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INTRODUCCION

PEFINICION,

La amibiasis es una infeccidn del hombre provocada
por Entamoeba histolytlicd, Esta especie usualmente vive como
comensal en el lumen del intestino grueso, pero puede jinvadin la
mucosa intestinal produciende la disenteria o el ameboma. S1l el
parasito llega al torrente circulatorio, puede producir lesiones
extraintestinales, slendo el higado el organo mas afectado ¥ en
el cual llega a produclr el absceso hePatico amikiano (AHA)

ANTECEDENTES HISTOSRICOS,

El parasito fue demostrado por Lesh en 1875 en un paclente
en la ciudad de Arcapngel (cercano al Circulo Artico)} Rusla, Este
individuo suifria de disenteria crénica asociada a la presericia de
amibas en Ssus heces, AGn cuandoe las amibas provenientes de sus
heces produjeron disenteria cuando se inocularon a perros, Lesh
no ¢reydé que el pariasito fuera el agente causal.

La patogenicidad de la amiba fue demostrada por varios inves-
tigadores: Kartulis (1887) trabajando en Egipto, describid 1la
existencia de lesiones hepaticas amibianas. En 18941, Councilman Y
Lafleur hicieron descripciones clinicas y patoldgicas detalladas
de disenteria amibiana y AHA, Walker y Sellards (1913) (1) demos-
traron que Entamoeba c¢oll era comensal ¢ sapréfita mientiras
que Entamoeba histolytica era patogena.

EBntamoeba histolytica

Pertenece al phyllum Sarcodina (se mueve por psenddpodos Y
tiene una reproducciédn asexual por fisidn »inaria, clase Rhizo-
poda (se enquista y habita el colon intestinal) y al género Enta-
moeba {el trofozZoite +tiene un nuclee con un pequeno cariosoma

central ¥y una membrana nuclear con granulos de cromatina adyac-
entes).

LA ENFERNEDAD

La amibiasis +tiene una distribucidn cosmopolita Y su inci-
dencia difiere de una AaArea a otra, Se estima que la enfermedad
afecta a 57 de la poblacién mundial, siendo é&ésta mAs alta en las
regiones tropicales y subtropicales. En México la amibiasis es
una enfermedad endémica.

El ciclo de vida de F. histolytica es relativamente
simple Ya dque no éxisten aparentemente estadios sexXuales ni se
conocen -nuéspedes intermediarios. En la forma vegetativa, el tro-
fozoito se aloja en el intestino y se reproduce por fisidn
Ppinaria. Bajo condiciones que se desconocen, los +rofozoitos se
diferencian en quistes (fase infectiva) los cuales se excretan Y
pueden infectar a nuevos huéspedes por via oral (fig. 1.

La patogenia de 1a amibiasis esti dada por la colonizacisn
del intestino por una cepa virulenta seguida de la adherencia a
la mucosa intestinal, con destruccién de las barreras intesti-
nales a través de enzimas y productos toxicos, Esto, ocasiona la
118is de cé&lulas intestinales, lo cual 1lieva a la interrupcidn de
la mucosa intestinal con la aparicion de «dlceras del colon, Lo
anterior conlleva a su vez a una destruccisn de +tejidos mas pro-
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fundos con una 1invasién a organos mas distantes.

Desde el punto de vista clinico la amikiasis puede ser: sin-
tomatica o asintomatica, La amiblasis sintomitica puede clasifi-
carse a su vezZz en intestinal y extraintestinal:

La amibiasis 1intestinal puede presentarse principalmente como
un <uadro de disenteria aguda © créonica, como ameboma o apendici-
tis,

~La amiblasis extraintestinal se localiza principalmente en el
higado (AHA), sin embargo puede existir en otros organocos tales
como pulmdén, cerebro, ete, asi como en la piel.

COHPOSICION BIOQUIMICA DE LA HEMBRANA DE LOS TROF0Z0ITOS DE
E, HISTOLYTICA. :

El entendimlento del complejo fendmeno que ocurre durante
las interaccilones huésped-parisite en la amiblasis, requiere del
conocimiento de 1l1a composicion gquimica de 1a membrana del
parasito,

Un analisis de 1ipldos totales de +trofozoitos de £, histo-
lytica demostré gque 60-70/ estaba compuesto de fosfolipidos,
mientras que el colesterol era componente de la <fraccidn no sapo-
nificable (2). La composicion de &cidos grasos de E, histoly-
tica fue similar a l1la de F. lInvadens (3), un parasito de
réptiles.

Los 1lipldos de las especles de Entamoeba se han estudiado
tanto en extractos totales de trofoZoitos (4) como en membranas
Plasmiaticas aisladas Yy {fracciones de membrana interna (5}, La
composiclén de lipidos de estas membranas varia cualitativa 'y
cuantitativamente Jde las c¢élulas de mamiferos, ya dque en aquellas
Jos 1ipidos que contienen etanclamina predominan sobre los que
contienen colina. Los extractos plasmaticos amibianos contienen
un 1lipido poco usual, el fosfoetilceramido (CAEP) y la fosfatidil
colina que se encuentra en grandes cantidades (3, 4).

otros fosfolipidos presentes, incluyen acido fosfatidico,
fosfatidil inositol, .fosfatidil serina y esfingomielina,

La composicion de fosfolipidos- de la membrana plasmatica
difiere de las cé&lulas intactas y de vesIculas internas, en que
los niveles de fosfatidilcolina son menores en la membrana
Plasmitica y CAEP est3d incrementada (5).

La composicion poco comun d¢de los 1ipidos de -meémbrana de
Entamoeba en general y de E. histolytlca en particular,
Podria estar relacionada a los requerimientos de las amibas tanto
para su elasticidad como para su estabilidad (3).

La presencia de aminoetilfosfonato ceramido puede conferir a

la amida ventajas biloldégicas importantes, pues es resistente a la
hidrélisis y se puede resintetizar rapidamente.
- E! analisis de las proteinas de membrana de E, histoly-
tica e3 dAlficil, pues los marcadores enzimiticos especificos
usados prara diferenciar membrana plasmatica, de fracciones de
membrana interna no estin presentes. Ademas por su actividad pro-
teolitica, la amida tiende a degradar a los polipéptidos durante
su aislamiento.’

Mc¢ Laughin y Meerovitch (4, 6) 1l1dentificaron 9 polipéptidos
distintos en una fraccién enriquecida con membranas plasmiaticas y
encontraroen una fosfohidrelasa acida unida fuertemente a a mem-
brana. )
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Serrano y c¢ols (1) encontraron actividad de fosfatasa A&Aclda
en uwna fraccién de membrana aislada de homogeneizados amibianos,
¥ asumieron due se encontraba tanto en la membrana Pplasmatica
como en las vacuolas digestivas de E. histolytica.

Este mismo grupo encontiré que en geles de poliacrilamida con
tincion para proteinas se observaban 8 bandas; cuando estas mis-
mas randas se trataron de encontrar por medio de la tincién de
Schniff-acido peryodico no se observaron.

Aley Yy cols (5 obtuvieron fracciones purificadas de membrana
.plasmatica de E. Hhistolytlca usando concanavalina A, En esas
fracciones detectaron al menos 12 proteinas en el intervalo de 12
Q00 a 200 000 daltones de peso melecular, Algunos de 1los
Polipéptidos encontrados fueron glicoproteinas.

La presencia de carbohidratos en la membrana de E. histoly-
tica se detectd por medio de citogquimica estructural (8).

