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REBUMEN

En base a los  hallazgos de abtencion de clonas viculentas ¥
no virulentas derivadas de una cepa patégena de Entamaeba
histotytica, se decidie explorar ias diferencias inmunoquimicas
entre estas clonas y la cepa origina! a traves et estudio
inmunoquimico de los polisecarivos de superficie {lipopeptigofosfo=
glicana).

Los resultades son  los  siguientes: la  conceatracion total
de awGecares  pare lal cepa original HMI-IMSS fue del B854, mientras
que pera ls clona A fue del 754 vy 8 «ctona -6 del 954 La
concentracién de proteinas rué.'uel 1% para los 3 polisacéridos en
estudia, £l corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida
{508 PAGE) de jos 3  polisacaridos fue semejante at corrimiento
eleciroforético de fos lipopolisacéridos de bacterias Gram
negatlvas; &in  embarge, entre las clonas virulentas y no  virdentas
hubo algunas diferencias en cuanto a la distribucién de {as bandas.

6e compars el nivel de anticuerpos sericos anti-LPFG de 66
pacieptes con  abscesp hepatico amibjane en relacien  con 50 personas
sanas por et método de ensaya inmunoenzimatico en fase sdlida
(ELISA} ante cada wuno de jos anijoenos polisacaridicos extraidos de
ia cepa y clonas de £, histolyticea. Ei SURTU de pacientes
muestra una media en  densided  aptice para {8 cepa  HMI-IMSES  de 0.48
(£0.16). Con e)‘ polisacarido de la cionpa  virulenta  fue de  0.49
(+0.21) y para la ciona no virulenta fué de 0.24 (20.05). Mientras
que ¢ suere de personas sanas  presento  une medis de 0.29 (20,04)
pare la cepa HMI-IMS88 y para ia clona A de 0.25 (0.04) y para e

clora (=6 de 0.7 (20.02).



{NTRODUCCION

Antecedentes histéricos:

tes amibas fueron vistas por primers vez por Rosel van
Rosenhorf en 1755, Ehremberg creé en 1839 el género Amoeba y en
843 Gros descubri¢ 18 primera amiba parasitea del homore.

En 4875 Lesh publico Jos resullados de la experimeaiacion
que hizo en un case de disenteria. E!  tituio de sy trabajo fué

"Desarrollo masivo de amibas en el intestine grueso®. £ste estudio

abarco la  descripicién de las  amibas, incluyendo su  estructura,
tamafio, nacleos, movilidady vacuolas y elementos intraci-
toplasmicos, Ademas llevd a cabo experimentos en perros adimis-

trando las  heces del paciente, aunque no llegs 8 sospechar la
relacién  causa-efecto entre la amiba y I3 colitis  aguda, '

£n 18886, Kartulis publicé sUS observaciones obtenidas en
pactentes con disenteria, afirmando el papel etiolégico de las
amibas en la disenteris y en 1890 nhace notar gque estos parssitos se
encuentran &n diversos climas.

En 1891 Councllman ¥ Lafieur efectuaron un trabajo sabre
amibiasis intestinal y hepatica  denominando a8 las  amibas causales
de la enfermedesd come Lntamoeba dysenteriae.

Quincke y Roos en 1893 demostraron que Jos quistes son la
forma infectante.

Schaudinn en 1908 Fijé fos taracteres diferenciales ¥y
estructurales de las amibas parésitas del  intestino  humano; a la
patégena la Ham6 Entamoeba histoiytica por la capacidad de

es5ta especie para desintegrar los tejidos vy £Entamoeba coli a la



egspecie  desprovista de poder  palogeno.

En 1912 Roges publicé un articulo en relacion can el
tratamiento de la amiblasis usando sales solubles de emeting,
Siguicron numerosos estudios centrados en el tratamiento de la
amibiasis encuntrandose que -] yodoxiguinoleing tiene propiedades

amebicidas,

En el transcurso de los 8fi0os fueron descritas oiras
especies de amibas que suelen  vivir  en el Intestine  humano  como
lodamoetba butschiii, por Yon Prowazek en 1912; Endolimax

nana por Weynon y D*Connor en 1917; Dientamoeha fragilis por

Jepps vy Dobell en 1918; Entamoeba hartmanni por Von Prowazek en

1912.¢27) *

Morfologia, Biologia y ciclo vital

Cntamoeba histolytica:

Pertenece al Phylum Protoroa

Subphytum: Sarcodina

Clase: Rhizopoda

Orden: Amoebida

Genero: Entamoeba a4y

Son protlozoarios anaercbios; 1a forma movil del parasite es
el trofozoito, una fase altamente dinamica ¥ pleomeorfica con
movimientos caracteristicos que resultan de la formaclon de

pseuydopodos.  Miden de 15 @ 25 micregs de diametro.(13y €0 su

citoplasmea encontramos diversos organelos: cuerpos densos,
ribosomas libres y ribonucieoproteinas, granulos osmiofilos,
cuerpos  helicoidales y  tubulares(jo) numerusas  vacuolas  digestivas

Y lisosomas. La amiba carece de mitocondrias Y aparato de Golgi.



Posee un nacleo ovalado con un nucleoio cenitral y cromating
periferica. Tiene una membrana externa que contiene mucopoli=-
s8carigos y grupos  aniénhicos. Se reproducen por fisién  binaria.

Los quistes so0n la forma infectante. Su diametro varia
entre 5 y 20 micras y son cuerpos esféricos u ovoides. Su  membrana
plasmatica frecuentemente presenta profundas invaginaciones y en  Su
citopiasma se observan: polirribosomas, vacuolas 4 depositos de
glucégeno. En el nocleo existe un cariosoma, cuerpos cromatoidales
y cramatina periférica adherida a la envoltura nuclear‘(es).

La pared de! quiste esta formada por proteinas; es posible
que a8 membrana mas interna Jd& compongan carbohidratos.

El ciclo vital de £, histolytica consiste en cuatro
estadios consecutivos: trofozoito, preguiste, quiste y trofozoito
metaquistico,.

g€l ciclo de vida de £, histolytica no reauiere de la

invasién  tisular. En |8 mayoria de Ios casos, esta amiba vive como

comensal dentro agel colon, condicién denominada amibiasis fuminal.
§in embargo, el parasito puede invadir la mucosa intestinal y
provocar disenteria amibiana; algunos trofozoitos pueden liegar al
sistema sanguineo aando las formas extraintestinales de la
amibiasis; la mas coman es el absceso hepético amibiano donde los

trofozoitos invaden el higado via vena porta.ag).

Patologia

La patologia de la amibiasis se caracteriza por dafio masivo

detl te jido del hospedero como resultado de citélisis contacto
dependiente, Le patogenesis de {a amibiasis. incluye los  siguientes
eventos:



T Colonizacién del intestino por una cepa amibisna
virulenta,

2.-7 Contacto - intimo con adherencia & la mucosa intestinal,

3.- . Destruccion de las barreras intestinales por enzimas,
productos téxicos o Factores citopaticos liberados por la  amiba.

4.- Lisis de tas caluias intestinaies y de ¥:E celulas
inflamatorias del hospedero, 1o cual tHeva a la perdida de ]
continuidad, interrupcion de II] mucosa intestinal, alceras del
colon y a wuna posterior Invasion de Jos tejidos y/o a una invasion

de ' otros 6rganos principalmente el  higado(g).

Epidemiologia .

