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RESUMEN

El paso esencial en la patologfa amibiana se inicia con la colonizacién del intestino a
través de un proceso de adhesidn mediado por lectinas de superficie. El objetivo de este
trabajo fué el de amalizar la respuesta inmune secretora en la saliva de pacientes con
amibiasis intestinal a través de la determinacién de anticuerpos IgA secretorios anti-amiba
y la capacidad de los mismos de inhibir 1a adherencia amibiana.

En inmunotransferencias contra un extracto crudo de trofozoitos de la cepa HMI-
IMMS usando un conjugado anti-IgA humana peroxidado, las salivas de los pacientes con
amibiasis intestinal reconocieron predominantemente bandas de 23, 26, 36, 59, 87, y 170
kDa. Esta dltima podria corresponder a 1a subunidad pesada de una lectina con afinidad
por galactosa descrita como una de las principales moléculas mediadora de adhesién en
Entamoeba histolytica. La subunidad de 170 kDa se purificé por cromatografia de
afinidad en columna de galactosa-agarosa y a través de inmunoblot fué reconocida por el
61% de las salivas de los pacientes. También se analizé el efecto de de las salivas de los
pacientes sobre la adherencia de trofozoitos a monocapas de células MDCK a través de
un ensayo inmunoenzimatico desarrollado en ¢l laboratorio por Diaz, M.Y. El 80% de
las salivas inhibieron la adhesién de trofozoftos en mds del 20% con una media dc 35%.
En contraste, salivas de pacientes con otras enfermedades parasitarias y de sujetos sanos

s6lo inhibicron en promedios de 13% y 9% respectivamente,  Anticuerpos IgA
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purificados a partir de las sulivas de los pacienteé con amibiasis inhibieron Ia adhesif&n

al mismo’ nivel que las, sahvas totales. La mhnblcnén se dehl ‘a an\ncuerpos*IgA

secretorios anu-amlba 'y envp an 1-Iecuna c mo se. demoslré por expenmenlos de

relevante en los mecanismos de defensa local contra 1a invasién amibiana probablemente

a través Qef bloqueo’de 1 gdﬁésiér‘l..‘ o .




AMIBIASIS

Definicién

La amibiasis es definida por el Comité de Expeno§ de 1a.OMS co}no‘lﬁjcr:c:mdicidn

de portador del pardsito Entamoceba histolytica (Fig. 1), con s sin }in‘anifest’aciohes

" clinicas (World Health Organization Expert Commi 1969). . -

Historia de la amibiasis

E. histolytica como un pardsito protozoario anaerdbico, probablemente aparecié
en la tierra muchos eones antes que el hombre y lo ha acompaiiado a lo largo de su
carrera evolutiva. Aunque no hay pruebas de ello, se sospecha que algunas
afecciones disentéricas documentadas en la antigua Grecia y China podrfan haberse
debido a este pardsito (Vaidya y Ray, 1982). Sin embargo, recientemente se
describio la presencia de restos fdsiles, al parecer de E. histolytica, en una momia
egipcia sometida a una autopsia. En tal caso, no serfa extraiio que E. histolytica

haya sido un paré4sito del hombre desde la mis remota antiguedad. En el afio 1828,
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Figura 1. Trofozoito de Entamoebs histulytica adherido a una célula epi-
telial cultivada. Note el lobopodio al extremo derecho y la superficie arru—
gada con numerosos filopodios a la izquierda. (Gonzales-Robles y Martinez

Palomo, J. Protozool.)



un médico inglés llamado James Annesley publics 2 volimenes dedicados a describfr
las enfermedades que mds aquejaban a la India en ese momento. Entre ellas
describid la disenterfa con absceso hepdtico, sin lograr establecer una relacién

directa entre ambos (Annesley, 1828).

A finales del siglo XVIII, bajo el reinado de Carlos IV de Espaiia, debido a los
estragos causados por lesiones hepdticas en México, sc publicaron dos referencias
acerca del tema, describiéndose en ambos la enfermedad como una lesién purulenta
causada por obstruccion inflamatoria del higado, en donde la tinica solucidn
razonable era la cirugia (Fourmes, 1956). En 1846, Parker un médico inglés de
servicio en la Armada de la India, describi6 una forma de hepatitis primaria con
lesiones supurativas, acompafiada algunas veces de disenterfa grave en autopsias de
pacientes seguramente muertos de amibiasis (Parker, 1846). En 1856 Miguel
Jiménez escribié acerca de la importancia del estudio del absceso hepdtico en
Mexico, basado en dos poderosas razones: a alta incidencia de la enfermedad en

México y la falta de tratamiento efectivo (Jimenez,1856).

La historia moderna de 1a amibiasis comenzé en el afio 1875 cuando el médico
Ruso Fedor Aleksandrovich Losch publicé en el “Virchows Archiv fir Pathologishe
Anatomie” un artfculo titulado: "Desarrollo masivo de amibas en el intestino grueso”

(Losch, 1875). Losch se basé en el caso de un granjero ruso de 24 aiios el cual traté
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duranle seis meses. hasta su muene en Abnl dc 1874 Se traluba de un caso tfpxco :

de d:senlurfn anubnana con moco, sangre'y numerosas amlbas mévn le 0 ntrocuos

en su mtenor 'Describié algunas camclerfsucas dei nucleo y dnferenmd el ecloplasma '
_del endoplasma Ademﬁs Lasch traté de reproduc(r la enfcrmcdad en perros
: medianlc la administracién de la material fecal del paciente por via oral y reclql. Ali

parécer sdlo uno de los cuatro perros, asf tratados, desarrollé un cuadro aparente de

disenterfa. Ef llamé al agente Ameba coli debido a su habitat en el colon.

Robert Koch, en el afio 1886, a su paso por Egipto estudié 5 casos de disenterfa
amibiana, dos de ellos con absceso hepdtico, e identificé por primera vez la
presencia de amibas en paredes y capilares de absceso hepidltico, demostrandolas por
medio de tincién (Koch, 1887). El mismo afio, Kartulis, un médico griego, publicé
sus observaciones de 150 pacientes egipcios con disenteria y presencia de amibas en
heces (Kartulis, 1886) v Jaroslav Hiava reporté 60 casos en Praga (Stillwell, 1955).
A estas siguieron una serie de publicaciones, de las cuales Ia mds importante fug fa
de William Councilman y Henry La Fleur, ambos de la Universidad John Hopkins,
quienes cambiaron el término de Amoeba coli por Amoeba dysenteriae,
considerdndolo mds convincente al plantear la posibilidad de existencia de otras
amibas en el intestino grueso (Councilman, 1891). En 1893, los alemanes Quincke
y Roos, demostraron la existencia de una amiba diferente de la E. dysenteriae

incapaz de fagocitar eritrocilos y causar lesiones tisulares, y que hoy en dfa
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conocemos como E. coli (Quincke y Roos, 1893).

Otros estudios realizados a principio del siglo XX llevaron al descubrimiento de
otras especies de amibas y de agentes bacterianos causantes de disenterfa. Kuenen
y Swellengebel en 1913 propusieron que la amiba pasa por 3 estadios en su ciclo de
vida: el invasivo, un estado comensal 6 minuta y el de quiste (Kuenen y
Swellengebel, 1913). En 1925, se logré con exito el primer cultivo de amiba por
Boeck y Drbohlav usando un medio donde las amibas crecfan en presencia de
bacterias (Boeck y brbohlav, 1925). Casi cuatro décadas después se abrié una
nueva era en los estudios de E. histolytica cuando Diamond logré cultivar amibas

en medio axénico (Diamond, 1961).

A partir de entonces, muchos estudios se han oricntado hacia el diagndéstico sérico
mds confiable c']ue el coproparasitoscdpico; entre las pruebas usadas tenemos a la
prueba de fijacién del complemento con extracto amibiano axénico (Rees y col.,
1942) y la aélulinacién de particulas de latex 6 de eritrocitos (Morris y col., 1970).
Esl_as pruebas seroldgicas demostraron la presencia de anticuerpos sélo en caso de
invasidn tisular por el pardsito y la persistencia de los mismos por largos periodos
de; tiempo (Meorris y col., 1970). En la pasada década la mayor parte de los
esfuerzos estuvieron dirigidos a resolver el llamado "Enigma de la Amiba" (Spice

y Ackers, 1992), que implicaba definir la existencia de dos cepas de E. histolytica,
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la patégena y 1a no patégena, sin resultados concluyentes. Se hizo una diferenciacién
por su patrén isoenzimdtico y se trataron de definir moléculas.polencialmeme
involucradas en la capacidad citopatogénica de la amiba. En la actualidad se estan
tratando de definfr los epitopes de una molécula con actividad de” Iecliné

involucrada en la adhesién amibiana, que reconocen las células T y B, en »lq: que.

parece ser por ahora el trabajo mds promisorio de una vacuna en el futuro: (Ravdin i

y col,, 1993).




Biologfa de la Entamoeba histolytica

Clasificacién taxonémica

La Entamoeba histolytica (Figs. 2 y 3) se clasifica taxonémicamente como sigue

(Zaman-Vigar, 1979):

Phylum

Subphylum

Superclase

clase

Familia

Género

Especie

Protozoa

Sarcomastigophora

Sarcodina

Rhizopodea

Entamoebidae

Entamoeba

histolytica



Figura 2. Apariencia de un trofozoito de Entamoeba histoly~
tica después de la citolisis de células intestinales en cuitivo.

{Rigothier y col., 1991).



Figura3. BDetalle de uwna vacuola fagocitica de un trofozoito de Entamoeba histolytica. Note el

grosor (B) alrededor del canal fagocitico (C) formado por la membrana plasmatica. Barra lum.

{Rigothier, y col., 1991).



Descripcién

El protozoario E. histolytica se considera como un prototipo de célula eucarionte
muy primitiva. El trofozofto es la forma mévil ¢ invasiva y mide entre 10 y 60 um
de digmetro, con un promedio de 25 um (Noble y Noble, 1976) (Fig. 4). Contiene
un niicleo organizado que mide de 3-5 um, con cromatina periférica fina y un
nucleolo central. Sin embargo, la divisién nuclear se presenta sin cromosomas
evidentes y su organizacién citoplasmitica es rudimentaria, con un ectoplasma y un

endoplasina granular con numerosas vacuolas (Martinez-Palomo, 1987).

El trofozoito se mueve a través de la emisién de unas proyecciones citoplasméticas
llamadas filopodios. A diferencia de una célula eucaridtica tipica, E. histolytica
carece de un citoesqueleto estructurado. Se ha identificado actina (Meza y col.,
1983) y unas estructuras tipo microfilamentos (Michel y Schupp, 1976), pero atin
hay controversias en cuanto a la presencia 6 ausencia de tubulina. En el mismo
orden, los trofozoftos también carccen de mitocondrias, de un sistema membranal
del tipo aparato de Golgi y reticulo endopldsmico y de lisosomas primarios y

secundarios (Martinez-Palomo, 1987).

La superficie de la amiba estd constitufda por una séla membrana plasmdtica de
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Figura 4. Mcroscopia electrdnica de barrido de una amiba fagocitando

simultdneamente media docena de célilas epiteliales (Martinez-Palomo,

1987).



