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INTRODUCCION 

El protozoario Entomoc-ba histolyticn es un pnrD.sito 

intestinal del hombre, distribuido en todo el mundo, 

principalmente en paises en vlas de desarrollo corno los de 

Africa, los de Sudamérica, la Indio y México ( 1). En IHlÍses 

desarrollados los grupos de alto riesgo incluyen n homosexuales 

promiscuos, pacientes con SIDA, enfermos mentales en hospitnlcs 

psiquiótricos y grupos de bajo nivel socioc-conbmico. Lo nmibiusis 

se presenta con mayor severidad en niños muy pequeños, mujeres 

embarazadas, personas desnutridas y en individuos sometidos o 

terapia con corticosteroides. Lo incidencia de amibinsis aur:ienta 

en regiones tropicales y subtropicnlcs (2}. Se calcula que este 

parásito se encuentra como col!lcnsal en la luz del intestino 

grueso en aproximadot:iente 500 millones de individuos de todo el 

mundo y provoca alrededor de 75,000 muertes por año (3), 

El ciclo biolOgico del parAsito consiste de una forma 

infectiva denominada quiste (con cuatro m\cleos) el. cual es 

eliminado en los heces. Estos quistes pueden contaminar los 

alimentos, y al ser ingeridos por el hombre pueden dar origen a 

la enfermedad. Los quistes se establecen en lo luz del intestino 

grueso, donde se desenquist:an produciendo cada uno ocho formas 

vegetativas o trofozoitos móviles uninucleados. Estos trofozoitos 

se nutren, crecen y ~eproducen para luego entrar en proceso de 

enquistecibn, hasta llegar al estadio de quiste maduro que es 

eliminado por las heces, completándose asi el ciclo biolbgico del 

parasito (4). 
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Se puede presentar el estado de portnclor sano, en el que 

posiblemente existe un bnluncc enLre los mccnnismos patógenos de 

.!h_ histolyticn, y los mccantsmos de defensa del individuo de tol 

forma que si rompe este cquilibr lo desarrolla la 

enfermedad. O bien, es posible que existan dos subcspccics de E.:_ 

histolytica una patbgena y otra saprbfit:n (5). 

Las cepos virulentas de E. histolyticn en el intestino 

grueso pueden originar disenteria am:ibiann (1), apendicitis, 

colitis fulminante (6), y ameboma de colon (7). En algunos cnsos, 

los trofozoitos pueden destruir ln mucosa intestinal y llegar a 

invadir otros Órganos corno son: hígado, pulm&n, cerebro, cornzOn, 

6rganos ge ni tales y piel. 

Para determinar la virulencia de una cepa se evaldan 

diversas actividades del trofozoito como: la capacidad de formar 

abscesos en hígado de animales (8), la habilidad eritrofagocitica 

(9) y la capacidad de los trofozoiLos, ya sea enteros o sus 

extractos, para destruir monocnpas de cClulas en cultivo (10). 

Las cepas de ~ histolvtica se pueden cultivar en 

condiciones xen1cas (presencia de bacterias) o axCnicas (ausencia 

de bacterias), sin embargo, en icis cultivos axCnicos la cepa 

pierde su virulencia y capacidad de enquistación. Se ha postulado 

que esto se deba a la pérdida de un factor de virulencia 

transferido por la bacteria a la amiba (11), o en otros casos se 

sugiere que la presencia de un virus pueda determinar la 

virulencia del par&sito (12). 
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Por microscopla electrónico se han podido observar 

diferencias entre la superficie de los trofozoitos no virulcnt.os 

y la de los aislados de lesiones de colón o de nbsceso hc¡i&Lico. 

Los filamentos del glucocolix son rn&s prominentes en amibas 

virulentas. Las amibas patógenas se aglutinan en un mayor grado 

con concnnavalina A, lo cual sugiere que hay mejor ncccsibilidud 

a los residuos de o glucosa unidos al glucocalix (13). 

La actividad proteol!ticn de las cepas virulentas CH mnyor 

que en los no virulentas, sin embargo, dicho actividad disminuye 

cuando estas se cultivan 11 in vitro 11
, pudiéndose recuperar al ser 

pasados los trofozoitos, por hígado de hamstcrs. Entre los 

actividades cnzimAticns se ha encontrado que la colngenasa 

asociada a la membrana plasnuitica estt\ m&s elevada en cepos 

virulentas (14), a diferencia de ln hialuronidnsa que se 

encuentra en la misma proporción tanto en cepas vi-rulentas como 

en no virulentas (15). 

También se ha utilizado para distinguir cepas virulentas de 

no virulentos. el patrón izoenzim8tico, sin embargo, se ha 

observado que el zimodemo de cepas virulentas de JL.. histolytica 

no varia aunque la cepa sea sometida a condiciones axCnicas que 

alteran sus propiedades virulentas (16). Se han identificado las 

siguientes isoenzimos: fosfoglucomutasa con una banda. como 

marcador de virulencia, glucosa fosfatoisomerasa, hexocinasa y 

malato deshidrogenasa °(17). 

En 1os estudios referentes al mecanismo de cit6lisis se ha 

reportado en la superficie del trofozoito una lec tina ( 18) que le 



permite a éste unirse a la c1Huln hlnnco y tambi(.n se ha 

identificado una proteina denominada ameboporo con peso molecular 

de 13 kD que interviene en la formación de canales o poros en In 

célula blanco para efectuar su citólisis (19). 

Con respecto n la inmunidnd celular en el proceso de ln 

amibiasis, se ha comprobado la participación de las células T al 

demostrar que un extracto acuoso de _!h. histoly~ puede 

estimular "in vitre" (por transformación blastoide) a linfocitos 

de sangre periférica de enfermos con absceso hepi\tico. Estos 

linfocitos T sensibilizados también son capaces de producir 

linfocinas, "in vitro" incluyendo interferón gamma, las cuales 

inducen actividad nmebicida en macrófogos (20). 

Otros estudios sobre amibinsis hepática realizados en 

hámsters neonatos, han demostrado que al eliminar la poblaciOn de 

linfocitos T, el peso promedio del absceso es significativamente 

mayor que en los controles. Y que cuando se combina la timectomia 

y un tratamiento con suero anti-T se incrementan tanto el tamaño 

del absceso como las met.&stasis (21). Esto sugiere que los 

linfocitos T pueden participar en el control de la diseminación 

de las amibas, del sitio inicial de inoculación a otros Órganos. 

b.. histolrtica induce tanto una respuesta inmune humoral 

como celular, pero hasta ahora no se ha establecido cual de ellas 

protege contra una reinfección (22). La respuesta humoral sirve 

más como marcador de la enfermedad por la presencia simultdnea de 

IgM e IgG especificas 1 lo que indica una infecci&n reciente y 

activa, mientras que los titules elevados de IgG especifica 
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sugiere la presencia de una infecci6n que se ha pudccido y que no 

csdi nctivn. Durante la infeccibn, los tro(ozoitos permanecen 

viables aun en presencia de anticuerpos cspeclficos. 