La amiblasis se define c¢omo la condicion de hospedar L.
histolytica con o sin manifestaciones ctinicas. E, histolytica
es la anica especle del género Entamoeba que es patégena ‘al
hombre,

Su  distribucion es cosmapaollita, Su Incldencia varia de un
area & otrs, siendo mayor en zongs tropicales y subtropicales y en
ciudades  con condiciones sanitarias  deficientes, donde prevaeiecen
la povreza, la sobrepoblacién y la ignorancia (47)

En Mexico, la amibiasis es endémica, es frecuente, se
encuentra extendida por todo el pais ve manera independiente del
clima y predomine en (05 medios mal Saneados, con higiene precarin
y de bajo nivel socioeconémico. La localizacien més frecuente es la
intestinal y se observa con mayor frecuencis en nifos de ambos
58X08 ] diferencia del absceso hepatico «amibisno que predomina en
adultos  del sex0  masculino(yg).

En México la frecuencia con que se han encontrado quistes



de £.  histolyfica en heces veria enormemente entre e 5 y 65X
(156) ¥ e 90% de los abscesos  hepaticos son de etiologia
amibiana (15)

Antigenos amibianos de superficie

para  estudiar a2 participacién  del  sistema  inmune en |8
amibiasis, es necesario definir fos antigenos amibianos que 50N
reconocidos durante lg infeccién. Los estudios inmunologicos hechos
con antigenos amibianos derivados de cuitivos no axénicos eran
dificiles de interpretar debido a 105 contaminsnles de bacterias o
parasitos (23)

En 1968  Diamond (1yy dgesarrolise el cultivo axénico de
trofozoitos lo que permitio un rapido avance en los estudios
pioquimicos, fisiologicos e inmunolégicos de fas amibas Yy permitié
obtener los antigenos amibianos puros, Yya sea de cejuias completas,
homogeneizados, productos de secrecibn o de fracciones particuladas
1] solubjes. tse mismo ano, Thompson y col, (42) estandarizan
antigenos amibianos, provenientes de este tipo de cultivo. 3}
material antigénico asi obtenido es heterogéneo y ests Fformado por
varios compuestos de diversa naturaleza quimica: proteinas,
carbohidratos, lipidos, etc. Esta mezcla de antigenos recibié et
nombre ge histoticina.

Los antigenos de Entamoeba nhistolytica localizados en
fa superficie c(-.:lular deben ser los primeros en ser reconocidos por
el sistema inmune durante ] infeccion(aay. La importancia Y
existencia de estos antigenos dg Superficie se ha demostrado por s
inmovilizacién de los trofozoitos per  suero inmune (8) por ‘a
unién  del suero inmune fluoresceinado "al trofozoito intacto Ty Y
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por la lisis de los trofozoitos por la via clasica y olterns del
complemento (16)"

Parkhouse y cols, en 1978  (34) demostraron que los
principales antigenos de membrana ae Cntamoeba histolytica que
son reconocidos por sueros de pacientes, son de naturaleza
glicoprotéica,.

Martinez  Palomo y cols.cpg), demostraron que 18 membrand
plasmatica de Entamoeba histolytica contiene resiguos de  manosa
o glucosa, ya que los (trofozoitos se aglutinaban en presencia e
Concanavalina A. También se ha reportado que Ia adherencis de los
trofozoitos a las ceélulas  epiteliales estd mediado por wuna lectina
asocigda a la  membrana de ja  emiba y esta puede ser inhibide por
N-acetilylucosamina y N-acetilgalactosamina (14)

Por otro lado, Ortiz Ortiz y cols.3a)y encontreron que los
trofozoitos activaban la via alterna del complemento, lo que hdce
suponer la existencia de carbohidratos sobre la superficie de los
trofozoitos .

En 1980, Aley vy cols.(3) desarrollaron una metodologia pard
la separacion de Ias membranas plasmaticas de los trofozoitos de
Entamoeba histalytica, basada en fa unién especifica de la
Concanavalina A a los componentes glicoprotéicos de la membrana del
trofozoito, aislando 6 glicoproteinas de la cepa HMI-IMGS vy 4 de la
cepa HK9:NIH.

Korn y  cols.ap) @aislaron y caracterizeron una  moleculs
polisecaridica que llamaron tipafusfonoglicana. Esta molécula
constituye el 31 % de la membrana plasmatica de Acanthamoeba
castellani,

En 1982, Isibosi y cols.q7) lograron aislar  una maofécula
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de naturaleza polisacaridica extraida 2 partir de trofozoitos de
Entamoeba histolytica cultivados axénicamente compuesta de:

-azuceres en un 854  y son: glucoss, galactosa,  manosa,
xilosa, fucosa Y aziacaeres aminados como glucosaming y galactosa-
mina,

-porcién peptidica en un 8% formada de residuos de éacido
aspartico Y glutamico, pequenos residuos de metionina, tirosing,
cisteina e histidina, trazas de  arginina.

-fraccién lipidica que abarca el 2.5% de la malécula.

-fosfates en un 1%,

Cste compuesto recibié el nombre de lipopeptidofosfoglicana
{LPFBG). Por inmunofluorescencia indirecta y microscopia electrénica
se ha demostiredo que esta molécula se localiza cn le superficie de

tos  trofozoitos(ygy. Otros estudios han demostrade 1a  presencia  de

anticuerpos especificos anti-tipopeptidofosfoglicana en SUeros de
paclentes con absceso hepético amiblano de Isotipa laB, lgM e
lgA(gy asi como en el suero de conejos  inmunizados  con  trofo-

z0itos(31).

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti-LPFG en
1a bilis de ratas inmunizadas intracecalmente con trofozoitos de
clase igA secretor‘ia(”. También se ha vencontrado la presencia de
anticuerpos especificos de clase lgAs dirlgidus contra la LPFG en
muestras de calostro de mujeres mexicanasa).

.

Esta molécula perdié su actividad antigénica al itratarla

con metaperyodato de sodio, lo que sugiere 18 imporiancia de los

azicares como determinantes antigenicos 9y



Inmunologia .. -

Los mecanismos  inmunes humancs - en . contra. de. L. histoly-
tica agn no  han  sido totalinente esclarecidos,

En la mayoria de los individuos Infectados r, histoly-
tica habita como cofmensal y 185 condiciones aue Hlevan al
desarrollo  de ;] enfermedad invasive son  multifactorisles ¥ estén
reiscionados con el balance entre los mecanismoy patoucnos dgel
parasito y los mecanismos de defensa del hospedero ya Sean  &Ll08
inmunes o no. La respuesta inmune a £. histolytica ocurre sé6io
como resultado de la invasion tisuler y @€l porasito es cepar e
dispsrar la inmunidsd humoral y celular en el humano.

inmunidad humorai: Se* desarrolla con la enfermedad invasiva
pues se ha encontrado que los pacientes con amibiasis intestinail [}
con absceso hepatico amibiano desarrollaban anticuerpos 143¢)
especificos subclase lpb 2 ) e lgM (9);tamblen se demosire la
presencia  de coproanticuerpos de clase lgA en  pacientes con
amibiasis intestlnal(a).

La presencia de anticuerpos sericos anti-atniba en  pacientes
s6lo es indicador de que el paciente tuvo o0 tiene amibiasia  aungue
fos  titulos mas altos se presentan  en  las  etlapas inicisles de la
enfermedad Invaslva(“). No hay evidencias de que el titulo de
anticuerpos correlacivne con el estado clinico del paciente.

La produccion de anticuerpos secretores no  requiere e ung
penetracion del tejido pero esta respuesta secretoria a £.
histolytica es de corta duracion.

§e ha demostrado por estudios in vitro, aque los trofozoitos
amibianos son capaces de  agregar, ingerir y “desprender" a8 10s

anticuerpos antl-amiba que se unen a su  superficle. f£sto  suglere un

15



mecanisme de evasiéon del pardsitc a a8 respuesta inmune nhumoral  oel
hospedero, de manera que la respuesta de anticuerpos Ao parece  Ser
efective en controlar o proteger de la enfermedad(y 4).

En resimen, Ia respuesia inmune humorai sistamica  dirigida
en contra de £. histelytica no parece ser la responsable  de
controtar el desarrolio de una infeccisn ya estabiecida o de
proveer resistencia hacla la amibiasis invasiva i de prevenir

reinfecciones subsecuentesg).