Japroximadamente 10 nm de ancho; el estudio de sus componentes revela la
presencia de una cubierta rica en carbohidratos 6 glucocalix, més evidente en
trofozoitos aislados de tejidos que cultivados (Lushbaugh y Miller, 1974) y una
regién uroide donde se aglomeran vesfculas que descargan al exterior (Pittman y
col., 1973). Varias de sus glicoproteinas de superficie tienen actividad de lectina
y estan involucradas en la adherencia de amibas a diferentes tipos celulares. Tambien
se han identificado receptores, como el de la coldgena y fibronectina, que pueden
participar en la destruccién de células de mamifero y tejidos, subsecuente al proceso

de adhesién (Kretschmer, 1990).

El trofozoito tambien presenta un complejo y extenso sistema de enzimas
(iymodcmos), cuyo patrén electroforético en geles de almidén, se ha sugerido como
un eficiente método de diferenciacién entre cepas patogénicas y no patogénicas
(Sargeaunty col., 1978). Entre algunas de las enzimas mds imporianies identificadas
en‘los trofozoitos se encuentran: la glucosa fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa,

oxidoreductasa y hexoquinasa(Sargeaunt y col., 1978).

Por ofra parte, el quiste, que es la forma infectante y de resistencia de E.
histolytica, mide entre 5 y 20 um de didmetro, con 12 um como promedio (Fig. 5).
Dependicndo de su estado de madurez puede presentar de 1 a 4 miicleos idénticos al

niicleo de los trofozoftos (Smith y col., 1979). La principal caracteristica estructural
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Figura 5. Quistes de Entamoeba histolytica vistes al

microscopio electrénico de barrido (Marunez-Palomo,

1987).



del quiste es la presencia de una capa de recubrimiento de quitina que le confiere al
pardsito resistencia al medio ambiente y a la accién de los jugos géstricos a su paso

por el estémago, dentro de lo que es el ciclo de vida de este pardsito.

Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. histolytica es sencillo, sin estado sexual ni hospedero
intermediario, oscilando entre 2 estados diferentes, el quiste infectante y el trofozofto

que es la forma vegetativa (Fig. 6).

El ciclo se inicia con la ingestion del quiste, que cs la forma infectiva, a través
de alimentos y agua contaminados con materia fecal. Los quistes provienen de
personas infectadas 6 portadoras asintométicas que fos excretan al medio ambiente
donde son capaces de vivir hasta meses en un medio hiimedo que evite su desecacién
(Noble y Noble, 1976). Gracias a su cubierta de quitina, los quistes ingeridos son
capaces de resistir al efecto destructivo de los jugos géstricos hasta alcanzar la parte
baja del intestino delgado donde ocurre la exquistacién. De este proceso es muy
poco lo conoce. El micleo liberado, se divide para formar 8 nicleos, seguido de

divisiones citoplasmdticas que dan origen al citoplasma y membrana celular de cada
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Quste inmaduro

Figura 6. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica (W yler, 1990;

Beck y Davies, 1983).



uno de los micleos divididos, emergiendo finalmente, 8 trofozoftos amibianos que

pasan a colonizar el intestino grueso (Barker y Swales, 1972).

Bajo ciertas condiciones aiin no muy bien definidas, el trofozoito sufre un proceso
activo de enquistamiento con dos divisiones nucleares, glicélisis anaerdbica y sintesis
de DNA (Gonzales-Robles y Martfnez-Palomo, 1983). Asf, un individuo infectado
excreta cerca de 45 millones de quistes por dia (Barker y Swales, 1972),
completando de esta forma el ciclo de vida. Los estudios hasta ahora realizados
indican que al parecer, el unico huesped definitivo es el ser " humano

(Martinez-Palomo, 1987).

Epidemiologia de la amibiasis

La amibiasis es una enfermedad cosmopolita, generalmente asociada ;1 paises en
desarrollo, de condiciones socio-econémicas pobres, hébitos poco higiénicos y
malnutricién. No es raro que la enfermedad sea considerada como uno de los
"sindromes de la pobreza". El pardsito infecta a 500 millones de personas en todo
el mundo excepto China, de los cuales sélo el 10% resulta en casos de colitis 6

absceso extraintestinal provocando entre 50,000 y 60,000 muertes anuales. La
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amibiasis ocupa la tercera posicién mundial como causa de muerte por parasitosis
sélo detrds de la malaria y esquistosomiasis (Walsh, 1986a). Revisiones
epidemioldgicas de Walsh (1986b) indican, que como resultado del crecimiento

poblacional el nimero actual de infecciones se ha incrementado.

Algunos de os factores mds comunes asociados a 1a transmisién de E. histoltytica
comprenden (Kretschmer, 1990):
. 1) Alimentos contaminados debido al uso de técnicas inadecuadas de fertilizacién
¢ irrigacion.

2) Falta de higiene en el procesamiento de Jos alimentos y en el aseo.

3) Eliminacién inadecuada de excretas.

4) Hdbitos sexuales no ortodoxos.

5) Tratamiento inadecuado de aguas e insuficiente suministracidn de la misma.

La amibiasis invasora es uno de los principales problemas de salud publica en
ciertas regiones de Africa, Asia y América Latina (Sepdlveda, 1970; Scpilveda,
1979). La determinaci6n de anticuerpos en México presenta valores que van de 2.3
a 9.95% por contrainmunoelectroforesis (CIE) y del 29% en una poblacién rural
por hemaglutinacién indirecta (IHA). En Asia, Indonesia presenta valores de 7 a
34% en dreas rurales y en Africa, Tanzania presenta valores de 1 a 57%, ambos

detectados por THA (Krestchmer, 1990). México es uno de los paises mds
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afectados por E. histolytica a nivel mundial. Se estima que el 27% de Ia poblacién
- estd infectada con el pardsito; y ocupa el ‘quinto lugar como causa de muerte

(Soberdn y Pelacz, 1964).

En los iltimos 20 afios, se ha observado un avance importante en el disefio de
métodos de muestreo de la poblacién orientados probabilfsticamente (Krestchmer,
1990). En México, se han realizado varias encuestas seroepidemioldgicas. En 1972
se estudiaron 7,532 sueros de pacientes de hospitales localizados en Ciudad de
México y Yucatdn detectdndose por CIE una seroprevalencia de 5-6% (Landa y
’ col., 1972), Empleando el mismo método de evaluacién, en el mismo aiio, en 766
nifios de la Ciudad de México se reportd una seropositividad de 3.9% (Gutierrez
y col., 1974) y 5 afios mds tarde en 519 adultos de la misma ciudad de 6.6%
(Crevena, 1977). Este tiltimo estudio tambien arrojé en el drea rural una frecuencia

de portadores de E. histolytica de 55%.

Un amplio estudio seroepidemioldgico se realizé en 1974 en 19,442 individuos de
46 regiones urbanas de la Repiblica Mexicana, representando todas las dreas
geoecondmicas y geomdrficas del pais; realizado por CIE arrojé un promedio de
5.95% de individuos con anticuerpos anti-E. histolytica (Gutierrez y col., 1976).
El estudio scroepidemiolégico mds reciente y completo en su género llevado a cabo

en México es ¢l realizado por el grupo del Dr. Ortiz-Ortfz. Se analizaron por IHA
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un total de 70,000 sueros del Banco de Suero Nacional, representativos de los 32
estados de la kepﬁblica Mexicana . Se tomaron en cuenta variables biolégicas,
geogréficas, sociales, econémicas y educacionales. La seroprevalencia fué de 8,41%
como promedio, con rangos de 9% en zonas del centro sur, pacffico sur-y Yuchtﬁn, o
y de 8% en los estados del norte, noreste y el Golfo Mexicano. 'Los ‘rgsdl’taddisﬂﬁo.»-v .
ellos obtenidos, indican una mayor seroprevalencia hacia los estédos del sur, en el
sexo femenino y en la edad escolar. Por otra parte, se encontré una t;onelécién
inversa entre la presencia de anticuerpos y el nivel educacional y/o nivel

socio-econémico (Caballero y col., 1994),

Estos resultados implican un incremento de Ia incidencia de anticuerpos antiamiba
en los tltimos afios. Sin embargo, los dltimos estudios realizados sobre la
incidencia de absceso hepético amibiano en México revelan el efecto contrario. Asi,
de una incidencia de 5.4% en 5,000 neerépsias realizadas entre 1963 y 1973,
sc obscrvé una disminucién al 2,2% en ¢l mismo mimero de necrépsias llevadas

a cabo entre los afios 1973 a 1979 (Ramos-Martinez y col., 1986).

La letalidad del absceso hepdtico amibiano en adultos disminuyé de 2.0% a 0.2%
entre 1975 y 1977; y en casos infantiles de 26.9% a 1.1% entre 1976 y 1985
(Gonzdles y Gutierrez, 1986). Sin embargo, a nivel mundial la incidencia sigue

siendo clevada (Haffar y col., 1982).



Patologia de la amibiasis

La palogénesis puede ser definida como el mecanismo de desarrollo de una
eﬁfermedad. En el caso de la amibiasis, de acuerdo a los sindromes que presenta el
individuo infectado, la enfermedad puede ser dividida en tres renglones
(Ort{z-Ortiz, 1994):

. Asintomdtica

. Sintomdtica sin evidencia de invasidn tisular

. Sintomitica con evidencia de invasidn tisular

La mayoria de los casos de amibiasis caé dentro del primer grupo (Trissl, 1982)
y sélo un 10% de la poblacién infectada presenta amibiasis del tipo invasiva
(Walsh, 1986a). En términos generales, el concepto de enfermedad causada por E.
histolytica incluye (Ravdin, 1986) (Fig. 7).

1) La colonizacién del intestino por una cepa de amiba virulenta.

2) Contacto {ntimo 6 adherencia a la mucosa intestinal.

3) Ruptura de las barreras intestinales por enzimas ¢ productos téxicos
fiberados.

4) Lisis de las células epiteliales e inflamatorias del hospedero.

5) Penetracién profunda, alcance de las vias circulatorias mesentéricas

sanguineas y linfiticas e invasién de érganos distantes (Principalmente el
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Figura 7. Secuencia en la patogénesi por Entamoeba histolytica. A. Trofozoito de

E. histolytica adherido & la mucosa colénica. B. Par de trofozoftos
en 1a parte externa de una glindula colénica. C. Serie de trofozoites pe -
netrando activamente a través de la glindula colénica. D. Trofozoito

en el interior de una arteriola (Wyler, 1990).



higado).

La enfermedad iﬁvasora se inicia a partfr del tercer paso y como se menciond
antes, sélo se presenta en el 10% de la poblacién afectada.

Los sintomas de la enfermedad gastrointestinal por E. histolytica pueden {r desde
ligero dolor abdominal con leve diarrea hasta formas mds graves con disenteria,
moco y sangre en las heces, fiebre, tenesmo, dolor abdominal intenso y a veces en
adultos ameboma ¢ apendicitis. Estos tltimos son signos incquivocos de invasién

tisular,

El principal érgano blanco de la amibiasis invasora es el higado, provocando el
conocido absceso hepdtico amibiano, principal causa de muerte por esta parasitosis.
Menos frecuentemente, las amibas en calidad de invasoras, pueden afectar otros

6rganos como pulmén, piel, genitales y cerebro (Trevifio, 1990; Reed, 1992).

