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CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE Entamoeba histolytica CON
UTILIDAD EPIDEMIOLOGICA

RESUMEN.

En Meéxico existe una relacidn aproximada de un paciente con amibiasis invasora
por cada cinco portadores, siendo uno de los paises con indices mas altos de amibiasis
invasora en el mundo. Por lo tanto esta infeccidn sigue estando dentro de los principales
problemas de salud pablica. De ahi, surge la necesidad de incrementar los esfuerzos tanto
en el disefio de métodos de diagndstico mas especificos y sensibles como en el desarrollo
de vacunas eficaces. '

Uno de los problemas mas importantes en el estudio de la amibiasis es la
identificacion de antigenos relevantes de Entamoeba histolytica involucrados en la
patogenicidad del parasito, asi como los més inmunogénicos.

En este sentido nuestro grupo ha detectado algunas fracciones serologicamente
reactivas que pueden ser dtiles en el diagnostico de la amibiasis intestinal, a través de
ensayos de inmuncelectrotransferencia, en la cual se observd que las fracciones de 23, 24,
25 y 51 kDa son reconocidas por al menos el 65 % de los pacientes con amibiasis
intestinal invasora aguda. Y que esta reactividad se ve incrementada hasta en un 91.2 %
cuando se combinan estas fracciones.

En base a estos resultados nos propusimos en el presente trabajo realizar la
purificacién y caracterizacion de las fracciones de 51,25 y 24 kDa de E. histolytica.

Los resultados obtenidos nos muestran que las tres fracciones presentan actividad
enzimatica y que podrian pertenecer a la familia de Proteasas de Cisteina, También se
determind que las fracciones de 25 y 24 kDa son glicoproteinas mientras que la de 51
kDa no presenta carbohidratos asociados. Al probar !a reactividad de [os sueros y salivas
de pacientes en diferentes condiciones de infeccion contra estas fracciones, mediante
ELISA, se determind que la utilizacién de estas fracciones nos permite discriminar entre
fa presencia de la infeccion o no, mostrando una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 90% con la fraccién de 51 kDa para los pacientes de absceso hepitico

amibiano (AHA) y del 70% para el grupo de individuos de amibiasis intestinal invasora



{AI), mientras que para las fracciones de 25/24 kDa se determind una sensibilidad del
73% para el grupo de AHA y de 76% para el de Al con una especificidad del 95% al
detectar la presencia de anticuerpos IgG en el suero de los individuos estudiados. En este
sentido se observd que ta combinacién de las tres fracciones incrementa la sensibilidad
hasta un 83 % en el grupo de Al con una especificidad del 90%.

Por otro fado, la deteccidn especifica de IgAs en la saliva de pactentes del grupo
de Al nos muestra una clara regionalizacién de la respuesta inmune dirigida contra estas
fracciones, ya que en la invasion de las mucosas se desencadena principalmente una
respuesta local v secretora mientras que en la invasién extraintestinal principalmente se
estimula una respuesta inmune sistémica.

Estos resultados nos indican que estas tres fracciones son inmunogénicas y que al
detectarse anticuerpos especificos contra ellas principalmente en el suero de los pacientes
de amibiasis invasora, y el hecho de que presenten actividad proteolitica nos sugiere que
podrian estar involucradas en alguno de los procesos de patogenicidad de E. Aistolytica y

en consecuencia podrian tener una utilidad diagnostica y seroepidemioldgica.



INTRODUCCION

La amibiasis se ha definido como la condicién en la cual el individuo es portador

de Entamoeba histolytica con o sin manifestaciones clinicas™

Biologia de 1a Entamoeba histolytica.

Este protozoario parasito se considera uno de los organismos eucaridticos mas
simples estructuralmente. Presenta dos formas bioldgicas; La forma activa o trofozoito y
la forma de resistencia o quistica. El ciclo vital completo de la £ histolytica consta de
cuatro fases consecutivas, que son: el trofozoito, el prequiste, el quiste y el metaquiste. El
trofozoito tiene un tamafio de 15 a 20 pm, pueden ser pleomorficos u ovalados, presentan
una membrana celular delgada de 10 nm de espesor, un solo nicleo, ademas de una
disposicion citoplasmica sencilla ya que carecen de citoesqueleto estructuradoe y
microtdbulos citoplasmices, tampoco presentan mitocondrias y son anaerobios
facultativos, los trofozoitos no son importantes en la trasmision puesto que son
extremadamente sensibles al ambiente y mueren ripidamente ante cualquier cambio del
mismo.?

La etapa quistica es la forma infectiva para el hombre, solo se encuentra en las
heces. Son esféricos y tienen una pared delgada, miden de 5 a 25 um y usualmente tienen
cuatro milcleos. Estos pueden ser adquiridos tanto por ingestién de agua o alimentos
contaminados, como por manos sucias (fecalismo). Una vez ingerido el quiste pasa a
través del estomago y se desenquista en la parte inferior del ileon, surguiendo de cada
quiste una sola amiba metaquistica tetranucleada, que produce a su vez por divisién
citoplasmica 8 trofozoitos uninucleados. Estos trofozoitos son moviles y pueden
colonizar alguna porcion del intestino delgado, pero principaimente en las areas de estasis
del colon y proliferan por division binaria. Los trofozoitos arrastrados en la materia fecal,

son estimulados a enquistarse’

Caracteristicas generales de la amibiasis.
La E. histolytica debe su nombre a su actividad litica sobre los tejidos. Las

manifestaciones clinicas son variadas dependiendo de la patogenicidad de la cepa, la



intensidad de la infeccion, la flora bacteriana, el sitic y extension del tejido dafiado ya
que el trofozoito invade y ulcera la mucosa colonica, causa diarrea, constipacion
intermitente, distensién abdominal y flatulencia de mal olor. Las complicaciones incluyen
ameboma severo del colon, absceso hepético, absceso pulmonar y amibiasis cutinea.

E!l resultado de la interaccién del parasito con el hiesped varia desde una infeccion
asintomdtica, hasta una enfermedad intestinal invasora que puede diseminarse a otros
drganos.

Se considera que del 80 al 99 % de las infecciones en humanos con E. histolvtica
son asintomaticas. En la infeccion intestinal invasora ocurre invasidn de la mucosa
intestinal, rectosigmoides y/o apéndice cecal; las lesiones ocastonadas por el parésito se
localizan a través de las diferentes estructuras de la mucosa intestinal en donde sueien
aparecer Ulceras en forma de “botdn de camisa” las cuales pueden identificarse por
examen rectosigmoidoscopico al inicio de la infeccion, durante el cuadro de diarrea
simple, diarrea sanguinolenta 6 disenteria.*

La amibiasis extraintestinal puede desarrollarse junto con la disenteria amibiana o né,
siendo el higado el 6rgano al que mas comunmente se disemina la infeccion a través de la
vena Porta, sin embargo, en la mayoria de los casos no existen datos previos de
sintomatologfa intestinal. Los “abscesos” hepéticos amibianos, que en realidad
representan un foco de necrosis en el higado, son més frecuentes en los adultos que en los
nifios. A menos de que se administre el tratamiento adecuado, generalmente los abscesos
aumentan de volumen e invaden las estructuras adyacentes ocasionando lesiones
pulmonares, pericirdicas, peritoneales o cutaneas. También se pueden presentar lesiones
primarias en los pulmones y en el cerebro.

La experiencia clinica ha demostrado que la amibiasis invasora es ms. frecuente en zonas
geograficas donde prevalecen algunas cepas virulentas de E. histolytica. Entre los
factores de riesgo para la infeccion por E. histolytica se han considerado; la situacion
geografica, el clima, la raza, el sexo, la edad, las condiciones nutricionales y las

inmunologicas, la dieta y los habitos sexuales del huésped.”
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ANTECEDENTES.

Epidemialogia.

La amibiasis es un problema de salud publica de caracter cosmopolita. Los datos
epidemiolégicos 4 nivel mundial sugieren una prevalencia de alrededor de 500 millones
de personas infectadas anualmente, con un indice de morbilidad de 10% vy de mortalidad
del 1%.* La amibiasis es la tercera causa de muerte debida a infecciones parasitarias a
nivel mundial, después de la malaria y la esquistosomiasis. Aunque la amibiasis también
se presenta en paises altamente desarroflados, ésta se observa con mayor frecuencia en
paises en vias de desarrollo. De ahi que este padecimiento sea considerado como un
gjemplo claro de “patologia de la pobreza”, concepto que abarca: desnutricidn, habitos
higiénicos deficientes y uso inapropiado de aguas residuales para la agricultura®” Dentro
de los paises que por su alta prevalencia de amibiasis son considerades como endémicos
se encuentran. India, Egipto, Turquia y México."

La existencia de una gran cantidad de casos de amibiasis asintomética en el
mundo en relacién a un nimero importante pero considerablemente menor de casos de
enfermedad invasora, ha sido interpretado como un indicador de fa virulencia variable de
las diferentes cepas amibianas, siendo uno de los aspectos mas discutidos en esta
parasitosis. En 1925 Emile Brumpt, sugirié habia dos especies morfolégicamente
indistinguibles; una especie capaz de causar enfermedades invasoras y otra que no
causaba enfermedad. A esta Gltima la llamo E.dispar.’' Sin embargo fa hipdtesis de
Brumpt fue descartada en su tiempo por otros expertos.