Al caracterizar las protclnas del trofoz.oito con sueros 

inmunes de pacientes con amibiosis intestinal o con absceso 

hepático nmibinno, se ha observado que. aunque ln respuestu de 

los pacientes es muy variable, la mnyorln de los nnticucrpos 

reconocen antigenos de superficie (23), y que las mñs reactivas 

tienen un peso molecular entre 40 y 88 kD. sin embargo, no existe 

relacibn entre bstas y la duraciOn de la enfcrmednd, 

sintomatologia o con la cepo amibiann (24). 

Otros estudios reportan que trofozoitos incubados con suero 

de individuos que no hnn padecido la enfermedad, son destruidos. 

Este daño, se llevo a cabo por activaci6n de la via alterna del 

complemento y no por la vin cld.sica que requiere de la presencia 

de anticuerpos especificas (25). 

Tanto los anticuerpos como el co111plemento pueden prevenir la 

iniciación de la enfermedad por cepas virulentas de ~ 

histolytica pero no son suficientes paro limitar la infecci6n 

invasiva. Sin embargo, las observaciones clinicas en individuos 

que han so.nado de absceso hepd.tico amibiano sugieren el 

desarrollo de una inmunidad protectora contra la reinfeccibn por 

este parAsito ( 26). 

Ademñs en animales de experimentación se ha demostrado el 

efecto protector de ontigenos de _§..:. histolytica cont.ra la 

infeccibn por este parUsito (27). Esto sugiere la posibilidad de 



controlar la amibiosis por medio de vncunoci6n. Como en otrns 

infecciones, la vocunnciOn 1iroboblcmcnte scr-ln la formn mh.!l 

econ6mica de prevenir ln amibiasis. 

El desarrollo de la tccnologin de unticucr¡ms monoclonnles y 

de la ingcnieria genCticn hn tenido gnm impacto en el estudio de 

los agentes infecciosos y los enfermedades que causan. 

Actualmente por medio de estas Lucnologlas se cst.{m desnrrollando 

vacunas moleculares contra enfermedades parasitarias como son ln 
,. 

csquistosominsis Y el paludismo. Estos vacunas moleculares se 

componen de moleculns nnti vas completas de parñsit:os o de 

porciones definidos de uno o mAs molbculns nativas. Paro poder 

producir estas vacunas moleculares es necesaria lu identificaci6n 

de antlgenos individuales que seun capaces de inrlucir proteccibn. 

Entre las estrategias para esta identificaciOn se ha propuesto la 

utiliznciOn de una serie de sueros obtenidos de diferentes 

fuentes tales como de individuos que viven en Breas endCmicas, de 

individuos que han sanado de la infección o de conejos 

inmunizados con varias fracciones de antigenos del pan\sito. Con 

estos sueros se identifican ant:l.genos en extractos de parh.sitos 

por medio de inmunoprecipiLacibn por inmunoelectro-

transferencia. Además, los sueros se pueden· utilizar para la 

dctecciOn de proteinas de pad1sitos sintetizadas en Escherichin 

coli (28). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La disponibilidad de unn vacuna contra la nnibiasis 

resolvería el grave problcl!la de salud pUblica qu(' esta cnfcrocdad 

rP.prcscnta en nuestro pais (28n) yu que lo.s medidas de conlrol do 

lo porasitosis hasta la fecha implcmen tadns, tales coeio el 

r.:icjoramicnto de las condiciones de higiene y de lo cnlidnd del 

agua, aunque han disr.1inui«to la incidcncin de ln cnferr.wdnd, por 

rozones ccon6micas solo alcanzan una porcibn de la poblaci.bn 

afectada ( 3). Los resu ltndos obtenidos en nnir.mlcs cx¡1eri1:1entnlcs 

y los observaciones clínicas, que indican una baja rccurrcncin de 

amibinsis invasora en pacientes curados de absceso hcpótico 

amibiano apoyan la idea de que es factible prevenir la infecci6n 

por medio de vacunacibn. Sin embargo, la producción 

oplicocibn de una vacuna basada en hol!18enndos de 

masiva y 

trofozoitos 

presentarla unn serie de dificultades tales corno la presencia de 

contaminantes provenientes del Medio de cultivo, varinciones en 

el contenido de diferentes antigenos debido a factores en el 

cultivo difíciles de controlar, presencia de proteasas muy 

activas en los trofozoitos las cuales degradan los antígenos 

prot~icos (28b), posibles problemas de competencia nntigl!nica 

(28c) debido a los rnú.ltiples cooponentes del homogenado que 

disminuirían la respuesta contra los antígenos que inducen 

proteccibn. Por estas razones, una vacuna ideal contra la 

ar.tibiasis seria aquella constituida por una o unas cuantas 

molCculas que verdaderamente fueran capaces de inducir protecci6n 

y que adernAs se pudieran producir en grandes cantidades, a bajo 

costo y ausente de componentes innecesarios y extraños. La 
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producciOn de una vacuna de este tipo ~olo serla posible si se? 

conociese cuales son los antígenos que protegen, wJl cono su 

naturaleza química y/o C'Structlirll. Un enfoque p<1ra la posible 

identificaciOn de estos nntlccnos es c:rnminar lo cspccificidnd 

antig&nica de los nnticuerpos presentes en los sueros de 

pacientes que se han recobrado de nmihiasis invasora. asl COl'IO de 

nnir.:mles experimentales infr.ctndon o inmunizados, Una vez 

realizado la identificaciOn de posibles" nntlgcnos protectores, se 

trataría de producir o aislar cntos antígenos lo cuol se 

facilitaría utilizando t~cnicas de ineenieria gcnC.tica. Estos 

antígenos individuales así producidos serian sometidos a pruebas 

para evaluar si inducen protecciOn en un modelo de amibiasis 

experimental. El primer paso para obtener una vacuna eficaz es 

determinar cuales son los nntígcnos de ~ histolytico que son 

reconocidos por los sueros de conejos incmnizndos con homosenndon 

de este parásito y coP1pararlos con los que son reconocidos por 

los sueros de pacientes. Esto constituye el presente trabajo de 

tesis. 



MATERIALES Y METOD<JS 

1. .9&'!1.YQ. DE Entamoeba histolyticu. 

Se utili.-.0 la cepa. mn-IHSS, la cunl se muntuvo en cultivo 

nxCnico en el medio TYI-S-33 de Diamond (29)~ Lus nmlbas se 

resembraron cada tercer 1lio. Los tubos de cultivo se enfriaron en 

agua de hielo durante 10 min para desprender lns amibas adheridas 

a las paredes. El nUmcro de nruibns por mililitro de culLivo se 

determinO utilizando unu c&mara de Ncubaucr-. Se resembraron cniln 

vez 100 000 amibas a un tubo con 12 mi de medlo fresco. 