INMUNIDAD EN LA AMIBIASIS

El hecho de que la mayorfa de la poblacién infectada con E. histolytica no

presenle manifestaciones clinicas de enfermedad (portador sano), conviviendo con
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el parﬁsilo en una relacién que no resulta perjudicial para el hospedero y desde el |
punkto de vista de expansién, benéfico para el pardsito, habla de por si de la
presencia de mecanismos obviamente locales a nivel intestinal, que pueden cstar
evitando la invasién del tejido. También puede tratarse de personas infectadas con
una cepa que carece de potencial patogénico. Asimismo, se ha hablado de la posible
influencia de factores relacionados con el hospedero, como: alimentacién, edad, sexo
e incluse el estado ecoldgico del inlestino delgado y su potencial de oxido-reduccién

(Brown, 1970).

Se ha demostrado en la amibiasis invasora el desarrollo de una respuesta
inmune, tanto de tipo celular como humoral, que aunque parece ne ser muy efectiva
en un principio, si lo es a posteriori, como lo demuestra la ausencia de casos de
amibiasis invasora recurrente en pacientes recuperados de absceso hepatico amibiano

(Knobloch y Mannweiler, 1983).

El interés por el estudio de la respuesta inmune a E. histolytica se vié impulsado
‘cuando Diamond logré por primera vez cultivar trofozoftos de E. histolytica en un
medio axénico (Diamond, 1961). Gracias a esto, se empezaron a realizar estudios
inmunolégicos mds fidedignos sobre los trofozoftos 6 mds especificamente  sobre
protefnas del pardsito, obtenidas por métodos bioquimicos. Asimismo, se lograron

obtener modelos experimentales in vivo de absceso hepético amibiano en hamsters
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y cobayos, asf como de la forma intestinal en el ratén.

Inmunidad celular

Hasta hace poco era tradicionalmente aceptado que las lesiones invasivas causadas
porE. histolytica, se desarrollaban en ausencia de una reaccién inflamatoria (Powell
y col., 1959; Pérez-Tamayo, 1986). Sin embargo, un estudio mds detallado en fases
muy tempranas de la infeccién reveld la presencia de una reaccidn inflamatoria, que
es enmascarada por la répida destruccién de las células inflamatorias a causa de fa

amiba.

Asf, una vez que el trofozofto ha invadido la mucosa intestinal, ocurre una
respuesta inmune convencional. Células inflamatorias (principalmente macréfagos
y polimorfonucleares) acuden al sitio de la invasién, donde ocurre e! primer contacto
con el antigeno amibiano (Tsutsumi y col, 1984). A pesar del gran nimero de
macréfagos que intentan fagocitar a la amiba, ésta permanece intacta (Sher y col.,
1980). Modelos experimentales de absceso hepdtico in vive demuestran que E.
histolytica comienza por destruir a las células polimorfonucleares (PMN) en las
primeras horas, seguido de destruccién de eosindfilos, los cuales al contact-o con la

amiba degranulan, sin evidencia de destruccion del pardsito (Tsutsumi y
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Marlfnez-Palomo, 1988) La mayorfa de los macréfagos al parccer se distribuyen
enla penfena de la lesnén, fagocitando restos celulares y no son destrufdos por las
amlbas smo hasta etapas mds tardias. Se sugiere que este dltimo paso puede
) desempenar un papel importante en la extensién del absceso hepdtico amibiano,
* Tsutsumi y _col. (1984) tambien demostraron que la extensa destruccién del higado

se debe en buena parte a la lisis de las células inflamatorias.

Se ha observado que los trofozoitos amibianos son capaces de destruir in vitro a
leucocitos polimorfonucleares (Artigas y col., 1966; Guerrant y col., 1981), células
mononucleares de sangre periférica, células esplénicas y macréfagos peritoneales de
animales inmunizados (Chadee y col., 1985) . Tambien se ha observado que E.
histolytica es capaz de inhibfr el estallido respiratorio de los polimorfonucleares
(Arbo, 1990).

Durante la amibiasis invasora aguda se suprime la respuesta inmune mediada por
células especificas para la amiba, como lo demuestra la anergia a las pruebas
cutdneas con el antigeno amibiano (Ortiz-Ortiz y col., 1975). Asimismo, se ha
encontrado disminucién en el nimero de linfocitos T de ayuda (CD4), incremento
en linfocitos T citot6xicos (CD8) y disminucién en la respuesta proliferativa de
linfocitos T a antigenos amibianos (Salata y col., 1986). Se ha implicado a proteinas
amibianas intrinsccas 6 secrctadas 6 ambas, como las responsables de estas

disfunciones inmunes (Denis y Chadee, 1988; Salata y col., 1990).
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Sin embargo, los estudios en modelos ammalcs expenmenlalcs han mdlcado que

- los mecanismos inmunes mediados por células pueden llmltar 6 prcvenfr la :

formacién de abscesos hepdticos amibianos (Meerovntch Yy Chadee,

estos modelos, la inmunizacién previa con protefnas tota]es “def parésuo nduce )

proteccién contra la inoculacién intrahepdtica de los trofozoflos vxrulenlos de' :
E. histolytica y el desarrollo de absceso hepdtico amibiano (Meerovxtch y Chadee,*

1988; Salata y Ravdin, 1988).

Hamsters sensibilizados con antigeno amibiano desarrollan una respuesta inmune
celular (Haq y col., 1984) y al igual que los humanos con amibiasis invasora, 'son
positivos en las pruebas serolégicas.  La hipersensibilidad de tipo tardia, ausente
en la fase aguda de la amibiasis invasora, se hace positiva durante la recuperacidén;

lo mismo ocurre con la prueba de inhibicién de migracidn de los macréfagos (MIF)

(Ortiz-Ortiz y col., 1975).

A pesar de la reduccidn en el mimero de células T y linfocitos T activados en
pacientes con absceso hepdtico amibiano (Ahluwalia y col., 1982), la interaccién in
vitro de E. histolytica virulenta con linfocitos de pacientes recuperados de absceso

hepidtico amibiano resulta en la lisis del pardsito (Landa y col., 1976).

La interaccién- in vitro de una cepa virulenta de E. histolytica con células
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mononuclenreé humanas no activadas, ocasiona la muerte de las células humanas sin
ﬂnﬁo aparente a la amiba. Sin embargo, la activacién de los macréfagos con
li‘nfocinas, inducidas con antfgeno amibiano, Concanavalina A (ConA) 6
fitohemaglutinina destruye al pardsito, por una via independicate de anticuerpos,
dependiente de contacto y tiempo, en la que participan procesos no oxidativos y
oxidativos (Salata y col., 1985). El efecto amebicida se ha observado en macréfagos
derivados de médula ésea activados con INF-T', TNF-« y/o Factor Estimulante de
Colonias-1 (CSF-1) (Denis y Chadee, 1989).

En general, la mayoria de los estudios realizados en amibiasis consideran a la
inmunidad célular como la mds representativa de la proteccién‘ adquirida
(Kretschmer, 1986) y a los macréfagos activados como la célula efectora mis

eficiente contra los trofozoitos de E. histolytica.

Inmunidad humoral

La infeccién por E. histolytica conlleva a Ia aparicién primaria de una respuesta
local de anticuerpos especificos, aunque se desconoce ¢l tiempo en que sc
desarrolla; sin embargo, los coproanticuerpos se han detectado en 80% de los
pacientes con disenterfa amibiana. En contraste, menos del 4% de pacientes

infectados con otros pardsitos y sujetos sanos presentan una respuesta similar
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(Sharma y col., 1978).

La detcrmmamdn de’ coproanticuerpos por hcmaglulmactén mdlrecla (IHA) en
nifios con amlblams intestinal mostrd resultados similares (80%) (Manfnez—Cmro
y col., 1979). Sin embargo, tres semanas mds tarde, sélo 55% de los pacientes se
mantenfan  positivos, mientras que los anticuerpos séricos anti-E. histolytica
ensayados por el mismo método se incrementaban significativamente. Los resultados
sugieren que el curso habitual de Ia amibiasis invasora podrfa consistir de una
respuesta secretora local pasajera seguida de la invasidn y destruccién de Ia mucosa
intestinal por amibas virulentas y la subsecuente produccién de anticuerpos

circulantes (Trissl, 1982; Harries, 1982).

Varios estudios han demostrado que los coproanticuerpos anti-E. histolytica
parecen pertenccer principalmente a la clase IgA (Merino y col., 1990). Se ha
demostrado la presencia de anticuerpos IgA secretorios anti-E. histolytica en bilis
de ratas inmunizadas intracecalmente (Acosta y col., 1983), en secreciones de ileon,
colon y materia fecal de pacientes con absceso hepatico amibiano (O’Shea-Alvarez
y col., 1985) y en leche (Grundy y col., 1983), calostro (Acosta y col., 1985) y

saliva humana (Del Muro y col., 1989).

Siendo la respuesta IgA secretoria local la directamente comprometida espacial y
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lemporalmenle, con el inicio de la infeccidn por E. histolytica, podria ser de suma
importancia en el control de la misma. Asi, en un amplio estudio realizado en
Bangladesh,‘ la prevalencia de E. histolytica en’infantes de 6 a 10 meses de edad
amamantados por madres infectadas con el pardsito fué practicamente nula
sugiriendo proteccién contra el pardsito gracias a la presencia de IgA en la leche
materna (Islam y col., 1988). Sin embargo, los trofozoftos de E. histolytica son
capaces de degradar anticuerpos IgA secretorios seguramente a través de las

proteinasas que contienen (Quezada-Calvillo y col., 1987).

La invasién del tejido intestinal por E. histolytica gencra una respuesta inmune
humora.l con produccidn de anticuerpos especificas circulantes (Sepuiveda, 1979),
que generalmente son detectados hasta una semana después de la aparicién de los
sfntomas (Kagan, 1973; Sepiilveda, 1980). Es de hacer notar que el titulo de
anticuerpos persiste ain despies de que la amibiasis invasora ha sido curada 6

controlada (Knobloch y Mannweiler, 1983). Tales anticuerpos especificos antiamiba

pueden permanecer por aiios debido probablemente a la pr ia de antfgeno

amibiano secuestrado en el tejido linfoide (Krupp y Powell, 1971).

Aunque el 95% de los pacientes con absceso hepitico amibiano producen
anticuerpos especfficos antiamiba, el titulo de estos no correlaciona con el curso

clinico de la infeccién (Krupp, 1970). Se ha demostrado que la inmunoglobulina de
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clase G es la‘tﬁ;e se encuehira en mayor concentracién durante la amibiasis invasora
(Heilly y. '661‘.," 1.'974) y que. la subclase predominante es IgG2 (Arellano-y

Onfi;O;'&fz‘ :1983). La IgM se presenta durante el contacto inicial con la amiba

(éhpln y c;qk. 19’i3) y atin se discute la presencia de IgE. La presencia de IgA se
ha llepb}tadé en amibisis invasora en dreas endémicas y sus niveles en suero
(ELISA) son de significado diagndstico en el absceso hepético amibiano (Shetty y

col., 1990).