Clasificacién entre oamibas patégenas y no pat6yenas

En 19686, Robinsongy7) describlé un metodo e cultivo
manoxénico para amibas, con io cua!l fué posible obtener arandes
cantidaoes de trofozoitos. £5t0 permitié que Sargeaunt ¥ Wil=
lams(40,41) en 1978, empieando el comportamiento efectroforético
de 4 Isoenzimas de la amiba (utilizando geles de aimidon en capa
fina) pudieran ctasificar a las cepas amibianas,

Un zimodemo es una poblacién de amibas que se diferencia de
otra, por ia movilidad eleciroforetica de una u dos isoenzimas
especificas(ag).

Los marcadores de patogenicidad en 2imodemos s50n el
corrimiento ejectroforetico en beta ¥ ausencia en alfa de la
isoenzima fosfoglucomutasa asi coino dobles bandos ae corrimiento
rapido en hexoquinasa.

De esi‘a manera pudieron clasificar a las cepas amiblanas en
patogenas y nu  patogenas, vya .uue el patrén de corrimiento de las
cepas aisladas de pacientes con amibiasis es diferente al  patrén  de

corrimiento de las cepas aisladas de pacienies asintomaticos.



Los - 2imodemos ~ patégenus. conocidos actualmente . son:
1, VI, v, XL, X, X, XIV o XIX, XX
Los demss zimodemos se originan de portadores asintomaticos

y son: ), HM, Vv, UV, VL IXe X, XV, XV, XV, XVill41).

Patogenicidad y virulencia

Las diferentes cepas de £. histalytica varian en su
poder potégeno y en su  grado de  virulencia, Esta puede aumentarse
por pasajes sucesivus a lraves del higado de anpimales de experimnen-
tacion; o disminuirse a medida que aumenta el tiempo de cultivo en
mediv  axénito. Tambiéen la  composicion del medio, cocullivacion con
otros microorganismos, 1] gubcultivacion son . factores - que hacen
fluctuar la virulencio(29,46)

Se ha demostrado que las cepas viruvlentas de £. nistoly-
tica tienen similitudes antigénicas que no comparten con .Ias

cepas  no  virulentas, 9in embargo, no  Be hs establecido  una relecion

entre la  composicién antigenice ¥ la virulencia(ag).
Existen algunos parametros para medir la virulencia Y ta
patogenicidad "in vitro* de las cepas amibianas; glyunos dge

estos son:
- grado de eritrofagocitosis
- fagocitosis de ciertas bacterias
- susceptibilidad de aglutinar con Cancanavalina A
- efecto citopatice en linea celuiar MDCK  (fibroblestos que
forman monocapas confluentes)
- contenido epzimatico proteolitico
- produccién de colagenasa

- capacidad de resistir la destruccion par polimorfonu-

17



cleares

-~ adherencia- a la célula blanco

ta fagocitosis, el grade de eritrofagocitosis y el efecto
citopatico estan correlacionadas dgirectamente con ] virulencia ve
fas cepas.

Hay resultados que sugieren aue {4 pobiacién celular ge
las cepas amibianas es heterogénea  esto es, esta compuesta de
células con diferentes capacidades fagociticas. £l aumento de ia
virutencia podria ser el resuflado de una presion selectiva

favorable a fos trofozoitos mas  virulentos zp).

Obtencién de clonas deficientes en fagocitosis

En 1982 Orozco y cols.3g) aislaron @& parlic de la cepd

HMl-IM88 de £, histolytica cuitivada axanicamente dos clunas
seleccionadass de acuerdo @8 5us  capecidades  fagociticas. Colocaron
bacterias Lscherichia coli CR-34  Tim= en medio 96/2 suplemen~-

tado con Timigina o Bromodeoxiuridina (Brdur); Ffueron cosechadas en
la fase logaritmica de su crecimienio y s5e irradiaron con una
tampsra fluorescente. Posteriormente estas vacterias se sembraron
en medio semisdlido y af realizar [a cuenta viebie se encuentra que
las ' bacterias crecidas en el medioc 56/2 suplementado con Braur, la
irradiacion © ejerce un efecto letal en ellas y fueron inactivaedas.

Se colocaron trofozoitos  (cuitivados  axenicamente en  medio
TY!-5-33 de  acuerdo a ta tecnica descrita par Diamondyyy y
cosechadas en ia fase logaritmica + de su crecimiento) con bacierias
BrdUr y se incubaron 3 horas a 370C para permitic la ingestion de

les bacterias por las amibes. &e lavé pare quiler fas Dbacterias no

ingerides y se sembré en  medio TYI=5-33  por 24 horas para  permitie



la replicacién de las amibas y la incorporacién de la. Brdur ecn el
DNA  amibiano, Luego los trofozoitos se lavaron y se resuspendieron
en medio minimo para ser irradiados con lampara fiuorescente.
Despues se sembraron en medio TYI-5-33 y se realizé6 la cuenta
viable. Los irofozoitos sobrevivientes fueron aquelios deficientes
en fagocitar las bacterigs BrdUr; &stos se crecieron y el protocolo
se repitio tres veces mas. La peblacion obtenida se denoming
poblacion L.

se tomaron trofozoltos de 1a cepa HMI=1M88§ Y de la
poblacion L se clonaron para obtener poblaciones celulares
homoyeneas; a la clona obtenida de 1la poblacion L se te llamé L-6 vy
a la obienida a partir de® HMI-IMSS sin  nlngon  tratamiento se e
{lamo C-A. (figura 1)

A estas clonas asi como a la cepa original se le realizaron

1os sigulenties ensayos: "

~Efipiencia e formanion e colonias wn Ryar remisolidot
Los trofozoitos se sembraron en botellas de agar semisolido
preparado en medio TYI-5-33. §e incubaron a 379C y el nomero de
colonias se contée a los 7 dias,

-Eficiencia de clonacion €n medio liquido: Los trofozoitos
se resuspendieron @ la concentracibn de 1 cel/ul en medio TYi-§-33
suplementado  con  antibiétices, se incubaron 8 379C y entre 6 y 10
digs se revisd el crecimiento,

-Virulencia: Se inyectaron 20 000 [} mas trofozoitos
intrghepaticamente en hamsters recien nacidos. 0Despuées de 8-16 dias
los hamsters se anéstesiarun. se practicé laparstomia y se extrajo
el higado para valorar los abscesos de acuerdo. a8 Sy nomero Y

tamano,



FIBURA &

OBTENCION DE CLONAS DEFICIENTES EN FAGOCITOSIS

BACTERIAS [, «coli CEPA CR-34 TIM -

TIMIDIN BROMODEOXIURIDINA (Brdur)

/

N FASE EXPONDNCIAL

|

E
IRRADIAR  CON  LAMPARA  FLUORESCENTE

-

SEMBRAR Y REALIZAR CUENTA  VIABLE

COSECHAR

TROFOZOITOS + BACTERIAS Brdur

l 3 hrs A 37%C
LAVAR Y SEMBRAR [N TYI-5-33 POR ¢4 hrs
RESUSPENDER E IRRADIAR
SLMBRAR  EN  TY1-§-33-F----CONFAR  CELULAS  VIABLES
TROFOZOITOS SOBREVIVIENTES DEFICIENTES EN FAGOCITOSIS

POBLACION L

HM1-IMSS / L
\ ,

/CRECER SUBCULTIVAR  UNA CLONA\

CLONA  L-6
:

CRITROFAGOCITOSIS, EFECTO CITOPATICO, VIRULENCIA

CLONA A




~Eritrofagocitosis: Eritrocitos humanos lavados se pusieron
en contacto con trofozoites en  relacion  100:, se incubaron & 370C;
la reacciéon de fagocitosis se detuvo agregando agua bidestiloda
para romper los eritrocitos libres vy adheridos a8 s superficie  del
eritrocito. tas preparaciones cejulsres se fijaron Yy se  contra-
staron contando en el microscopio ios eritrocitos ingeridos en i00
amibas.