2. PREPARACION DE ANTIGENOS § !h. histolytica. 

Para el aislamiento de antígenos membranales Y solubles, los 

trofozoitos lavados se resuspendicron en tres mililitros de Tris-

llCl 10 mM, pH 7. 5 conteniendo 2 mM de fluoruro de 

feni1metilsulfonilo 10 mH de p-hidroximercuribenzonto. Los 

trofozoitos se homogenizaron con 80 golpes en un homogeneizador 

Dounce. El homogenado se centrífugb a 100,000 X g en la 

centrifuga Beckman L8-60M. El sobrenadnnte y el paquete se 

denominaron respectivamente ant:l.geno soluble y antígeno 

membranal. El antígeno membrannl se resuspendió en 1 ml de 

amortiguador anterior y se congeló a -70<JC~ 

3. PRODUCCION DE ~ ~ histolytica. 

3.1 ~- Se uti.lizaron conejos de Nueva Zelanda de 4 

Kg de peso y ro.tones de ln cepa Balb/c. Los conejos fueron 

sangrados antes de la. inoculocibn para obtener sueros preinmunes. 
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3.2 InmunizociOn .z. Antísenos, Parn .las inmunizncioncw se 

colectaron los trofozoitos de un cultiva ex ponencia 1 por 

centrifugaci&n a 1000 rpm por 10 min y n 4cC. Los t.rofozoitos se 

lavaron tres veces con solución nmortiguadora de fosfntos 0.019 

M, pH 7.2 conteniendo 0.27 M de NaCl para climinnr las proteínas 

del medio de? cultivo y finnlmcnte se resuspcndicron a una 

concentración do 12 X 10" trofozoitns por mililitro en el minmo 

amortiguador. Para producir sueros . nnti-_!h histolrtJ:.S.Q., se 

inmunizaron tres conejos con diferente:; preparaciones. Pnra uno 

de los conejos (E-2) 1 el paquete de nmibas ya lavadas (12 X 10") 

contenidas en l ml de suspensión se cmulsionO con ml de 

adyuvante incompleto de Freund, inyectando el inóculo 

intervalos de una sem<ina durante cuatro semanas, la primera 

inoculación se efectuó por v!a intramuscular y las der.w_\s por vía 

aubcutdnea. Otro conejo (E-3), se inmunizó con antígenos 

dcsnaturalh:ndos 1 para lo cual 1 ml de la suspcrnai&n de amibas yo 

lavadas se colocó en ~n tubo y se calentó en baño de agua 

hirviente 1 min, pasdndolo inmediatamente a congelación 10 min. 

Este procedimiento se repitió tres veces y luego el antígeno se 

emulsiono con el adyuv.:inle incompleto de Freund. La inmunizaciOn 

del conejo E-3 se llevd a cabo en la misma forma empleada en el 

coso anterior. El Ultimo conejo (E-1) se inmunizó con antígeno de 

membrana plasmática obtenido por el m0todo de Ale y (30), 

resuspendido en 1 ml de Tris-HCl 10 mM, pH 7. 5, el cual se 

emulsionó con l ml de adyuvante incornpleto, La inmunización se 

realizó igual que las anteriores. 
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4. PURIFICACION DE lJ¡9. DE SUERO NORMAL Q!;_ CONEJO 

4.1 Obtcncibn del~· Los conejos se sangraron de la 

vena ccntrnl de la caro posterior de la orcjo con unn jeringa de 

20 ml. La. snngre se dejb coogulur y posteriormente se ccntrifugb 

para obtener el suero, Cl cm1l se congclb n -20°C h~wla su uso. 

4.2 Precipitocibn de las gommaslobulinns. Se preparó una 

fraccibn enriquecida en gnmmaglobulinos por medio de 

prccipitacibn con sulfato de amonio n unu concentracibn final de 

40 % de snturncibn (31). A 20 ml de suero mantenidos en hielo y 

en agitacibn suave se agregb, gotn a gota, 13.3 ml de solucibn 

saturada de sulfato de amonio, pll 7 .O. La ogitacibn se prolongO 

durante una hora y la suspcnsibn obtenido se ccntrifugb por 10 

min o 12000 rpm en el rotor SS-34 de la centrifuga Sorvall RC-5. 

El botón resultante, el cual contiene las gammaglobulinas, se 

disolvib en SSB pll B.O y se dializb contra la misria solucibn 

hasta que la reaccibn del dializado con solucibn de c1oruro de 

bario al. 10 %, dib negativa, indicando con esto que 1os sulfatos 

se habían eliminado. En seguida, se dializb contra una soluciOn 

amortiguadora de fosfatos 0.0175 M, pH 6.9, durante 24 horas 

cambiando el amortiguador a las 12 horas. La solucibn de 

gammaglobulinas en la membrana de diillisis se centrifugb para 

eliminar particulas insolubles y se determinb la concentracibn de 

proteínas por el mbtodo de Bradford. Se obtuvo un rendimiento de 

159 mg de proteína. 
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4.3 Purificocibn _!!s:. la .!.B.Q.. La fraccibn crudo de 

gommaglobulinus se purificb por cromatograflo de intcrcur.tbio 

ibnico (32). Se montb unu columna con ll+,l• ml d('. lJEAF.-cclulosu 

(DE-52-Whotman. Piscatuwny, N.J.), equilibrndn en nolucibn 

amortiguodoro de fosf<ltos 0.0175 M, ¡11l 6.9. Se ngrcgnron 159 mg 

de gommaglobulinn dist1cltn en el mismo nmortigundor y se pc1sb por 

la columna lentamente, DcspuCs de que todn la muestra hubin 

entrado esto se cluyb con el mi.smQ arnortig11odor. En estos 

condiciones de fuerzo ibnicn y pH la mnyorla de la IgC paso n 

trovCs de la columna, mientras que lu albtiminn y otros protcinas 

son retenidos. Se colectaron fracciones de 1 ml y se determinb lo 

densidad bptico a 280 nm de coda uno de ellas, poro evaluar su 

contenido de prote!na (Fig. l).Las fracciones 7-14 se juntaron y 

se detcrminb la concentracilm de proteinns por el mbtodo de 

Bradford. Se obtuvo un rendimiento de 79 mg. La purezn de la IgG 

se analizb en un gel de poliacrilamida-DSS (Fig 2). 

5. PREPARACION DE UN CONJUGADO DE PEROXIDASA Y ANTICUERPOS .!§ 
CABRA ANTI-IBGDE CONEJO - -

5.1 Preparacibn del Inmunoadsorbentc ~1..Bf. de conejo. Se 

utilizb el gel Sepharosa-4B activado con bromuro de cian6geno 

(33) (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, N.J. ). Dos gra1:ios de 

Sepharosa activada se hidrataron con 20 ml de una solucibn l mM 

de HCl y se lavaron rapidamcnte con 400 ml de la misma soluci6n 

utilizando un embudo de vidrio poroso. Inmediatamente se 

transfirib la Sepharosa a un tubo de p18stico, -se agregb la IgG 

disuelta en solucibn 0.1 M de NaHCO • pi! 8.3, conteniendo 0.5 M 

de NaCl (solucibn amortiguadora de acoplamiento) y se mezclb por 
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i.nversibn, manteniCndosc la suspensibn en un agitndot· rotuLorio 

toda la noche u 4 C. Poslcriorment.c la suspcnsibn se ccntrifugb 

suavemente se midió el contenido protbico ol sobrenndnnte parn 

determinar la cantidad de IgG acoplada n ln Sephnrosn. Dcspubs, 

se lavb la Sephnrosa dos veces con el mismo amortiguador de 

acoplamiento. A continuocibn la Sephnrosa-I&G se tratO con ml 

de una solucibn l M de etnnolnminn, pH 8.0, para bloquear los 

grupos reactivos remancnles, mnntcnil!ndo~c en agitación durante 2 

horas a temperatura ambiente. El inmunoudsorbcnte se lavb 

exhaustivamente con solucibn amortiguadora de boratos se 

resuspendib en este mismo amorti.guador. 