La respuesta inmune que se presenta durante la invasién amibiana no parece
ayudar al paciente a mejorar, ni confiere resistencia a reinfecciones subsecuentes

(Krupp y Powell, 1971; Chacin-Bonilla y Bonpart, 1981). Por e! contrario, estudios

realizados in vitro d tran que en pr ia 6 en ia det complemento, los
anticuerpos antiamiba tienen una serie de efectos comprometedores para la amiba.
Anticuerpos purificados 6 suero inmune inaclivado por el calor actian sobre E.
histolytica inhibiendo el crecimiento. (de la Torre y col., 1973), su capacidad
eritrofagocitaria (Shaffer y col., 1956) 6 neutralizando su virulencia (Sepiilveda y

col., 1974),

Estos efectos dafiinos para la amiba pueden ser eliminados al incubar el suero 6
1a fraccién de la inmuroglobulina con trofozoftos totales 6 extractos homogenados

a 4°C (Ortiz-Ortiz y Avella, 1984). Es intcresante observar que tanto ¢l suero
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normal como cl inmune presentan un efecto citopatogénico que pe;sisle-min :
despucs de que el suero ha sido ﬂbSOl’hldO con trofozoftos a 4°C. Este efecto al .
pnrecer lnvolucra ambas vfas del complemento: la alterna y la cldsica, y no requlcre v
de ka,nticderpqs'y(Oru’z-On(z y col., 1978; Calderén y Schreiber, 1985). Sin
eh%haféo, ‘se ‘ha repona&o que amibas aisladas de pacientes con absceso hepdlico
amibiano son resistentes a 1a lisis mediada por complemento (Reed y col., 1983).
De acuerdo con lo anterior, un estudio reciente demostré que una lectina de
superficie de E. histolytica, con afinidad por galactosa y que esta involucrada en la
adherencia amibiana a células epiteliales y mucosa colénica humana, inhibe la
formacién del complejo de ataque del complemento a la membrana (Braga y col.,

1992).

La amiba tambien es capaz de redistribuir en su superficie a los anticuerpos y
complementc unidos a ella, en un fenémeno conocido como formacién de casquetes
-polares ("capping"). Estos casquetes pueden ser liberados al medio 6 internalizgdos
protegiendo a la amiba del dafio que estos componentes puedan causarle (Pinto da
Silva y col., 1975; Calderon y col., 1980; Reed y Gigli, 1990). A pesar de estas
observaciones, la inmunizacién experimental de animales de laboratorio con extracto
amibiano axénico (Tanimoto-Weki y col., 1973; Ghadirian y Meerovitch, 1978),
fracciones purificadas (Ghadirian y col., 1980) ¢ incluso con la lectina de superficie

que une galactosa (Petri y Ravdin, 1991), los protege del desafio con E. histolytica.
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Sin embargo, estos resultados no pueden ser extrapolados g_los' seres ?\umanoé y mis
atin si se considera que la infeccién persiste; 4 besar de fos z“xltosybu‘lulos de
anticucrpas (Krupp y Paweil, 1971). Es posible que la 1gA secretora y tal véz la IgE
demuestren ser factores realmente protectivos en amibiasis invasora aunque sélo
temporalmente y por un corto tiempo (Kretschmer, 1984). ‘Sev requie_ren de nds
estudios para determinar si una vacuna puede proteger & los humanos en contra de o

este protozoario.
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ADIIERENCIA AMIBIANA

Un aspecto que ha merecido particular atencién en el pasado es el conocer como
E. histolytica se establece y ejerce su efecto patogénico. En este sentido, se han
llevado a cabo trabajos sobre la patogénesis de la amibiasis invasora usando modclos
in vitro con diversas lineas celulares de tejido, los cuales indican que la amiba ejerce

un rdpido efecto citoletal dependiente del contacto (Ravdin,1986) (Fig. 8).

Los estudios realizados indican que E. histolytica coloniza inicialmente el
intestino grueso del hombre, a través de un proceso activo de adhesién a la mucosa
colénica. Este primer paso es esencial para la invasién que la amiba lleva a cabo por
medio de enzimas 6 productos téxicos, lisis de las células del epitelio intestinal y
penetracion del tejido, que le permiten flanquear las barreras intestinales. Este tipo
de amibiasis invasora se observa sélo en el 10% de los casos, produciendo colitis

ulcerativa y absceso hepdtico amibiano (Walsh, 1986).

Debido a las implicaciones de la adherencia en los procesos amibianos de
destruccién tisular, se le ha estudiado ampliamente en la ultima década. Sin embargo,
ain se desconocen los eventos que conllevan a la destruccién de las células del

hospedero después de la adherencia (Bailey y col.,1990).

28



&3
0 P
TR S LA

Figura 8. Micrografia electronica de una monocapa de células MDCK
10 min despies de su interaccién con trofozoitos de Entamoeba
histolytica. Es evidente una separacién en los sitios de contacto

entre las células epiteliales (Kretschmer, 1990).



La adhesién es un proceso activo que combina la ha.bil.idad de la amiba para
ponerse en contacto fisico con la célula blanco y la presencia‘ de molépixlaS‘ de ‘
superficie que estabilizan la interaccién entre ellas, en la amiba .princi‘palmente_‘ )
lectinas y rcéeplores del tipo carbohidrato en la célula blanco (Ravdin,1986,, B§i|ey
y col.,1990., Saffer y Petri; 1991b., Mann y Petri,1991a., Ravdin y cé)l.,1989)‘ l;or
1o menos se han reportado dos lectinas de 260 y 220 KDa, una adhesina de 112 KDa
y recientemente una protefna de membrana inmunogénica de 46-52 kDa con miiltiples
secuencias repetidas una tras otra, que participan en el fenémeno de la adhesidn de
trofozoftos a diferentes lineas celulares cultivadas in vitro. Ademds, han sido
iaentiﬁcadas otras 4 moléculas protéicas que participan en la inleraccidn de la amiba

con eritrocitos humanos pero que se desconoce si son adhesinas.

A continuacién se discuten algunos aspectos fisicos, quimicos y principalmente
moleculares que participan directamente en el procesd de adhesién de E. histolytica

a la célula blanco.

Aspectos Fisicos y Quimicos de la adherencia amibiana

Como se menciond anteriormente 1a adhesién es un proceso que en Ia amiba estd

muy relacionado con su motilidad. Observaciones al microscopio electrénico de amibas
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adheridas. a moﬁocapﬂs de células epitelinles del intesti y humano (Henle 407)

muestran la presencia de invaginaciones endaciticas, pseuddpodos, protuberancias
vesiculares -y filopodios que al parecer ayudan a la amiba a estabilizar la adhesién

(Kobiler y Mirelman, 1981).

Los autores arriba citados encontraron que la adhesién es dependiente de la
formacién de microfilamentos (filopodios), ya que la incubacién previa de los
trofozoftos con citocalacina B reduce su capacidad de adherirse a una monocapa de
células. Asfmismo, agentes quelantes como el EDTA también bloquean la adhesidn.
Por otra parte, colchicina no tiene efecto sobre la adhesidn, confirmando la ausencia
de tubulina en E. histolytica (Kobiler y Mirelman, 1981). Estudios de Ravdin y col.
(1982, 1985b) en los que bloquean la adhesién utilizando inhibidox_'cs del flujo de calcio

intracelular (TMB-8) y blogueadores de canales de calcio (Bepedril), confirman lo
7 anterior, Probablemente estos agentes impidan la participacién del calcio en la funcién

de los microfilamentos.

La adhesién amibiana a monocapas de células fijadas (Henle 407 y MDCK) es
dependiente de la temperatura, el tiecmpo, ¢l pH y la relacién amiba:célula (Kobiler
y Mirelman, 1981). De esta manera se determiné que la adhesion es dptima a
termperaturas entre 35 y 37 °C y disminuye a temperaturas inferiores en que la amiba

pierde actividad y tiende a redondearse. La adhesi6n méxima se alcanza en un tiempo
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L]
de 15 min, cuando los trofozoftos se incuban con la monocapa de células en una

relacién 1:1. En estas condiciones ¢l 80% de los trofozoitos se adhieren a las células.

‘Aiin cuando se ha tendido a dptimizar el pH para la adhesién de 'trofozoﬂos'a una
monocapa de células, se observa que cuando se usa un amortiguador de corrriente
iénica baja 6 media (fosfatos 0.2 y 2 mM) es similar entre pH 5.7 y 7.4. Sin .-
embargo, cuando se usa un amortiguador de corriente idnica alta (fosfatos 20 mM),
la adhesién es dependiente del pH, ya que se mantiene al mismo nivel a pH 5.7, pero
disminuye dramsdticamente a pH 7.4. Probablemente esto se debe a la presencia de un
micromedio dcido en la superficie amibiana, que es abatido por el émortiguador de
corriente iénica alta y que al parecer es necesario para la activacién de moléculas de
superficie amibiana que participan en la adherencia, principaimente lectinas (Kobiler

y Mirelman, 1981).

Lectina con afinidad por N-acetyl-D-galactosamina

Ravdin y Petri han aislado una lectina que es sensible a la inhibicién por

N-acetyl-D-galactosamina (NacGal) y moléculas con residuos terminales de galactosa

31



en unién B1-4, como sialofetuina y sialo-orosomucoide, Esta lectina se encuentra en
ta superficie de los trofozoitos amibianosy se libera al medio de cultivo como lectina
soluble (Ravdin y col.,1985c). La lectina aislada por cromatografia de afinidad a
carbohidratos y anticuerpos monoclonales especificos anti-lectina es un heterodimero
de 260 kDa consistente de una subunidad de 170 kDa y otra de 35 kDa unidas por
puentes disulfuro (Saffer y Petri, 1991a; Mann y col.,1991b; Ravdin y col,,1989; Petri

y col.,1990b) y con un punto isoeléctrico de pH 6.2 (Petri y col.,1989).

La lectina fué descrita por Ravdin y Guerrant (1981) cuando estudiaban el papel
de 1a adherencia en la citopatogenicidad a células de ovario de hamster chinos (CHO)
y eritrocitos humanos (Grupo 0). N-acetyl-D-galactosamina y galactosa inhiben la
adhesién de trofozoftos cultivados en medio axénico a células CHO, eritrocitos y
neutréfilos humanos (Ravdin y Guerrant,1981). De igual forma, concentraciones
milimolares de NacGal, galactosa y sialofetuina inhiben la adhesién de trofozoitos a
la muéosa humana y de rata fijada con glutaraldehfdo. La mucosa humana y de rata
son ricas en NacGal (Podolsky y Isselbacher,1983). Es interesante observar que
NacGal no inhibe la adhesién de amibas a mucosa de rata sin fijar (viable), lo que
indica la presencia de un receptor sobre la mucosa independiente del receptor para
NacGal susceptible a la fijacién con glutaraldehido 6 tratamiento con tripsina
(Ravdin y col.,1985a). De este resultado se desprende la presencia de otra u otras

adhesinas.
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Las mvcsugacloncs reahzadas mdlcan que la lecuna que se inhibe con NacGal es

responsnble. al m no . de la adhesndn amibiana a cultivos de céluhs dc {-
manufero, emrocnos y leucocitos humanos, mucosa y submucosa colémca de :

_ mamiferos, mucosa colémca humana y bacterias (Ravdin,1986). NacGal mhlbe la‘
citolisis de células blanco por trofozoftos amibianos al impedir su adherencia (Ravdm‘
y Gerrant,1981). Por otra parte, la caracterizacién del receptor para ia lccti.na coh: ok
afinidad por NacGal, mediante el uso de células CHO mutantes en glicosilacion, indica
que la lectina se puede unfr a carbohidratos de superficic en unién N u O, aunque la

_unién es més estable al N con ramificaciones B1-6 y que carecen de residuos
terminales de fucosa y dcido sidlico (Ravdin y col.,1989).  Por otra parte, Bailey y
col. (1990) usando liposomas con glicoesfingolipidos, encontran que los trofozoitos
reconocen tanto la configuracion o como la B, pero preferencialmente a glicanos con
puentes gluco;fdicos terminales f1-4 G B1-3. Tambien observaron que los residuos
terminales de fucosa reducen la capacidad de adhesién. Trabajos recientes de Saffer

y Petri (1991a) respaldan estos resultados.