. Los residuos de manosa Yy glucosa sobre la superficie celular
fueron identificados por la aglutinaciéen de cepas patdgenas de
E. histolytica por concanavalina A e 1inhibicién de 1a reaccidn
con o-metil mandsido (9).

Los receptores de concanavalina A se detectaron al nivel
ultraestructural con el use de la reaccion secuenciada de conca-
navalina A-peroxidasa-kenzidina (10) ¢ de concanavalina A marcada
con yodo,

El mé&todo empleado por Aley ¥ ceols (5) para aislar prepara-
ciones enriquecidas de membrana oplasmatica, permitid tanto el
estudio de 1los componentes antigénicos de 1la supeficie celular
como 1las posibles diferencias quimicas Y antigenicas entre cepas
virulentas y no virulentas..

INHUNOLOGIA DE LA ANIBIASIS.

LCARACTERIZACISN DE  ANTIGENOS  AMIBIANOS.

La caracterizacién de 1los componentes antigénlcos de FE.
histolytica ha sido una de 1las principales herramientas en el
estudic del parasito,

En e}l pasado, la tendencia general fue usar extractos acuosos
crudos de antigen¢e +total, pero en el presente se¢ tiende a identi-
ficar cualitativa y cuantitativamente a los principales antigencs
del paradsito. Los intentos iniclales por caracterizar la composi-
ciébn antigénica de E. hjistolytlca dieron maleos resultados por
que las amibas eran cultivadas con bdbacterias del tracto 1ntesti-
nal del hombre, © en asocjacidén c<con oiros protozoarios (i)

bLa definicién del patrdn inmunoelectroforstice de F, his-
tolytica, se facilitd por 1la disponidilidad dae cultivos
axénicos (12). Una caracterizacison preliminar de 1las propiedades
fisicoquimicas de antigenos amibianeos, incluyende , el analisis
electroforético de fracciones purificadas demostrdé la heteroge-
neidada del mosaico antigénico de las amibas (13). Los refinamien-
tos en la identificacién de 1los antigenos , ha incrementado pro-
gresivamente la lista de bandas de precipitacién dadas por
eXxtractos crudos o fraccionaQos de E. histolytica en la pre-
sencia de antisueros hnomologos. Krupp (i4) 1identificd 14
antigenos de E. histolytica que reaccionaban c¢on sueros de
pacientes de diferentes localizaciones geogriaficas. Ella reportd,
que lps patrones fueron practicamente similares, con minimas di--
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fupanving da  cepas  (15).

Chang ¥ cols, (16) por doble inmunoeleciroforesis obtuvieron

hasta 32 plcos de precipitinas de cepas axénicas de E. histoly-
tica. Estos estudios han mostrado que diferentes cepas de
amiba, tienen un gran numero de antigenos en comiin, particular-
mente aguellos que inducen una respuesta de anticuerpos en huma-
nos infectados, Recientemente, Sawhney ¥y cols, (17) purificarcn
parcialmente un antigeno de. naturaleza glicoproteica soluble, con
pPropiedades hemaglutinantes y pPrecipitantes similares a las
descritas en extiractos c¢rudos de amibas.
’ La deteccidn de antigenos de FE. histolytica en el suero
de pacientes con amibiasis invasiva seria de gran importancia
para entender mejor el proceso infeccioso. Este antigeno circu-
lante fue encontrado en algunos pacientes en un estudico prelimi-
nar (18), Manajan y Ganguly (i19) usande contrainmunoelectrofore-
sis detectaron antigeno amipiano en el material necrdtico de 92%
de 105 casos de AHA estudiados, No s5¢ han encontrado complejos
inmunes circulantes en paclentes con AHA (20, 21)

Por medio de la prueba de ELISA se han detectado antigenos de
E, histelytica en heces (22). Este método reveld mayor niimero
de casos positivos gue el examen directo de las heces al micro-
scopio. Sin embarge se necesitd un mayor numero Ge ¢asos para
evaluar mejor la sensibilidad y especificlidad del método.

2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE  ANTIGENOS ANIBIANOS.

El antigeno amibiano encontradoe en infecciones humanas fue
atrivuido a una fraccion microsomal, proveniente del rompimiento
de 1los organismos (23} ¥Mc Laughin ¥y Meerovitch (6) apoyaron
&sto, pues los antigenos mas slgnificativos estadban localizados
en el citoplasma, asociados con vesiculas y cuyo origen probable
eran de naturaleza lisosomal, Recientemente, los antigenos puri-
ficados que s2¢ han obienldo Pprovienen tanto de {fracclones
ribosémicas como 1lisosémicas (24).

Existen evidencias de que los anticuerpos anti-amiba son pro-
ducidos también contra antigenos de superficle, O’Shea ¥y Ferla-
Velasco (25) usando inmunofluorescencia Y microscopia
electronica, encontraron dque las IgG purlficadas de sueros de
pacientes con amibilasis se unen a la superficie de +trofozoitos de
f o hlstoiytica. Posteriormente se demostrd gque la unisn de
anticuerpos numancos a la superficie de trofozoitos de £, histo-
Ilytica inducia 1la modulacién de esas moléculas de superficie
(formacidn de casquetes) (26). Este mismo fendédmeno ha sido
descrito empleando anticuerpos humanos de clase IgA por Acosta y
cols. {27).

3. REACCIONES INMUNES HUNORALES.

La respuesta inmune humoral en amibiasis invasiva humana ¥y
experimental se caracteriza por la rapida aparicidén de anticuer-
pos especificos circulantes, La contrainmunoelectroforesis y 1la
hemaglutinaciéon indirecta (28, 29, 30} son las pruebas mis sen-
sibles y especificas para detectar estogs anticuerpos,

La .mayoria de los anticuerpos anti-amiba encontrados en el
suero de pacientes con AHA pertenecen a la clase de inmunoglobu-
11na G (31, 32) é&sta probadblemente es de subclase 2, dado que
son heterocitotrdpicos en 1ileon de cobayo. Los niveles de IgA



tambilen estan elevados, aungue en menor Pproporeion que las IgG
(33). Arellane Y cols, no encontraron anticuerpos homoci-
totropicos (34) sugiriendo é&sto que no habia IgE especifica.

Se ha demostrado que el suero 1Inmune y Yy-globulina anti-
amiba producen lisis del 907 de 1los trofozoitos de FE, histoly-
tica (35, 36). Este efecto litico se suprime por adsorcidén del
suero ¢ y-globulinas con amibas © con antigence amibiano crudo
{37). El suero inmune neutraliza la virulencia de ZE, histoly-
tica patogena en cultivo (38}

El sistema del complemento esta involucrado en la defensa
contra FE, histoiytica. El sueroc humane normal induce lisis
‘hasta de 49%Z de los trofozoeitos, cuando seé usa a una dilucidn de
1:3. La 1lisis bajo estas condiciones es deprendiente de la activa-
cién del complemento por la via alterna (39, 40). Estudios expe--
rimentales de AHA en hamster tratados con factor de veneno de
cobra (el cual depleta complemento) dieron como resultado una
mayor severidad y ifrecuencia de las lesiones hepaticas, despuss
del reto con amibas virulentas (41).