S. 2 Purificacibn de anticuerpos anti-IaG !!.g_ conejo .l!2.!. 

cromatografio ~ afinidad (34). Se uti1izb un suero de cabra 

anti-IgG de conejo (GARFc). proporcionado por el Dr. Lamoyi. Este 

suero se produjo por hiperinmunizacibn de una cabra con 

fragmentos Fe de IgG de conejo, purificados por cristnlizncibn y 

cromatograf:l.a en Sephndex G-150. 

El inmunoadsorbente de Sepharosn-IgG de conejo (6 rnl) se 

empocb en una columna de vidrio y se lovb exhaustivamente con 

SSB. Enseguida, se agregaron 6 ml del suero GARFc controlando el 

flujo de la columna para que ~ste entrara al ge1 en 40 min y 

entonces se agrcgb SSB a la columna. El efluente se colectb en 

fracciones de 1 ml y se dcterminb le densidad bptica a 280 nm de 

cada fraccibn. Cuando la densidad bpti.ca disminuyb a O. 2 unidades 

se agregb una solucibn 0.2 M de glicina-HCl, pll 2.5 conteniendo 

0.15 M de NaCl para eluir los anticuerpos de cabro unidos a la 
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IgG de conejo. A purtir de este momento. las fracciones 

colectadas se neutralizaron inmediatamente aiiadientlo 80 111 de 

'l'ris 2 M, pll 8.0 a cada ml de elu:ido. Postcriormenle se dctcrminb 

la densidad Optica de estos fraccionen a 280 nm. (Fig 3). Las 

fracciones del 17 nl 21, se reunieron y dializaron contra SSB 

durante 24 horas. Se obtu\'o un rendimiento total de 32 ms de 

anticuerpos purificodon. 

5.3 Acop~omir>nto 9_g_ .!.!;!. peroxidasa .!!. los anticuerpos anti-IsG 

cspecificamente purificados. El conjugado de nnti f~c-pcroridaso 

(GARFc-Px), se preporb de acuerdo o lo t~cnica de dos posos de 

Avrameas (35). Diez mg de peroxidasa de rt..bano (Grado L, Sigma 

Chemicol Co., St. Louis MO, USA), se disolvieron en 0.2 ml de 

solucilm amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 6, 9. La peroxidasn 

se activó aiiadiendo 25 jll de glutaraldehido al 2. 5 ,,, , reci~n 

preparado, disuelto en el mismo amortiguador. Lo mezcla de 

rcaccibn se protegiO de la luz y se deJO incubando toda la noche 

a temperatura ambiente. Posteriormente se dializb contra SSI 

amortiguada con carbonatos 10 mM, pff 7.0 durante 8 hornn, 

cambiando la solucibn una vez. El volumen final de la peroxidasa 

activada se ajustO a 1 ml, se aiiadieron 5 mg (267 _;ul} de 

anticuerpos GARFc especificil.Jllente. purificados. y se incubó, 

protegiendosc la rcaccibn de la luz, por dos horas a temperatura 

ambiente y 24 horas a 4°C. Despul-s se agregaron 100 .;01 de lisina 

0.2 M disuelta en SSF y se dej6 reaccionar 3 horas a temperatura 

ambiente para bloquear los grupos aldehido remanentes. Enseguida, 

la mezcla se colee& en un baño de hielo y se ~gregÓ solucibn 

saturada de sulfato de amonio para obtener 50% de saturacilm. En 

15 



estas condiciones ln peroxidnsa libre perm1Jnece en el 

sobrenadan te ln acoplada o lo inmunoglobulina precipita. La 

suspensiOn se centrifugó n 14,000 rpm por 3 mio; se scparb el 

sobrenadante y el precipitado se disolvi6 en ml de agua 

desionizada. A esto solucibn se agregaron 15 mg e.Je alhl.uninn 

s~ricn bovina y se dializ6 contra SSF durante 48 horas, cnmbinndo 

el amortiguador dos veces. Al GARFc-Px se le agrcgb glicerol ul 

50% y se conservb n -2o•c. 

5.1~ Evnluacibn de b!. cnlidod del con1u~atlo GARFc-Px. La 

potencia del conjugado GARFc-Px se determinó por medio de pruebas 

de ELISA (36) en placas de microtitulnci6n y por ensayo de 

inmunopunto (37). Para el ELISA se prepararon placas de 

microtitulación de policstircno (Dynotech LaboroLorics Inc. Cot /1 

011-010-66044). cubiertas con IgG normal de conejo. Se prepararon 

diluciones de 10 )'&fml, 1 pg/ml y 0.1 )J&/ml de IgG normal de 

conejo en SSF. De cada dilucibn se aÜadicron 100 Jll a 6 pozos de 

la placa de E?1icrotitulaci6n y esta se incubb por dos horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente se retiró el exceso de las 

diluciones de IgG y los pozos se lavaron con SSF-Tw. Entonces se 

añadieron 100 J-11 de SSF-ASB a cada uno de los pozos para bloquear 

los sitios del plAstico no cubiertos por la IgG. En este paso se 

prepararon 6 pozos adicionales cubiertos solamente con ASB para 

ser usados como controles en el ensayo. Después de una hora de 

incubación a temperat~ra ambiente los pozos se lavaron nuevamente 

con SSF-Tw. Se prepararon diluciones 1:4,000, 1:8,000 y 1:16 1 000 

del conjugado en SSF y de cada dilucibn se agregaron 50 .Jll a los 

pozos tratados con las diferentes diluciones de IgG de conejo. 
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Esto se hizo por duplicado. I.n placa se incubb por don horas n 

temperatura ambiente protegido de la luz. Se lavaron los tmzos 

nuevamente con SSF-Tw y st• agrcgb el !JU!.>trato revelador 

ortofenilendiomina en omort.iguodor de ci.lrnto y fosfato (38). La 

plncn se incubb 5 min protegido de ln luz pura el de~urrollo de 

color ln reacción enzimb.Licn se pnrb añadiendo 50 ;11 de 

solución 2. 5 N de ll'l.SO"I. La obsorbnnciu de la muestra en los 

pozos se detcnninó a 490 nm en un lcci;:or uutom&tico de ELISA 

(Dynatech MR 650), adaptado a una computndoro APPLE modelo IIE. 