Estudios de inmunogenicidad indican que !a subunidad de 170 kDa de la lectina es
altamente inmunogénica, no asi la subunidad de 35 kDa, cuya funcién ain se
desconoce. El 100% de los sueros de pacientes convalescientes de absceso hepitice
amibiano reconocen por Western blot la banda de 170 kDa (Petri y col.,1987). La

inmunizacién de gerbos por via intraperitoneal y subcutdnea con la lectina purificada
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por cromatografia de afinidad induce un alto nivel de anticuerpos que a una dilucién
1:10 inhiben la adhesién amibiana en un 100% y los protege del absceso hepdtico
amibiano en un 67% (Petri y Ravdin,1991). Suero inmune de conejo preparado por la
inyeccion de una fraccion semipura de la lectina inhibible por NacGal y sucro de
paciente§ con amjlbiasi; invasora, inhiben la adhesién amibiana a mucosa colénica de
rata ﬁjadnv con glﬁlaraldehfdo, lo que sugiere un papel importante de los anticuerpos
: en.l;a inhibicifm tl:le la adhesién a Ta mucosa colénica y en la amibiasis recurrente
- (Ravdin y col.,1985a). Sin embargo, los mismos anticuerpos policlonales antilectina
a diluciones de 121600, aumentan la adherencia; resultados similares se observan con
sueros de pacientes con absceso hepdtico amibiano a bajas concentraciones (Petri y

Ravdin, 1991), complicando la interpretacién de los estudios obtenidos in vivo.

Por otra parte, la cepa HM1:IMSS que es la més virulenta, es mds sensible a Ia
inhibicién de Ia dherencia por NacGal que las cepas menos virulentas, indicando una
mayor actividad de lectina en la primera que en la vltima (Ravdiny col.,1985c). Estos
resultados indican que la subunidad de 170 kDa de la lectina susceptible a inhibicion
por NacGal es uno de los antigenos amibianos inmunodominantes reconocidos por
suero inmune. Es posible que estos anticuerpos, junto con la respuesta celular, sean

responsables de la ausencia casi total de amibiasis recurrente.

Anticuerpos monoclonales contra la subunidad de 170 kDa mapearon 6 epitopes
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diferentes tanto funcional: como antigénicamente. Los anticuerpos monocipnaiés B
dirigidos contra los epitopes 4, 5 y 6 inhibieron la adhesién en diferenles
proporciones, poniendo de manifiesto la participacién de estos epftopes en favor dél
proceso de adhcrenc;ia amibiana, Anticuérpos moneclonales contra el ebflope 3 nb
presentaron efecto sobre 1a adhesién, mientras anticuerpos monoclonales diﬁgido§ a
los epftopes 1 y 2 aumentaron la adhesién en lugar de inhibirla (Petri y.col.,
1990b). Lo anterior c;orrelaciona con el hallazgo ya mencionado de sueros de pacientes
y sueros policlonales contra Ia lectina que a determinadas concentraciones inhiben 6

incrementan la adherencia.

Este resultado sirvié de marco a un estudio reciente de diferenciacion de cepas
patégenas y no patégenas (Petri y col., 1990a), donde se observé que la lectina con
afinidad por NacGal de las cepas no patégenas parece carecer de los epitopes 3 al 6,
a diferencia de la lectina de las cepas patGgenas que presenta todos los epitopes (1 al
6). Las cepas no patégenas que contienen los epitopes | y 2 parecen actuar en contra
de la adhesi6n, por lo que dichas cepas no son capaces de adherirse a la mucosa
col6nica y de cavsar dafio. Con base en lo anterior, cllos proponen un método efectivo
y répido para diferenciar cepas de amibas patégenas de no patégenas usando un
radioinmunoensayo con anticuerpos monoclonales contra los epitopes 1 y 3 de la
subunidad de 170 kDa . La importancia de la lectina como mecanismo de evasién

inmune se ha puesto de manifiesto al demostrarse que inhibe la formacidn del complejo
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de ataque del complemento a la membrana (Braga y col., 1992).

La lectina obtenida en condiciones no reductoras por filtracién en Sephacryl
$-300 revela un peso molecular de 440-600 kDa, lo que indica que en la forma nativa
se encuentra como dimero 6 trimero. La determinacion de la secuencia de aminodcidos
de ambas subunidades (170 y 35 kDa) confirma sus diferencias. La secuencia de
aminodcidos en el lado aminoterminal es vinica para cada subunidad, En la subunidad
ligera la secuencia es heterogénea planteando la posibilidad de otro gen (Petri y col.,

1989).

La hibridacién de RNAm de E. histolytica con un oligonucledtido sintético
obtenido de la secuencia aminoterminal de la subunidad pesada revela un segmento de
4.4 kilobases (Tannich y col., 1991). La complejidad y el tamafio poco usual de.una
molécula de este tipo, lo asemeja a otras otras .moléculas de adhesién celular, como

el receptor Mo ! de los linfocitos (Petri y col.,1989).

El grupo de Tannich y el de Petri reportaron casi simul mente la ia del
gen que codifica la subunidad pesada de la lectina. Adn cuando ambos grupos
trabajaron con la cepa HM1:IMSS, encuentran diferencias en el tamaiio y la secuencia
del gen. Tannich y col. (1991) la describen como una proteina de 1270 aminodcidos

con 3 dominios y un pequeiio tallo citoplasmadtico de 38 residuos (Fig. 9). El primer
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dominio se extiende del aminodcido 1 al 373 y es pobre en cistefna, El segundo
dominio que comprende el resto de la regién extracitoplasmdtica, va del aminodcido
373 al 1204 y al contrario del anterior es rico en cisteina. Entre los aminodcidos 373
y 648 hay nueve segmentos repetitivos de 30 aminodcidos con cuatro cistefnas cada
uno. A lo largo de toda la regidn extracelular se observan nueve sitios potenciales de
glicosilacién unidos a asparragina. El tercer dominio de aproximadamente 30
amiﬁoﬁcidos, es una regién transmembranal con aminodcidos hidrofdbicos. La
presencia en el fallo citoplasmitico de 11 aminodcidos con grupos hidroxilo,

sugicren que la molécula puede enviar sefiales al interior de la célula via fosforilacicn.

I.’or su parte, Mann y col. del grupo de Petri (1991b), describen la subunidad
pesada como una protefna de 1276 aminodcidos distribuidos en 3 dominios. Un
dominio extracelular de 1209 aminodcidos, con 16 sitios potenciales de N-glicosilacién;
una regién hidrofébica de 26 aminodcidos y un tallo citoplasmdtico de 41 aminodcidos.
Al igual que Tannich, encuentran que ¢l dominio extracelular es rico en cistefna, lo

que al parecer le confiere a esta subunidad  resistencia a proteasas.

Recientemente, ¢l mismo grupo de Tannich y col. (1992) clond un ¢cDNA que
codifica la subunidad ligera de la lectina. El andlisis de la secuencia de aminodcidos
indica que la mayoria de los residuos de aminodcidos N-terminales son hidrofébicos,

sugiriendo una funcién de péptido sefial. La secuencia completa indica que se trata de

37



una protena de 275 nmmoéc:dos con'una masa molecular de 32 kDa, con 2 smos

. polencxales de ghcosﬂacujn umdos a asparragina. El hallazgo de 2 genes eslrechamente

‘, rc]ﬂcxonados,‘potenc:almente codlﬁcantes de esta subunidad de 35 kDa, suglere la
: presenc:a de 2 prolernas isomorfas en las cepas de E. histolytica patdgenas Los’
andlisis de hndrofoblcndad de fa secuencia de aminodcidos deducida, revela la presencna'
de una secuencia hidrofébica en el extremo C terminal, similar a la encontradq en los
precursores de protefnas de membrana ancladas por GPi. Lo anterior. spgicre : 'qué_' Ia '
subunidad de 35 kDa puede estar unida a la membrana por un motivo GP‘Iﬁy pa’rﬁ‘(':iﬁﬁr

en la transduccién de sefiales al interior de la célula.

En la actualidad, con el propésito de obtener una vacuna eficaz, se estd trabajando
en la determinacidn de los epitopes de Ja subunidad pesada de 1a lectina que reconocen
las células T Y B y los fragmentos de la proteina que puedan inducir proteccidn

(Ravdin y col., 1993).
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inmunoglobulina A secretoria

La inmunoglobulina A presente en mayor cantidad en las secreciones externas, es

probablemente la primera defensa especifica contra la infeccién natural (Tomasi y

Bi xck, 1968) y tambien la segunda i lobulina mds importante del suero

5!

(Mestecky y col., 1971).

La IgA sérica es esencialmente mondmera mientras la forma secretoria es

predominantemente dimérica. La IgA como otras inmunoglobulinas, c¢s una

glicoprotefna comp de aproximad 90% de aminodcidos y 10% de

carbohidratos. Tiene un coeficiente de sedimentacién de 7S con un peso molecular
que oscila entre 162 y 165 kDa, Estructuralmente es una unidad monomérica con
simetria bilateral, que comprende dos pares de cadenas polipeptidicas: dos cadenas
Hy dos cadénﬂs L, con pesos moleculares de 56-58 kDa y 23 kDa respectivamente

(Fig. 10).

La IgA secrctoria que comunmente se presenta como dimero (tambien se han
detectado trimeros, tetrdmeros y pentdmeros) tiene un coeficiente de sedimentacién
- de 118 (Fig. 11). El conjunto cuenta con dos cadenas polipeptidicas adicionales: la

cadena J y el componente secretor (Halpern y Koshland, 1973; Heremans, 1974;
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figura 1l1. Modelo de 1la TgA presente en secreciones. Se representan dos

monémeros de IgAl unidos entre si, por enlaces intercatenarios constitui~
dos por puentes disulfiro. La cadena J y el componente secretor (SC)
se muestran unidos individualmente a dos cadenas de un mismo mond-

mero. {Acosta y. Lascurain, 1992).



Lamm, 1976).

La cadena J es una glicoprotefna muy hidrofdbica con peso molecular de 15 kDa, .|
que tambien se encuentra asociada a la [gM pcntaméﬁca..bEl cémpo}neﬁlé»sec-r‘éipr
es una glicoprotefna de 70 kDa sintetizada por las células epiteliales, quevaclua como
receptor especifico para el transporte de la IgA dimérica a través devlas células

epiteliales hacia fluidos secretores (Brandizaeg, 1974) (Fig 12).

La cadena J al parecer desempeiia un papel. importante en la dimerizacién de la

IgA producida por las células plasmiéticas locales (Della Corte y Parkhouse, 1973).
Por otra parte, el ensamblaje de la IgA secretoria ocurre en ¢l epitelio de la mucosa,
donde se sintetiza el componente secretor (Poger y Lamm, 1974; Brandtzaeg, 1974;
Brown y col., 1976). Aunque no hay interaccién covalente entre la cadena J y el
componente secretor (Mestecky y col., 1974), se cree que la cadena J es importante
en la unién de la IgA al componente secretor al inducir una conformacién ptima

(Brandtzaeg. 1976).