En este sentido, desde los afios 70s se fueron acumulando suficientes datos
bioquimicos, inmunolégicos y genéticos que indican que existen dos especies con
caracteristicas morfoldgicas descritas como E. histolytica, las que anteriormente eran
conocidas como patogenas y no patdgenas, E. histolyfica y E.dispar respectivamente.
Por lo tanto ahora se acepta que solo E. histolytica es capaz de causar la enfermedad
intestinal invasora y extraintestinal, mientras que la E. dispar no. 12

La confirmacién de estas dos especies diferenciadas de Enfamoeba es quizds el
més reciente ¢ importante logro en el campo de la investigacion en amibiasis; sin

embargo esto nos situa frente a una nueva perspectiva en el campo epidemiologico,



particularmente en cuanto a la evaluacidén e interpretacion de los resultados en la
determinacién de la prevalencia de la infeccidn por E. histolytica o por E. dispar y la
incidencia de la enfermedad amibiana. Por lo tanto es necesario reevaluar estos datos
epidemiolégicos, utilizande nuevas tecnologias que permitan discriminar entre
infecciones por E, histolytica o E. dispar. Por ejemplo se ha desarrrollado una técnica que
detecta antigenos de las amibas en las heces de los pacientes.”

Por otro lado, la tecnologia de ADN recombinante ha permitide mediante la
prueba de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), poder detectar y amplificar
secuencias de ADN especificas de cada una de las especies, y se estd evaluando sy
aplicacién en estudios epidemioldgicos.™

La mayor parte de los individuos infectados con E.dispar/E histolytica son
portadores asintométicos, no existen datos confiables acerca de la relacién entre el
mimero de portadores asintomaticos y el nimero de individuos con infeccidn invasora,
sin embargo se ha determinade gue en México existe una relacion aproximada de un
paciente con amibiasis invasora por cada cinco portadores. Siendo uno de los paises con
indices mas altos de amibiasis invasora en el mundo.?

En 1993, el mimero de casos de amibiasis hepatica registrados en el pais fué de
5000 personas afectadas, con un promedio mensual de alrededor de 500 casos repartidos
en toda la repiblica,” siendo esta forma clinica 10 a 30 veces mas frecuente en adultos
que en nifios. La frecuencia de amibiasis intestinal es mayor en la poblacion infantil (1 a
5 afios de edad) que en los adultos,'>'® de ahi que ésta se encuentre clasificada dentro de
las principales infecciones intestinales, las cuales representan la segunda causa de diarrea

en nifios.'®

Mecanismos de patogenicidad amibiana.

La patogenicidad de E. histolytica ¢s un proceso multifactorial que depende de
entre otros muchos factores de 12 presencia y liberacién de profeasas, la habilidad para
evadir la respuesta inmune y el mecanismo de agresividad dependiente de contacto.!” No
obstante, el o los mecanismos moleculares responsables de la patogenicidad de

E.histalytica no han sido totalmente comprendidos, sin embargo, se han posnilado dos



tipos de toxicidad para la amiba: uno que actia por contacto sobre la célula blanco" y el
otro a través de la liberacién de componentes solubles.'®

De tal manera que para iniciar a infeccion sintomatica, los trofozoitos presentes
en el lumen intestinal penetran la mucosa intestinal, este mecanismo involucra al menos
tres etapas; 1) reconocimiento y adhesién a la célula blanco del huésped, 2) destruccion
de las membranas celulares y 3) digestion de la matriz extracelular. En este tltimo
proceso han sido involucradas como responsables de la digestion de estas proteinas, una
serie de proteasas, algunas de las cuales han sido identificadas como proteasas de cisteina
(PC)_IQ '

La actividad de ias PC tiene un pH éptimo entre 6 y 7 y depende de agentes
reductores, es inhibida especificamente por inhibidores que modifican al grupo Thiol
como son el para-HidroxiMercuri-Benzoato (pHMB), la Iodoacetamida (IA) y el [Trans-
epoxysuccinyl-L-leucylamido (4-guanidino) butano)] (E-64), y sus pesos moleculares se
han establecido entre un rango de 16 a 75 kDa.® Estudios in vitro realizados por
mimercsos laboratorios han implicado a las PC de E. histolytica en efectos citopiticos y/o
citotéxicos sobre células de mamifero, degradacion de componentes de la matriz
extracelular como son: fibronectina, laminina y coldgena;” asi como en la degradacion
del complejo C3 del complemento del hospedero, ya que se ha propuesto que la habilidad
de E. histolytica para evadir la lisis mediada por el complemento es una condicién para la
invasion extraintestinal.?! También se ha determinado que la degradacion de IgA e IgG
por lisados amibianos con actividad de PC, limita potencialmente la respuesta inmune del
hospedero.?® .

Se han detectado varias actividades de PC en diferentes fracciones antigénicas de
E. histolytica por diferentes investigadores; una de 26-29 kDa llamada histolysina,®* otra
de 22-27 kDa (amebopaina),” también una de 30 kDa® asi como una de 16 kDa
semejante a la catepsina-B,”” una mas de 56 kDa,” y una de 60 kDa,” y finalmente otras
de 53 y 75 kDa.™® Estas proteasas se han localizado principalmente dentro de vesiculas
subcelulares y una pequefia proporcién en la superficie externa de las amibas. 19:20,31,32.33

Se ha reportado una variacién cuantitativa en la actividad proteolitica que puede
ser responsable de las diferencias en virulencia entre las cepas de E. histolytica HM1 y

HK9 34,35



Recientemente se compard la enterotoxicidad y la actividad de PC de 1a cepa de
E.histolytica HM1 de baja virulencia con una clona altamente virulenta (1659) derivada
de la primera y seleccionada por su habilidad para producir grandes abscesos en higados
de hamsters. Los trofozoitos de la clona 1659 fueron mis toxicos sobre células epiteliales
in vitro, cormrelacionando con un incremento de 20 veces en su actividad de PC
respectivamente de 53y 75 kDa

Estas actividades de PC, se han identificado en trofozoitos aislados de pacientes
con colitis o absceso hépatico amibiano, pero no a partir de aislados de pacientes con
infeccion asintomatica.’® También se ha correlacionado el nivel de la actividad
proteolitica con la severidad clinica de Ia enfermedad en pacientes,“ asi como en un
modele murino de absceso hepatico en el cual la inactivacion de las PC disminuye
considerablemente el dafio producido.®” También se ha involucrado la accion proteolitica
en e} proceso de invasidn y destruccién en un modelo de amibiasis aguda experimental en
la rata,38 asi como, en ensayos in vitro sobre hepatocitos de hamster y de rata, evaluando
el papel de las PC amibianas sobre ¢ efecto citopatogénico de los trofozoitos sobre éstas
células, en los cuales se demuestra que las PC no estan involucradas en el efecto
citotdxico pero si son esenciales para el efecto citolitico.*’ Ademas se ha visto que los
pacientes con amibiasis invasora producen anticuerpos contra las PC, mientras que los
pacientes asintométicos no los producen.®*' Asi es probable que exista una relacion

directa entre la actividad in vivo de la accién de las PC y la patogenicidad de la amiba.

Inmunciogia de la amibiasis.

En términos generales se¢ acepta que la respuesta inmune contra £ hisfolytica
ocurre dnicamente como resultado de una invasion tisufar”’ induciendo tanto una
respuesta de tipo celular como humoral. Sin embargo, el estimulo antigénico local sobre
linfocitos B localizados en la lamina propia, submucosa y placas de Peyer, muy
probablemente no requiere de invasividad para producir anticuerpos con isotipo IgA **
los cuzles son excretados por exocitosis en una forma molecular llamada IgA secretoria
(IgAs). Al parecer la produccién de IgAs disminuye rapidamente al eliminar el estimulo
antigénico,* por lo cual se ha sugerido que quizé a través de su identificacion y medicién

se puedan verificar infecciones intestinales recientes.” Aunque cabe mencionar que en



este sentido existen datos mas recientes sobre la inmunidad secretora que nops hacen
pensar en una participacion mucho mas activa en la modulacion del estado infeccioso en
zonas endémicas, donde se ha demostrade la persistencia de IgAs por periodos tan
prolongados como un afo. ¥

En funcion de la respuesta sistémica, una vez que la invasidn tisular ha ocurrido,
se desencadenan los mecanismos de inmunidad humoral y celular.” Una de las pruebas
maés evidentes de la respuesta inmune celular en la amibiasis invasora, es sin duda la
intradermoreaccion para determinar hipersensibilidad de tipo tardio. Se puede decir que
todos los pacientes que se recuperan de un absceso hepatico amibiano (AHA), presentan
un estado de hipersensibilidad retardada cutanea a antigenos amibianos, al contrario de lo
que sucede en pacientes que Se encuentran en estadios tempranos de la enfermedad,
aparentemente debido a un estado de anergia transitoria.*® Este periodo en el que se
presenta un estado de inmunosupresion especifica en las etapas iniciales del AHA no
tratado, ha sido demostrado en pruebas de citotoxicidad de linfocitos provenientes de
pacientes, asi como por la disminucién de la produccién del factor inhibidor de la
migracién de macrdfagos in vitro.*” Por otro lado, se ha informado que los tinfocitos
aislados de sangre periférica de pacientes con AHA responden a la estimulacion
antigeno-especifica en prucbas de transformacién blastoide de dichas células,®® fenomeno
que no se presenta en individuos sanos ni en pacientes con amibiasts intestinal, siendo
una posible explicacion el grado de invasion tisular y/o de la inmunosupresion de [a rama
aferente de la respuesta inmune.*’ Por otro lado, algunos productos de £ histolytica
parecen tener actividad mitogénica, los cuales son responsables de la expansion
policlonal observada en individuos con AHA * otras investigaciones sefialan la inversion
de la relacién de células T ayudadoras/ células T supresoras en estos mismos pacientes !