Lo mlnimn cantidad de IgG normal de conejo que en detectada 

por el conjugado GARFc-PX a uno dilucibn 1:1~,ooo se dctcrminb en 

un ensayo de inmunopunto. UnA tirilla de papel de nitrocelulosa 

se lavó con ng\Ja desioniznda y en agitucibn por 5 min y se dcj6 

secar. Posteriormente se aplicaron 2111 de diferentes diluciones 

de la IgG de conejo (100, 10, 1 y O.lpg/ml de SSF). La tira se 

dej 6 secar, se lavó una vez con SSF y se bloqueO con suero bovino 

fetal nl 2% en SSF durante 30 min. El exceso de suero fetal se 

eliminb lavando ln tirn con SSF una vez y luego ~sto se incubb 

por dos y medio horas con GARFc-Px diluido 1:4,000 en SSF-ASB. La 

tira se lavO tres veces con SSF durante 10 min cada vez. El 

GARFc-Px unido a la IgG en la nitrocelulosa se puso de manifiesto 

incubando la tira por 20 min con el sustrato ortocloronaftol-

metano! (3 mg/ml) en 40 ml de SSF y 40 ¡11 de 112..02. protegiendose 

la reocciOn de la luz. La rencci&n se pan\ al lavar las tiras con 

agua de la llave. 
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6. ENSAYOS DE ELISA. 

6,1 Determinaci&n ~ título ~ los ~ llnti-E. 

histolytica. Esto sc hizo por medio de un ensayo de El.ISA. Se 

sigui& la técnico anteriormente descrita sólo que para cubrir los 

pozos de la placa de microtí.tulación se utili~ó antlgcrno 

membrana! de trofo?.oitos de .!h histolytica a una concentracidn de 

100 ps/ml, colocando 100 111 en cada pozo, Los sueros inmunes 

preinmunes se utilizaron a las dlluciones 1:1,000, 1:2,000, 

1:4,000 y 1:8,000. El conjugado GARFc-Px se utilizO a una 

dilución 1:4,000. 

6.2 Oxidaci&n de antígeno amibiano SQ!!. peryodato (39). Una 

hilera de pozos de la placa de microtitulación ya cubiertos con 

el nnt:l.gcno membrana! de ~ histolytico y lavados con SSF-Tw, se 

lav6 con amortiguador de acetatos 50 mM, pH 4. 5, A continuaciOn 

se añadieron a cada pozo 100 pl de las soluciones de peryodnto 

O.l mM, mM, 5 mM y 10 mM, teniendo un control de pozos sin 

peryodato. Se incubó una hora en la oscuridad y a temperatura 

ambiente. En seguida se añ"adieron a cada pozo 200 JJl de glicina 

al 1% en amortiguador de fosfatos pH 7 .5. Los pozos se lavaron y 

a cada uno de ellos se agresb el suero inmune a ensayar a uno. 

dilución 1:5,000. Como controles adicionales se incluyeron los 

sueros preinmunes. El conjugado GARFc-Px se usó a una dilución 

l :4,000. 

18 



7. ELECTROFORESIS. 

El análisis elcctroforético de antlgcnos y protcinus 

purificadas se reolizb en geles de acrilamidn-dodccil sulfnto de 

sodio (DSS). preparados de acuerdo n la mctodologla de Lacmmli 

(40). Se utilizaron un gel concentrador al 3% de acrilnmtdn y un 

gel separador al 10% de acrilnmida. 

Las muestras se cnlcnluron en bniio de ngua hirviente por 

tres min en presencia de 2-Mcrcaptoctnnol y DSS. La c!\marn de 

electroforesis con el gel de ncrilamida la solucibn de 

electroforesis se colocb sobre un agitador m.agnbtico para 

mantener el amortiguador en movimiento constante. Para evitar el 

sobrecalentamiento del gel, se reguló la temperatura del 

amortiguador mediante un sistema refrigerante de recirculacibn. 

La electroforesis se corriO a 20 mA en el concentrador, 

aumentándose a 40 mA en el gel separador. 

B. TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA 
E.§ NITROCELULOSA. 

DE PROTEIN AS 

8.1 Identificacibn de los antigenos reconocidos .P.2.!:. los 

anticuerpos anti-E. histolytica. Esto se renlizO por el mbtodo de 

inmunoelectro-transfcrencia (41). Las proteinas separadas en los 

geles de poliacrilamida se transfirieron a papel de nitrocelulosa 

usando la cltmara IDEA Scientific. En esta ch.mara se colocb el 

papel de nitrocelulosa en contacto con el gel, considerando la 

posición de los electrodos y a cada lado una hoja de papel filtro 

3 MM y una fibra verde scotch 3 M. Todo el sistema se sumergió en 

el amortiguador de transferencia como se indica en la Figura. 
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e EB 
A Fibra verde 

íl íl ~ íl íl 
B Papel filtro 3MM 

e Gel poliacrllamida 

o Papel de nitrocelulosa 

A B C O B A 

La transferencia se llcvb a cabo durante uno hora usando 1 A de 

corriente. El papel de nitrocelulosa con las proteínas 

transferidas se sumcrgib en SSF-ASB 3%, durante toda lu noche a 4 

° C, con ngitaci6n suave. El papel de nitrocelulosa se cortó en 

tiras y estas se lavaron tres veces con SSF-Tw durante 10 min 

cada vez. Posteriormente las tiras se sumergieron en el 

correspondiente anticuerpo diluido ( 1: 1000 y 1: 5000 en SSF) • 

durante toda la noche o 4ªC y con agitación. A continunci&n, las 

tiras se lavaron 5 veces con SSF-Tw y se incubaron todo la noche 

a 4 °e:: y en agitación con el conjugado GARFc-Px diluido 1 :4000 en 

SSF-ASB. Posteriormente las tiras se lavaron 5 veces en la misma 

forma que las anteriores y se revelaron con una solución 

conteniendo 8 ml o-cloronaftol-metanol (3 mg/ml) en 40 ml de SSF 

40 ,111 de H2.0.2.• protegi~ndose la reacci&n de la luz durante 5 

min. La reacciOn se paró al lavar las tiras con agua de la llave. 

8.2 Oxidación f.Q.!!. metaperyodato (39). El papel de 

nitrocelulosa que contenía las proteínas transferidas se cortO en 
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tiras, las cuales se lnvaron con amortiguador de ncetnto:. 0.05M, 

pll 4.5 y se incubo.ron n tcm¡u::rntura. nmliicnLc durnntc 1.m11 hora en 

la oscuridad con metapcryodato n conccnt.raciancs <le 10 y 20 mN en 

amortiguador de ncctntos. Como control se prepa.r"ron Liras que SC' 

incubaron s6lo con wnortiguador de o.ce lutos. Despul:s dc.- la 

incubaciún las tiras experimenta.les y controles se lnvBron tres 

veces con el nmortiguador de .ricctatos y en ,c;eguida se les 

adicionO glicina nl 1% en nmo:rtig.uodol" 51c fosfatos 0.1 M, p11 7.5 

durante 30 min. To<l.os lo.s tiros Sú lnvnron con SSF-Tw y se 

incubaron cuatro horus n tempcrat:urn ambiente con suero inmune de 

conejo diluído 1:2,500 en SSF. En scguí.dri las tirns se lavaron 

con SSF-Tw y se incubaron durante una. horo a tcrnpcratura ambiente 

con el conjugado G.ARFc-Px diluido 1:4.000 en SSF.ASB A 

continuaciOn todas lns tiras se lavaron con SSF-Tw y luego se 

procedió n efectuar nl revelado con o-cloronaftol-mctnnol. 