La IgA dimérica forma con el componente secretor una macromolécula que
adquiere mayor resistencia a la accién de lac proteasas, acorde con el micromedio
donde ejerce su accién. Esta inmunoglobulina constituye aproximadamente et 90%

de los anticuerpos en secreciones (Fig. 13).
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Las mmunoglohuhnas en secreciones tienen apnrcnlememe un ampho espcctro de

actividades conlra virus, baclenas parésitos, anﬁgenos allmenlano

' amblcn(e (Bienenstock y Befus, 1985). Asf, la IgA secrelona bloquen I

de antfgenos llevados por alimentos 6 drogas que pueden ser alergémcos potencmles e

La IgA es un anticuerpo neutralizante de antigenos bloléglcumentc acuvos tales-i 3

como toxinas, enzimas y virus, realzando la eficiencia de los sistemas inmunes

efectores (Bienenstock y Befus, 1985).

La afinidad especifica de patdgenos por ¢l moco y sus componentes se debe
principalmente a mucinas e IgA secretoria, que retiene especificamente al
organismo dentro de la capa de moco, retardando la invasién y elimindndolo a través

de procesos naturales de remocién (Tse y Chadee, 1991).

Varios estudios han demostrado la capacidad de la IgA secretoria de la saliva para
agregar, inhibifr la adherencia (Liljemark y col., 1979) y conferir inmunidad
(Morisaki y col., 1983) contra agentes bacterianos causantes de la placa y de las
caries dentales humanas. Tambien se ha observado la capacidad de la IgA secretoria
de aglutinar algunos protozoarios (Miller, 1987) y de otorgar inmunidad contra
‘Trichuris muris en ratones inmunizados pasivamente con anticuerpos monoclonales

del tipo IgA anti-T. muris (Roach y col., 1991).
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Estudlos sobre la respuesta inmune secretora localen lﬂ nmlhlaSIs ysu papel como’

mecanismo proteclor 50N €5Cas0s. La presencna de an\fgcno amlblano cn la mucosa

mtesunal de personas lnfecladas induce una respuesta mmune local con produccnén' _

de IgA secretofia especfﬁca contra E, histolytica. Se ha demf;strado supresencn
enla bilis de ratas inmunizadas con trofozoftos de E. hisﬁk;l}’gg (Ac
1982), y en secreciones intestinales y suero de pacientes con’ abs 50 epdtico

amibiano (O'Shea-Alvarez y Trevifio, 1985; O’Shea-Alvnrezj col., 1987,Grundy »

y col., 1983; Berber y col., 1990).

Asf mismo, se ha detectado la presencia de anticuerpos IgA secretorios antiamiba
en el calostro humano (Acosta-Altamirano y col., 1986; Berber y col., 1990), en
leche humana (Grundy y col., 1983) y mds recientemente en la saliva de pacientes
con amibiasis intestinal (Rubén del Muro y col., 1990). Se ha observado que los '
nifios alimentados con leche materna estan protegidos contra varios agentes
patégenos incluyendo a E. histolytica (Gerrard, 1974; Mata y Urrutia, 1971; Islam

y col., 1988).

Los anticuerpos IgA secretorios antiamiba, tanto de humanos como de rata,
jmpiden la interaccién de trofozoitos con eritrocitos humanos (Barranco-Tovar y
ol., 1986). Al parecer el calostro humano y la IgA secretoria no especifica, tambien

impiden, en una menor proporcién, la unién a eritrocitos humanos.
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Ya que el ' paso esencial en la patogenicidad de la mayoria de organismos
invasores es la adherencia a superficies epiteliales, es posibie que complejos de
antfgeno con moléculas de 1A secretoria inhiban la motilidad ¢ invasién del agente
patégeno (Tse y Chadee, 1991). Es probable que ia IgA sccretoria anti- E.
histolytica presente en la luz intestinal desempeiie un papel muy importante contra
la amibiasis invasora al interferir con 1la adherencia de la amiba a las células

epiteliales.
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Pl iento del probl

Mucho se ha hablado acerca del posible papel de la respuesta inmune secretora en 10;
hccanisﬁos de defensa local contra agentes patdgenos que penetran por la cavidad oro-
nasal. As( mismo, se ha descrito su participacién en la regulacién de la flora bacteriana
intestinal.  Sin embargo, son escasos los 'trabajos que demuestran la presencia de
anticuerpos secretorios especificos y su accion sobre los principales mecanismos asociados

al potencial patogénico de un agente.

En el caso de la amibiasis como en otras parasitosis intestinales, se ha demostrado el
desarrollo de una respuesta inmune secretora con produccién de anticuerpos de clase IgA
secretores especificos anti-E. histolytica. Estos anticuerpos IgA especificos anti-amiba
se han detectado en suero, calostro, leche y recientemente en saliva (Grundy y col., 1983;
Islam y col., 1988; Acosta y col., 1985; Del Muro y col., 1990). Sin embargo, se
desconoce el papel de estos anticuerpos en la amibiasis y particularmente el mecanismo
6 los mecanismos a través de los cuales los anticuerpos IgA secretorios podrfan estar

actuando sobre E. histolytica.

Los anticuerpos secretados tienen un amplio espectro de actividades en infecciones

virales, bacterianas y parasitarias (Bienenstock y Befus, 1985). Estos anticuerpos son
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neutralizantes, agutinan bacterias e impiden la adherencia a célulz;s epiteliales in viﬁ'o
(LiYjemark y col., 1979). La mayorfa de los agentes infecciosos inician I sé;uén'cia‘ ’
" patolégica con la adherencia a las células blanco. . El efecto citoletal ;:jercid'o pbr E.
histolytica es dependiente del contacto y mediado por moléculas de superficie del tipo
lectinas (Ravdin, 1986). De ellas, se demostrd que la lectina que s¢ une a galaclosa es
la principal molécula responsable de 1a adherencia de E. histolytica a células epiteliales

y mucosa colénica de rata y humana (Ravdin y Guerrant, 1981; Ravdin y col., 1985a).

En base a lo anterior, en el presente trabajo se decidié analizar el papel de los
anticuerpos IgA secretores anti-amiba y en particular anti-lectina que se une a galactosa
en la adherencia de trofozoitos de E. histolytica a células epiteliales in vitro. Con esé
fin, se utilizaron muestras de saliva de pacientes con anﬁbiasis intestinal y los anticuerpos

IgA purificados a partir de ellas.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Analizar in vitro el papel de la respuesta inmune secretoracomo posible’ mecanismo

protector en amibiasis intestinal.
Objetivos especificos

-. Identificar antigenos amibianos reconocidos por anticuerpos de la clase IgA secretorios

de salivas de pacientes con amibiasis intestinal.
-. Purificar la lectina de superficie de Entamoeba hiatolytica que se une a galactosa,

-+ Determinar el nivel de anticucrpos IgA sceretores especificos contra la lectina que se

une a galactosa.

-. Analizar la capacidad de los anticuerpos IgA secretores anti-E. histolytica presentes
en las muestras de saliva de los pacientes, de inhibir la adhicrencia amibiana a monocapas

de células epiteliales MDCK.
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in the saliva of

A (IgA)
estinal amebiasis was demonstrated by immunoblot assay, and the cupacity of these antibodies
ton ln(lllul'erﬂl'MDLl\ cells wa

s analyzed. Inhibition was due to l|,A antiamebic

d by ahsorption with

total amebie ulmu .md wllll the framuu nl‘ G.ll |lll1(|lll[., Ieum. These results emphasize the relevance of
in

seeretory IgA

to cpithelinl cells.

Amcbiasis due 0 an infectious
discase of worldwide distribution \\'hxch allects 500 million
people and is responsible for approximitely 50 million ca:
tissue invasion and approximately 60,000 deaths per year (22).
In many developing countrics, amebiasis is one of the main

medical problems, affecting all sociocconomic levels of the
pupululum (6).

istolytica is contact dependent, result-
1e adhere (3, 18). The
iles which mediate adhesion are lectins locited on the
urface (17), of which seve have been described
previously (1, 15, 19). Among them, an amebic lectin with
affinity -for galact A} has been proposed as the main
molecule responsi the adhesion of trophozoites to
colonic mucin and cpithetial cells (" 13).
The role of Mmory i buli

A (1gA) antil
histolytica, |m.ludm), the lel-
n adherence, has not been
d that the scerctory immune
response against amebic surface molecules pliys an unpurmm
role when it comes to parasite colonization of the intestine,
\mcn one of the protective mechanisms mediated by IpA is the
hibif i sm adhierence to and colonization of
herefore interesting to determine

studicd in dc.plh Itis Iul

r mi=100 pg of sireptomycin per
ml-2.4% sodium bicarbonate, in culure flasks at 37°Cand in a
humid atmosphere with 5% CO.. Monolayers of MDCK cells
were abtained in 96-well cutture plates (50,000 cells per weil).
The monolayer was washed with 0,15 M NaCl and fixed with
0.25% glutaraldehyde for 10 min. Then, the plates were
washed with a solution of 0,1 M glycine and finally with 0.15 M
NaCl and stored at 4°C umil vsed (8).

Optimal conditions for adherence of amebae to an MDCK
cell monolayer were obtained with 50,000 amebae per micro-
well, in 2 mM PBS, pH 5,7, by coincubating them for 15 min at
37°C with gentle shaking (75 rpm). These conditions were
applied to all experiments reported herein, The traphozoites |
adhering to the cells were then fixed with 0.25% glutaralde-
hyde in (.15 M NaCl for 1) min at room temperature. The next
step was to block the plates with 200 pl of 1% bovine serum
albumin for | h at room lemperature, The plates were washed
W||I| 0.05%5 Tween 20-1% I!bA in PBS, pll 74 (T BSA PBS).

ly, 50 pl of bi E. histo-

Iytica .mnhndy 1o a surface mole of E In\mlyuul (1m
S I cubated for | hat

plates were then washed as described above. A
-peroxidase conjugate (1:2,000) added and
for 1 hoat 37°C. Then, the plates were w ed again

serum=100 U of penicillin p

1gA antibodices and those
|-binding lectin are present in the saliva of patients
with amebiasis and to determine whether these antibodies are
able to inhibit adherence of amebae to MDCK cells in vitro.
Axcnic cultures of E. histolytica, FIM1:IMSS strain, were
grown in TY1-8-33 medium with 100 U of penicillin per mi-100
pg of streptomycin sulfate per mi-0.25 pg of amphotericin B
per ml at 37°C in culture flasks (3). Trophozoiles were
harvested after 72 T of growth by chilling the flasks on icc for
10 min and centrifuging at 150 X g for (0 min w 4°C. The
parasites were then washed three times with phosphate-buff-
ered suline (PBS), pH 74, by centrifugation as described
above. l'hc viability of parasites was assayed by exclusion of
trypan blue, and it was about 91%.
MDCK cells were grown in Dulbeceo’s modified Eugle
medium (GIBCO Laboratories, Life Technofogics, Grand
istand, N.Y.) at pH 6.8, supplemented with 5% fetal bavine
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cribed above. Finally, o-phenytencdiamine was used as a
e the reaction was wnh 25 N H,S0, and
d at 490 nmiin an assay
(ELISA)-Processor M. A positive mrulduun was found be-
tween the number of amebae binding to the MDCK cells and
1 density at 490 nm.
llected from 24 patients with a dm;,nusls of
n confirmed hy stool examination and by
salivary IgA anti-E. histolyiica antibody detection (4). These
saliva samples were kindly provided by Edmundo Godincz
Camacho from the Hospital General de México, Control
samples were obtained from 16 healthy individuals with no
clinical symptoms of amebi and from 9 patients with
or both control groups, stool
. obtined on three consecutive
days) and sulivary anti ica antibody assay were per-
formed; they were negative, lml!ul(lllg the absence of amebae
or their antibody, respectively. However, the control group of
paticats with other parasitic discases yielded at least one of the
following is nana, Ei ba coli, Giar-
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dia lamblia, Trichuris vichiura, Enterobius vermicularis, Chilo-
mastix mesnili, and Ascaris lumbricoides. The saliva samples
were centrifuged at 10,000 X g for 30 min, and the supernatant
was frozen at —20°C uatil uscd.
Amclmc (50,000 p.urmlcs] were preincubated with ! ml of
ients or uxmruls pn,vmusly diluted 111 with a
mucolytic agent (Muc Dcey Laboratories Inc., Napa,
Calil.) for 1 h at 37°C, | immunoglobulin-treated tropho-
zoites were washed and u\u! in the adherence ELISA de-
scribed above. mples, a control of possible
interference due to mlnpumnn between the monoclonal
untibody and IgA from the saliva was run in parallel in the
I'ullomng ity .mcr amebite w l)ll ul nl‘ suhva \v.x.\