El papel que desempefian los macrofagos en la amibiasis como mecanismo de
defensa, constituye en términos generales una forma de resistencia natural del huésped. ™
En estudios realizados en hamsters se ha comprobado que el mecanismo de defensa
contra la infeccion amibiana puede verse favorecido al tratar a los macrofagos con bacila
de Calmmete-Guérin (BCG) o deprimido si son tratados con silice,”” * 1o cual ademas de
disminuir la funcion del macrofago propicia un aumento en laz multiplicacion de

E.histolytica a nivel intestinal.



Datos clinicos v experimentales apoyan la hipdtesis que los mecanismos de
resistencia  desarrrollados contra la amibiasis invasora son mediados por células.
Procesos que disminuyen la actividad de macrofagos i vivo hacen al hospedero mis
susceptible para la infeccion amibiana.’*

En las infecciones parasitarias se ha determinado que la resistencia o©
susceptibilidad contra ciertos parasitos correlaciona can la subpoblacion de células T
activadas.*® Asi en la amibiasis invasora se ha determinado un incremento en la poblacién
de linfocitos TCD4+ Th2, durante la fase aguda de la invasion, mientras que después de
la recuperacion se incrementa la subpoblacion de linfocites Th-1 los cuales a su vez
producen INF+y que activa a los macréfagos.”

A pesar de que se ha deserito que los macrdfagos y linfocitos pueden destruir
trofozoitos amibianos in vitro, también las amibas pueden destruir a estas células. Por lo
tanto no se puede asegurar si la respuesta citotoxica de los macrofagos y linfocitos es
moderada o si las células que participan son destruidas por las amibas. Las evidencias
sugieren que la respuesta innmune celular podsia estar participando en la resistenciaa la
reinfeccidn por el pardsito, esto estd apoyado por la observacion clinica de que ia
recurrencia de AHA es muy poco frecuente.”*™

Con respecto a la inmunidad humoral se han detectado anticuerpos especificas en
el suero, predominantemente 1gG una semana después del inicio de la sintomatologia en
¢l caso de la amibiasis invasora,” por [o que la identificacién de estos anticuerpos se ha
propuesto como una herramienta Util en el diagndstico de la amibiasis, tanto a nivel
individual, sobre todo en abscese hepatico, como a nivel colectivo a través de la
seroepidemiologia, como indicador de invasividad.

En realidad no es claro el papel que desempefian los anticuerpos antiamibianos, se
ignora si tienen un papel protector o si slo son el resultado de la invasion tisular ya que
titulos altos de anticuerpos coexisten durante la fase aguda de la enfermedad y persisten
durante largo tiempo. A pesar de ello la reinfeccion por este parasito es frecuente ‘2%

Diferentes estudios han demostrado la presencia de coproanticuerpos en
amibiasis intestinal®*>®® siendo positivos en un 80% de los pacientes, en donde la

inmunoglobulina predominante es la IgAs y en menor cantidad IgM e 1gG.%
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La lIgAs anti-E. histolytica ha sido reportada en la bilis de ratas inmunizadas
intracecalmente,” en la leche humana® y en calostro, los anticuerpos IgA ¢ IgM se han
encontrado en secreciones de ileon y colon asi como en las heces de pacientes con
AHA S

La presencia de anticuerpos de la clase IgM sugiere que esta inmunoglobuiina
puede ser importante en los mecanismos de defensa contra E. histolytica, en virtud de su
capacidad para activar el sistema del complemento.”’

Ximénez y colaboradores (1990) reportaron la presencia de coproanticuerpos anti-
E. histolytica tanto en pacientes con amibiasis intestinal como en el grupo control
estudiado, en ambos grupos los titulos mas altos correspondieron a los anticuerpos de la
clase IgA, 1gM e 1gG . Los resultados demostraron que los titulos de coproanticuerpos de
los diferentes isotipos no permiten distinguir entre individuos aduitos con amibiasis
intestinal aguda y 1a poblacidn normal en zonas donde 1a amibiasis se comporta como una

enfermedad endémica.®

Serodiagndstico de la amibiasis.

La serologia representa un proceso cada vez mas importante en el diagnostico,
debido a que el examen microscopico es dificil, requiere personal altamente capacitado,
ademas que no existen diferencias morfologicas entre amibas patbgenas y no patogénas."?
De ahi, la necesidad de contar con métodos précticos y especificos para la deteccion de
antigenos en las heces y en el suero. En base a estos antecedentes, se han desarrollado
diversas metologias que permiten resattar la funcién de los anticuerpos como herramienta
en el diagnostico clinico y e:pidemiol()gico.42

Dentro de las principales técnicas que emplean antigeno de E. histolyfica para fa
deteccion de anticuerpos circulantes, se encuentran la contrainmunoeiectroforesis (CIE) y
1a hemaglutinacion indirecta (HAI), ambos métodos tienen un alto grado de sensibilidad
y especificidad, ya que coinciden hasta en un 90% de los casos en lo que respectz a
resultados positives y negativos.‘8 El ensayo inmunoenzimatico (ELISA) se ha empleado
tanto en el diagnostico de amibiasis humana como en el de amibiasis experimental,

observandose en ambos casos resultados comparables con la HATy la CIE®™
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Asi mismo cabe mencionar que el empleo tanto de anticuerpos menoclonales
como de sueros hiperinmunes por el método de ELISA permiten la deteccion de
trofozoitos en las heces, 1o cual constituye un avance potencial en el diagnéstico de esta
enfermedad.”"> A pesar de todos los avances logrados en este sentido, adn se siguen
realizando diversas investigaciones con el objeto de identificar y caracterizar aquellas
proteinas altamente reactivas v especificas de la amiba en diferentes estadios de la
enfermedad que permitan hacer un diagnéstico adecuado, lo cual ha sido posible gracias
tanto al desarrollo del cultivo axénico’ como a la descripcién, evaluacion y
estandarizacidn de preparaciones celulares de la amiba.””

No obstante los numerosos avances sobre el entendimiento de las interaceiones
amiba-huésped, el conocimiento que se tiene en relacion a Ja especificidad y la naturaleza
antigénica de la superficie del parasito es limitada. De ahi el interés de diversos grupos
por aislar y caracterizar mediante diferentes métodos, antigenosrde diferentes fracciones
de la amiba que por su patticipacidn directa en la infeccion pudiesen ser empleados en
ensayos seroepidemiolégicos, de diagndstico y de proteccién,

El interés por los antigenos de la membrana celular de E. histolytica se basa en el
hecha de que éstos son el primer contacto directa del parasito con el sistema inmune del
huésped durante la infeccion amibiana **™
El estudio de los antigenos proteicos de superficie se ha realizado a partir de

708, por productos de la

extractos acuosos totales obtenidos por sonicacidn
homegenizacion de las amibas”* dando como resultado un complejo de antigenos muy
heterogéneo dependiendo de las diferentes cepas amibianas utilizadas en su preparacion,
asi como la utilizacién o no de inhibidores de proteasas. Las diferencias en la preparacion
de antigenos amibianos para la utilizacion en pruebas diagnosticas y en estudios
seroepidemiologicos es una fuente de variabilidad en los resultados de la evaluacidn de
tales pruebas.

En este sentido, se han reportado algunas fracciones antigénicas cuya frecuencia
de reconccimiento por anticuerpos séricos de pacientes con amibiasis invasora aguda es
relativamente alta (>50%). Se ha reportado una reactividad de 65% para las proteinas de
23, 24, 26 y 51 kDa y de 56% para la de 62 kDa; esta reactividad se ve incrementada

hasta un 91% cuando se combinan las fracciones de 62, 51y 24 kDa®



De igual manera, existen reportes de una proteina recombinante rica en serina de
aproximadamente 25 kDa, la cual se ha utilizado para el serodiagndstico de la amibiasis
invasiva aguda a través del ELISA; esta prueba muestra una sensibilidad de 79% y una
especificidad de 87% tanto en sueros de pacientes con AHA como en aquellos que
presentan amibiasis intestinal invasiva. ™

También han sido reconocidas las proteinas de superficie responsables de ia
adhesion in vitro de trofozoitos de E. histolytica a eritrocitos humanos, células epiteliales
(MDCK) y células de ovario de hamster (CHO) **53%*7% para 1a deteccion de estas
proteinas se han utilizado diferentes métodos, identificindose una proteina de 112
kDa,™ * de 170 kD* y una de 220 kDa.""®

En cuanto a la presencia o no de carbohidratos en los antigenos de superficie, se
ha detectado un complejo antigénico polisacarido proveniente de trofozoitos de
E. histolytica HK-9 el cual esta constituido por 85% de aziicares, 8% de aminoacidos y
s6lo el 2.5% por lipidos. Es denominado como lipopéptidofosfoglicano (LPPG) el cual es
reconocido por sueros de pacientes con AHA asi como por sueros de animales
inmunizados con este antigeno, !