9. CUANTIFICAC!ON DE PROTEINAS 

El contenido protéico de lns diferentes muestras se 

determinó por medio de la t~cnica descrita por Bradford (42). Se 

preparb una curvo est'1ndar con albi.imina sbricn bovina dil~ida en 

SSI a lo concentraciOn de 1,3 1 5,10 y 2S11s/ml. De coda una de 

estas diluciones se tomaron 0.8 ml, los cuales se mezclaron con 

O. 2 ml de unn soluciOn 0.01% de Azul da Coomassie Brillante U-

250, 4. 7% de etnnol y 8.5% de ácido fosfOrico. Despuds de incubar 

un minimo de 5 min se midi6 ln densidad &ptica a 595 nm. Las 

muestras se procesaron de la misma manera y su concentraciOn se 

determinO por intcrpolaci6n en la curva estAndar. 
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RESULTADOS 

EvaluaciOn ~ conjugucfo ~· La nctividm! del 

conjugado GARFc-PX se cvnluó por r.i.cdio de un ensayo de ELISA y 

una prueba de inmunopunto, utilizando como untlgcno I¡;G normal de 

conejo. Los resultodos del ELISA se muestran en la Tobla 1, donde 

se observa que el GARFc-Px n una diluciOn 1:16,000 rcaccionO 

fuertemente con los pozos cubiertos con una conccntrnción muy 

baja (O.l/lg/ml) de IgG normal de conejo. A los 10 min el color 

desarrollado por la reacción enzim&ticn cm estos pozos fub muy 

intensa mientrns que en los pozos controles recubiertos sOlo con 

albUmina s~ricn bov inn no hubo aporicibn de color. Estos 

resultados indican que el acoplamiento de la peroxidasa al GARFc 

no destruyO su actividad enzim&ticn ni ln actividad del 

anticuerpo y adcm&s que el GARFc-Px no se pega inesped.ficamentc 

a las superficies de los pozos. En basen estos resultados se 

dicidiO utilizar la dilución 1:4,000 del conjugado da GARFc-Px en 

las pruebas inmunoenzimá.ticas. 

Como se planeaba utilizar el conjugado GARFc-Px para 

detectar anticuerpos de conejo unidos a nntigenos adheridos a 

papeles de nitrocelulosa se hizo un ensayo previo para determinar 

su comportamiento en un ensayo de inmunopunto en papel de 

nitrocelulosa. En la Fig. 4 se demuestra que una diluciOn 1:4,000 

del GARFc-PX da reacción visible con 2 ng de IgG normal de 

conejo. Ademas puede observarse que no hubo unión inespecifica en 

otras Areas del papel de nitrocelulosa. Estos resultados en 

conjunto indican que el conjugado GARFc-Px reune las 
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carncteristicas Óptimos rw1·.a scff uti 1 izado tanto en ensayos de 

ELISA como en inmunoclcctrot.rnnsfcrcncio. 

Titulación de~ anti-E. histolylica. Los títulos de los 

sueros preparados contra membranas plnsm/1t.icns, nntJgcnos nntivos 

contra antigcnos dcsnuturnlizmlos de .!'.!.:._ hi~tolytica se 

compararon en un ensayo de ELIS,, usnndo und 3cno membrnnDl dü .!;.;. 

histolytic-.n. (Tabla IT). Los sueros prcinmunes respectivos usados 

como controles no reconocil:!ron en fornín significativa ant:lgc-nos 

de ~ histolyticu. Los tres sueros inmunes prcscntnn lecturas 

similnr~s en los diluciones probadas lo que indico que L.1 

conccntracibn de anticuerpos en ellos as aproximndamentc ln 

misma. 

Paro dcterminor si los epitopes rec.onoc!dos por los 

anticuerpos ernn de naturaleza glucosidica (asociada 

glucoprotelnns o glucolipidos). se ox:I.daron los pos-tbles 

curbohidrotos de los ant!genos con metapcryodato de sodio n pH 

4.5, Lo& resultados se presentan en la Figura S. Lo oxidoci&n del 

ant!geno en la placa de ELISA por el metaperyodnto produjo una 

disminución en el reconocimiento antig€:nico por los tres sueros. 

L!l máxima inhibici&n (41 a 56%) se observ6 a una concentración 10 

mM de metoperyodato, sin embargo con 5 ntM yo se obtuvo una. 

inhibici6n considerable (30 a 48%). Esto indica que varios de los 

antigl!!nos membrana.les son glucoproteinas y que los anticuerpos _en 

los sueros reconocen la porción glicosídica de estos, sin 

embargo, aproximadamente la mitad de los anticuerpos reaccionan 

con determinantes de naturaleza peptfdica, 
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Análisis elcctroforCtico dP. los nntisenos ~ h l!.!!!,h9,lyticn. 

Los antl.genos membrana! y soluhl e se analizaron 'por 

electroforesis en geles de poliocrílnmido ( Fíg. 6). Ambos 

antígenos mostraron patrones elcctrofor&ticos complejos, se 

observaron aproximndnmcntc 36 bandas de los cunle~ algunas son 

comunes en ambas preparaciones antig¿nicns. El antígeno mcmbrannl 

presenta bandas de alto peso molecular de más de 96 kD micutrau 

que la mayoría de las bandas del anti.geno soluble son de ccnor 

peso molecular. Las bandas comunes pueden representar 

conteminaciOn del antígeno soluble con el membrnnal. 

Inmunoelectrotransferencia E.2.!!. ant!scmos E!embranal .l. 

solubles. Los sueros E-2 y E-3 (Fig. 7 C y E). reconocieron en el 

antígeno membrana! un patrón de bandas bastante similar (30 

bandas), con pesos moleculares que oscilan entre 16,000 y 140,000 

daltones. En contraste el suero del conejo E-1 (Fig 7 A y C), 

reconoce un número de bandas menor, y la mayoría son poco 

intensas, sOlo la banda con peso molecular de 140,000 daltones es 

claramente reconocida. En la Fig. 8, se muestran los pesos 

moleculares de las bandas que son reconocidas por ambos sueros E-

2 y E-3. En este experimento, la reacción de los sueros inmunes 

con el antígeno soluble (Fig. 7 B, D y F), fue apenas visible por 

lo que se prepare\ otro inmunoblot para antígenos solubles 

aumentando los tiempos de exposición de las tiras con el sustrato 

(Fig. 9). En este inmunoblot se observan claramente las bandas 

reconocidas por los sueros E-1, E-2 y E-3 a diluciones 1:1,000 {9 

A, C y E) y 1:5,000 en (9 B, D y F). Los resultados indican que 
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una alta proporci&n de los anticuerpo~ estdn dirigidos contra In 

membrana. 

Tratamiento con perrodnto El nntlgcno membrana!. transferido 

a tiras de nitrocelulosa, se trol& con peryodnto, para definir si 

las proteínas en las bandas son reconocidas o trav~s de cpltopes 

de naturaleza peptÍdica o glucosldicn. 