La 1i1dentificacion de anticuerpos circulantes es de gran
importancia para el diagnodstico de amibiasis invasiva, sobre todo
rara l1a deteccidn de aquellos casos que Ppresentan manlfestaciones
clinicas atipicas., En el caso de AHA y otras formas severas de
infecciédn por £E. nistolytica, l1a - frecuencia de positividad
excede a 954, Por el contrario, en personas aparentemente sanas Yy
en portadores, la frecuencia de reacclones positivas es menor dqdel
107. Los anticuerros especifices (hemaglutininas y Pprecipitinas)
permanecen por algunos meses ¢ anes después del tratamiento (42,
43}, Estos nechos, deberan tomarse en cuenta para la Interpreta-
cidn de los resultados seroldégicos, ya que una reaccién positiva
puede significar sdle antecedente de infeccidn ¥y no una amibiasis
activa.

Y. REACCIONES INHMUNES CELULARES,

La respuesta inmune celular en amibiasls se ha estudiado
tanto 1In vive como In vitro, En el primer caso se
emplearon pruebas que median la hipersensibilidad tardia, mien-
tras que para el segundo sSe hizo a +través de la determinacién de
factores mitogénicos para linfocitos y el MIF ({(factor inhibidor
de la migracién de macréfagos). Los resultados obtenlidos c¢on la
intradermoreaccién no mostraron correlacidén con los .obtentdos por
1as PpPruebas serolégicas (34, 44, 45). Esta dilscrepancia podria
deherse tanto a variaciones en el antigeno empleado como a difer-
encias en el ilempe de evolucisn de la enfermedad en la cual se
realizaron las pruebas.

Con preparaciones antigénicas, obtenidas de cultivoe axénico,
una gran proporcidn de pacientes con AHA activo tuvieron una
respuesta cutinea negativa (46), Esta pruebpa fue negativa sdlo
para el antigeno amibiang, mientras due positiva para estrepto-
quinasa ¥y estireptodornasa. Estos resultados indicakan inmunosu-
presién transitoria de naturaleza especifica (47)

El nuamero d¢de cglulas T circulantes fue normal en estos Mismos
racientes un mes después de la recuperacidn clinica (47, #48).

La respuesta proliferativa inducida per c¢oncanavalina A, en
linfocitos de pacientes con AHA, no dAdifirié significativamente de
aquella inducida en individuos normales, adn cuando en €1 grupo
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de Ppaclentes se encontrd que los valores estaban ligeramente dis-
minuidos [47)., Resultados similares <fueron reportados por Harris
Y Bray (49 usando fitohemaglutinina como mitégeno. Por otro
lado, en amibasis experimental en hiamster, Gold ¥ cols. (50)
encontraron disminuida la respuesta de 1infocitos a fitohemaglu-
tinina y concanavalina A

La pruebka de MIF dié resultados similares a 1los obtenldos con
1a 1ntradermoreacclion en los cases de amibpiasis invasora humana
(47). Estas fueron negativas durante la fase aguda de la infec-
cidén y se convirtieron en positivas después del tratamiento. Los
anticuerpos espec¢ificos estuvieron presentes desde el inicio de
la enfermedad en pacientes cuyas reacciones iniradérmicas y HMIF
eran negativos, En la amibiasis experimental mientras dque ia
respuesta inmune <¢elular estuve deprimida durante 1las fases
iniciales de absceso hepiatico inducido, la respuesta lnmune
numoral estuvo presente, ‘ :

Los resultados anteriores parecen indicar dque 1la respiuesia
inmune primaria en amibiasis es predominantemente humoral, sin
embargo es evidente que 12 inmunidad mediada por c¢£lulas parii--
¢ira también de alguna manera desde el inicio del proceso infec-
closo. Se ha visto que la administracidn de farmacos inmunocsupre-
sores favorece el desarrollo del AHA 1nducido en hamsters (5i).
En consecuencla, s6i0 ratones inmunosuprimidos con suero anti-
iinfocitico desarrollan lesiones hepiaticas despuss de la inocula-
¢idn intracecal de amibas virulentas (52). Por otro lado, extrac-
tos acuosos de E. Dhistolytica (53) ¢ una £raccién antigénica
subcelular compuesta Pprincipalmente de membranas lisosomales (54)
indujeron transformacidn Dblastoide de linfocitos de pacientes con
- ABA, sugiriende Ja sensibilizacién de linfocitos T a antigenos
amibianos. .

5. INDUCCION DE  INHUNIDAD PROTECTORA.

Antigeno crudo ¥y trofozoitos wvivos de E. nhistolytica
indujeron inmunidad protectora contra 1la inoculacidn intra-
nhepatica de amibas virulentas en nhamster (55, 56). Se obtuve tam-
bi&n proteccidn parcial (probablemente por inmunidad pasiva)
cuando se inoculdé a hamsters con suero humano inmune (38). Pos—-
teriormente se demostréd que fracciones 1lisosomales y rivosomales

aisladas de &, histeolytica induleron inmunidad protectora
T eontra inoculacion intrahepatica de amibas  virulentas en
hamsters. Estas 1iracciones purificadas, tuvieron propiedades
antigénicas mias potentes in vitro e in vive que el
antigeno crudo wutilizado Dpreviamente (57).

Los resultados antes mencionados, se corroboraron en hamsters
adultos 1los cuaies fueron protegidos contra reto intrahepiatico de
amibas después de la inyeccldn intradérmica de +trofozoitos vivos
{(58). La inmhunidad protectora se obtuvo en cobayos con una frac-
clon antigénica de alto peso melecular, alslada de FE, histoly-
tica . Estos animales no desarrollaron lesiones hepiaticas des-
pués de la inoculacidn directa de amibas virulentas (59, 60}



O0BJETIVO,

El estudio de 1la respuesta inmune en contra de los irofo-
zoltos de Entamoeba nhistelytica es dificil de 1llevar a cabo
debido a la diversidad de c¢omponentes antigénicos que presenta.

En infecciones naturales y experimentales, los antigenos de
superficie juegan un papel importante ya que son los primeros que
tienen contacto directo con el hospedero. Se ha descrito previam-
ente un antigenc de naturaleza polisacaridica que reacciona tanto
con el suero de pacientes <¢on amibiasis como <on €1 suero dAae
conelos inmunizados con trofozoitos de E, histolytica
(61, &2).

El objetivo de este +trabajo es - estudiar el comportamiento
inmunoguimico del antigeno polisacaridico de E. histeolytica
obtenidoe por dos métodos.



MATERIAL Y METODOS,

X CEPA AMIBIANA,
Se utilizdé Ja cepa HM-1 IMSS de trofozoitos de FEntamoeba

histolytica cultivados en medio¢ axénico TYI-S-33 de acuerdo a
la técnica descrita por Diamond {63).

8 HNeTOoDOS DE EXTRACCION DE ANTIGENOS POLISACARIDICOS,
Los antigenos de naturaleza polisacaridica se extraleron
por los métodos gque se mencionan a continuacién:

Fraccion I (7a. pp a év de etanol)

Método de Freeman-—St'aub
Fraccion II (9a. pp a SV de etancl)

Fracciéon III {método modificado)

Hétodo de Westphal-Jann/

Fracciégn 1V (método original).

2.1, HETODO DE FREENAN-STAUB,

Para obtener un polisaciarido pure, es necesario hidrolizar
-el complelo de cé&lulas secas c¢on acido acstico 04 H. Este proce-
aimiento fué usado por primera vez por White (64) y modificado
posteriormente por Freeman (65) y Staub (66).

Procedimiento! .

