCION

2,5

0,5

3G7 3H6 2D8

GRAFICA VI

Cam s mg/mi A
B GM 5 mg/mi D
[JLPFG 5mg/mi A
E1LPFG 5 mg/mi D

A= antes
D=después




MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Imagen al microscopio electronico de un trofozoito de Entamoeba
histolytica. Identificacidn del epitope por anticuerpo monoclonal
3G7. Se puede observar en la membrana del trofozoito la tincién
positiva (2000 x)
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Imagen al microscopio electréonico de un trofozoito de Entamoeba
histolytica en presencia de sobrenadante de 2D8. Se observa que en
la membrana del trofozoito ho se¢ produce reaccion alguna, siendo la
tincion neqativa (2000 x) .
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Se determiné la concentracion dptima a la que debian emplearse los
liquidos de ascitis para la ELISA que evaluaria la reaccion cruzada
entre GM y LPFG. En las graficas VII y VIII se observa la titula-
cién por ELISA de los liquidos de ascitis para elegir la concentra-
cién éptima
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La tabla IV muestra los resultados de la inhibicién por azucares de
los antigenos GM.y LPFG .determinada por el método de ELISA.

Solo se reportan.los seis azucares con mayor importacia inmunold-
gica.. .. -lE :

Azicar Antigeno Antigeno
GM LPFG
|( 3G7 ]L 3H6 l[ 2b8 u 3G7 1[ 3H6 ll 208 u
N-acetil-D- 69.41 78.94 68.67 68.80 88.58 87.41
glucosamina
a-metil-D- 63.77 65.83 39.32 46.31 78.24 67.63
glucosido
N-acetil-D- 53.77 77.89 77.88 54.02 84.61 84.96
galactosamina
Sacarosa 52.38 84.27 | 71.14 40,71 90.93 82.98
a-metil~-D~ 52.55 56.07 20.73 16.30 59.28 43.28
manosido
Manosa 49.18 43.74 19.15 11.91 51.87 53.56

Tabla IV. Muestra el porcentaje de inhibiciodn por azucares de los
antigenos GM y LPFG presentes en la membrana de Entamoeba
histolytica
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El aislamiento de membranas de Entamceba histolytica practicado por
el método de Aley (1980) resulté exitoso ya que los porcentajes de
proteina obtenida para las diferentes fracciones de membrana (MI,
MP, y MNV) no difieren notoriamente a los reportados por el mismo
Aley y col. la diferencia se debe con seguridad a que ellos traba-
jaron con la cepa HK9:NIH, de baja patogenicidad.

El porcentaje de proteina presente en las membranas constituye un
total de 34.07 % (expresadas en mg son 24.1 mg) mientras que las
fracciones carbohidratadas estan presentes en un promedio total de
6,15 mg, de esta manera la relacion carbohidrato-proteina que por
naturaleza se encuentra en las membranas se da en una proporcidn de
0.21 mg de carbohidratos por cada mg de proteina, lo cual nos
indica que los carbohidratos constituyen significativamente 1la
membrana de Entamoeba histolytica.

La membrana plasmatica del trofozoitoc juega un importante papel en
la interaccidn parasito-hospedero: varias moleculas se han identi-
ficado como mediadores en el ataque inicial y de entrada del
parasito a células, es decir, sirven de factor de virulencia o
interactuan con una capacidad inmunomodulatoria (alta o baja regu-
lando una respuesta inmune) con el hospedero (66). Se ha estableci-
do que las glucoproteinas de la membrana estan relacionadas con
fenémenos de reconocimiento celular con funciones de adhesividad y
con caracteristicas de antigenicidad (20). La adherencia de los
trofozoitos de Entamoeba histolytica a colonias mucilaginosas y
epitelio es un paso inicial en la colonizacion e invasion del
intestino delgado. La adherencia también es requerida para el
efecto inmune de las celulas k, neutrofilos y macrdéfagos contacto
dependientes (118).