- Efecto citopético sobre celulas en cultivo: Ei efecto
citopatico de £, histolytica sobre células epiteliales de la
linea MDCK se midi6 por ia velocidad de los trofozoitos de destruir
las monocapas celulares.

En fos resultados obtenidos, se observa que la clona A
tiene un elevado arado de eritrofagocitosis, tiene efecto
citopatico sobre células en cultivo y formé AHA en el higado de
namsters, por Io ague se considera viruienta.,  En- carmbio la clony
L-6, fagocitoe poco los eritrocitos humanos, no tuvo efecto
citopdtico sobre celuias en culli\;o y no formd AHA en el higado de
hamsters. La clona L-6 es no virulenta.

Es importante se®alar que Jas clonas L-6 y A no cambiaron
su zimodemo, conservando (] zimodemo patégeno 3} de la cepa
origingl HM1=-1MSES§.

€l presente rebajo opretende enconter  las - diferencias en el
reconocimiento por anticuerpos séricos de pacientes con AHA hacia
las LPFG ubtenl‘uas de clonas virulentas y no virulentas con e! Ffin

de observer si el sistema inmune es capaz de diferenciarlas.
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0BJVETIVOE

- Aislar la LPF6 de {a cepa HMI-IMSS de £.  histalytica
cultivada axenicamente y de Jas dos clonas derivagas de ellas C-A vy

L-6 aplicande la tecnica de Westphal-Jann,

~ Caracterizar quimicamente fa LPFG de |8 cepa y  clonas

antes mencionadas,
~ Determinar el patron de reconocimiento por los anticugr-

pes séricos de pacientes con abscesv hepatico emibiano & la  LPFG

obtenida de la cepa Yy clonas mencionadas,
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MATERIALES Y METODOS

f.- Sueros.

Se utilizaron 66

clinico. vy radiologico

provenientes de! Centro
sa8nas sin  antecedentes
2.- Cepas

Se utilizé la

clonas derivadas de ella:

(CINVESTAV).

3.- Cultive
se utilizaron
18 ceps HMI-IMSS y de
en medio TY1-8-33 de

Diamond(1p,11)-

3.1.- Preparacién

peptona.

a) Los constituyentes

Regulador de fosfatos
Extracto de levadura
tripticasa (o peptona)
alucosa

cloruro de sodio

sueros de

comprobado de

utilizadas

axénico

trofozoitps de

acuerdo a la

Nacional y 50

amibiasis,

de Entamoeba

HMI-IMSS de £

y C-A

de _trofozoitos.

clonas L-6 y C-A

medlo de

de este medio

364.9

182.8

364.5

182.8

36.4
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pacientes con

absceso

donadas

Entamoeba

metodologia

cultiveo

diagnéstico
hepético amibiano

Sueros de personas

histolytica.
histolytica Y dos

por Esther Orozco

histolytica de
cultivadss axeénicamente

descrita por

tripticasa Yy

cultlivo  son:

mi



L-cisteina 18.2 1]

&cido ascérbico 3.6 g

citrato férrico de amonio 36.0 mi

b) Agregar y disolver cata uno de estes componenies en agua
destilada, aforsndo a un  volGmen  final de 15 1t Esterilizar a
12410C  durante {5 minutos a8 15 libras de presisn,

c) inactivar Suero bovi.no por calentamiento 8 §69C por 30
minutos. En condiciones de esterilidad, complementar el medio al
15% de suero bovino y 3% de mezcia vitaminica,

d) Hacer. pruebas de esterilided sembrendo en tioglicolato,
BHI vy gelosa sangre incubando a 37°C por 48 horas,

e) Envasar en botellas Ffalcon de 500 ml- con tapén de rosca

vertiendo saproximadamente {100 mli en cada frasco.

3.2 Slembra y cosecha de 1los trofozoitos.

Se parti6 de cultivos de amibas estacionarios en 1iubo y en
la fase logaritmica de su crecimiento se sumergieron durante 10
minutos en bafo de hielo para Favorecer el desprendimiento de los
trofozoitos de las paredes del tubo. Se deja reposar un tempo
después de lo cual, se elimina el sobrenadante y (a5 caélulas que
por densidad estan en el fondo se Das'an a botellas con mmedio de
cuitive para obtener un crecimiento masivo de celulas,

b) Estas boteilas se incuban & 370C por 72 horas, tiempo en

.

el cual se encuentran en la fase logaritmica de crecimiento.
Sumergir estas botellas en un baiio de hielo por 10 min, Los
trofozoitos se cosechan por centrifugaciéon a 3000 rpm por 10 min a
40C, Desechar el sobrenadante y resuspender el paauete celular en

solucién salina  0.85M; lavar 3 veces con solucién salina  0.85M o
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con amortiguador de fosfatos pH 7.2, Liofllizar ins paquetes

celulares hasta 5u uso,

4.- Obtencién de la LPFG de los trofozoitos de E.
histolytica.

Para la obtencién de la LPFG de los trofozoitos de £.
histalytica se usoé 1a tecnica de fenol-agua descrita por
Westphal-dann(‘5) usando fenol 8l 90%. Esta tecnica se basa en  Que
el fenol es un excelente solvente de proteinas; los polisacaridos,
lipopolisacaridos, sc. nuciéicos 12 mucopolisacaridos son sojubles
en agus e insolubles en Ffenol; wmezclas de fenol-sgua permiten una
completa extracclén de prooteinas de soluciones acuosas, La
separaciéon de las proteinas de Jos polisacaridos vy &c. nucléicos
usando esta técnica es eficiente.

Soluciones

~-fenol 90%

Procedimiento (figura 2)

a) La biomasa liofllizada es resuspendida en agua hasta
solubiiizarse, se calienta a 65-680C y se afade con agitacion
violenta el mismo volamen de fenol (90%) precalentado a 65-680C
pues a esa temperatura e! agua y el Fenol s0on miscibies y las
calulas s0n desintegradas.

b) Dejar 30 minutos  agitando constantemente. Despues se
enfria en bako de hielo,

c) Centrifugar la emulsién a 3000 ropm por 15 min.
formandose 3 fases: wuna Ffase fen6lics, una fase 8cuosa y un residuo
insoluble, Se recolecta la fose acuosa donde v& el polisacérido y a

las otras fases se les repite la extraccion dos veces mas.
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FIGURA g2

METODO DE EXTRACCION DE

,_
o
~
2]

BIOMASA DE  TROFOZOITOS  LIOFILIZADA

RESUSPENDER EN  AGUA

EXTRACCION FENOL-AGUA

CENTRIFUGAR 3000 RPM/ 45!

FASE "ACUOSA FASE FENOLICA RESIDUO INSOLUBLE .
DOS EXTRACCIONES MAS

FASE ACUOSA FASE FENOLICA

DIALISIE CONTRA AGUA  DESTILADA

ULTRACENTRIFUGAR 80 000 XG/3 R.

SOBRENADANTE PASTILLA

LIOFILIZAR



¢) Dializar exhaustivemente con &dus para Quitar el fenol,
e) Ultracentrifugar a 80 ©000 xg opor 3 horas a 40C, La

pastilla obtenida es la LPFG, que es liofilizada nuevamenle.
5§,- Caracterizacién quimica de la LPFG.

5.4 Determinacion de azacares por el matodo fenul-éc.
sulfarico.

4] matodo colorimétrico fenol-éc. SuIfarico(ya) permite
cuantificar azacares totales Y el contenido de azacaresv en
glicoproteinas, debido @ que la uni6n del reactivo con los residuos
del ez0car forme un complejo de color naranja,

Soluciones

- Azdcar de referencia: Se empled como esténdar de
referencia {0 mg de plucosa disuelta en 10 ml de agua  destilada
(concentracién de | mg/ml).