shed: and ﬁxm
histolytica antibody
from the ELISA re

IgA from the sali
tography on a jaci
Louis, Mo.) (2). f
protein content

Ily, the humnyl‘md uwuoclonal anli-L.
w8 added. The reading was subtracted
ull

samples was purificd by affinity chroma-
pirose column (Sigma Chemical Co., St
[ 1 mi were collected, and the
ed at 280 nm in a speciropho-
tometer. The purified 18A was analyzed by polyacrylamide gel
electraphoresis (PAGE) under reducing conditions (sodium
dodecyl suifate {SDS]-PAGL). The characteristic three bands
of the secretary 1gA were ol ed: 70, 56, and 23 kDa (12).
One hundred fifty micrograms of purified IgA was used in the
inhibition y described above; this amount was the average
value of ficd 1gA from 1 ml of patient’s saliva.

i ples were preabsorbed with 150 ug of the Gal-
binding lectin or with 150 pg of 4 total amcebic extract for 2 h
at 37°C. This amount of antigen was previously known to
abolish the reactivity of the saliva IgA with either the total
amebic extract or Gal-binding lectin by immunoblot. Then, the
saliva samples were used in the adherence ELISA.

The purification of the Gul-binding lectin was performed as
reported previously (15). In brief, 5 ml of immobilized n-Gal
(Pieree, Rockford, 111.) cubated with 20 ml of a 10-time:
concentrated supernatant culture mediom from amebae (pre-
viously dialyzed ugainst 10 mM HEPES [N-2-hydroyeth-
ylpiperazine-N'

Tor 18 h at 4°C) with LLIIIIL‘ agitation,

washed with HEPES-NaCl. The bo
with 0.8 M Gal, and protein
fractions were analyzed by SDS-PAGE. A Western blot (im-
munoblot) of the binding lectin with cither a polyclonal
anti-E, histolytica antiserum (11) or the 3F4 monoclonal anti-
Gal-binding-lectin antibody (kindly provided by W. A, Petri,
School of Medicine, University of Virginia, Charlottesville)
was also performed.

Trophozoites (3 X 10°) were |||Ll.|ho||cully labeled with 600
wCi of [**S]methionine (specific activity, 1,200 Ci/mmol) in
TYI-5-33 medium without cysteine for 12 h at 37°C. Then, the
parasites were harvested by hcmb chilled on ice for 10 min and
r.c.ulnfu;,r.d at 150 X g for § min at 4°C, washed with PBS

2mM g fluoride and 1 mM
p-hydrosymercuribenzoate, and finally lysed by freezing and
thawing. The labeled supernatant and the pal
applied to the immobilized p-Gal column.

Both the total £ hisiolytica extract (800 pg) and the
Gal-binding lectin (100 pg) were electrophoresed on SDS-
10% polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose
paper as described by Towbin ¢t al. (20). Saliva samples from
paticnts and controls were diluted (1:8) in 0.3% Tween-PBS
and incubated with the paper s for 2 h at room tempera-
ture. After extensive washing with T-PBS, a goat anti-human
IgA antibody conjugated to peroxidase (1:2,000) (Zymed Liib-

2-ethanesulfonic acid]-0.14 M NaCl {pH 7.5]
“Then the column was
cd
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FIG. 1. Immunoblot of amebic antigens recognized by secretory
TgA_ antibodies in s 18 dilution) of patients with intestinil
amebiasis. P,

Ag, ol

oratories, Inc., San Francisco, Calif.) was added. Finally 3',3-
diaminobenzidine was used us a substrate,

The results indicate that 85% of the saliva samples from
patients recognized various amebic antigens when a total
amebic extract was used. Thus, IgA antibodies from patient
suliva recognized proteins of 36 kDa (84%), 23 kDa (79%), 59
kDa (6G8%), 87 kDa (58%), and 26 kDa (50%) (Fig. 1). In
addition, 42% of the same samples presented specific 1gA
antibodies against a protein of 170 kDa. On the other hand,
saliva from narmal individuals was generally negative and only
occasionally showed some 21+, 23-, und 109-kDa bands.

An attempt to purify the lectin of 260 kDa from the
supernatant culture medium with affinity 1o Gal was done by
linity chromatography in an immobilized p-Gal column, A
ngle protein peak was obtiiined. SDS-PAGE under nonre-
ducing cumlxmlm of the pooled peak showed only a band of
260 kDa (Fig. 2, lane B), On the other hand, SDS-PAGE
performed undcr reducing conditions showed four bands of
170, 100, 68, and 30 kDa (Fig. 2, lane C). The bands of 170 and
30 kDa scem (o correspond lo the molecular mass previously
reported for the Gal-binding lectin. Similar results were ob-
tained when the nmsm.s were metabolically labeled vuh
[**S)methionine (Fig. 2, lanc D). When 1} ion was t
by i with a b anti i
serum, the same four bands were recognized (I‘i ig. 2, Ium. E)
Furthermore, three (170, 68, and 30 kDa) of the four above-
mentioned bands were recognized when tesied with the 3F4
monoclonal anti-Gal-binding-lectin dnllhud which recognizes
the 170-kDa subunit cpitope 1 of the Gal-binding lectin (14,
16) (Fig. 2, lane F). When this fraction was used us .mug,cn in
an unmlmnhlul assay with the saliva described above, 61% of
the samples showed a positive reaction with the protein of 170
kDa (Fig. 3). The bands of 68 and 30 kDa were also recognized
by 52 and 43% of the saliva samples, respectively. However,
the 160-kDa band was not recognized by any of the patient
saliva samples, In contrast, saliva from the healthy groups did
not show reactivity with the Gal-binding lectin (Fig. 3).
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nitroceltulose paper, the proteins of 170, 68, and 30 kDa were
recognized by the 3F4 monoclonal anti-Gal-binding-lectin
antibody, suggesting that the lectin was being degraded. One
possibility for the protealytic breakdown observed is that we
used a mild protease inhibitor cocktail not containing diiso-
propy! fluerophosp! @ potent serine protease inhibitor. It
was of interest to inves te whether the iva antibodies
inhibit the adhesion of amcbue to epithelial cells. For this
purpose, we developed an ELISA with MDCK cells and a
monoclonal antibody produced against a surface protein of £,
histolvtica (11). The assay showed a direct correlation between
the number of adherent amebae and the absorbance reading of
the substrate.
tiva or IgA purified from patients with intestinal amebiasis
inhibited adherence of E. histolytica to MDCK cells to the
same extent (Fig. 4), mdlcdllm. a dm.cr role of lhc secretory
IgA anti-E. & lins in the of
adherence phenomenon. The IgA specific to the Gal-binding
lectin from £, histolvtica very likely prevents the attachment of
the parasite to the target cell, retaining the microorganisms
within the mucus layer and reducing their motility; in addition,
they became susceptible to the natural renewal process of the
mucus layer (21). Interestingly. saliva obtained (rom individu-
als infected with other parasites, including Entamocba coli and
G. lamblia, did not inhibit amebic adherence to MDCK cells,
‘The absorption experiments showed thut the IgA antibodies
to the lectin of 260 kDa with aflinity for Gal were in part
responsible for the inhibition observed. On the other hand,
absarption experiments with the total amebic extract showed
that the saliva thus absorbed lost the capacity to inhibit amebic
adherence. These results are in agreement with the notion (hal
there must be a group of lectins and adhesins participating in
the adhesion of E, histolvtica to epithelial cells. Several of these
lectins have been rcpurlul elsewhere (1, 7, 19), but informa-
tion about their role in the in vive phenomenon of adherence
is limited. It would be of interest to study the secretory
response against the other lecting with the adherence ELISA
described here.
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FIG. 4. Inhibition of adherence by patient’s suliva und by its
purified IgA antibodies. Amebic trophuzvites (50,000) were incubated
with 150 pg of pure IgA obtuined from | ml of t's saliva or with

mi of totwl saliva for | h ut 37°C und added to an’” MDCK cell

er. The immunoenzymatic assay was monitored as previously
cd. Both total saliva and pure 1gA showed the same inhibitory
levels. On the other hand, the wnhound fraction obtuined during the
shawed a very low inhibltory capacity. Shown are the

A B C D E F

"2, Purification of lectin by affinity chromatography in an
ized -Gal column. The proteins were eluted, pooled, and
analyzed by SDS-PAGE. Lanes: -PAGE pattern of supernitant
applied o calumn; B, purified fraction analyzed by SDS-7.5%

under nonreducing conditions and stained with Coomas:
fied fraction analyzed by SDS-10% PAGE under ndmmg comll-
ned with Coomassie blue: D, purificd fraction uhmmd
I“thhﬂlll.d"y lubeled with ]‘

BA
means = SEs of four saliva sanples.

= 2.6%). Saliva samples from patients with olher parasitic
uscs (13.5% = 2.56) and from heaithy people (9% *
1 4%) Inhxluleu udhesion more weukly. The adhesion values of
the last two groups ure ignificantly (# < 0.01) lower than those
for saliva from patients with ame

IgA anti-E. histolytica antibodics purified from four
suliva samples by meuns of minicolunmns of jacalin-agarose and

hmdmylccun untibody.

the of adl nmuy be
or lectins and particularly by those with
we decided to test whether [gA antibod-

i
mediated by adhe:
ull‘umly for galactose,
ies 10 amebic pmlcxm and particularly to the Gal-binding
lectin could black the adhesence of trophozoites to MDCK
cells, For this purpose, 24 suliva samples of patients with
intestinal amcl were tested for inhibition of amebic ad-
herence to a monolayer of MDCK cells. Amebic adhesion was
monitoredt by the ELISA described above. Eighty-fi
of the saliva samples from patients with amebi
(P < 0.01) inhibited the adherence of trophozoites to MDCK
cells by more than 20% (mean % standard error [SE) = 35%

kDa
180 —|

84 —|
a8 —|

266 —|

FIG. 3. Immunoblot of puri
seeretory IgA antibodies
amebiasis. P, patients with i
Gul-binding lectin btained from dhe immait

d 0-Gal column.

d by SDS-PAGE. Three bands corresponding to the
of [gA were observed (data not shown). The pure IgA
antibodies were used in the same assay of inhibition of umebic
adhesion to MDCK cells as previously described. The results
showed that total saliva (1 ml) from amebic pa s well as
the IgA purified from them at similar IgA concentrations (150
ug of IgA purified from | ml of saliva) inhibited amebic
adherence to the same extent (Fig, 4), suggesting that the
inhibitory capacity of patient saliva is due to the presence of
antiamebic IgA. On the other hand, the material not bound to
the same column did not inhibit the amebic adherence to
MDCK cells.

