30287
f UNIVERSIDAD MOTOLINIA

ESCUELA DE QUIMICA
Incorporada a la
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

“INVESTIGACION DE LOS ANTIGENOS EN DIFERENTES
CEPAS DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA”

T E S | S

Que para obtener el titulo de:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P r e 8 e n t a

LEONEL |\ESTRADA LORENZO

207
México, D. F. ' ’
TESIS CON
FALLA DE QORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicp,este'trabaju‘a:

MIS PADRES:

l.eonel Estrada Lefn
Maria Belem Lorenzo de Estrada.

A LA MEMORIA DE MI ABUELITA.

Sra. Catalina Morales Vda. de Lorenzo

A MIS HERMANOS:

Martha Catalina Estrada Lorenzo
Elena Estrada Lorenzo

Adrién Estrada Lorenzo

Marnuel Jesis Estrada Lorenzo

A MI SOBRINO:
Rodolfo Fabién Landeros Estrada.




AGRADECIMIENTOS -

Con profunda admiracién y respeto’ -
a la Dra. Enedina Jiménez Cardoso

a quien le agradezco encarecida——
mente por cada uno de sus sab105—5
consejos en la direccitn de. esta—
investigacifin y quien me brindé =
el apoyo en la reallzacidn de es—;
te trabajo.

Al Dr. Pedro Francisco Valencia—
Mayoral guien desinteresadamente
realiz6 la investigaciétn sobre -
Patologia de este trabajo.

Al HDSPITAL INFANTIL DE MEXICO
pur haberme permltldo realizar
ste estudlo>de 1nvest1gac16n.

Al Q.F.B. Arturo Menesses Castafén
por -haber colaborado en la revi——
sién.de este trabajo.




INDICE

1.0.— GENERALIDAD‘ES.’
2. 0.- INTRDDUGCIDN =

3. 0:- . ABREVIATURAS."

Suérds de pacientes con absceso hepé-
tico amibiena.

6n de 105 trofozoitos al me-
R yloade cu1t1vo TYI-S-33.
' 5 1. 6.— Recolac016n, lavado y determinacién —

de la viabilidad de los trofozoitos —
mediante la técnica de exclusi6én con-—

azul tripano.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




TR MON
FALLA DF ORIGEN

5;2.;:Célcu10 del nimero total de trofozoitos.

5.3.—~ Obtenclén y separacién de las proteinas en
las cinco cepas de amibas estudiadas mediante

Jcentrifugaciﬁn diferencial.

,5 3. 1.— Empleo de inhibidores en21méticos.

5.4.— ]

Cromatngrafia en columna sobre
-ULTRDGEL ACA-44,

‘5 4 3.— Dléllsis de las proteinas obtenidas.

‘f5 4 4.— Liofilizaci6n de las protéinas obteni

das.

5.5.— Investigacién de la actividad biolégica de

las fracciones proteicas en las cinco cepas -
de amibas estudiadas frente a sueros de pa— —
cientes con absceso hepAtico amibiano y/o co-
litis amlblana mediante la técnica de hemaglu

,tlnaciﬁn pasiva.

5.5.1.— Solucién de alsevers.

ﬁS.S,Z.— Suspensitn de glfbulos rojos de carng

ro.

'5.5.3.— Preparacién del antigeno.




5.5,

5. 5 4.- Soluciﬁn -amortiguadora de fosfatos -
’sal1nos pH 7.2.

5. sfa 1= Solucién de fosfato de pota
: - sio monob&sico 0.15 M.

' 15 5,4'2.— Solucién de fosfato de so—
! dio dibésico 0.15 M.

5.5.5. fSoluclén amortiguadora de fosfatos sa
s ,1inos pH 6.4,

5.1.— Soluci6n de fosfato de pota
) sio monobésico 0.15 M.

/5.2~ Solucién de fosfato de so—
dio dibésico 0.15 M.

cién de écido ténico al ®h.

' ;515?7? Suero de conejo narmal inactivado a -

" 'B69C.

fS.S.S;— Adsorci6n de los gl6bulos rojos de -

carnero con las fracciones proteicas.

Investigacitn de la actividad biol6gica de -
las fracciones proteicas en las cinco cepas -
de amibas estudiadas frente a sueros obteni—
dos de los hé&msters inmunizados mediante la -
técnica de hemaglutinacifn pasiva.

5,6.1.—~ Solucifn de alsevers.

5.6,2.- Suspensi6n de gl6bulos rojos de came
ro.