~-Solucién  acuosa de fenol al 5%

-&cido suifarico concentrado

Procedimiento

a) En tubes de ensaye limpios se colocan por  duplicado
cantidades crecientes de glucosa ajustandose o un  volimen final de
0.4 ml/!ubo‘cun agua deslilada.

# tubo 1 2 3 4 5 6 7 8

(glucost; en wa) - 5 10 15 20 50 80 100

»i de estéandasr - 2] 10 15 20 50 80 100

ml de agua 4 395 .39 .385 .38 .35 32 .30

b) Aaregar a cada tubo 400 ml de fenol al 5% y coiocario en

bafio de hieio. -
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c) Adadir a cada tubo 2 ml de ac. sulferico concentrado,
ayregondolo gols & gota por lsas paredes del  tubo. Mezclar  vigorosa-
mente.

d) Meter en el horno @ 1009C  por 10 Imin,

e) Una vez que los tubos estan ] temperatura ambienle,
medir  ls  apsorbancla a 490 am  en un  especirofotometro.  Construir |8
curva de calibracion  graficanto los  valores de  absorbancie  contrd
wg  de  azdacar,

f) Las muestrss probiema se tratan de igua! forma que las
de referencia, y el valor de” su absorbancia se  interpols en la

curva para determinar fa  cantided de azdcares.

$.2. Determingeion  de  proteinas por el método de Lowry,

Es una modificacién  del metodo de  Folin-Civcalleau basado
en ¥ determinacion del iriptofrano, tirosins y cisteina contenida
en  lus  proleinss  ys Que en  presencia de  cobre  son capaces  de
reducir ©) reactivo de fotin-Ciocalteau formando un complejo de
color azul(asy.

Soluciones

-Proteina de referencig: Se uso como  proteins  estandar 10
mg de albamina  serica bovind disuelta en 10 ml de solucién  salina
0.85M (concentracion de 4 mg/ml).

-Reactivo B Esta formato por 3 soluciones Que deberan
mezclarse o1  momento de  usarse.

1) Tartirato doble de sodio y potasio: Disolver 200 mg de
tartrato doble de sodlo y potasio en 100 m} de agua destilada.

2} Suifato de cobre: Disoiver 100 mg de suifato de cotre

pentenhidratede en 100 m! de ayua destilada.
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3) Carbonato de sodio al 2% en hidréxide de sedic O.IN

Reactivo B: Merclar t ml de tartrato doble de  sodic Y
potasio con ! ml de sulfato de cobre y ahadir 100 m! de carbonato
de sodio.

~Reactivo de folin-Ciocalteau {acido fosfomolibdico
fosfotongstico). Mezclar 2 ml del resctive de Folin con 4 ml de
agua destilada (1:3). Preparer al momento de usarse.

Procedimiento

a) Para elaborar Ia curva patrén, se colocan en los  tubos
e ensaye perfectamente lavados y por duplicado, cantidades
crecientes de albGmina, &justando & un volumen fine) de 0.4 m! por

tubo con NaCl 0.85 M.

# tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[proteina  en ul] - 10 20 30 50 100 150 200 250
uwl  de estandar - 10 20 30 §0 100 150 200 250

ml NaCl 0.88M 40 39 .38 .37 .38 .30 .28 20 18

b) ARadir a cada tubo 2 wml del reactivo B. Mezclar bien y
dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente

c) Agregar a cada tubo 0.2 ml det reactlivo de Folin.
Mezclar y dejar reposar 20 minutos & temperailura ambiente en la
oscuridad, Leer en un espectrofotémetro 8 una densidad o6ptica de
500 nm sjustendo con el tubo 1 (blanco). Construir la curva de
calibrucien  graficando absorbencis contra wg de proteina.

d) Las rmuestras problema se tratan de igual forma que las
de referencia y el valor de su absorbancia se interpola en la curva

de calibracién para determinar la concentracién de proteing.



5,3 CEClectroforesis en gel de poliacrilamida

ta electroforesis en gel de poliacrilamide permite el
analisis y la separacion  de mez;las de proteinus y es un excelente
metodo dada la transparencia del ael, s alta resclucién y
reproductibitidad. Le separacién en 1a cleclroforesis depende de la
carga, tamaio 12 forma de ias moteculas, €s poesible separar
diferentes intervalos de peso molecular &l variar ta  concentracién
del gel

En ia electroforesis desndtuyralizante, 8DS~-PAGE, fas
proteinas se someten 4 la  Bccien  del  2-merceptoetancl gque reduce
los  puentes disuifure y  simulténeamente  se  tratan  con el detergente
anionico  dodecil-suifeto de sodio  (8DS) que recubre tas cadenas vy
ias carge negativemenle, ASI, 18 seperacién  anicamente  depende  del
tamefio y €S posible determinar el pese  molecular OB  los  muestres
compsrando 11} movitidad con ta de . marcitores de peso molecular
conuciao“;”'

Solucicnes

-Acrilamige Bis. Disalver 30 g de Acrilamidga y 0.8 g de
N,N? NN metilenobisacrilamida en agua destilada ¥ gesionizada,
aforando a 100 mi. Filtrar con papel Wathman. Almacenaric  en la
oscuridad a 4 C,

~Yeis~HCL 48 M pH-8.8, Disglver 1848 o de  trie hase  sn 62
mi oe  agua desu‘lada. AJustar ef pH o B.8 con HCH 3 N. Aforar a 100
ml

~Tris=HC!l 0.8 M pHz=6.8. Disolver 7.8 g ¢e tri5 bese en 50
ml 0@ ayua destilade, Ajuster el pR & 6.8 con HCY t N Aforar g 100
ml. ’

~Sotucién scuosa de SDS Al 104

t



-N,N,N',N'-tetrametilendiamina (TECMED). .

-Persuifgto de amonio (APS) al 104,

-Amortiguador de muestra: Mezclar 25 ml  de Tris-HCl pH 6.8,
10 ml de glicerol, 0.t ml de ez2ul de bromofenol al 0.4 En el caso
de SDS-PAGE, auregar 2 g9 de S§D6 y 6 ml de 2-mercaptoetanol.

-Amortiguador de corrimiento opH 8.3, Disolver 3 g de tris
base y 14.4 g de glicina aforando a 1000 ml con agua destilada vy
desionizoda, ajustando el pH a 8.3, Para SD&-PAGE, agreger poco &
poco 1 g de SDS.

-Gel de separacion al 14% con urea 4M. Mezclar 14 mi de
acrilamida bis, 7.5 ml de Tris-HCI pH 88 ¥y 8.05 ml de agua
desionizada, AMadir 10wl de TEMED y 0.06 ml de APS al 104 Para
6D5~PAGE, wugregar 0.6 ml de 8DS &l 104, Mezclur y aplicar inme-
diatamente en las  placas.

~Gel de introduccién: Mezclar 2.5 m} de acrilamida Di.s.
3.73 m! de Tris-HCI pH 6.4 y 8.55 ml de ayua desionizade. Agregar
74 @l de TEMED y .05 ml de APS al 104 Para SDS-PAGE, agregsr 0.15
ml  de §DS al 104. Mezclar y aplicar de Inmediato en las placas,

-Solucién fijadora para tincien de arul  de Coomasie: A 400
m} de metanol agregar 70 ml de acido acético y 530 ml de agua
destilada.

~Solucion tedldora para tinclon de aru! de Coomasie:
Disovlver 125 g de a2ul de Coomasie en 454 mi de metanol al 50%.
Afiadir 40 m! de &cido acetico, agitar durante 30 minutos y filtrar,

=50lucién destefidora: A 50 m! de metano! aaregar 25 ml de
acido  acético aforando & 1000 ml con agua destilada.