Se han identificado varios antigenos de Entamoeba histolytica entre
los més notables con un peso molecular de 170, 90, 59 y 37 kD,
reportados por varios grupos (119-121). Se ha demostrado la presen-
cia de antigenos de 49, 90 y 111 kD en amibas lisadas y un antigeno
de 19 kD en preparaciones de membranas aisladas (121). Debido a que
los antigenos tienen la capacidad de unirse a la lectina concanava-
lina A especifica para glucosa o manosa se establecid que su
composicion es carbohidratada o bien son moléculas complejas con
carbohidratos en su estructura.

Agundis y colaboradores (108) reportaron un antigeno glucoproteico
de membrana GM de 30-35 kD en Entamgeba histelytica que es recono-
cido en su porcion polisacarida por anticuerpos monoclonales de la
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clase IgM. Por otra parte en 1982 Isibasi y colaboradores extraje-
ron un antigeno de superficie de Entamoeba histolytica rice en
polisacdrido el cual caracterizaron por métodos inmunoguimicos y lo
denominaren LPFG.

Como principio el presente estudioc se desarrollé en terno a la
importancia que tienen las fracciones carbohidratadas de los
antigencs de membrana GM y LPFG de Entamoeba histolytica y ademds
se probo que ambas moléculas presentan reaccién cruzada (por medio
de la porcion polisacaridica) en la respuesta inmune del hospedero.
Por lo que este estudie reporta la identificacion y caracterizacion
preliminar de dichos antigenos a traves del ensayo inmunoenzimdtico
en fase solida (ELISA) con sueros inmunes de conejo, ratdn y humano
y con anticuerpos monoclonales.

Podemos apreciar en las graficas I y II que los sueros de conejo
anti-membranas (MI,MP y MNV) de Entamoeba histolytica reconocen al
antigeno GM en una dilucién de 1:1600 de forma considerable alcan-
zando valores de ahsorcién gue van de 0.8 a 1, mientras gue el
antigene LPFG es tambieén reconocido pero en menor grado y a una
concentracion 83 veces mayor (dil 1:200) con valores de absorcion
gque van de 0.41- 0.68. Las graficas comparativas I1II, IV, y V
muestran en forma particular 1la especificidad de los sueros de
conejo anti-membranas para el antigeno GM, sin embargo el hecho de
gque estos sueros reconozcan positivamente la LPFG significa que
ambos antigenos comparten caomponentes similares entre si. Por otra
parte la reaccion que se obtuve por ELISA del suero anti~GM de
raton con GM y LPFG fue positiva hasta la dilucion 1:1000 sin mos-
trarse ninguna diferencia en el reconocimiento de ambos antigenos.

Aust- Kettis y col.(1983) {119), identificaron 7 proteinas en la
amiba que son reconocidas por suero inmune, estas proteinas inclu-
yen un antigeno de 37 kD. Bhattacharya (1990)(122)} reporta en
sueros de paciente con amibiasis invasora la presencia de una banda
predominantemente visible por autoradiografia de 40 kD, dicho
antigeno al parecer es una proteina integral de la membrana de la
amiba, su compousicion no es del todo clara sin embargo sugiere la
presencia de una fraccion larga de componentes no polipeptidicos
(quiza carbohidratos).

Linder (123) reporta anticuerpes monoclonales gue reconocen antige-
nos de trofozoitos de Entamoeba histolytica de 67 kD y 40 kD de
peso molecular, de los cuales el antigeno de 67 kD es recconocido
por sueros de pacientes con amibiasis, el antigena de 40 kD es
reconocido por sueros de paciente incluyendo sueros con anticuerpos
naturales pero interesantemente no por los controles.
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En la tabla IIJI se observa como los sueros de paciente coh absceso
hepatico amibiano reaccionan positivamente con los antigenos de
membrana identificados como GM y LPFG. Notese la concentracidn a la
que se emplearon los antigenos, la cual a pesar de ser baja mostré
una reaccidn positiva.