Un lote de 54 g de peso sece de trofozoitos de E, histoly-
tica 8e resuspendieron en 90 ml de agua destilada calentada a
90" ¢; a é&stos se adicionaron 10 ml de Acido acético 1 N previam-
ente calentado a 909 C. La muestra se incubd durante 90 min. a goe
C. Posteriormente la muestra fué& enfriada al chorro de agua ¥y
‘centrifugada a 2000 xg durante 60 min. Se guards el sobrenadante
y al precipitade se leg realizaron 2 extracciones acéticas mas,
Los sobrenadantes resultantes dieron un volumen de aproximada-
mente 225 miP ¥y con este producto se procedid a la extraccion del
polisacaride (figura 2).

&8, HNETODO DE EXTRACCION POR FENOL-AGUA {UESTPHAL-JANNY.

FEl fenol se conoce <C¢omo un excelente scoivente para muchas
proteinas., El coeficiente de particién de mezclas bifasicas de
fenol y agua permite la extraccidn de proteinas en solucién
acuosa baJjo condiciones controladas de PH y fuerza 1ié6nica en un
scle paso de reaccién. En contraste, 108 polisacaridos son gene-
ralmente solubles en agua peroc insolubles en fenol por lo Qque
pueden precipitarse de la scolucldén acuesa, por adicidgn d4ae fenol
liquide. El fenol es un A&cldo débll, la constante de disoclacion
a 18-19®* C en agua, es {1-1.2 % 1619, Las mezclas de fenol ¥
agua tienen una c¢onstante dieléctrica alta. Estos hechos forman
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FIG 2. EXTRACCION DEL ANTIGENO POLISACARIDICO
POR EL METODO DE FREEMAN-STAUB.

Trofozoitos de E.histolytica
ia. hidrélisis acética HN/10

Centrifugacidn

e

Seaimento Sobrenadante A JReuntion ¥
) Sobrenadante B} conc., de
Scbrenadante C] sobrenad.

Precipitacidn alcohdlica 1V

Sobrenadante . Sedimento
‘{lavar y eliminar)

Precipitacidn ,alcohélica 5V

Centrifugacidn

Sobrenadante Sedimento
{(eliminar)

Resusp,enér en’ agua dest,

Dializar

Liofilizar
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1a base de un método de particién de proteinas y polisacaridos
y/0 acldos nuclélcos entre fenol y agua,

Procedimiento: Se resuspendieron en ({00 ml de agua destilada
a 90% C, 5 g de +rofozoitos de E. histolytica (67) liofiliza-
dos;se les afadieron 100 ml de fenol al 90%Z igualmente calentado.
Esto se¢ hizo con agitacién vigoresa y se c¢olocd en el hafico maria
a 65-68" C por 15 min. Una vez terminado el tiempo de extraccién,
. l1a suspensién se enfriéc a 10°C en bafio de hielo ¥y se centrifugé
a 1000 xg por 30-45 min, Por el efecte de la centrifugacién se
formaron 4 capas, una acuosa, una fensdlica, un residuo insoluble
.Y una capa en la interfase fenol-agua. La fase acuosa se separd ¥y
la fendlica y la insoluble se volvieron a tratar de la misma
forma. .

Los extractos crudos combinados de las fases acuosas se
daializareon por variocs dias contra agua destilada para eliminar el
fencl.

El producto final se obtuvo despuss de varias ultracentrifu-
gacliones (figura 3).

2.3. N&TODO FENOL-AGUA . HMODIFICADY ik2y.

Los trofozoitos fueron lavados tres veces en solucidn regu-
ladora de fosfatos salina (PBS, 145 mHM HacCl, regulador de fosfa-
tos 10 mM, PH T.2), posteriormente se sometieron a ruptura por
congelamiento-descongelamiento y después se sometieron a ultra-
centrifugaciéon a 100 000 X g durante 2 h. Tanto la pastilla como
el sobrenadante qgque se obtuvieron de la ultracentrifugacisn
fueron resuspendidos en agua destilada y se les hilzo una extrac-
¢cion con fenol de acuerdo al método original de Westphal-Jann.
Las fases acuosas asi obtenidas +tanto de 1la pastilla como del
sobrenadante, fueron dializadas exhaustivamente contra agua
destilada para eliminar los residues de fenol y pesterjiormente
someterlas a una nueva ultracentrifugacion a 100 000 xg durante 2
h. Las fracciones asi obtenidas fueron licflilizadas y mantenidas
a 20%C hasta su uso (figura 4).

La fraccidn PA-S se selecciond por la respuesta inmune dque
mostraron los sueros de los pacientes con AHA por hemaglutinacién
‘indirecta a este antigenc y por presentar muy baja contaminacisn
por glucédégeno.

2.4, EXTRACCION PEL ANTIiGENO CRUDO DE TROFOZOXITOS DE
E. HISTOLYTICA.

Los ' trofozoitos de E, histolytica obtenidos de un cul-
tivo axé&énico, se lavaron +tres veces con una solucién amortigua-
dora de fosfatos salina (PBS pH 7.2) ¥ se sometieron a homogeni-
zacién para romper las c&lulas; este producto se sometid pos--
teriormente a centrifugacidn a 33 000 xg durante 30 min y el
sobrenadante obtenidoe se utilizd como antigeno c¢rudo (figura 5),

3. COMNPOSICISN QUINICA DE LAS, FRACCIONES (OBTENIDAS.
3.k. DETERMINACISN DE AZGCARES NEUTROS.
La determinacion de azucares se llevé a cabo por el método

de fenol-sulfirico de Dubols Yy cols (68)
La curva de referencia se hizo con glucesa a las concentra-
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FIG. 3 EXTRACCION ODEL ANTIGENO POLISACARIDICO POR EL
HETODO DE WESTPHAL ORIGINAL.

TrofozZoltes de E, histolytica
en un volumen de agua destilada

[}
1 inc, 65-68 C

Adicionar un volumen de fenol al 90/
(o]
(65-68 )

o]

1 agitacién vigorosa
inc. 65-68 C

Enfriar en bhafo de hielo

Centrifugar a 1 000 X g/30-45 min,

Fage acuosa Fase fenélica
\ Reextracclion fendlica

Fase acuosa Fase fendélica

/

Centrifugar a 100 000 x g / 2 hr.

\

Sobnrenadante Pastillla
{eliminar)

Resuspende en agua dest,
Dializar

Liofilizar,
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FIG.4. EXTRACCION DEL ANTIGENO POLISACARIDICO
POR EL METODO DE WESTPHAL MODIFICADO

)
1 X 310 Trofozolitos de
E.hilstolytica

Lavar 3 veces con PBS

Ruptura por: congelamiento-

descongelamiento.
Centrifugacisn
100 000 Xg/2 nh
PASTILLA : SOBRENADANTE
Extraccidn fenol-agua (3X) Extraccién fenol-agua (3X)
Centrifugacion
1000 xg/ 45 min
Fase fendlica Fase acuosa Fase fendlica Fase acuosa
‘ DiAlisis ' Dialisis
Fase acuosa libre Fase acuosa libre
dae fenol de fenol
Centrifugacién
/ ' \ 100 000 xg/ 2 h / \
Pastilla Sobrenadante Pastilla soebrenadante
49 . . 58 /N
PA-PA PA-S . S5-PA 5-8
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.FIG.' 5. EXTRACCION DEL ANTIGENO CRUDO ODE
TROFOZOITOS 'DE E.HISTOLYTICA.

Biomasa de E.histolytica
cultivada axénicamente

Homogenlizacion
{(rompimiento celular}

Centrifugacidn
(30 000 xg /7 30 min)

4 \

Preciplitado Sobrenadante

1%



ciones de 5, 10, 16 ¥y 20 pg. A un veolumen dado de las aiferentes
concentraciones de glucosa Yy problemas se le agregd el mismo
volumen de fenocl al 5 y 5§ volumenes de Hga S04 concentrado. Todo
lo anterior se incubdé por (0 min a BO C y el producto final se
leyd a 490 nm.