Los antigenos citoplismicos que se originan de las fracciones lisosomales y
ribosomales de E. histolytica”” probablemente sean més abundantes ¢ inmunogénicos
que los antigenos superficiales tal y como ocwite con otros pardsitos: tricomonas,
leishmanias y algunas bacterias.’ De esta forma, el principal estimulo para la produccién
de anticuerpos seria el de los antigenos citoplasmicos mas que de los antigenos asociados

a l[a membrana,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México existe una relacion aproximada de un paciente con amibiasis invasora
por cada cinco portadores, siendo uno de los paises con indices mas altos de amibiasis
invasora en el munde, considerado como una zona endémica para esta infeccion. Por lo
tanto la amibiasis en México sigue estando dentro de los principales problemas de salud
plblica. De ahi, surge la necesidad de incrementar los esfuerzos tanto en el disefio de
métodos de diagnédstico més especificos y sensibles como en el desarrollo de vacunas
eficaces, las cuales representarian un avance tecnologico esencial en el control de la
endemicidad del parésito.

Por lo tanto, uno de los problemas mas importantes en el estudio de la amibiasis
es, la identificacion de antigenos de E. histolytica con importancia biologica..

En este sentido nuvestro grupo ha detectado algunas fracciones serologicamente
reactivas que pueden ser utiles en el diagndstico de la amibiasis intestinal, a través de
ensayos de inmunoelectrotransferencia, en la cual se observo que las fracciones de 23, 24,
25 y 51kDa son reconocidas por al menos el 65% de los pacientes con amibiasis
intestinal invasora aguda. Y que esta reactividad se ve incrementada hasta un 51.2%
cuando se combinan estas fracciones.”!

En base a estos resultados nos propusimos en el presente trabajo ilevar acabo la
purificacion y caracterizacion de las fracciones antigénicas de 51, 25 y 24 kDa de
E histolytica.

Esto nos permitird contar con los reactivos necesarios para la realizacion de

estudios seroepidemiologicos y de diagndstico.
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OBJETIVOS.

Caracterizar las fracciones antigénicas de Entamoeba histolvtica de 24, 25 y 51

kDa reconocidas por anticuerpos de pacientes con amibiasis intestinal invasora aguda.

Objetivos particulares.

Obtencién de las fracciones inmunoreactivas de 24, 25 y 31 kDa por
electroelucion y por cromatografia de filtracion.

Caracterizacién bioquimica de las fracciones, determinando su actividad
enzimatica asi como la deteccién de carbohidrates asociados con estas fracciones.

Produccion de anticuerpos policlonales contra estas fracciones en congjos.

Evaluar la relevancia antigénica de estas fracciones frente a anticuerpos de
pacientes con diferentes condiciones clinicas, para determinar si pueden ser utilizadas en

ensayos seroepidemiologicos y de diagndstico.
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MATERIAL Y METODOS.

Cultivo de amibas y preparacién de antigeno amibiano. Los trofozoitos de
E.histolytica de la cepa HMI-IMSS se crecieron en medio axénico TYI -8-33.” Las
amibas fueron cosechadas en la fase logaritmica de crecimiento después de 48 Irs, se
lavaron tres veces con una solucién de fosfato de potasio 19 mM pH 7.2 (PD) por
centrifigacion a 200g, 10 min a 4°C, (Centrifuga Beckman TS-6). Se decantd el
sobrenadante y al boton se le agregaron los siguientes inhibidores de protesas: 50ul de
Fenil-metilsulfonil-fluoruro (PMSF} 50 mM y 40 pl de para-hidroximercuribenzoato
(pHMB) 10 mM (Sigma, Chemical Co.StLouis Mo.USA). A continuacién estos
trofozoitos se resuspendieron en 5ml de Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 y por medio de un
homogenizador manual sumergido en bafioc de hielo se homogenizé la suspension. El
homogenizado se centrifugd a 8000 g durante 30 min a 4°C en una centrifuga refrigerada
(Beckman J2-21, rotor J-21), el sobrenadante se almacend en alicuotas de 0.5 ml a -20°C,
a esta fraccion corresponden los antigenos solubles. Asi mismo la fraccion restante
denominada antigeno insoluble, que corresponde a las fracciones membranales del
extracto, se suspendid en una solucién de Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, nuevamente se le

agregaron los inhibidores de proteasas y se almacend en alicuotas de 0.1 mla-70 °C.

Determinacion de proteinas. La determinacion de ﬁroteinas tanto para el
antigeno insoluble total como para las fracciones purificadas, se realizé de acuerde al
método de Bradford® empleando Albiimina Sérica Bovina (BSA, Sigma Chemicals Co.)

como proteina de referencia.

Electroforesis de antigeno de E histolytica. El patron electroforético del
antigeno insoluble se analiz en geles de poliacrilamida al 10% con Sulfato dodecil de
sodio (SDS) en condiciones no reductor:sls,96 para la identificacién y separacion de las
fracciones reconocidas por los individuos del grupo de amibiasis intestinal (24,25 y 51
kDa), los geles se tifiierdn con azul de Coomassic y se analizd su corrimiento
electroforético en un densitdmetro (GS-670 BECKMAN).
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Purificacion de las fracciones. Las fracciones seleccionadas (24,25 y 51kDa) se
obtuvieron por dos métodos; 1) por electroelucion de geles preparativosw, con el fin de
obtener cantidades discretas de las proteinas, y 2) Columnas de filtracién™ (Sephadex G-
50 y G-75, asi como Ultragel-Aca 54), (Pharmacta Fine Chemicals,Uppsala Suecia)
analizando la separacion de las proteinas en base a su peso molecular.

La electroelucion de las proteinas se hizo a partir de geles preparativos de
poliacrilamida-SDS al 10%°" en geles de 16 ¢m de alto, se corrieron las electroforesis,
saparandose en cada corrida 4.36 mg del Ag insoluble amibiano. Se tifiieron los geles con
azul de Coomassie y mediante tincion temporal con una solucion de ClCu 0.3M” se
identificarén las bandas, se cortaron y se electroeluyeron en una camara de electroelucion
{BIO-RAD) de acuerdo con las especificaciones establecidas por el fabricante, utilizando
una solucién amortiguadora de Tris- HCI 0.025 M, Glicina 0.192M y SDS al 0.1%. La
electroelucion de las fracciones se Hevé acabo a 4°C durante 3 hrs a 10 mA. Después se
recuperaron las fracciones electroeluidas se dializaron contra solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS) 19 mM pH 7.2, hasta retirar la glicina, para después concentrar las
fracciones por precipitacion con acido tricloroacético (TCA) al 10 %.

Cromatografia de filtracién. Se utilizaron tres resinas Shephadex G-50 y G-75,
Ultragel-Aca 54, las cuales se montaron independientemente en columnas de vidrio de
1.5 ¢cm de diametro por 100 ¢m de largo. En cada columna, una vez montada y
equilibrada con la solucién de elucion, se paso 1 mi del antigeno insoluble amibiano (30
mg) resuspendido en la solucion de elucién agregindole una mezcla de inhibidores de
proteasas, pHMB 10 mM, PMSF 50 mM y EDTA 10 mM. Se utilizaron como eluyentes
la siguientes soluciones: Para el case de [a columna de Ultragel Aca 54, se utilizd Tris-
HC1 0.1 M, NaCl 0.3M, SDS 1%, pH 7.5, el flujo se ajusié a 16 ml/h y se colectarén
fracciones de 4.5 ml. Para la columna de Sephadex (3-50 se utilizé, Tris-HCI 0.1 M, NaCl
0.3 M, pH 7.5, Tween 80 al 0.5%, pHMB 10mM, urea 0.3M, colectando fracciones de 6
ml cada 30min. En el caso de la columna de Sephadex G-75 se utilizé Tris-HCl 50mM,
NaCl 0.3M, Triton X-100 al 0.01%, pHMB 10 mM, urea 0.3 M, colectando fracciones de
4 mi cada 15 min. Todas las columnas se corrieron a 4°C. Las fracciones se leyeron para
determinar la densidad 6ptica (DO) en un espectrofotometro DU-650 (BECKMAN) a

280 nm, las fracciones que contenian proteina se concentraron y se probaron por
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electroforesis en geles de poliacrilamida al 10 % y en condiciones reductoras para

detectar las fracciones de nuestro interés y se utilizé una tincién de plata.

Determinacién de la actividad enzimdtica de las fracciones antigénicas. La
actividad proteolitica de cada una de las fracciones se determind por un método
colorimétrico usando Azocaseina como sustrato.'™ Las fracciones se obtuvieron de geles
no fijados (tincién temporal), 6 bandas de cada fraccién se electroeluyeron se tomaron
200 ul de cada fraccién electroeluida con una concentracion en promedio de 40pg,
incubandose con 400 yl de una solucidn de Azocaseina (2.5 mg/ml) por 3 hre a 37°C, la
proteolisis fue detenida con 6001 de TCA al 10% a 4°C por 12 hrs, después se centrifugd
a 5000 g por 5 min a temperatura ambiente, y se determind fotométricamente en el
sobrenadante Ia absorcién de azopéptides coloridos a 366 nm, en un espectrofotometro
DU-650 (BECKMAN).