BEstos resultados sugieren que los antigenos de alrededor de 40 kD
son inmunolégicamente importantes para el parasito Entamoeba

histolytica.

Entamoeba histolytiga produce proteinas capaces de formar poros en
bicapas lipidicas artificiales y células blanco de membrana, esta
proteina tiene una masa molecular de 28-30 kD en estado natural y
de 13~15 kD bajo condiciones de desnaturalizacidn-~reduccién. Esta
proteina es llamada ameboporo.

Leippe y col. en 1993 (45) compararon la capacidad asesina de ais-
lados patégenos y no patdgenos de Epntamoeba histolvtica , evaluande
su capacidad para formar poro, al parecer los peéptidos presentan
dos e ~helices anfipaticas consideradas cruciales para la funcian
formadora de poro. Encontraron que la amiba patdgena y no patdgena
mataba neutrdfilos humanos in vitre pero que la amiba no patédgena
fue en tiempe menos eficiente que la amiba patégena; es decir, la
amiba no patdgena también destruia los neutréfilos soclo que
requeria de aproximadamente tres lapsos de tiempo mas que el
requerido por la amiba patocgena.

La importancia de los carhohidratos en la respuesta inmune ha sido
comprobada por numerosos estudios. Con respecto a ello se han iden-
tificado y purificado la lectina galactosa de la cepa HM1-IMSS de
Entamoeba histolytica con zimodemo patogeno. Esta es una glucopro-
teina heterodimérica de 260 kKD, la cual esta constituida por una
subunidad pesada de 170 kD unida por enlaces disulfuro a una sub-
unidad ligera de 35 kD. Esta lectina regula jin vitro la adherencia
de glucoproteinas a celulas de colonias mucilaginosas en humanoc, lo
que ha hecho que se¢ proponga su participacion en la colonizacidn
inicial del colon (124). Se ha secuenciado el DNA de la subunidad
de 170 kD, esta secuencia sugiere que es una proteina integral de
la membrana de amplio dominio (125)

Se ha encontrado gue los anticuerpos anti~galactosa constituyen un
excelente medio para diferenciar cepas de Entamoeba histolytica con
zimodemo patogeno de cepas con zimodemo no patogeno ya gue se
encontrd gue anticuerpos antilectina muestran que la subunidad
pesada de 170 kD esta presente en cepas no patogénicas (126). Mann
(46) reporta 5 anticuerpos monoclonales humanos para la lectina
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galactosa, los cuales fueron sensibles a tratamiento con peryodato.
Lo anterior nos refuerza la importancia que tiene el antigeno GM
que es de un peso molecular aproximade a 40 kD gue al parecer son
especificos de las cepas patogénicas.

Cuando se probaron por ELISA los sobrenadantes de los anticuerpos
monoclonales con los antigeno GM y LPFG tratados con metaperyodato
encontramos que el reconocimiento por parte de cada monoclonal
tiene diferente especificidad al epitope carbohidrato, asi tenemos
que el monoclonal 3G7 reconoce de manera mas especifica la fraccioén
carbohidratada de ambos antigenos, a su vez el anticuerpo monoclo~
nal 3H6 es parecidamente especifico para GM como el 3G7 no asi para
la LPFG, al cual reconoce en menor grado antes y después del trata-
miento, por su parte el monoclonal 2D8 al parecer es menos especi-
fico para reconocer las fracciones carbohidratadas de -GM
y LPFG . Esto constituye una evidencia mas de que las fracciones
carbohidratadas desempehan un papel importante en la respuesta
inmune .

El estudio de reacciones cruzadas en la respuesta inmune constituye
un parametro importante de analizar, asi se ha evaluado que en el
Lupus eritematoso sistémico (LES) enfermedad reumatoide autoinmune
existe reaccion cruzada entre anticuerpos IgG anti- DNA y anti-
cardiolipina (127). .