3.2, DETERMINACIGON DE AZGCARES AHNINADAS,

Estos compuestos se determinaron de acuerde a la técnica de

Morgan y Rondle {69) La curva de referencia se realizd con glu-
cosamina a las concentraciones de 5, t0, 15 y 20 uyg.
. Se hidrolizaron 75 pl! del problema ( 10 mg/ml ) con 75 pl de
HC1 6N por 6. h a 100° C. El producto hidrolizado se centrifugé ¥
al sobrenadante se le agregaron 150 Yl de agua destilada, 200 ul
de HNaz COs 2H y 250 plI de acetil-dcetona. Lo anterior se incubé
por 20 min a 100°C,

Después se le adicionaron 250 pl de etanol y 500 pl de
p-dimetilaminobenzaldenido, con agitaciéon para eliminar el COp ¥
el preducto resultante se leys a 530 nm

3.3. DETERNINACISN DE FOSFATOS,

Fara 1a determinaciéon de fosfatos en compuestos orgianicos
se utilizdé el método de Macheboeuf y Delsal (70} modificado por
Chen y ¢ols (Ti).

La curva de referencia se realizé con KHa PO, . A 200 pl de
la muestra ( 10 mg/ml ) se le agrego 2% Pl de Hy SO4 36 N. Lo
anterior se incubd por 90 min a 170%°C. Para decolorar la muestra
se le agregd 5 Pl de H O a 304 y se calentd a 150° ¢ por 10
min. Se neutralizd por la adicidn de 500 Pl RaOH 1.0 N y después
se le agregé 500 pl de un reactivoe especifico constituido por: 2
¥ de Hz0, 1 V de Hz; SO4 6N, { ¥V de molibdato de amonic al 2.5%
Y 1 V de acido ascorbico al 107 Finalmente, 1la solucién se
incubd a 37°C durante 90 min. ¥y se leyé a 780 nm,

3.4, DETERRINACION DE PROTEINAS.
L.as proteinas se determinaron por el método de Lowry ¥y
cols. (72) con el reactivo de Feolin y Ciocalteau,

Y. TECNICAS INHUNOQUINICAS..

41, DOBLE INHUNODIFUSISN {73},

La caracteristica esencial de una prueba de doble difusién
es que tanto el anticuerypo como el antigeno deben migrar hacia un
Area comun de reacclédn antes de que se inicle 1la precipitacidén
entre uno Yy otro, por lo tanto, si 1los dos reactantes son
empleados en desproporcidn sercldgica, cualdquier pruebha de doble
difusién pareceri una prueba de difusisn simple. Rormalmente el
balance entre 1los do0s reactantes al 1inicio no es exacta, pero
diferencias moderadas cominmente encoritradas se compensan poco
después de que el antigeno y €1 anticuerpo se encuentran.

Para la prueba se utilizd agarosa a 1/ (en solucidn salina
isotdénica) sobre una placa de vidrlo. E1 antigeno se colocd en
los pozZos a& una concentracién de {1 mg/ml (20 pi) y el anticuerpo
emnpleado para la reaccidn fue suero de conejo anti-LPFG y 20
suercs de Paclentes c¢con dlagnéstico de AHA, La placa asi prepa--
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rada se metidé a una camara hdmeda por 24 h, al +términc del cual
se procedié a su lavado, secado y tenido con azul de Coomassie
brillante. .

4.2. TECNICA DE- COHETES DE LAURELL {?°ul.

Este sistema inmunoelectroforético se lleva a ¢aho en geles
de agarosa que contienen un antisuero monoespecifico con un
antigeno poliespecifico ¢ un antisuero poliespecifico con un
antigeno monoespecifico. La ldentificacién del antigeno se da por
un precipitade en forma de cohete ¥ la cuantificacldn puede
pasarse en la medicién de la altura del precipitado,

Procedlmiento.

En una placa de vidrie de 100 % 100 ¥ 15 mm se colo(:o la
solucidon de agarosa a 1/ en solucisn amortiguadora de barbital pH
86 a 56° C mezclada con 200 pl de suero anii-LPFG o con 200 yl
de suerce de pracientes con abscese nhepitice amibiano, Posterior-
mente se hicieron 4 pozos en el gel con el fin de <¢olocar las
fracciones a estudiar. La placa se cologd en una caimara de elec-
troforesis para permitir la migraciéon del antigeno sobre el gel.
(figura 6}

Agoresa-—onlicuarpe

-0
w0
wd
*0

l‘-'igura 6. Técnica de cohetes de Laurell,

El corrimientc se realizd a 10 V/cm durante 3 h y posterior-
mente ia placa se lavo. se secd y se tind con Azul de Coomassie
brillante,

- 4,3, INHUNOELECTROFORESIS | BIDIMENSIONAL {75}.

La combinaciédn de separacidn electroforética de proteinas
en gel de agarosa seguida por eleciroforesis perpendicular a é&sta
en un gel conteniendoe anticuerpoe hace dque la inmunoelectroforesis
bidimensional o c¢ruzada sea superior a la té&cnica inmunoelectro-
forética clasica. El Area encerrada por un precipitado individual
e¢s proporcional a la concentracisn antigeno-anticuerpo del
sistema. La c¢uantificacién se basa por lo tanto en el método de
Planimetria.

Procedimiento (figura 7Tk
4. 15 ml de la solucién de agarosa a 17 calentada a 56°C se
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depositan en una placa de vidrio de 80 %X 110 x 1.5 mm.

2. Después de 1a soliQificacion de la agarosa se hicleron
cuatro pozos c¢on el horadador . .

3. Las muestras de 4 Pl (1 mgrsml) se aplicaron con una micro-
pipeta.

4, La placa de vidrio con et gel se cologcd en la camara de
electroforesis y el gel se conectd con. el amortiguador que se
enceontraba en los reservorios por medio de puentes de papel.

6 La electroforesis en la primera dimensién se llevdé a cakbe
‘'a 8-10 V/cm durante 90 min a 4°¢C

6. El gel se cortd de manera horizontal a leos corrimientos
observados y cada gel fué transferido a otra placa de vidrio,

7. En esta placa se celocaron 12 ml de agarosa conteniendo
200 pl del suero de los pacientes con AHA se depositan en la
parte sobrante de la placa (una placa Ppara cada pacienie con
AHAY,

B. Despues de § a 40 min la placa de vidrio con e! gel soli-
Aailficado se colocd de nuevo en la camara d4e electroforesis y el
gel se conectd al amortiguador por medio de puentes de papel

g, La electroforesis en la sepunda dimensién se llevd a cabo
con 1-2 V/cm a 10-20° C durante toda 1a noche (16-20 nh).

10, Después de la electroforesis €l gel fue lavado, secado Yy
tefilde con Azul de Coomassie Briliante.

Y4, ELECTROFORESIS EN  GELES DE POLIACRILANIDA DE LAS
DIFERENTES - FRACCIONES  POLISACARIDICAS,

Una caracteristica importante de los geles de poliacrila-
mida es la facilidaq con que €] tamaisn¢ efectivo de sus poros
puede variarse con tan sdlo cambiar el contenido total 4del
mondmeroc ¥y su grado de entrecruzamiento; -esta situacidn ha permi-
t1do el estudio rigurcso de sus propledades fisicoguimicas como
filtrador molecular y el tratamiento tedrico de la migracién de
las moléculas en este soporte (76, T7). Las separacionez pueden
ser efectuadas en base sbélo al peso molecular, por 1o cual se
emplea SDS para evitar Jlas diferencias individuales de las
proteinas (78, 79}, A 1los geles se les pueden incorporar substan-
cias disoclantes como la urea y SDS sin gque se vean afectados.