~§olucién pre-fijadora para tincién de piata:r A S0 ml de
metanol afadir 10 ml de &cido acatico aforendo a 100 ml  con ayua
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destilada. _ :

~§olucion fijedora pare tincion de plata: Glutaraldehido al
10%. )

=-8olucién teflidora para tincion de nitrato de plata: A 24
m{ de NaOH ©0,4 M agreger 1.4 1wl de hidréxido de amonlo. ARadir qota
a gota 4 ml de nitrato de plate al  20%.

-8olucién  reveladora: A 10 mi de metanol aRadir S mg de
acido citrico 'y .05 ml de formaldehido, &forando 8 100 ml con wgua
destifada.

Procedimiento

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realizé bajo
condiciones reductoras, empl'eandn un equipo de etectroforesis
vertical LKkB-2001

A, Preparacién del gel: .

=-Verificar que el material este perfectamente tavado,
enjuagéndolo  con agua destitada. Desengrasar las placas de vidrio
con metanol.

-Colocar las placas de vidrio en su base y checar que los
bordes estén perfectamente . sellados, ajustando con los tornillios,

- La base se coloca sobre una superficie plana, Be prepara
el gel de separaclon Y se aplica entre las placas de vidrio
evitando la formacién de burbujas hasta una @&ltura de 15 cm. En el
espacio restante  se agregs agua destilada para favorecer la
polimerizacién horizontai del gel. Dejar por dos hrs.

- Desechar el agua decantando, Preparar en gel introductor
y aplicarlo sobre el ael separador entre las placas  de vidrio;
colocar el peine que formara 1os canales donde se aplicarén las

muestras, Dejar polimerizar una nr, y quiter el peine,
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- se toloca la camara de la parte superior sellando
perfectamente. Agregar en la camara e} Bmortiguador de  corrimiento
hasta llensr la camara.

B, Preparacién de fas Inuestras:

~Cojocar fas muestras en tubos de ensaye y mezciarias
volumen 8 volumen con el eamortigusdor de muestra,  Colecer 108 tubug
en un baRo de agua hirviendo durante 5 min, y  aplicar.

-Marcadores: Se incluyen marcadores de pesos molecutares

conocidos, &n este caso Sse emplearom:

fosforilasa...coivnneieneeds97 Kd
BIDLMINA. . veiivaernninenne o 686 Xd
ovoaltbdmina.,coooiiviiiine 42 Kd
anhidrasa carbonica......c.. 34 Kd
inibidor de tripsina........2t Kd
LEE-X - R 11X S Kd

Los marcadores se tratan de Ja misma farma gue fas muestras
y se aplicon en los carriles correspongientes.

c. Electroforesis:

=Colocar el amortiguador de  corrimiento en L] camarsa
inferior: colocer dentro las mangueras de refrigerante y las placas
con a8 camara superior y tapar.

-Conectar el sistema a wuna fuenle de poder a 20 mA por
placa cuando las fnuestras pasan a gl sepasrador cambiar & 25 mA por
placa. Oejar aproximadamente 5 o 6 hrs hasta aque la muestra llege a
2 cm. por arriba del limite inferior del gel.

D. Tinclén de awul de Coomasie para proteinas:

-En  un  recipiente colocar el ge! ¥ agregar la solucién
fijadora cubriéndoioc completamente, Dejar toda I8 noche.

ER



~Climinar - la solucion fijadora y sfadic al yel la solucién
tedidora durante ¢ hr.

~Eliminar el  colorante y anlicar 18 solucion  destedidore.
Realizar los camblos que sean necesarios (cada hora) hasta obtener
ls  cojoracien deseada del  gef.

~Colocar € gel en un papel filtro grueso y Donerio en  un
secador de geles para lagrar 5u deshidratacion.

€ Tincién de plata parg polisacéridos!

Todo debe hacerse con guantes y sin  tocar el gel.

-€n  wn recipiente colocar el gel y agregar  la  solucién
prefijadors cubriéndoic  completamente. Dejar 30 min, y lavar con
etanof Si~acido acetico 1%

~ARadir ia solucién fijadura b dejar 30 min., lavar
minuciosamente con ggua destilada, agitands por 24  hrs,

~Colocar la  sol. tiedidora en un recipiente ¢y despues poner
el gel gque debe guedar totalmente cublerto con la  solucien. Dejlar
15 min..

~Lavar con agua desionizada agitando Y atadir ta s0l.
reveladora; cuando aparezcan tas bandas, detener {a reacciéen  con
acido  acetico  al 1%,

~Lavar el gel y colacarlo en un secador de gejes para
lograr &Y deshidratacion,

8.- (Cnsayo inmunoenzimatico (ELISA).

Los  inmuNoensByosS  B0n  Glecnicas  para  deteccion Y cuantifiche
ci6n de  antigenos o  anticuerpos. £n  estos ensayos, g reaccion
antigeno-anticuerpo es detectada mediante ung enyima y uno de fos

reactantes {antigeno 0 anticuerpo) es inmovilizado en fa fase



solida, ELISA combing especificidad y sensibilidad ademss- e que €5
capaz de delectar cantidades muy pequerds de lng reactantes
inmunélogicos 44)

Soluciones

-Amortiguador de carbonatos pH 9.5 : Disolver T y de
carbonato de soedio vy 28 g de bicerbonato de sodio en agua
destiloda aforondo & |1 1. y ajustando el pH a 9.5 con HCI | RN

-Amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.4 : Disolver 8.7 g de
cleruro de sodio, 2.7 g de fosfato dibasico de sodio, 04 g de
fosfato monobasico de sodlo en agua destilada, aforando a 1 it. y
ajustando el pH a,  T.4,

-Solucién de lavado: PBS al 01 % de Tween 20

-Solucion  diluyente: Disoiver 0.5 de gelatinga en 100 .. ml _de
PBS con 04 ml de Tween 20.

-Solucién de blogueo: Disolver 1 g de gelatina en 100 myl de
PBS.

-Amortiguador de citratos pH 6.6 : Disolver 29 4 de citrato
de sodlo y 44 9 de acido citrico en agua destilada aforando a8
I1t. y ajustando el pH a 6.6,

-Sustrato para peroxidasa (prepararse en e momento  que se
va a utilizar): Pesar exactamente [} ma de o-fenilendiamina y
disolver en 12 ml de amortiguador de citratos pH 5.6, Adictonar 10
I de peroxido de hidrégeno al 30 %,

-Actido  sulforico 2 N

Procedimento

a) Se utillzeron placas de 96 pozos de fonde  plano,

b} Disolver Is LPFG6 en amortiguador de carbonatos pH 9.5 vy

colocar 100 wl en cada pozo, incubando toda a8 noche a 40C.




c) ODespués de cada uno de Ios pasos mencionados a continu-
acien, deberd laverse exhaustivamente con  solucion de lavado,

d}) Bloquear {lenando i0s po20s con  solucién de bivqueo,
dejur t nr, 8 37 C.

€) Diluir {os sueros de los pacientes con diagnéstico
clinico y comprobado de AHA en solucién diluyente y colocar 100wl
en cada pozo. Incubar 1430 hrs. a 37 C.