También en este mismo sistema, se determind la inhibicion proteolitica utilizando
diferentes inhibidores de proteasas, para poder determinar la familia a la cual pertenecen
estas fracciones. Se utilizarén los siguientes inhibidores; PMSF 10 mM, pHMB 10mM,
" EDTA 2mM, IA 10 uM y el E-64 10 pM.

Ademas se realizarén zimogramas de acuerdo al método descrito por Pérez-
Montfort y col.’®" en geles de poliacrilamida SDS copolimerizados con coligena al 0.1%.

Por otro lado, también se determin6 su actividad proteolitica sobre diferentes
sustratos, utilizando geles de agar al 1% copolimerizados con; gelatina, gamaglobulinas
IgG, hemoglobina, coligena y azocaseina a una concentracién de 0.1 %, una vez
solidificado se realizardn orificios en €l gel y se colocaron 10ug de cada una de las

fracciones y se incubaron por 3 hrs a 37°C y después se tifieron con azul de Coomassie.

Deteccion de carbohidratos asociados con las fracciones. Se detectaron los
carbohidratos mediante la reaccion de Schiff-Pas'®® con algunas modificaciones. 20 pg de
cada una de las fracciones electroeluidas se adsorbieron en papel de nitrocelulosa NC,
después se incubd el papel de NC en una solucion fijadora de TCA al 10% por 12 hrs,
después se lavo ligeramente y se le agregd una solucion de acido acético al 5% y 4cido

peryodico al 1% por 2 hrs en oscuridad a 4°C. A continuacion se {avé exhaustivamente



con agua destilada y se incubé el papel de NC con el reactivo de Schiff, hasta que se
desarrollo el color (aproximadamente 12 hrs), finalmente se lavo para quitar el exceso de
colorante con una solucidn de acido acético al 5%. También se incluyeron en este ensayo
proteinas contreles, como la BSA y la gamaglobulina de conejo, 20 ug de cada una

fueron tefiidas con azul de Coomassie y por la reaccién de Schiff.

Produccién de anticuerpos policlonales. Se inmunizaron conejos Nueva
Zelanda Blancos por dos métodos, el primero con las fracciones obtenidas por
electroelucién y el segundo con las fracciones cortadas del gel directamente en donde
sabemos que la acrilamida funciona como adjuvante. Antes de iniciar [os esquemas de
inmunizacidn se les hizd a cada canejo un sangrado preinmune.

En el primer esquema de imnmunizacion, se inocularon a cada conejo
aproximadamente 100pg de cada una de las fracciones emulsificadas con un volumen
igual de adjuvante completo de Freund (Gibco Laboratories Inc. Grand Island, NY. USA)
por via intramuscular; después los conejos fueron inoculados con el mismo extracto pero
con adjuvante incompleto de Freund tres veces con dos scmanas de intervalo entre cada
dosis y finalmente un refuerzo final de 100pg de la fraccion correspondiente diluida en
200u! de PBS.

En el segundo método, los conejos fueron inoculados con los fragmentos del gel
correspondientes a cada una de las fracciones (2 geles por cada inmunizacion y por cada
banda), los cuales fueron particutados hasta que pasaran libremente a través de la aguja
con la cual se inmunizaron, se siguid el mismo esquema que en el primer caso, pero sin
agreagarle adjuvante. La respuesta de anticuerpos se determind por el método de ELISA”
y por inmunoblot, tratando algunas tiras de NC con el Ag transferido con meta-
peryodato.'m Cuatro dias después de la (ltima inmunizacion se extrajo la sangre por
puncion cardiaca hasta blanco, de la cual se obtuvo el suero y se purificaron las
inmunoglobulinas (IgGs) por precipitacién con sulfato de amonio al 30 % y mediante de

una columna de afinidad ( proteina-A-Sepharosa. Pharmacia fine Chemicals).”

Inmunoelectrotransferencia. Las proteinas del antigeno insoluble separadas en

el gel fueron transferidas a papel de NC de acuerdo al método de Towbin.'™ La NC se
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cortd en tiras de 4 mm que se incubaron con los sueros de los conejos inmunizados con
las fracciones antigénicas de $1, 25 y 24 kDa. La reaccion antigeno-anticuerpo fue
detectada mediante un conjugado anti-lgG de conejo peroxidado 1:1000 (Zimed
Laboratories, San Francisco, Ca. USA) utilizando 1-4 cloronaftol (Sigma Chemical )}

como indicador de la reaccion.

Obtencién de sueros y salivas de pacientes con amibiasis. Se realizd un
seguimiento de los pacientes de consulta externa del Hospital Regional 1° de Octubre del
ISSSTE , clasificandose a los pacientes en base a su sintomatologia clinica y examenes
coproparasitoscopicos dentro de los siguientes grupos. Amibiasis intestinal (Al) (20
pacientes), Absceso hépatico amibiano (AHA) (8 pacientes) y un grupo de portadores (P)
(20 pacientes) los cuales presentaron quistes de E.dispar y/o E. histolytica pero sin
sintomatologia clinica. Ademas se incluyerdn dos grupos de individuos como controles;
el grupo control o negativo (N) (20 individuos) y un grupo de individuos (Otros
Parésitos) (OP) (20 pacientes), los cuales presentaban infeccion con parasitos intestinales
diferentes de E histolytica/E. dispar, presentaban principalmente: Endolimex nana,
Giardia lamblia, y Entamaeba hartmanii.

Los sueros se obtuvieron de la sangre de los pacientes por centrifugacion de la
misma a 500 g por 30 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se almacend a -70°C hasta
su utilizacién. Las muestras de saliva también obtenidas de estos pacientes, se
centrifugaron a 14,000 g por 30 min a 4°C, se recuperd ¢l sobrenadante y se almacené a
-70 °C hasta su utilizacién. Para la deteccidn de IgAs especifica, se cuantificarén
]:;reviamente las concentraciones de IgAs total en cada muestra de saliva mediante

ELISA," con el objeto de ajustar todas las muestras a una concentracion de 0.05 mg/ml

ELISA Para probar Ia reactividad de las fracciones electroeluidas. A las
fracciones purificadas se les determiné su reactividad contra sueros y salivas de
pacientes. Para esto se utilizaron pozos de placas de poliestireno para microtitulacion
(Costar Cambridge, MA USA.), los cuales se sensibilizaron colocando 1 pg/ pozo de
cada una de las fracciones resuspendidas en 50 pl de una solucién amortiguadora de

carbonatos 0.1 M, pH 9.6 toda la noche a 4°C. Posteriormente, las placas se lavaron tres
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veces durante 5 min para eliminar el exceso de sales, un primer lavado con PBS-Tween al
0.5%-BSA al 0.5% y dos méas con PBS-Tween al 0.5% y se bloquearon con BSA al 3%
en PBS por toda la noche a 4°C. Los pozos se lavaron nuevamente como en el pasoe
anterior y se incubaron con los sueros de los pacientes diluidos 1:1000 en PBS-BSA-
Tween por 12 hrs a temperatura ambiente y en agitacién. También en estas mismas
condiciones se incubaron placas con las muestras de saliva diluidas con PBS-BSA-Tween
a una concentracion de IgA total de 0.05 mg/ml colocandose 50 pl/pozo. Los pozos se
lavaron nuevamente y a continuacion las placas se incubaron con un suero de cabra anti-
IgG humano y otro anti-IgA humane peroxidados (Zymed Laboratories,  8an Francisco,
Ca. USAY) diluidos 1:1000 , incubdndose durante 2 hrs a temperatura ambiente y en
agitacion. Como solucién reveladora se utilizaré6n 50 pl/pozo de 10mg de orto-
fenilendiamina en 10 ml de solucién amortiguadora de citratos 6.1 M, pH 4.5 y dul de
H;0; al 30 %: la reaccidn se pard aproximadamente a los 5 min con 200 p/pozo de
H;S0,; 1M y 12 D.O. se midié directamente en la placa a 490 nm con un microlector de
ELISA (EL-312e, BIQ-TEC INSTRUMENTS).

Anailisis estadistico. La comparacion de la reactividad de los stieros y las salivas
de los pacientes estudiados contra las fracciones de 51, 25 y 24 kDa, en los diferentes
grupos, se realizd mediante la prueba de t-student, utilizando el programa estadistico
“Sigma Plot”.

La sensibilidad fue calculada como el cociente de los (verdaderos positivos/
verdaderos positivos + falsos positivos) y la especificidad se determino utilizando la
siguiente formula; (negativos verdaderos / negativos verdaderos + falsos negativos), para

cada una de las fracciones y cada una de las condiciones de infeccion.
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RESULTADOS,

Una vez que se obtuvo el patron electroforético del antigeno inscluble de
E. histolytica, se procedio a la identificacion de las fracciones de 51 25 y 24 kDa, (figura 1)
en base al andlisis por densitometria de este patrén electroforético se determind que estas
fracciones corresponden a las bandas 14, 34 y 35 respectivamente (figura 2).
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Figura i. Electroforesis de antigeno insoluble de E histolytica HMI-IMSS, en get de
poliacrilamida al 10 %, las proteinas se detectaron mediante la tincidn con azal de Coomassie. A)pesos
moleculares, B) Ag insoluble.
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Figura 2. Perfil del patron electroforético del Ag insoluble de E histolyfica, analizado por

densitometria.
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Los resultados del anélisis densitométrico para las fracciones de nuestro interés se

muestran en la tabla I la cual nos indica que tan representativas son éstas fracciones en

base a todo el corrimiento antigénico.