En lo que respecta a Entamoeba histolytica pruebas electroforéticas
con antisuero al péptido formador de poro, purificado de un aislado
patogénico revelan que la forma no patégena contiene un péptido de
reaceion cruzada con masa molecular similar (3.5 kD). Una electro-~
foresis revela que la reaccién cruzada peptidica absorbié a los
liposomas (45).

También se ha descrito la importancia que tiene el sistema de
complemento como mecanismo de defensa primaria a los agentes de
infeccion. Los trofozoitos de la amiba resisten el complemento, lo
que puede ser un factor importante en el progreso de la enfermedad.
La lectina galactosa inhibe la actividad del complemento de
membrana atacando al complejo CSb~9 a nivel de C8 y C9 (128).
Porciones de la secuencia de la lectina se identifican con
componentes del complemento C8 y C9 y con CD59 y un inhibidor de
C5b-9 en eritrocitos humanos. La lectina tambien tiene porciones
antigénicas de reaccioén cruzada con CD59 (46).

Los resultados de la inhibicion por azucares de los antigenos Yy
LPFG determinados por ELISA muestran la presencia de azucares
inmunodominantes en ambas moleculas. Asi se puede observar que los
azucares con importancia inmunologica en GM y LPFG son: N-acetil-D-
glucosamina, a -metil-D-glucésido, N-acetil-D-galactosamina,
Sacarosa, a -metil-D-manosido y manosa, los cuales son monosacari-
dos y oligosacaridos. La LPFG posee manosa, glucosa, galactosa y



glucosamina lo cual nos hace sugerir gue la manosa es la unica que
como monosacarido actua en la respuesta inmune de Entamoeba

i tica , wmientras que los otros menosacaridos tienen que
combinarse con grupos amino, metilo e incluso con otro monosacdri-
do para tener importancia inmunoldgica. Observamos en la tabla IV
que los valores por inhibicidn de azucares de ambos antigenos GM y
LPFG son muy parecidos por lo dque se sugiere que dichas moléculas
poseen carbohidratos similares y por ende presentan reaccién
cruzada por azucares a nivel de membrana de Epntamoeba histolytica.

Por otra parte resulta importante mencionar que Leippey y col.

{(129) proponen que el estado natural del ameboporo constituye un
dimerc de 28-30 kD y que su naturaleza anfipatica puede hacer que
la parte exterior de la a« - hélice hidrofdébica sea capaz de inte-
ractuar con compuestos hidrocarbonados de las bicapas lipidicas.
Esto constituye un antecedente importante que involucra la inte-
raccidon entre proteinas-hidrocarbonadas en la respuesta inmune de

Entamoeba histolytica.
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CONCLUSIONES



1.~ las fracciones carbohidratadas .participan de manera
importante en la respuesta“inmune de Entamoeba

2.~ Los sueros-de p%ciéﬁte:coh AHA reconoceh ambhos antigenos GM y
LPFG. - @ %0 w00 : e : ‘

3.~ Los anticuerpos monoclonales:anti-GM de ‘ratén reconocen:al
LPFG.. o T R N -

4.~ El antiéen@rcﬁ

5.~ Existe reaccién cruzada por azticares entre los'antigénoé M
y LPFG. : s

El presente trabajo contribuyé a la caracterizacién inmunoquimica
de los antigenos de superficie GM y LPFG presentes en Entamoeba
tica.

El hecho de que los antigenos GM y LPFG sean reconocidos tanto por
sueros de paciente como por sueros de raton, conejo y por los mo-
noclonales anti-GM habla de la gran importancia de los antigenos
carbohidratados en el reconocimiento de Entamoeba ist

ademds ambos son moléculas de superficie con azucares inmunodomi-
nantes comines por lo que resulta interesante emplear 1os monoclo-
nales anti-GM en el montaje de un meétodo diagndstico (proyecto
actualmente desarrcllade por la QFB. Concepcion Agundis M. del
Departamento de Bioguimica de la Facultad de Medicina de la UNAM)
y para la elaboracion de una vacuna eficaz. Ambas alternativas con
amplias posibilidades de aplicacién.
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