) Difuir el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa
{anti-inmunoglobulinas iotales humanas} en solucién diluyente
colocando 100 i en cada pozo dejando incubar 130 hrs. a 37°C.

g8) Agregar el susirato para peroxidase 8 cada pozo, dejando
0. min, en la oscurigad.

h) Detener la reaccién agregsndo 100 ui de &cido sulfdrico

2 N a8 cada porzo y leer @ 490 nm. en wun lJector de CLISA (Dynatec).

8.1 Estandarizacién del método de ELISA |

fue necesario estandarizar previamente e} método de  ELISA
para conocer las condiciones 6éptimas de trabajo. con esta,
finalidad se wusé como Ag la LPFG obtenide oe Ja cepa MI-IMSE vy de
las ciones =86 y A a las diluciones siguientes: 20 pa/il, 10 pg/mi,
Spa/ml, 2.8pug/mi 4 .89  upg/m {(considerando su concentracion de
azacares). Como Ac usé un mismo suera de paciente con diaynastico
clinico comurobago de atsceso hepatico amitiiano a las diluciones
siguientes: 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 131600 12 1:3200.
' £l conjugado anti-inmunogiobulinas unido o peroxidasa
{preparado en el faboratoria) se uso a una dilucion de 1:400,
revelango con o-fenilendiamina con agua oxigenada. La reaccion se

detuvo cop  acido  suifarico 2 N,

)



RESULTADOS

Aistamiente y caracterizacién quimica

ta LPFG se obtuvo por el metodo de Westphal Jann y los
resultados de e caracterizacion quimice de la LPFG de las
dgiferentes clonas fué el siguiente: en le tebla ¢ observemos que el
contenido  de proteinas  por el meétodo de Lowry fue similar  ep  las
tres cionas  menor al 14; en cambio la concentracion  de aucares
por ia tecnica  fenoi-ac. sulforico  muestre las  siguientes diferens
cias: opasra la clons L-6 (virulenta) fué de un 95%, mientras gue
para fa clana A (no viruenta). fueé del 704 ; en cambio para la cepa
original fue det 85%, este oftimo resultado coincide con los
estudios ya reportados por isibasi y cui.(”).

ta Figura 3 nos muestra el patron  de  cocrimiento elect.ro-
foretico  oblenido en geles de poliatriamida (§D8 PAGE) para fa
LPFG de la cepa vy clonas de Entamoeba histolylica reveladss con
tincion  de w20l de Coomasie  especifica para proteinas.

En el carrit 2 vemps el patrén  de  corrimiento  electro-
forético para Ja LPFG  de ia clopg A, Pgdemns observer que existen
una serie de bandas protéicag cuyps PM  oscilan entre 21 y 45 Kkd los
cuates podrian correspander a ie porcién peptidice de ests
moigcula, En el carril 3 observamns el patran de corrimiento
electroforetico para 1 LPFG de fa clona L-6 el cual miestra bandas
protéicas entre 2t y 66 Xd y en el carrit 4 la LPFG de la ceps
HMI-IMSS ef cual muestra bandas protéicas eontre 21 y 66 Kd. En ef
altimo carril se colocaron los estandares dge M. Aparentemente

existen una serie de bandas protgicas que se comparten entre las
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TABLA 1

ANALIS!S QUIMICO DE LOS LPFG DE LAS 3 DIFERENTES
CLONAS DE E. pistolytica .

Clona Azicores Totoles Contenido de Proteina
(%) . (%)

HMI - IMSS 85 >

L-6 95 >

C-A 75 >t




FIGURA 3:
ELECTROFORESIS SDS PAGE CON TINCION
DE AZUL OE COOMASIE DE LA LPFG.

e6kd
as

3

21

CARRIL 2: LPFG DE LA CLONA C-A
CARRIL 3:LPFG DE LA CLONA L-6
CARRIL 4: LPFG OE LA CEPA HMI-IMSS
CARRIL 5. MARCADORES DE PM



clonas virulentas y no virulentas aunque hubleron otras bandas con
gistribucién  diferente entre clonas  virulentas y no  viruienias.

Le figura 4 nos muestra el patrén de corrimiento electro-
foretico en geles de poliacrilamida (508 PAGE) para la LPFG de la
cepa y clonas de £Entamoeba histolytica reveladas con tincien  de
nitrato de plata especifica para polisacaridos.

En los carriles B y C observamos el patr6n de corrimiento
electroforético para la LPFG de Ila cepa HMI-IMSS; observamos un
"pbarrido" tipico de los polisacaridos el cusl consiste en unidades
de repeticion de los monosacaridos que constituyen esta molécula.
En el carril D y E el patr6n de corrimiento electroforético para la
LPFG de la clona L-6 el cual muestra un “barrido® con el mismo
comportamiento aque los polisacaridos ; en el carril F y 6 el patrén
de corrimiento efectroforético para la clona A, en el cual existe
un  "barrido" semejante a los carriles anteriores; en los carriles H
e | muestra el patrén de corrimiento electroforético para la LPFG
de Ja cepa HMI-IMSS de un lote diferente al aque se tirabajé en esta
tesis, el cual se utilizé como testigo de corrimiento electro-
forético de la LPFG.

Los "barridos" observados en las electroforesis reveladas
con nitrato de  plate muestran  semejgnzas  en el comportamiento
electroforeético entre la cepa ; clonas  estudisdas, (85 cuales a8 su
vez muestran f.emejanza con el comportamiento electroforético visto
en Jlos polisacaridos de enterobacterias como lo muestra la figura
5, Esta figura muestra el corrimiento electroforatico del poli=-
sacarido de Salmonella typhi 9, tg,¥iid  revelade con nitrato  de
plata, en el cual observamos el mismo tipo de “"barrido" encontrado

en |la LPFG de la cepa y clones de £. histalytica.
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Figura 5: N

Clectroforesis  8DS  PAGE  con  tincion de nitrato” de plata  de pol-
sacaridos de Salmonella typhi 9,12,vi,d.



Ensayo inmunoenzimatico

La estandarizacion del método de ELISA se llevée @ cabo
comparando diferentes concentraciones de LPFG de la cepa y clonas
estudiedas contra diferentes diluciones de un mismo suero de
peciente con AHA y de un 5uero de persona sana, con la finalidad de
encontrar las condiclones 6ptimas de! metodo y el punto de corte
donde se diferencia mejor entre sanos y enfermos.

La figura 6 ruestra la grafica de estanderizacion pars la
LPFG de la cepa HMI-IMGS en la cual se decidi6 tomar como punio de
corte una concentracion del Ag de 10 ug/ml y una dilucion del suero
de 1:400. La razones de esta decision fueron: la difencia observada
enire 58N05 Y enfermos, 15 cantidad de Ag disponible  para el
experimento y ia ventaje de user una dilucion del sSuero de 11400
para evitar falsos positivos,

La flgura 7 muestra la grafica de estandarizacion para 'Ia
LPFG de la clona A y en 1la figura B8 la de le clona L-68 en las
cuales se observa el mismo fenémeno que pars la cepa HMI-IMSS. Por
estos resuitados se decidié trabajar los sueros @ una dilucién de
1:400 con una concentracion de LPFG de 10 po/m! para la cepa vy
cionas en estudio.

se estudiaron 66 SUEBros de pacientes con AHA cuyos
resultados se pueden observar en la figura 2, ¥:] cual es una
grafica de barras que compara los resultados ubtenidos en la
determinacion de anticuerpos S&ricos anti=LPFG de pacientes con
AHA, utilizendo el mélodo de ELIBA. ObDSErvamos un mHEyor reconocis-
miento hacia las moléculas provenientes de ja cepa HM1-IMS§ con
una media de 0.0, =46 ¢ 16 y de la clona A virulenta con una x=

49 ¢ .21 mientras gque estos mismos antiCuerpos reconocen con menor
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FIGURA 6:
ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA PARALA LPFG DE LA CLONA HMI-IMSS
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FIGURA 7.

ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA PARA LA LPFG DE LA CLONA C-A

1.6
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20 xg/m
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FIGURA 8.

ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA PARA LA LPFG DE LA CLONA L-6

-
2L e

-
- -

20 $g/mi

wnnnemw SUERO DE PERSONA CON AHA
~ == SUERQ DE PERSONA SANA

10 ug/mi

& ug/mi

o=~ 20ug/mt

_--10 g/ mi

- 5 ug/ml

/320

1/1600

1/800

1/400

1/200

1/100 DILUCION DEL SUERO



D.0. 490 nm

.54

.4

.34

FIGURA 9!
DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS EN PACIENTES CON
AHA CONTRA LA LPFG DE LA CEPA HM1-IMSS Y DE 2 CLONAS

DERIVADAS.