Tabla L Audlisis del perfil electroforético por densitometria de las fracciones seleccionadas.

N° de banda PM Movilidad Area (DO*mm) | % de proteina
(kDa) relativa (RF) total
14 51 0.25 0.26 22
34 25.6 0.61 0.86 7.1
35 248 0.65 0.67 55

En cuanto a la purificacién, se observd en nuestras condiciones que el mejor
método para obtener estas fracciones fue mediante la técnica de electroelucion, a pesar
que no tiene un rendimiento comparable al de la cromatografia (tabla II), donde se
observa que el rendimiento de este procedimiento de purificacion fué del 4% con un
factor de purificacion de 1 en promedic para cada fraccion electroeluida. En la figura 3 se

muestra la electroforesis de las fracciones obtenidas por este método,
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Figura 3. Electroforesis de las fracciones de 51, 25 v 24 kDa obtenidas por electroelucion, A)
Pesos moleculares (kDDa), By Ag inscluble, C) fraccién de 51 kDa, D) fraccion de 25 kDa, E) fraccién de 24

kDa. Tincién con azul de Coomassie, 10 ug de cada fraccion se utilizaron en este corrimiento,
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Tabla IL Resultados de la obtencién de las fracciones por electroclucion.

Extracto Fraccionde 51kDa | Fraceidnde25kDa | Fracciénde 24 kDa
Protelna total (mg/ml) 4957 0215 021 0203
Actividad total (DO} 136.66 6.34 6.62 5.67
366nm
Actividad especifica 2757 29.48 315 2768
(U/mg de protefna)
Factor de purificacion 1 11 1.14 1.0
Rendimiento {%) 100 4.6 4.8 4.2

En la cromatografia de filtracién, nos enfrentamos con algunos problemas

técnicos, ya que en las tres resinas utilizadas, a pesar de obtener perfiles cromatograficos

donde se observan varios picos, figura 4, al tratar de identificar estas fracciones por

electroforesis no se pudieron detectar ain utilizando tincion con plata (figura 5) lo cual

nos indica que hubo degradacion de nuestrag proteinas, a pesar de todas las precauciones

tomadas.

1.8

18 1

D.0. (280 nm)

Fraccién

-o- SEPHADEX G-75
-+ ULTRAGEL-ACA-54

¥ SERHADEX G-80

Figura 4. Exclusién molecular de Ag insoluble de amiba a través de colurnnas de filtracitn. En

cada corrida se utilizaron 30mg del Ag insoluble,
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Figura 5.-Electroforesis de las fracciones obtenidas por las diferentes columnas de filtracién; 1-
Uliragel-Aca 54, 11.-Sephadex G-75 y IIl.-Sephadex G-50. 1) pesos moleculares, 2) Ag insoluble, 3) 1°
pico, 4) 2° pice, ¥ 5) 3° pico. Fracciones colectadas para cada una de las columnas respectivamente, los

geles se corrierdn en condiciones reductoras y se tifiierdn con plata.

En cuanto a la deteccion de carbohidratos por la reaccion de Schiff se observé que
las fracciones antigénicas de 24 y 25 kDa son glicoproteinas, mientras que la de 51 no

presenta carbohidratos asociados, (figura 6).
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Tabla I1l. Actividad proteolitica de las fracciones antigénicas de £ histolytica posterior al
tratamiento con diferentes inhibidores de proteasas.

Fraccién(kDa) | Tratamiento D.o. % de Actividad proteolitica
Ag total ST 2.790+- 0.69 i00
24 ST 1.268 +-0.405 160
pHMB 0.148 +-0.015 u
PMSF 0.861+-0.279 67
EDTA 1.058 +-0.105 83
IA 0.159 +- 0.088 12
E-64 0.115+0.078 9
23 ST 1.325+-0.356 100
pHMB 0.191 +- 065 14
PMSF 0.834 +-0.085 63
EDTA 1.075 +-0.203 31
1A 0.138 +-0.084 10
E-64 0.148 +0.091 11
51 ST 1.135 +-0.,540 100
PHMB 0.149 +-0.012 13
PMSF 0.805+-0.100 71
EDTA 0.915+-0.136 80
1A 0.198 +-0.052 17
E-64 0.191 +0.068 17

La actividad proteolftica se determiné utilizando Azocaseina como sustrato, cuantificindose la
actividad a una densidad éptica (D.O) de 336 mm, S/T sin tratamiento. Los datos mostrados son el
promedio mas la desviacién standar (DS) de cada tratamiento heche por triplicado.

Esta inhibicién parcial con el pHMB, la IA y el E-64 que son inhibidores
especificos para proteasas de Cisteina, pos sugiere que estas fracciones podrian
pertenecer 2 la familia de Proteasas de Cisteina.

En cuanto a la produccion de anticuerpos policlonales contra estas fracciones, se
observd que las tres fracciones son inmunogénicas, capaces de inducir una respuesta
inmune sistémica en los conejos, al titular los sueros hiperinmunes contra antigeno total
de amiba, mediante la técnica de ELISA se obtuvieron titulos de anticuerpos en general

de 1:10,000 (figura 8), sin embargo, para el caso del conejo inmunizado con la fraccién
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D.O (480nm)

de 24 kDa se obtuvieron titulos de 1:30,000 cuando se utilizd el primer esquema de
inmunizacidn, ya que al utilizar el segundo esquema de inmunizacidn se observé un titulo

de anticuerpos menor (figuras 8 y 9).
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Figura 8, Titulacién de los anticuerpos (IgG) de conejo anti-fracciones del Ag amibiano,

{1esquema de inmumizacién)  wilizando las fracciones electroeluidas y con adyuvante. (-) sueros

preinmunes, (+) sueros hiperinmunes.
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Figuta 9.- Titulacién de los Ac (IgG) de congjo Anti-fracciones de £. histolytica, ( 2°esquema de

inmunizacién ) se utilizaron fracciones obtenidas deirectamente de fragmentos del gel correspondientes

para cada banda sin adyuvante. (-) sucros preinmunes, (+) suercs hiperinmunes.

También se observé una gran reactividad cruzada al probar estos sueros

hiperinmunes contra el Ag insoluble amibiano total, transferido a papel de NC (figura

10), sin embargo observamos una reduccién considerable en dicha reactividad cruzada

contra otros Ags cuando utilizamos anticuerpos producidos mediante el segundo esquema
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de inmunizacion, por otro lado esta reactividad se redujo al tratar las tiras de papel de NC
con peryodato figuras (10 y 11).

Por otro lado, se observd que los sueros de los conejos inmunizados con las
fracciones de 24 y 25 kDa reconocen a las mismas fracciones, lo cual nos sugiere que
podria tratarse de una misma proteina que se fragmenta (figura 10) Sin embargo no
podriamos descartar el que se trate de dos diferentes proteinas con epitopes compartidos.

Estos anticuerpos se utilizaran posteriormente en la tamizacion de la biblioteca
de cADN de E. histolytica HM1-IMSS, con !a finalidad de identificar, aislar y secuenciar

las clonas que codifiquen para estas fracciones.

A B C D E
PM 12“123 123

- i
%

Figura 10.- lnmunoelectrotransferencia del Ag insoluble contra los sucros de los comcjos
preinmunes 1), e hiperinmunes 2), inmunizados con la fraccién de: C) 51 kDa, D) 25 kDa y E) 24 kDa.
A)Ag transferido tefiido con amido negro; B)Suero contra Ag total, 3) Ag insoluble tratado con peryodato

contra suero hiperinmune. Esquema de inmunizacion 1.
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Figura 11.-lnmunoelectrotransferencia del Ag insoluble amibiano contra los sueros de los conejos
preinmunes 1) e hiperinmunes 2) inmunizados con la fraccién de 51 kDa C), 25 kDa D) y 24 kDa E). A)
pesos moleculares, B) Ag transferido. 3) IgG hiperinmune sobre Ag tratado con peryodato. 2° esquema de
inmunizacion.

En cuanto 2 la reactividad de los sueros de los pacientes contra las fracciones
antigénicas de 51, 25 y 24 kDa mediante la técnica de ELISA, se observé una mayor
reactividad de los sueros de los pacientes de los grupos Al y AHA contra estas
fracciones, obteniéndose un promedio de DO a 490 nm de 0.806+-0.358 (Al), y 1.0+
0.195 (AHA) en el caso de la fraccion de 51 kDa; mientras que para las fracciones de 24
y 25 kDa se obtuvieron DO de 0.962 +- 0.344 (AD) y 0.893+- 0.223 (AHA), como se
muestra en la figura 12 donde se observa que estos dos grupos de pacientes se encuentran
por arriba del resto de los promedios, sin embargo dentro de los grupos controles se
detectaron algunos individuos con titulos altos de anticuerpos contra estas fracciones, el
10% para la fraccion de 51 kDa y 5% para las de 25/24 kDa en el grupo N,
para el grupo OP el 15 % de los individuos resultaron positivos para la fraccion de 51

kDa y el 10% para las fracciones de 25/24 kDe. En el grupo de P el 25 % de individuos
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reconocieron la fraccion de 51 kDa mientras que en el caso de las fracciones de 25/24
kDa saolo hubo un reconacimiento del 5%. No obstante los promedios de estos grupos se
localizan por debajo de la linea de corte, que en este caso se utilizé como criterio de
limite de positividad, el promedio del grupo control (N) mas 2 DS resultando en 0.705
nm para la fraccidn de 51 y de 0.779 para las fracciones de 25/24 kDa, (figura 12).