An cxperiment ol
whether the inhibition of
10 E. histolytica as well
purp i ve pali wits absorbed with total £,
histolytica extract or with llu le -binding lectin from the
histolytica trophozoites and then used in the adherence
The rosults showed that the adherence inhibition was reduced
by 809 when the saliva samples were pre ouxly absorbed with
total amebic extract (mh:hruun mean * SE = % * 3.6%)

with inhibition with ml-m samples

56.19% == 2.9%). On the other hand,
u(luu.ul by only 32.7% (inhibition
79) when the Gal-binding lectin

sorption wits conducted to determine

(inhibition mean * S
adherence inhibition wa
mean x SE = 37.8% * 2,
was used.

be data presented here indicate that saliva from patients
with intestinul amebiasis presents sceretory antibodies directed
E several proteins from an extract of £. histolytica and
o aguinst the Gal-binding lectin, The Gal-binding lectin
obtincd in our laboratory when analyzed by SDS-PAGE
under nonreducing conditions showed one band of 260 kI
However, three main bands, 170, 68, and 30 kDa, and a faint
l)dlld nl' 100 kDar were observed when analyzed under rcducmg
When this Gal-binding Tectin was




OTROS RESULTADOS Y COMENTARIOS FINALES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo avalan un papel protector para la
respuesta inmune secretora en la amibiasis intestinal, a través de la inhibicién de la
adherencia a las células epiteliales del intestino. Es probable que la respuesta secretora
detectable en pacientes infectados con E. histolytica sea responsable, al menos en
parte, de la ausencia de amibiasis invasiva en el 90% de la poblacién infectada a nivel

mundial o que esa poblacién est4 infectada por una cepa no patégena.

Se han propuesto una serie de eventos que participan en la patogénesis de la
amibiasis invas;lva'.-La secuencia se inicia con la colonizacion del tracto intestinal
gracias a la adherencia de los trofozoftos a la mucina coldnica y las células epileliales,
que depende de moléculas de superficie cetular, seguido de penetracién y destruccién
de esas células (Kobiler y Mirelman, 1980; Ravdin y col., 1985a; Ravdin, 1986).
Entre estas moléculas, la lectina de superficie amibiana que se une a galactosa parece
ser importante para que la amiba colonice el intestino e invada los tejidos (Chadee y

col., 1987).

La IgA secretora, particularmente la especifica de E. histolytica, puede desempeiar
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un papel importante en ecste esquema, ya que la IgA es la inmunoglobulina
predominante a lo largo del colon y es parte integral de la defensa del hospedero
(Kilfian y col., 1988). Las inmunoglobulinas de las secresiones tienen un amplio
espectro de actividades contra bacterias, virus, pardsitos, antigenos de la dieta, y
productos del medio ambiente (Michalek y col., 1983). La aglutinacion de baclerias
y otros antigenos extraiios impide su adherencia a cé€lulas epiteliales. Esto puede
deberse al recubrimicnto de los microorganismos con IgA, Ja cual evita 1a adhesion por
impedimento estérico. La IgA unida tambien puede retener al microorganismo en la
" capa de moco evitando de esta manera su movimiento de penetracién a las capas mds

profundas (Tse y Chadee, 1991).

La produccién de anticuerpos IgA especificos contra trofozoitos de E. histolytica
ha sido demostrada en las secresiones de animales inmunizados (Acosta y col., 1983),
leche y suero de mujeres lactantes (Grundy y col., 1983; Islam y col., 1988), en
muestras de calostro (Acosta y col., 1985), y mas recientemente en muestras de saliva
de pacicntes con amibiasis (Del Muro y col., 1990). Sin embargo. no se ha aclarado
el papel de estos anticuerpos en la proteccién. Un reporte reciente describe la
propiedad de un anticuerpo monaclonal IgA anti-E. histolytica de inhibir la adherencia
de este protozoario a lincas celulares MDCK y HT-29, aunque no se demostré la

especificidad de este anticuerpo monoclonal (Leyva y col., 1992).
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En este lrabn_yo se’ demuestra la presencn “de anhcuerpos IgA especfﬁcos ‘anti-E,

hllel)tha en Ia sahva de pacnentes con amlbnas:s mlesnnal ’capaces de |nhlb1r la

- reconoc:dos con mayor frecuencm por los antlcuerpos dc las mucstras de sah n fucron .

d; 23, »26,.;3_ H 59“, 7,y 170 kDa (Flg. 1 det amculo). La banda de 170 kDa podrla
’coﬁ_-esﬁoﬁdef a ia subunidad pesada de la lectina que se une a galactosa (Petri y col.,
1087 fetri y col., 1989). Se ha propuesto que esta lectina desempefia un papel
pﬁmordid en la adhesién de E. histolytica a la mucina colénica y a las células
epiteliales (Ravdin y col., 1985a; Chadee y col., 1987) y que protege especificamente
a gerbos inmunizados conira el desafio intrahepitico con E. histolytica (Petri y

Ravdin, 1991).

La lectina purificada se obtuvo por cromatografia de afinidad en una columna de
galactosa-agarosa a partir de sobrenadantes de cultivo amibiano (Fig. 2 del articulo).
Cuando la lectina se analizé por inmunoelectrotransferencia con las salivas de los
pacientes, 1a IgA reconoci6 predominantemente (62%) a la banda de 170 kDa (Fig. 3

del articulo).

Una vez determinada la presencia de anticuerpos IgA antiamiba en la saliva de
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pacnenles con amnbnasns mtestmal s procedi6 a determinar el efecto de los mismos

N sobrc la adherencm amlbmna La capacldad de inhibicién de la adherencia se ensay$

(Fig. 15)."Un ndmero de trofozoftos superior a 50,000 satura el sistema y se obtiene

una meseta, -

En otros estudios se ha demostrado la capacidad de ciertos aziicares de inhibir la
adherencia amibiana a diferentes tipos celulares (Mirelman y Ravdin, 1986;
Cano-Mancera y Lépez-Revilla, 1987; Ravdin y Guerrant, 1981; Ravdin y col,,
1985a). Aungue la mayorfa de los azicares probados son capaces de inhibir Ia
adherencia, algunos suelen hacerlo con mds eficiencia que otros; los mondmeros de
N-acetflgalactosamina han demostrado ser los mds eficaces en esta inhibicién (Ravdin

y Guerrant, 1981; Liy col., 1988).

En este trabajo también se delermind la capacidad de diversos azicares de inhibir
la adherencia amibiana a células MDCK, en un esfuerzo por evaluar el ensayo
inmunocnzimdtico aqui descrito. Los azicares N-acetfl-D-galactosamina, lactosa,

glucosamina, N-acetfl-D-glucosamina, glucosa y galactosa se probaron a
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concentraciones. de - 10, 50, 100" y 200 mM E Los _ trofozoitos -amibianos

(50.000lmicfopozo de placa-de ELISA) se préincubaroh con loSr‘éiﬁg}iresvé 'lasf

concentraciones mencionadas por 1h a 37°C; se céntrifugarpn yilapastilla~ :

resuspendi6 en el amortiguador de fosfatos usado en el ensayo de adheréngla.: jEl\ '

ensayo inmunoenzimdtico se continué como se describié en el articulo. . De: acverdo
con otros informes, la N-acetil-D-galactosamina fué el mayor inhibidor a todas las
concentraciones ensayadas, seguido de la N-acetil-D-galactosamina y la lactosa (Fig.

16). A una concentracién de 200 mM la inhibicién por N-acetil-D-galactosamina fué

de casi el 90%, mientras que los demds azicares inhibieron entre 50 y 70%.

Los resultados obtenidos apoyan la capacidad del ensayo inmunocnzimdtico para
evaluar adherencia amibiana, con las ventajas que aporta un ensayo de ELISA:
rapidez, sencillez, sensibilidad, y a diferencia de los métodos hasta ahora empleados,
no se requiere de la enumeracion microscépica de células adheridas en suspension,

ni el uso de material radiactivo.

El ensayo inmunoenzimitico se utilizé para evaluar el potencial inhibitorio de
muestras de saliva de pacientes con amibiasis intestinal comprobada. El 80% de las
muestras de saliva analizadas inhibieron la adherencia amibiana a Jas monocapas de
células MDCK en mds del 20%, con una media de 35%. Por el contrario, las

muestras de saliva de pacientes con otras parasitosis intestinales y de sujetos controles
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sanos inhibieron la adhesi6n en un promedio de solamente 13% y 9%, respectivamente

(Fig. 17).

Los ensayos de inhibicion con la inmunoglobulina IgA purificada de las safivas de
pacientes con amibiasis demostrs que ¢l efecto inhibidor era debido a este anticuerpo,
ya que ambos, Ia saliva total y laIgA purificada de la misma, inhibieron la adherencia
en la misma proporcién (Fig. 4 del articulo). EI material que no retuvo la columna
de Jacalina-agarosa no inhibi6 1a adhesién, indicando que otros elementos de la saliva,
entre ellos anticuerpos IgG e IgM, al menos en las concentraciones en que estan
presentes, son incapaces de inhibfr la adherencia. Esto no elimina la posibilidad de

que estos anticuerpos, a concentraciones mayores, no puedan ejercer ese efecto.

En un reporte previo se demostré que los anticuerpos IgA inespecficos interfieren
en la interaccion de los trofozoitos amibianos con eritrocitos humanos (Barranco y col.,
1986). Con el propésito de determinar la especificidad de la inhibicién debida a los
anticuerpos IgA secretorios anti-E. histolytica y el debido a IgA anti-lectina que se une
a galactosa, se desarrollé un experimento de absorcién de muestras de saliva de
pacientes empleando un extracto amibiano total y la lectina purificada, La absorcién
fué total como lo demostré la ausencia de reactividad de las muestras de saliva contra
un extracto amibiano y la fraccién de la lectina purificada, ensayadas por

inmunoelectrotransferencia. Las salivas absorbidas con extracto amibiano vieron
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reducida’su cnpacxdad dc mhlbu:lén en un promedm de 80% mlenlras las absorbldas

con la Iecnna sélo en un 32% (Fi

'Esto‘implica que la inhibicién observada con izis mﬁes:lms de ‘s_a.li\iév.dewpa‘ciémes con
amibiasis intestinal se debe a anlicuerpos IgA secretorio’s‘ cspec(ﬁcos para E,
histolytica y que aproximadamente un 32% de ellos ‘eslén dirigidos contra la lectina
que se une a galactosa. Sélo una peque fia parte del efecto inhibidor pudiera deberse
a anticuerpos inestecificos, lo que podrfa explicar los bajos pero atin detectables niveles
de inhibicién que mostraron las salivas de sujetos sanos y de los pacientes con otras

parsitosis intestinales (Fig. 17).

En conclusién nuestros resultados sugieren que la respuesta inmune secretora
intestinal que se desarrolla en la presencia del antigeno amibiano, constituye un
mecanismo importante de defensa contra la amibiasis invasora, a través del bloqueo
de las moléculas de superficie implicadas en adherencia, que son necesarias para que

Ia amiba inicie su proceso de invasidn tisular.
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