En la Fig. 10, puede obscrvaq;e que a dos diferentes 

concentraciones de pcryodato ( 10 mN y 20 mM), 

contin&a reaccionando con tres bandas, (140, 

el suero E-1 

125 26 kD) 

mientras que los otras 4 bandas mayoritarias desaparecen. En el 

antígeno tratado con 10 mM Je pcryodato, el suero E2 reconoce J 

bandas (125. 70 y 28 kD). Con 20 mM de peryodato disminuyen 

notablemente la intensidad de las dos bandas de alto peso 

molecular, manteniCndose &nicamente la de 28 kD. Por &!timo, el 

reconocimiento de las bandas por el suero E-3 no se afecta con el 

peryodato a una concentraci6n de 10 mM. pero aumentando la 

concentraci6n a 20 mM, se mantienen &nicamentc dos bandas (47 y 

28 kD) y las restantes 8 bandas disminuyen drásticamente. 
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DISCUSION 

El desarrollo de métodos inmunoprofilócticos paru el control 

de la amibiasis depende de un conocimiento profundo de lo 

estructura antigCnicn del parhslto, ele sus macunismos de 

patogenicidad y de los ícnOmcnos inmunolOgicos, que tienen lugar 

como resultado de su interucciOn con el huúsJJed. Recientemente. 

con el advenimiento de la tccnolog:io de DNA rccombinantc, se ha 

propuesto una estrategia para la identific.ocibn, t'1rnci;erizacibn 

produccibn de ond.genos definidos prcsanles en pnrdsi tos que 

podrían inducir protecciOn nl hu6sped por lo tanto que 

sirvieran para la producción de vacunas anti-pnrasitnrias, 

compuestas de una o varias especies molcculorcs definidas ya que 

hasta la fecha no ha sido posible lo fnbricaci6n de vacunas, a 

nivel comercial, a partir de homogenados. F.sta estrategia para ln 

identificaciOn de antigcnos protectores se basa en parte, en el 

uso de anticuerpos policlonalcs de humanos de animales 

exflerimentalmente infectados o inmunizados de anticuerpos 

monoclonales y en la clonaciOn de genes del part\sito. 

Para aplicar este enfoque al problema de la amibiasis, se 

han cai:-acteri.zado las especificidades ontigbnicas de una serie de 

sueros de pacientes convalescientcs de nmibiasis invasor&. (de lo 

Torre, P. y Lamoyi, E.; observaciones no t>Ublicodas) y de tres 

sueros hiperinmuncs de conejos contra .§.:.. histolrticn. Estos 

sueros de paci.entes y de conejo se utilizarán para el aislamiento 

de clonas de cDNA en Escherichi.n S2.l!. que expresen ant!genos de 

f.:.. histolytica. Como la selección se realizará tratando filtros 

de nitrocelulosa que lleven unidas las posibles prote1nas 
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expresadas, se consideró que mediante la desnnLornliznc.iOn de los 

antígenos usados para ln inmunizoc:iOn de los conejos ne podrian 

inducir anticuerpos que reaccionaran fuertemente con protcinus 

desnatural.izmlas y adhcri.d<1s n nitrocelulosa. Es conocido que 

cuando se inmunizan animales con protulnns nativas l!sto11i 

responden produciendo unticueqrns que en su mayorio cstc\n 

dirigidos contra detcnninnnLes l\ntig~nicos discontinuos, los 

cuales se componen por grupos de nmino.\cidos que cst&n separados 

en la ustructura primaria pero que se juntan en la estructura 

tridimensional. Estos anticuerpos no reaccionan con la protelnn 

cuando esta se desnaturaliza. 

Por otra parte, para el nislnmiento de clonas de expre~10n 

de cDNA con anticuerpos se requiere que estos rcoccionen con la 

porciOn peptídica de posibles glicoprotelnes ya que los productos 

de cxpresi&n en Escherichin coli no son glucosilados. Para 

determinar la naturaleza del epitope reconocido por los 

anticuerpos anti-§.:._ histolytica se trataron las tiras de 

nitrocelulosa con metaperyodato de sodio antes de la reacci&n con 

los sueros. Este agente a pll 8.c.ido oxida los grupos hidr6xilo 

vecinos de los azúcares a dioldehido (43). causando el 

rompimiento de azúcares no reductores terminales asl como de 

hcxosas internas en los oligosacáridos cuando el Carbono 3 no 

estii sustiuido (Fig. 11). Se ha determinado que el tratamiento 

con metapcryodato a· 10 mM a pH 4.5 por 1 hr a 25 ºC es lo 

suficientemente suave para destruir cpitopes compuesto por 

carbohidrato sin que se afecten epitopcs protbicos. El 

tratamiento produjo la disminuciOn de la intensidad de algunas 
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bandas. en el caso del suero E-1 continüa reconociendo las bandas 

de 140, 125 y 26 kDa, el suero E-2 reacciona solo con la banda de 

28 kDa y el E-3 identifica las bandos de 1,7 y 28 kDa. Estos 

experimentos con metnperyorlnto, odcmAs de identificar 

glicoprote!nas en las fracciones antiRÚnicas de _g_!. histolyt.ica 

indican que probablemente uno proporción de los anticuerpos 

reconocen epÍtopes prot~icos y que por lo tanto son adecuados 

para la inmunoselección de clonas PO r:c-noteca!: de expr-esión, 

Uno de los problemas para realizar esta inmunoselcccilin es 

la alta renctividud cruzada de los reactivos serológicos con los 

ant:lgenos de Escherichia ~· Para tratar de solucionar al menos 

en parte este problema, se purificaron anticuerpos de cnbra ant.i

IgG de conejo por cromatograf:la de a!' i nidad y se produjo un 

conjugado pcroxidado. Se demostró qu·~ ::l conjugado es activo en 

ensayos de ELISA y de inmunoelectrotransferencia. 
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CONCLUSIONF.S 

Se caracterizó la e!ipccificidad antiglmica de los 

anticuerpos en tres sueros de conejo hipcrinmunizados con 

antígenos de .§..:_ histolytica. Estos sueros junto con otros, 

obtenidos de pacientes convalecientes de amibin8is scr&n muy 

Otiles para la posterior selección y caractcrizaciOn de clonas 

que expresen antígenos de Entamocba en Eschcrichia coli. 
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RES UNEN 

"Propiedades nntigénicas de Entnmoctm histolytica" 

La carnctcrización de antígenos de Ji .. h!stolyLica se llevó a 

cabo mediante electroforesis en geles de poliacrylnmida-SDS y por 

los mCtodos inmunocnzinu\ticos de ELISA e inmunoelectrotransfe

rencin, Para estos dos últimos se prepararon sueros inmunes de 

conejo COíll'.~··l difcrcncs fracciones dc·E. hi ;tolyticn mu:IMSS. 