X =.49 5=.21
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afinidad la LPF6G  proveniente de la clona L~6 0o virulenta con una
x: .24 # .05. Podemos decir que existen diferencias en el reconoci-
miento  por  anycuerpos saricos hacio la LPFG obtenida de cepas
virulentas Y no virulentas.

ta figura 10 muestra los resultados cbtenidos en la
determinacién de anticuerpos séricos anti-LPFG  de pacientes con  AHA
comparados con testiges, Ios cuales consistieron en 50 sueros de
personas  sanas sin  antecedentes de amibiasis,

Se puede observar que existen diferencias entre los
resultados obtenidas con SUEroS de pacientes con AHA y los

obtenidos con los ‘testigos. €£n los testigos, el reconocimiento por

es muche menor, Las lecturas de densidad optice para la cepa
original HM{-IM§S fueron de x= .29 $.04, un valor muy semejanie al
obtenido con Ja «clona A con una x= .28 +.,04, Las lecturas para la

clong L-6 son menores con x=.47  $.02.

Es importante hacer notar que aunque los testigos fueron
personas sanas sin  antecedentes  aparentes de amibiasis, todos
presentaron anticuerpos anti-LPFG con titulos bajos. Esto se debe
probablemente & que la poblacién estudiada son mexicanos y habla
de! probleme de salud en Maxico ya gque Segon la OMS la  frecuencia
con que se eliminan quistes de amiba en heces varig del 5 al 5S% en
México., E£sto es probablemente la causa de estos resultados. Sin
embargo se puede diferenciar entre los anticuerpos séricos
anti-amiba prudu‘cidos por alguna  colitis amibiana y los anticuerpos

séricos de los enfermos con amiblasis invasiva como el AHA,

38



490 nm

D.O.

FIGURA 10:

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS EN PACIENTES CON AHA
Y DE PERSONAS SANAS CONTRA LA LPFG DE LA CEPA HMI-IMSS Y
DE 2 CLONAS DERIVADAS.
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DISCUSION

La disenteria amiblana es un importante problems de salud
sblo en nuestro pais sino en diversas regiones del mundo. Debido

su frecuencis y & 8su3 repercusiones sociales, e€s imporiante toda

investigacion que conduzca @ un mejor conocimientv de  su  agente

causal, de ia relacion huesped-parasito [} de medidas terapeuticas.

Esto no hs sido féacil, ya que no se han logrado obtener antigenos

amibianos  totalmente puros. L& LPFG es un antigeno polisacaridico

superficie, heterogéneo, aue ha sido parciaimente purificado.

Esta, como el resto de las moléculas polisacaridicas son capaces de

activar la inmunidad humoral ya que se ha demostrado que participan

la respuesta Iinmune en la amibiasls invaslva.

£} diagnéstico ideal dge la amibiasis seria uno de tipo

serolégico ya que es mas conveniente detectar antigenos amibianos o©

anticuerpos dirigidos contra alguna mojecula  del parasito.

Hasta ahora los  zimodemos, utilizados para la clasificacion

las amibas, han permitido separar a las amibas en patégenas y no

patégenas; los marcadores de patogenicidad estan dados por la

ausencia de wuna banda o y presencia de una banda B en el corrle

miento electroforético de la fosfoglucomutasa (PGM) y bandas de

corrimiento répido de la hexoguinasa {HK) (excepto el zimodermao
.

Con este metodoe se logra un diagnéstico preciso diferencial

entre E. histalytica patégena y no patégena, £l probiema de

esta técnica, es que requiere de personal y material especializado

su costo es elevads, por (o que hace dificii que se utilice de

manera rutinaria en los laboratorios clinicos. Por vtro lado

’ g WO e -
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existen evidencias de «que ep alguna forma la patogenicided de la
amiba (detectada por los zimodemos), se expresa en la  superficie
del  trofozoito; asi se encontr6 por primer ver que las cepas
patogenas de £E. histolytica, en contraste con  las no patogenas,
pueden resistir a fla lisis por el suero humans normal (36), a pesar
de que ambas activan el complemento (35), Esta lisis por el suero
humano es mediada principalmente por la aclivacién del complemento
por la via alterna, la cual generalmente esta asociada a la
presencia de malaculas polisacaridicas, Propbablemente haya
dgiferencias de composicion, en los aucares constitutivos de
algunas moléculas polisacaridicas de superficie de los diferentes
zimodemos, lo que nace que ' haya diferencias en la resistencis a la
lisis por complemento de los diferentes zimodemos. Para comprobar
esta hipétesis, lo ideal seria obtener de zimodemos patégeny Yy no
pat6genos moléculas  polisacaridicas tipo LPFG y demostirar que .nay
diferencias en la composicién quimica de Sus  polisacaridos. S§i esto
resultara cterto, seria posible hacer ung clasificacién 5erulogic’a
de les diferentes cepas amibianas.

Para demostrar en parte esta hipétesis y & no tener un
timodemo no patogeno a#xenizado, se reallzo et presente trabajo
donde se extrajo LPFG de trofozoitos de £, histelytica de la
cepa HMIIMES y de dos clonas derivadas de ellar L-6, 0o virulenta
y C=A, virulenta. Ambas clonas mantuvieron el mimso zimodemo 11
(patégeno) de la cepa original HM1:I1M8S, La concentracion de
azucares fué similar -entre |8 cepa original HMUIMSS y la clona A @&
diferencisa de la clona L-6 18 cual opresenté una concentracién rfnayor

de azGcares. E! corrimiento eletroforetico en 60S-PAGE revelado con
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azul de Coomasie mostré bandas protéicas comunes entre clonas
virulentas y no virulentas y otras no compartidas entre ellas. El
corrimiento eleciroforetico en SDS-PAGE revelado con nitrato de
plata  mostré  un “barrido” semejante entre la cepa y clonas
estudiedas.

Por otro lado se hizo el ensayo seroléglico camparativo
utilizando syeros de personas normales Y sueros de pacientes con
AHA, por la técnica de ELISA, wusando como antigeno la LPFG de lu
cepa y clonas. Llos resultados demostraron que los titules hacia la
LPF6 de la cepa original y de la «clona C-A eran aites en los
pacientes con AHA con respecte & los sueros normales; mientras que
108 titulos hacia la LPF6G de s clona L-6, fueron Dbajus en (oS
pacientes con AHA y semejantes 8 {05 testigos negativos. Provatle~
mente las diferencias encontradas en el reconocimiento de los
anticuerpos séricos entre los pacientes con AHA se deba al control
genético de la respuesta inmune la cual esta dada por las moléculas
ael complejo principal de histocompatibilidad (HLA). Esto se ha
demostrado con los experimentos en ratones (H2) y en el humano por
la predisposicién genética a las enfermedades dada por el HLA.

El analisis estadistico se hizo mediante analisis de
varianza de dos vias para muestras Independientes y prueba de T de
Student. Se encontraron diferencias significativas en ios resulta-

dos obtenidos entre virulentas y no virulentas con wuna p < .00%.
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CONCLUSION

Ltos resultados ubtenidos en el presente trabajo sugieren
que pueden existir  diferencias en la conformécion o en |8 posicién
de los aracares que constituyen los polisdcaridos (LPFG) de la
clona virulenta € A y 18 no virulenta L-6. EStoc nos hece pensar en
ia  factibilided de una futura clasificacién de las cepas  amibienas,
baséndose en la composicién de los polisacaridos de superficie,
semejante a la de Kauffman vy White para las bacterias Gram-

negativas (19)-
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