También pueden emplearse agentes reductores dcomo 2-mercap-
toetanol ¢ ditiotretitel para romper los puentes disulfuro de las
proteinas. Los aos principales usos que se le dan a la electro-
foresis discontinua son la determinacidén de la pureza dae
proteinas y €l analisis de los componentes de una mezcla,

Procedimiento:

Gel de poliacrilamida a 15f con urea 8 NLas fracciones por
analizar se trataron de 1a siguiente manera: 8SDS, gacarosa,
2-mercaptoétanol, tris~HC1 pH 648 y azul de Dbromofenol, Se anall-
zaron 10pyg de cada fraceidn las cuales se cgalentaron a ebullician
dqurante 5 min. El corrimiento electroforético se llevé a cabo a
20 mA/gel. _ -

Después del corrimiento, el gel se corté por carril y cada
carril se cortdé a su vezZ. eéen trozos de 3 mm cada uno. Estos : se
colocaren en un tubo de ensaye que contenia 05 ml de agua destl-
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lada y se dejaron levigar +toda la noche, Posteriormente se deter-
miné la concentracion de cardbonidratos por el método de fenol-
sulfharico (68},

4.5, CROMATOGRAFIA DE EXCLUSI&N MOLECULAR,

Este tipo de cromatografia tamblén se conoce con el nombre
de filltracién en gel o cromatografia de separaclédn molecular., La
técnica consiste en separar una muestra a través de una columna
empacada <¢on un material inerte, altamente hidratadoe. El soporte
86110 estd constituido por innumerables particulas redondeadas
que son yolimeros de carbohidratos ¢ de acrilamida con diferentes
_grados de entrecruzamiento (sephadex, Blo-Gel, agarosa, etcl

Los poros de las particulas permiten a las moléculas pequefias
quedar adsorbidas en la matriz sdlida mientras dque las moléculas
grandes siguen el fluje del liquido no estacionario, Esto es como
s1 las moléculas grandes pasasen entre las particulas de la ma--
triz, es decir, como si fueran excluidas de la 7Pparte sdlida. De
ahi deriva el término volumen excluido dque corresponde al volumen
acuoso fuera de las particulas.

El Bio-gel A es una serie completa de geles de agarosa dis-
tinguida por su excepcionalmente alto poder resolutivo sobre un
vasto intervalo de pesos moleculares. El intervalo de {fracciona-
mientc de Blo-gel A 5M es de 1 X 104 a 5 X 10% dalton y Bio-gel
A 150M es de 1 X 10 a 15 x 10% .-

Procedimiento!

Para estudjiar el perfil de levigacién de 1los polisacaridos
derivados de £, histelytica se decidid marcar cada wuna de las
4 fracciones obtenidas con borohidruro de sodio +tritiado el cual
reduce a la molécula polisacaridica transformando los grupos car-
boxile o aldehido en grupos alcohol con el consiguiente marcaje
de la molé&cula. i

MarcaJje de las fracciones ©polisacaridicas con HNHaBH, ( ).

Para cada fraccién se utilizaron S0 V1 a una concentracion de
10 mg/ml. A 10 anterior se le agrego 150 pl de agua destilada ¥
una mezcla de SO Pl de HaBH, ( *H} (16,67 pM) (85 mCl) y 250 yl
de HaBH4 frio {1 mg/ml). La mezcla se delja en reposo toda la noche
‘a 85'C o 6 h a 4% C. La reaccisén se detuvo agregande &cido
acético hasta pH 4 para las diferentes fracciones lag cuales se
‘'dializaron por separado para eliminar todo el HaBH; marcado
I1bre, finalmente, las muestras se 1liofilizaron.

Lo8 productos llofilizados se resuspendieron en 200 1 de
agua destilada y wuna alicuota de 2 yl de cada fraccidn mas 1 ml
del liquido de centelleo fue leida en un contador beta.

Se utilizaron columnas para cromatografia poly-prep de 08 ¥
4 cm cuyo volumen es de 2 ml de medio <cromatografico con wun
reservorio integral de 10 ml.

Del material radiactivo obtenido se pasaron 20 Yyl de cada
fraccion a +través de una c¢olumna d¢e Blo-gel A SM equilibrada con
agua, es declir, se uUtilizd una columna para cada una de las cua-
iro fracciones a estudiar, Se obtuvieron fracciones de 50 1
aproximadamente; de £&stas, se tomaron a su vez 25 yl para la
determinacién de carbohidratos por el método de fenol-sulfarico,

Del. ¢romatograma odbtenido de 1la fraccidén II1 se tomd el pico
4 que consistio de las fracciones 15 a 25 Yy de nuevo Se pasaron a
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través de una columna de Bio-gel A 150M. Se tomaron alicuotas de
€ yl para poder determinar su radlactividad,

El pico {1 de la +#fraccion II1 también se tratd con una solu-
c1én amortiguadora de boratos salina adiclonada con SDS al 1/, se
pasdé a través de una columna de Bio-gel A 5M equilidbrada con el
misme amortiguador adiclonado de SDS; de las fracciones obtienidas
de esta f1iltracion se tomar‘on 4 Y1 para la determinacién de
radiactividaa |, ~

Y.bhe  ANALISIS  INMUNOENZIMATICO  {ELISA}

LoS inmunoensayos enzimiticos estin basados en el principio
‘de que un anticuerpo esti unido covalentemente con una enzima. En
estas condiciones, €1 anticuerpo retiene tante la funcidn Iinmu-
noldégica como la funcidon enzimitlca. El conJugado enzima-
anticuerpo puede estar unido a un antigeno ¥y esta unidn puede ser
revelada por la interaccidon del substrato con la enzima a traveés
de una reaccidén colorida.

Para el trabajo se estudiaron por ELISA 100 sueros de
pacientes con absceso hepético amihiano y 100 sueros de indivi-
duos ‘normales.

Procedimiento:
1. Recubrir con el antigenc a 40 C toda la noche

2. Lavar con PBS-Tween 04X

3. Bloquear con PBS-gelatina al 057 durante 1 h.

4, Lavar con PBS-Tween a O.d%. .

§, Incubar con €l primer anticuerpo (suero de pacientes con
AHA cuyo titulo por hemaglutinacién fue de mias de 1500 Q00 )
Por 3 n a 37°C,

6, Lavar con PBS-Tween a 017

7. Inc¢ubar con el segund¢ anticuerpe anti-Ig humana unida a
‘peroxidasa por 90 min a 371*C

L]

8, Lavar con PBS-Tween a 04/ _
9. Agregar el substrate (o-fenilendiamina, Hga Oz ).
10. Leer a 490 nm.