En cuanto a la reactividad de los sueros de los pacientes de los grupos controles
contra estas fracciones, se observd una mayor reactividad contra la fraccion de 51 kDa,
siendo reconocida por el 25% de los pacientes del grupo P y por el 15% del grupo OP, asi
como por el 10 % del grupo N, sin embargo, existen diferencias estadisticamente
significativas al comparar estos grupos contra los grupos de AHA y Al (p<0.001), no
obstante esta reactividad, el uso de esta fraccion nos permitié el reconocimiento del 100%
de los pacientes de AHA, con respecto al grupo de Al solo fue reconocida por el 57% de
los pacientes, como se observa en la tabla IV.

Por otro lado, en el caso de las fracciones de 25/24 kDa se observd un menor
reconocimiento de estas con los sueros de los grupos controles, sole el 10% de los
pacientes de! grupo OP y 5% en los grupo P y N resultaron positivos, también existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0.061) al comparar estos grupos contra los
grupos de Al y AHA, la utilizacion de estas proteinas nos permitié un reconccimiento del
62 % de pacientes con AHA y del 68% para el caso de Al

En este sentido, al comparar las DO obtenidas al utilizar las fracciones por
separado, se observa que la combinacién de las tres fracciones nos permite detectar al 78
% de individuos de Al, sin embargo también se incrementa el reconocimiento en los
grupos controles, como se observa en la tabla 1V, en el caso de los individuos del grupo P
se detecta al 30%, al 10% del grupo Ny 15 % del grupo OP.

En cuanto a la IgAs en la saliva de estos pacientes solo se detectd reactividad en el
grupo de los pacientes de Al El 58% de estos pacientes reconocen las fracciones de
25/24 kDa y la fraccion de 51 kDa el 47 % de ellos. De los pacientes del grupo de AHA
solamente 2 fireron positivos para ambas fracciones (51 y 25/24 kDa) lo cual representa
el 28 %. Del grupo de N solo el 5% de los individuos estudiados reconocieron las
fracciones de 51 y 25/24 kDa, mientras que el 15 % del grupo OP reconocen
principalmente la fraccién de 51 kDa y el 10% las fracciones de 25/24 kDa. En el caso de
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el grupo P el 15% de los individuos recenocieron las fracciones de 25/24 kDa (tabla
IVA). De tal forma, solo el grupo de Al resulté positivo (figura 13), ya que en el resto de
los grupos el promedio de DO estuvo por abajo de la linea de corte (0.898 para la
fraccion de 51 y de 0.744 para las fracciones de 25/24 kDa). En este caso no se detectd
ningin incremento en el reconocimiento de estas fracciones por los anticuerpos IgAs de
los pacientes cuando se combinaron las tres fracciones (51y 25/24 kDa). En cuanto al
analisis estadistico de estos resultados se observaron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupc de Al contra los grupos N, OP y P para ambas
fracciones (p<0.001) mientras que en el caso del grupo de AHA al compararlo con estos
grupos no se obtuvieron diferencias significativas (p=0.54 y 0.34) para las dos fracciones
analizadas.

Por otro lado, la sensibilidad de estos ensayos de ELISA utilizando estas
fracciones como Ag de captura mostraron una sensibilidad variable; asi utilizando la
fraccion de 51 kDa en el caso del AHA se determiné una sensibifidad del 100% y una
especificidad del 90 % en el caso de la deteccién de IgG especifica en el suero de los
pacientes estudiados, ya que en la deteccion de la IgAs especifica en este mismo grupo se
obtuve una sensibilidad de 57% y una especificidad de 95%, en el caso del grupo de Al
se obtuvo una sensibilidad de 70% y 65% en la deteccion de IgG e IgAs respectivamente
con una especificidad del 90 y 95% respectivamente. En ¢l caso de la deteccion de IgG
serica para las fracciones de 25/24 kDa se determind una sensibilidad del 73% para el
grupo de AHA y del 76% para el grupo de Al con una especificidad del 90 y 95%
respectivamente, mientras que para la deteccion de IgAs especifica contra estas
fracciones se determind una sensibilidad del 65% para el grupo de AHA y del 70% para

Al ambas con una especificidad del 95% .
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Tabla [V. Comparacion de la reactividad de los sueros de los pacientes contra las fracciones de

24/25y 51 kDa por ELISA.

Paciente 1 2 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 1 17 18 19 20 %

Fraccién

51 - - . -+ . + - - - - B - - - 10
N 2415 - - - - - - + - - - B - - - 5
Q51 - - - - - - - + - - - - - 15
P 24725 - - - - - - - - - - - - - 10
P 31 - + o+ - - -+ o+ - - . + - - - - - 25

24/25 - - - - - - - - - - + - 5
A 51 - . + . + . + - - + + + + + + 57
1 24728 - - + - - + + + + + + + + + + 68
A 51 + 0+t 4+ o+ o+ + o+ 100
H 2425 + 0+ - 4+ o+ . + 62
A

Tabla IV A, Comparacién de la reactividad de las salivas de los pacientes contra las fracciones de

24/25y 51 kDa por ELISA.

Paciente | 2 3 4 S5 6 7 & 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 %

Fraceién

s1 Fo T T T o E
N 2425 + - = = = + 4 o+ = .« .- . - - - [
0 51 . e e - - e e e e - - 15
P 24125 - - - % e - - - - - - 10
P 5l R T - - - - - 0

24/25 L T R R - - - + - - 15
A Sl + -+ . - e - e - -4 + 47
I 24725 + - + . + - - - - + + . + + 53
A 51 - - e+ 28
H 24/2%5 - - - - - + 28
A

(-)Valores de DO por abajo de la linea de corte, (+) valores de DO por arriba de la linea de corte.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En cuanto a las dificultades que se presentaron durante los procesos de
purificacién, hay que tener en cuenta que nuestras proteinas, son de membrana y que
" estos extractos de membrana son altamente insolubles debido a su gran cantidad de
carbohidratos, como lo demuestran Lawson y col.'® quienes mencionan que los
carbohidratos unidos covalentemente a las proteinas incrementan o disminuyen la
solubilidad de éstas dependiendo del estadio de glicosilacion, del tipo de proteina y la
temperatura de trabajo. Por lo tanto nos vimos obligados a utilizar diferentes detergentes
para facilitar la solubilidad del extracto, como es el caso del SDS que es uno de los
mejores en solubilizar este tipo de proteinas, pero en nuestro caso también se sabe que
este detergente es uno de los principales activadores de las proteasas amibianas,”*”° de
esta forma recurrimos a! uso de otros detergentes que no son tan buenos disolventes y que
ademas suelen interferir con la lectura de la densidad éptica, como es el caso del Triton
X-100. Por otro lado, ensayamos el Tween 80 que no interfiere con la DO, pero forma
miscelas muy dificiles de disgregar que pueden interaccionar inespecificamente con la
resina de la columna,'”’

También las proteinas de membrana después de solubilizarse tienden a asociarse o
agregarse existiendo un bloqueo de la resina soporte de la columna. La temperatura, el
pH v la fuerza ionica son también importantes para la solubilizacién de membranas, sin
embargo, se sabe que activan a las proteasas amibianas, quizas todos estos factores nos
impidieron la obtencion de nuestras fracciones por medio de la cromatografia,

En cuanto a la utilizacion de inhibidores de proteasas, es recomendable utilizarlos
solo en las primeras fases de solubilizacidn, ya que su actividad es de corta duracion (30
min a 2 hrs} y utilizarlos durante todo el corrimiento implicaria la necesidad de
renovarios constantemente, lo que representaria una desventaja econdmica considerable y
por si esto fuera poco sabemos que estos inhibidores no inactivan totalmente a las
proteasas'®

De esta manera se decidié llevar a cabo la obtencion de estas fracciones de 51, 25

y 24 kDa por ¢l método de electroelucién, el cual es un procedimiento ampliamente
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utilizado cuando se requieren de cantidades discretas de proteina, con el cual fué posible
obtener cantidades adecuadas de las fracciones que nos permitieron su caracterizacion
parcial.