Para detectar la reacción de los sueros de conejo contra estos 

antígenos, en los m6todos inmunoenzim.1.ticos, fue necesario nd1.?•1n\s 

claborur un reactivo consistente en anticuerpos nnti-IgG de 

conejo conjugados a lu en~ima pcroxidasa. Los títulos de los 

sueros preparados contra membranas plasm<\ticns (E-1), antige:r111s 

nativos (E-2) y antfgc.itH desnaturalizados (E-3) de ~ 

histolvtica se compararon en un ensayo de ELISA, obteni~ndose 

densidades Ópticas muy senícjantes. Los ant!genos de lu fracción 

membrana! de ~ histolytica, separados por electroforesis y 

transferidos a nitrocelulosa, fueron caracterizados con los tres 

sueros, encontrAndose que los sueros E-2 y E-3 reconocen 

prActicamentc a los mismos polip~ptlo'bs (30 bandas) con pesos 

moleculares de 16 al 115 kD, en contraste con los polipéptidos 

reconocidos por el suero E-1, ya que éste reccJ•:•1cc casi 

exclusivamente n una proteina con peso molecular de 96 kD y 

reacciona muy débilmente con otros antígenos. 

Posteriormente se determinó si los ep!topes reconocidos por 

los anticue;.~µ0,3 eran de naturaleza glucosidicn mediante oxideciOn 

de los posibles carbohidratos de los antígenos con peryodato de 
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sodio o pH"" 4.5, estdn dirigidos contra glucoproto!nas. El 

efecto de •.:S!te tratamiento se evaluó en los dos sistemas de ELISA 

y elcctrotrausferencia. Se encontró que uno alto proporción de 

anticuerpos rcncci.onnn con grupos corboh!drnto. pero tnmbiCn se 

encontró rcactividad contra la porción pept{dica de las 

glucoprotelnos. 

Estos sueros caracterizados sei:-A.n muy Uti les paro lo 

posterior selección y coro.eterización de clonas que expresen 

antígenos de Entffll•.)Cba en!~ col!. 
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TABLA I 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL CONJUGADO GARFc-Px POR ELISA 

Pozos cubiertos Diluci3n del conjugado GARFc-PX 

con IgG de conejo 1:4,000 1:8,000 1:15,000 

ug/ml n.o. (490 nm) 

10 2.00 l. 37 o. 78 

2.00 1.52 0.92 

0.1 0.71 0.51 0.32 
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TABLA II 

• 
TITULACION DE LOS SUEROS ANTI-h histolytica POR ELISA 

Dilución de los sueros 
SUERO INl'ílJNE 

E-1 

E-2 

E-3 

• 

1:1,000 1:2,000 1:4,000 1:8,000 

n.o. (490 nm) 

1.41 1.11 o. 77 0.1,9 

1.29 0.96 o. 7025 0.33 

1.50 1.23 1.09 0.83 

Las lecturas con los sueros preinmunes se restaron de 
estos valores. 
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Fig. l. Cromatografía en DE-52 de una fracci&n enrique"cido en 
gammaglobulinas de conejo obtenida por precipitacibn 
con sulfato de amonio. La muestra se eluyb con 
amortiguador de fosfatos 0.0175 M, pH 6.9. Las flechas 
indican el grupo de fracciones seleccionadas. 
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Fig. 2. Electroforesis en un gel de 10% de poliacrilamida-DSS 
de la IgG de conejo purificada por DE-52, Cien 
micro gramos de muestra se redujeran con 2-
mercaptoctanol antes de la electroforesis. Los pesos 
moleculares de las me.rcndorcs (X 105 ) se indican a la 
izquierda. 
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Fig. J. Purificación de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo 
por cromatografía de afinidad. El inmunoadsorbcnte 
consisti& en IgG de conejo acoplada a Sepharosa-4B. La 
flecha indica el punto en que se agregó el amortiguador 
glicina-BCI, pH 2. 5 para iniciar lo. eluciOn de los 
anticuerpos anti-lgG de conejo, Las fracciones 17-24 se 
juntaron y se concentraron con Aquacide II. 
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Fig. 4. Evaluacic!m del conjugado GARFc-PX por inmunopunto. Los 
puntos A, B, C y D contienen 200, 100, 2 y 0.2 ng de 
IgG de conejo adsorbidos a la nitrocelulosa. La tira se 
incub& con el GARFc-Px diluido 1:4,000 durante 2.5 h y 
se revclO por 20 min con ortocloronaftol. 
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Fig. 5. Efecto del peryodnto sobre ln reacción del antígeno 
membrana! de .§..:.. histolyticn con los sueros inmunes de 
conejo, Las placas de ELISA recubiertas con antígeno se 
trataron con peryodato a las concentraciones indicados 
por 1 h antes de la reacciOn con el suero inmune. 
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Fig. 6. Electroforesis de antigenos solubles (carril A) y 
membranales (carril B) de b.. histolvtica en un gel de 
10% de poliocrilamido-DSS (lOO)Jg de proteína/carril), 
Las muestras en cada carril se rcduj eran con 2-
mercaptoetanol antes de ln electroforesis y el gel se 
tiñ6 con Azul de Coomassic. 
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Fig. 

e o E F 

7. Inmunoclectrotronsfcrencia de antígenos de E. 
histolrtica. Cien.,>Js de antígeno membrana! (A, C y E)Y 
100_1Jg de antfgeno soluble (B, D. y F), se redujeron y 
se separaron por electroforesis antes de transferirse a 
papel de nitrocelulosa. Los pares de tiras A y B, C y 
D, E y F se trataron con los sueros inmunes E-1, F.-2 y 
E-3 (diluciOn 1:2,500) respectivamente. 
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A 

Fig. 11. A) Muestra un a2\\car reductor terminal rle un oligosocñ
rido. Las flechas indican los sitios vulnerables a 
lo oxidacibn por el peryodnto cuando el carbono 3 no 
tjene sustituido su hidroxilo. 

B) Indica los eventos que se efectunn durante: lu 
reacci6n do oxidaci&n de los grupos de hidroxilo a 
oldchido causando el ronplmiento de la hcxosa. 
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Fig. 

30 

20 

ABCDEF 

9. Electroinmunotransfercncia de antígenos solubles de E. 
histolltica. Las tiras A, C y E se incubaron con uñA 
diluci n 1: 1,000 de los sueros E-1, E-2 y E-3 
respectivamente. En B, D y F los sueros se usaron a unn 
dilución 1:5,000. 
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Fig. 10. Efecto del peryodato en el reconocimiento de antigenos 
membranales de ,!h bistolytica clectrotransfcridos a 
nitrocelulosa. Las tiras B, E y H se trataron con 
soluciOn 10 mM de peryodato n pH 4.2. Las tiras C, P e 
I se trataron con soluciOn 20 mM de peryodato. Las 
tiras A, D y G no fueron tratarlas con peryodato. I.as 
sueros anti-S histolytica se usaron a una dilucilm 
1:2,500. Los grupos de tiras ABC, DEF GHI se 
incubaron con las sueros E-1, E-2 y E-3 
res pee ti vamente. 
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Fig. 8. AnAlisis grñfico de los resultados de la 
Inmunoelcctrotrnnsferencia de la Fig. 7, Los puntos en 
la diagonal representan las bandas comunes rC!conocidas 
por los sueros E-2 y E-3, mientras que los puntos sobre 
el eje X y Y rC!pr-cscntan las bandas reconocidas por los 
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