Para optimizar el mé&todo sSe usaron las concentraciones del
antigeno de 1 a 10 pg/ml; diluciones del primer anticuerpo de
2100, 1:400, 1600 y 16400 Yy del segundo anticuerpoc de 1:500,
111000 y 1:2000. ’
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RESULTADOS.,

La composicién gquimica se muestra en la tabla I. En ella se
puede observar due el antigeno polisacaridice obtenido por el
método de Freeman-staud (fracciones 1 y II} es mas pobre en car-
bohidratos gue el obtenido por el método de Westphal-Jann; sobre
t0do la {fraccidn III que se obtuvo por el método modificado por
Isibasi y cols. (62) ¥ en el c¢ual se encuentra la concentracisn
mas alta de polisacarido, Por cotro lado, se reportd la presencia
de hexosaminas s6lo0 en la {fraccidén 1V, El c¢ontenido de fosfato
_Oorginico varia en las 4 fracciones desde 0.45 hasta 1.58%, Estas
concentraciones son proporcionalmente altas en relacién a otras
moléculas <fosfatadas, La porcién peptidica medida a través de
Lowry demostrd dque lags mayores concentraciones de la misma se
encontraban en las fracciones I y 1IV. Por 1los resultados obteni-
dos del estudio quimico, podemos seifalar dque la fraccién II1 es
l1a mis pura en relacion a su cantidad de polisaciaridos, pues
alcanza hasta el 934, ademas contiene .la minima cantidad de pro-
teinas. .

—— TABLA I COMPOSICION QUIMICA DE LAS 4 FRACCIONES

DETERMINACION l i i v
AZUCARES  NEUTROS  §9-L2 7  u8-50 % 85-93 %  80-85 %
HEXOSAMINAS 0 0 o w %
FOSFATOS 0.72-0.84%  0.45-0.bAY  L.22-1.58% 0.4y
PROTEINAS 5-bY 3.4-3.88% 1.3-3.9% . W.U-4.9%

2. POBLE INHUNGDIFUSION,

Los resuitados encontrados por el método de oOuchterlony
indican que los sueros de pacientes con abscese hepitico amibiano
reconocen 1los 4 antigenos, Para el estudilo de estos erperimentos
se tomaron comoc problemas los sueros provenientes de PO pacientes
con diagnostico de AHA.

De los 20 sueros de pacientes con AHA utilizados en este
estudioc, 4 dleron respuesta hacia la fraceidn Iy 3 a la fraccion
I, 7 a la fracciéon III ¥y 6 a l1la fraccion IV, Ademas se utilizod
un suero anti~-LPFG obtenido en conelo y éste fue reconocido por
las fracciones II1 y 1V,

.3, NETODO DE COHETES DE LAURELL. '

Por este sistema se observé una mayor resoluclén, ya dque el
suero de conejo anti-LPFG reconocid tanto a la <$racciéon 1 como a
1a - I11 y IV, .

Por este método, de los 20 sueros de pacientes con AHA estu-
diados, 5 dieron respuesta inmune hacia la fracciéon I, 4 hacia la
fraccién 11, 6 hacia la fraccién III y % hacia 1la <$racciéen 1V
(fies. 8 9 y 10 Estos resultados muestran <también una
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FIG. 8

RESPUESTA HUMORAL DE UN SUERO ANTI-LPFG
HACIA LAS 4 FRACCIONES POLISACARIDICAS
OBTENIDAS,

.-

T

22



« JR -
.
r/.
"y
.
,
.-
."A.
A
L] 4
‘“ v
Ny 1
D -.-1-‘- . o
Ry - v
(S - v
‘. L .
SN A '?
H - L : .
3 . . L .
- trms g PR Y

,

FiG. 9 RESPUESTA HUMORAL DE UN SUERC DE PACIENTE
CON AHA HACIA LAS 4 FRACCIONES POLISACARI-

Dicas,

23



e = . " . o T . T A
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respuesta inmune hetercogénea de los sueros hacia los 4 antigenos,

Y, INHUNCELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL.

Los resultados obtenldos con este método indican que tanto
el suero de conejo -anti-amiba (figura 111} como los sueros de 1les
pacientes con AHA (figura 12) dan una banda de precipitacién car-
acteristica de 1la +fraccién 1III. De las otras fracciones estu-
diadas, la I dié una Ddanda de precipitacién que no corresponde a
las caracteristicas de este método, vya gque 1la precipltacidon se
observé en la zona del antigeno y no en la del anticuerpo. Por
otro lado, esta banda s6lo fue reconocida por un suero de conejo
anti-amiba ¥y noe fué reconoclida por ningunce de los suerces de los
paclentes con AHA estudiados (fig. 13).

5, DETERHINACISN DE CARBOHIDRATOS POR EL METODO DE FENOL-
SULFGRICO EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Debido a que nho fue posible obtener un patrén de corri-
miento electroforético caracteristico de las 4 fracciones cuande
se trato de revelarlas con la técnica de nitrato de plata
especifica de carbohidratos, se decidléd determinar la presencia
de los polisacAridos en estos geles por e! método de fenol-

sulfdirico, )
En la figura 14 se muestran los resultados obtenldos del co-

rrimiento tanto de la fraccion I como de la II; s6lo muestra un
pico entre las fracciones 46-49, Sin embargo, ambas fracciones no
penetran en el gel. Estos resultados podrian indicar gque las
fracciones estudladas se encuentran agregadas,

En la figura {5 se observa que las fraccilones III y IV tienen
una mayor resolucién ya que una parte de polisaciridos penetran
en los geles de pollacrilamida, sin embargoe, la mayor concentra-
cién de los mismos continta en la parte superior. Estos resulta-
dos tambilén sugleren agregacién de la molécula pero en menor
grado gque las dos primeras fracclones,

b. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSISN HOLECULAR,

En las figuras {6 a 19 se muestran los resultados que se
obtuvieron tanto por la determinacién de radiactividad (cpm) como
POr la de& carbohidratos de las 4 fracciones estudiadas.

En la figura 16 se observa el perfil de levigacidn de 1la

fraccién I. En ella se encuentra que la concentracién de carbohi-
dratos de la fraccidn es haja Yy que sale en el volumen de exclu-
816n. En el segundo pico se observa que es positivo para material
radiactivo y negativo a la prueba especifica para azucares, Esto
puede ser debido a Dborohldruroe de sodlo tritiado libre © que en
algunas mol&culas lipidicas agregadas al polisacarido, €l grupo
carpoxilo de sus 3&cldos grasos se haya reducido y marcado con
tritio,
En la figura ({7, el perfil de levigacién de la fraccién 1
muestra que aan cuando la concentracidon de carbohidratos medida
por fenol-sulfiurico es baja, corresponde a 1la encontrada con lo
marcade por tritio, Esta fracciéon se separa en dos picos; el
Primero dque sale en el volumen de exclusién Yy el segundo en el
volumen i1incluido. Estos resultados pueden indicar que ademas de
la molécula principal hay pedazos mas pequeiios provenlentes de 1la
nidrélisis parcial de la misma.
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La fraccidn 1II da un perfil de eluclén caracteristico de
moléculas agregadas ya dque el pico de carbohidratos sale en el
espacio inciluido. La explicacién de los otros picos que salen en
el volumen incluido puede ser la misma que para la fraccidn 1 (
figura 18).