En cuanto a la deteccidn de carbohidratos asociados con estas fracciones
antigénicas, detectamos que las fracciones de 25 y 24 kDa son glicoproteinas, esto nos
sugiere que dichas fracciones estdn asociadas a las membranas'®, ademés de que
partimos de un extracto inseluble amijbiano rico en membranas. Por otro lado, existe un
recambio constante enire la soperficie y las membranas intémas de los trofozoitos
amibianos y muchas de las enzimas proteoliticas de la amiba son secretadas al medio y
so0lo una minima parte de éstas son retenidas en la membrana. >0

El hecho de que la fraccion de 51 kDa no presente carbohidratos asociados nos
sugiere que ésta podria ser una proteasa de secrecién, o ser un producto de degradacioén
de una proteass mayor como ocurre frecuentemente en estos lisados durante la
autoproteolisis,'* 26111112

Por otro lado, 1a inmunizacién de conejos con estas fracciones nos muestra que
son inmunogeénicas, sin embargo, observamos una alta reactividad cruzada de los
anticuerpos policlonales contra otras fracciones del extracto, lo cual nos impidio el disefio
de columnas de afinidad. No obstante, esta reactividad cruzada se reduce al tratar el Ag
insoluble transferidlo a papel de NC con peryodato, lo cual nos indica que los
carbohidratos intervienen directamente en la reactividad cruzada contra otras proteinas
amibianas. Por otro lado, este fondo cbservado puede estar dado por anticuerpos que
reconocen determinantes antigénicos de ofras proteasas de cisteina, ya que se ha
reportado una gran variedad de ellas en la amiba, con un rango de pesos moleculares que
van desde 16 a 75 kDa. Estas proteasas presentan una homologia en su ADN del 90% al
menos para dos de los tres genes clonados para estas proteasas (ACP2 y el ACP3) que
ademas presentan una identidad del 85% a nivel de aminoacidos™ lo cual explicaria esta
reaccion cruzada.

También se determind que las tres fracciones presentan actividad proteolitica al
degradar la azocaseina, la IgG asi como la hemoglobina y también presentan actividad

gelatinolitica y colagenolitica y que probablemente pertenezcan a la familia de las
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parfsitos ya que también presentan una homologia con las PC de E. histolytica "'® Se ha
detectado la presencia de anticuerpos de reaccién cruzada en el caso de la
superoxidodismutasa amibiana, la cual es reconocida por el suero de pacientes con varias
enfermedades parasitarias no relacionadas con E. histolytica.'"’

Por otro lado, también se detectaron anticuerpos IgAs en saliva, principalmente en
el grupo de pacientes con Al esto nos muestra una clara regionalizacidn de la regpuesta
inmune, ya que en la invasion intestinal se estimula principalmente la produccién de [a
IgAs,'""® 1o cual en el caso de la invasion extraintestinal no sucede, a pesar de haber
cursado necesariamente por una etapa de invasién intestinal para dar lugar a una.invasién
de tipo extraintestinal, en este caso se estimula principalmente una respuesta de
anticuerpos a nivel sistémico del isotipo IgG,'"™ cabe mencionar que esto sucede también
en un buen namero (68%) de los individuos con AL Estos resuitados concuerdan con lo
obtenido por otros investigadores por lo menos para el caso de los pacientes de AHA, en
los cuales se ha detectado IgG dirigidos contra PC,***! 1o anterior nos indica la posible
participacion de estas protesas en algunos de los mecanismos de patogenicidad amibiana,
sin embargo, debemos mencionar que aunque nuestras fracciones inducen claramente una
respuesta inmune secundaria a nivel intestinal (Al) y sistémico (Al y AHA} aia quedaria
por definir que papel biof6gico tienen tales anticuerpos (IgG e IgAs).

Nuestros resultados muestran que la utilizacion de estas tres fracciones en un
ensayo de ELISA proveé un estudio sensible para la deteccién de IgG contra estas
fracciones en los grupos de amibiasis invasora, Al y AHA con una sensibilidad del 83 y
100 % respectivamente y una especificidad del 90-95 %, lo cual nos permite claramente
distinguir entre la presencia o no de la infeccion como sucede muy claramente en el ¢aso
de AHA, |

En general se ha observado que la utilizacion de extractos crudos de 1 Ag
amibiano en ensayos serologicos pueden tener una buena sensibilidad pero una menor
especificidad como lo han demostrado Escandén y col.'™® utilizando un extracto insoluble
de Ag amibiano para la deteccion especifica de IgA en saliva de pacientes con amibiasis
invasora, reportaron una sensibilidad de 94% y una especificidad de 83%. Asi como,
también Lotter y col.® Al comparar tres ensayos serologicos para la deteccion de

anticuerpes antiamibianos en un &rea emdémica para la amibiasis, obtuvieron una
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sensibilidad de 97% cuando utilizaron un extracto soluble amibiano, y de 86% cuando
utilizaron un peptido recombinante (P1), yde 96 cuando utilizaron una fraccion rica en
membranas, con una especificidad de 62, 96 y 92 % respectivamente.

Por otro lado Stanley y col."'al analizar la reactividad en el humano con la
proteina rica en serina (SREHP) de 46-52 kDa observaron una sensibilidad de 82% vy
una especificidad del 95% en pacientes con amibiasis invasora. También Flores y col.'™
utilizando una proteina de membrana de E. histolyfica de 29 kDa obtuvieron una
sensibilidad de 71% con una especificidad de 98% para pacientes de AHA.

Con respecto a la deteccion de la IgAs especifica contra estas fracciones
obtuvimos una meror sensibilidad, de 57% para el caso del grupe de AHA con una
especificidad de 95%, para €l grupo de Al obtuvimos una sensibilidad dei 70% y una
especificidad del 95% lo cual nos indica que fa deteccidn de anticuerpos IgAs no nos
permite una clara diferenciacion entre el grupo de Al y AHA, quizas debido al bajo
nimerc de pacientes de AHA(8) comparado con el de Al (19), sin embargo, es
importante subrayar que la deteccién de la IgAs principalmente en el grupo de Al nos
muestra una clara regionalizaciéon de la respuesta inmune contra estas fracciones. El
hecho que nosotros no detectemos anticuerpos IgAs en la saliva de los pacientes de AHA
contra estas fracciones nos indica que éstas estimulan principalmente una respuesta a
nivel local, probablemente porque intetvienen en las primeras etapas de invasién de las
mucosas y posteriormente cuando el parisito ha salido del intestino éstas inducen
preferentemente una respuesta de anticuerpos sistémicos.

Las estrategias de trabajo anteriormente expuestas nos permitieron purificar y
caracterizar bioldgica e inmunologicamente a tres fracciones antigénicas que con
anterioridad se habian perfilado como fracciones de E. histolytica itiles en el diagnostico
serologico de Al aguda,” sin embargo, en este trabajo pudimos hacer un analisis mas
extenso de sus posibilidades en la diferenciacidn de las distintas formas de infeccién
amibiana: Al, AHA, P, cortoborando no solo 1o que anteriormente habiamos obtenido,
sino ademis encontramos otras utilidades no exploradas, tal es e! caso del reconocimiento
de la fraccién de 51kDa por anticuerpos séricos IgG en el 100% de pacientes con AHA

estudiados.
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También, la compartamentalizacién de la respuesta inmune en individuos con Al,
representada por la presencia de anticuerpos IgAs en la saliva de los pacientes con Al en
contraste claro con lo que sucede en los casos de AHA, es otro de los hallazgos que
ofrecen nuevas caminas y rutas e el estudio de la respuesta inmune en esta infeccion.

Por otro lado, definir fa participacion de los anticuerpos secretores dirigidos
contra estas PC como un mecanismo de resistencia a la invasion o reinfeccion es otro de
los desafios para un futuro inmediato.

No obstante, no pedemos asegurar que estas fracciones sean proteinas
individuaies o que esten constituidas por méds de una proteina lo cual se determinard
posteriormente, asi como tampoco podemos asegurar que nuestras fracciones con
actividad proteolitica sean diferentes o iguales a las PC ya purificadas y clonadas, como
es el caso de la PC de 56 kDa,”® y la Amebopaina (22-27 kDa)** sin embargo en este
trabajo se cumplieron los objetivos planteados, determinando que estas fracciones
constituyen antigenos televantes y que podrian tener una utildad diagnéstica y

sercepidemiologica.
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CONCLUSIONES

Las fracciones de 25 y 24 kDa son glicoproteinas, mientras que la de 51 kDa no
presenta carbohidratos asociados.

Las tres fracciones presentan actividad proteolitica sobre la azocaseina, asi como
actividad colagenolitica y gelatinolitica. .

Las tres fracciones podrian pertenecer ala familia de Proteasas de Cisteina ya que
fueron inhibidas especificamente por el pHMB, la A y el E-64.

Las tres fracciones son altamente inmunogénicas y capaces de inducir una
respuesta inmune sistémica en los congjos inmunizados,

Las tres fracciones nos permiten mediante ELISA detectar al 80% de individuos
con Al con una especificidad de 95%, como se habia reportado previamente.

Se observo que la utilizacion de la fraccion de 51 kDa en un ELISA nos pénnite la
caracterizacion del 100% de pacientes con AHA con una especificidad de 90%.

La deteccion de IgAs en saliva especifica contra estas fracciones en el grupo de
pacientes de Al nos permite la identificacion de una compartamentalizacion de la
respuesta inmune dirigida contra estas fracciones,

Al detectar Ab (IgG e IgAs) contra [as fracciones de 51, 25 y 24 kDa en el suero
y la saliva de los pacientes de Al y AHA y el hecho de que estas facciones presentan

actividad proteolitica, nos sugiere que pueden ser antigenos con importancia biologica.
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