La fraccidon 1V tiene un comportamiento de elucioéon especial,
pues el polisacirido no solamente seguido por su marcale sino
también por su capacidad de dar reaccldéon positiva al fenol-
sulfdrico, leviga en el espacio 1incluido (figura 19).

con 1los resultados obtenidos de fracclonamientd por columnas
. de separaclon molecular, podemos senalar que desde el punto de
vista fisico las 3 primeras fracciones se encuentran probable-
mente agregadas mientras que la cuarta no, ya que con soluciones
amortiguadoras fisiolégicas sale en el volumen incluido, Ante
esto, lo 1légico seria trabajar con 1a qdltima fraccioén, sin
embargo desde el. punto de vista inmunoldgice Yy bioduimico la
molécula polisacaridica mas caracteristica es la tercera, Con el
fin de corroborar la agregacildén de -este polisaciarido se reall-
zaron 2 experimentos, :

El primero c¢onsistid en pasar de nueve la fraccisn III sobre
una <¢olumna cuyo tamiz fuera capaz de separar moléculas de mayor
peso molecular. Los resultados se encuentran en la figura 20, ¥y
como puede observarse, el polisacirido sigue saliendo en el volu-
men de exclusion,

El segundo experimento consistisd en pasar de nuevo la frac-
cisn I1I sobre una columna de Blo-gel ASM, pero en esta ocasién
se agregd a la solucidn amortiguadora, SDS al 1/, Como se puedge
apreciar en la figura 21 con este +tratamientc el polisacarido
pudo salir en el volumen de inclusibén. FEl perfil de levigaciédn
tan hetercgéneo de este polisacirido, hace sospechar gque proba-
blemente estd constituida por unidades oligosacaridicas de repe-
ticion de diferentes peses moleculares y dque su agregaclén se
deba a la presencia de la porcion lipidica,

T. ANALISIS INMUNOENZIMATICO { ELISA ).

Los resultados obtenidos en la optimizacidn de la prueba de
ELISA cuando se usé la fraccidon III como antigeno Se muestra en
la {figura 22. :

Como se puede observar en ella, las condiciones ideales se
l10graroen cuando el antigeno se usdé % pg/ml, con una dilucisn del
Primero Yy segundo anticuerpo de 1400 y 114000 respectivamente,

Por otro lado 1a prueba de ELISA se realizdé con el antigeno
total de amika a una concentracisn del mismo de 5 yg/ml, con las
diluciones del primero y segundo anticuerpe de 400 ¥y 1000
respectivamente.

Los resultados de 1la prueba de ELISA para el antigeno total
comparando sujetos normales con pacientes con diagnéstico de AHA
se encuentiran en la figura 23 como puede observarse en ella, las
diferencias entre las 2 poblaciones no son significativas, puesto
que l1a r es .

En la figura 24 se encuentran los resultados por ELISA entre
sul.]etos normales ¥y paclentes con AHA cuando se empledc la fraccidn
11X,

En el1a se observa que hay una gran diferencla significativa
éntre los dos grupos con una p de
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Estos resultades permiten sefalar que la Jfraccién III no sélo
es la mejor desde el punto de vista inmunoguimico sinoe tambidn
sirve para discriminar perfectamente Paclentes con AHA de sujetos
normales.
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DISCUSION,

Para poder estudiar la participacion del sistema inmune en
la amidbiasls es necesarlo definir y caracterizar a 1los antigenos
amibianos gque son reconocidos durante la infeccién. El cultivo de
E, histolytica en medlio axXénico ha sentado las bases para
separar a los antigenos amiblanos, Y estudiar sus caracte-
risticas inmunoldgicas. Los antigenos mas usados hasta la fecha
son células completas o© sus  homogenizados, asi como fracclones
solubles y particuladas (80} Los antigenos de¢ £E. histelytlica
que se encuentran en la superficie son los de mayor Iinteré&s, ya
que son los - primeros en ser reconoclidos por €1 sistema inmune
‘daurante la infeccién. Hasta ahora han sldo descritas algunas
Proteinas y glicoproteinas alsladas de la membrana plasmatica
amibiana (7, 5)

Utilizando microscopia electrdnica se han demostrado
antigenos de superficte, usando anticuerpos de pacientes con ami-
blasis (81}, Se ha demostradoe dgque los antigenos de superficile
deben contener carbohidratos (9) ya gque se unen especificamente a
la concanavalina A.

Enn trabajes previos se ha descrito el alslamiento de una
mol&cula de superficice de naturaleza polisacaridica denominada
lipopeptidofosfoglicana (LPFG) (61), Esta molécula reaccions
tanto con 1los sueros de paclentes ¢on diagnoéstico de absceso
hepatico amidbiance como con €l suero de conejo inmunizado con tro-
fozoitos de F. nistelytica, Giltler y c¢ols (82} encontraron
que la LPFG era muy antigénica y gue presentaba reaccidn cruzada
con un aminoglicofosfolipideo extraide por ellos.

- La LPFG resultd ser una molécula muy heterogénea, por lo que
se decidid tratar de obtenerla por . diferentes métodos y estudiar
su comportamiento. De los productos obtenidos por los dos métodos
se demostrd que los mejores polisacaridos fueron aquellos que se
extrajeron por fenol-agua (fraccicones III ¥y IV) ya gque las obte-
nidas por hidrélisis acética y precipitaciones alcohélicas tenian
un porcentaje mas bajo de azucares (fracciones I y II )

El estudio de la reactividad de los sueros de pacientes con
AHA por medio de la doble inmunodifusion y el método de cohetes
‘de Laurell reveld dque la fraccion III fue la que m3s veces fue
reconocida y en la inmuncelectroforésis bidimensional también fue
ella la gque dié Dbandas caracteristicas de preciplitaciédn tanto
ante el suero de c¢oneJo anti-amiba come c¢ontra un suero de
paciente con AHA.

Cuando se tratdé de estudiar el comportamiento electroforé&tico
de los 4 polisacaridos, se encontrd que éstos no tuvieron corri-
mlento caracteristico vya gque aparentemente no lograbdan penetrar
el gel, sin embargo c¢uando los geles se cortaron en trozos de 3mm
de longitud y se revelaron para azacares por el método de fenol-
sulfirico, se encontrd que adn ¢uando una gran parte de las frac-
clones III y IV quedaban en el inicio del corrimiento, parte de
ella lograba entrar en el gel, .

Estos resultados hicieron suponer gque los antigenos polisa-
caridicos se encontraban agregados. Lo anterior se c¢orrobord
cuando 3 de las fracciones (I,II y Iil) gque se hicleron pasar por
diferentes columnas de cromatografia de exclusidn molecular sa-
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lieron en el espaclo muerto cuando se emplearon soluciones
fisioldégicas como Fase movil. La fraccidén 1V fue la tGnica que
salld en el espacico incluidoe. En principio, por esta clrcunstan-
cla, hublera sido interesante que se contlnuara estudliando la
fraccion 1v;, esto no se hizo por que reaccionéd menos gque la frac-
ciéon III con los diferentes métodos Inmunolégicos estudiados ¥y
ademis por que tenia una mayor contaminacidédn por proteinas.

La <fracclion III se pucdo desagregar cuande se pasd por la
columna con soluciones fisiclogicas agregadas de SDS y mostré a
través de marcaje <on borhidrure de sodio tritiado que probable-
.mente estaba constituido por oligosaciridos de repeticidédn con
diferentes pesos moleculares.

Por los resultados inmunoquimicos encontrados se decidisd que
la fraccion II1 era la mejor,

El estudio de los sueros de pacientes con AHA demostrd que
con la fraccion III era posible distinguir por 1la prueba de
ELISA, los enfermos de AHA de sujetos normales; mientras que é&sto
no sucedia ¢on un antigeno amibkiano total,

El polisacarido obtenido a través del método de fenol-agua
modificade (fraccién III} es el que en un futuroe se emplearia para
determinar su estructura guimica asi como su funcidn biloldgica,

Por otiro ladeo, resultados preliminares han demostrado, que el
antigeno polisacaridico en estudlo, puede ser determinado por
medio de la Pprueba de ELISA (figs 25 y 26)
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