5.6.3.- Preparacifn del antigeno.




5.6.4.—- Salucién amortiguadora de fosfatos sa
:1inos pH 7.2,

{s 6. a 1.— Soluci6n de fosfato de pota
: © sio monobésico 0.15 M.

'}5;4.2;— Soluci6n de fosfato de so—
' dio dibésico O. 15 M.

s Sg;ubi@n amortiguadora de fosfatos sa

.5.&.— Solucién de fosfato de pota
; sio monobé&sico 0.15 M.

;5 6 '5,2.—~ Solucifn de fosfato de so-—
dio dibésico 0. 15 M.

Solucién de &cido ténico al .

v,5;6;?;;/suero de conejo normal inactivado a -
L 56°C.

5.6.8.—~ Adsorcifn de los glSbulos rojos de -
carnero con las fracciones proteicas.

5.7.-~ Investigaci6tn de la actividad protectora de -

: las fracciones proteicas obtenidas en las di-
ferentes cepas de amibas en el hé&mster dorado
de Siria.

5.7.1.—= Inmunizacibn.
5.7.2.— Desafioc intrahepético.
5.7.3.~— Sacrificio de los animales inoculados.

5.8.- Estudio histopatolégico de las lesiones obser
vadas en el higado de los animales inoculados.



6.0.= RESULTADOS.

~7.0.- DISCUSION.

.8.0.— CONCLUSIONES.

-9.0.-. BIBLIOGRAFIA.

kDésHidrataciﬁn; aclaramien—
“to e inclusibn.

Tlnpién‘de hematoxilina-eocsina.

" Observaciones microscé6picas.




1.0.— GENERALIDADES.

La alta frecuencia de la amibiasis en la pobla- -
ci6n mundial hace  que . ésta ocupe un lugar muy importan
te entre las princ1pales enfermedades que afectan al -~
hombre.. (6, 7.y 10)."

Su distfibucién geogréafica es amplia, pero su ma-—
yor incidénciafh@ﬁesté en relacifn con la zona geogré-
fica sino en las condiciones sanitarias en que viven -
los grupos humanos.. (8, 19).

Las manifestaciones clinicas que produce Entamoe-
ba histolytica son madltiples y a menudo graves en don-—
de el estudio parasitoscfpico y la selecci6n del trata
miento es habitualmente inadecuado. (24).

Por otro lado no siempre la presencia del parési-
to es sin6nimo de enfermedad (2, 3), ya que éste es -
morfolégicamente indistinguible del agente causal de -
una amibiasis invasora. (4, 5 y 18).

Siendo el absceso hepético amibiano el dnico indi
ce para juzgar la prevalencia de este padecimiento. (8]

En la terapéutica de la amibiasis el uso de anti-
amibianos como el metronidazol ha reportado efectos -
carcinogénicos en donde en estudios realizados con ra-
tas,Kreier (11) en 1978 demostré que el férmaco indu—
cia la formacién de tumores; fue por ello indispensa——
ble el utilizar métodos més apropiados para la erradi-
cacifén de esta enfermedad que ocupa uno de los proble-—

" mas de salud pdblica mds importante para México.
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~ 2.0.- INTRODUCCION.

El aislamiento de antigenos de Entamoeba histoly—
tice tiene 1mportanc1a,por la posibilidad de inducir -
1nmun1dad protectora en el huésped gque interfiera con-
el desarrollo:.de la enfermedad producida por la prasen
cia de este parésito asi como de su invasividad al ins
talarse en el higado donde causa el "absceso hep&tico-
amibiano”.

Krupp (12) en 1973 fue uno de los primeros inves-—
tigadores quien demostré que es posible inducir inmuni
dad protectora en el cobayo adulto mediante la inyec——
cién de una fraccién de antigeno amibiano.

Con el mismo propSsito Arroyo-Begovich (1) en - -
1978 utiliz6 diferentes fracciones antigénicas de En——
tamoeba histolytica las que inoculé en animales de la-
boratorio logrande inducir la inmunidad protectora en
ellos evitando la formaci6n del absceso hepéAtico ami——
biano.

Masood (13) en 1974 siguiendo una metodologia si-
milar determin6 el grado de inmunogenicidad en dos - -
fracciones proteicas obtenidas de Entamoeba histolyti-
ca asi como la actividad biol6gica frente a sueros de-
pacientes con absceso hep&tico amibiano llegando a la-
conclusién que éstos podian ser utilizados para indu~-
cir inmunidad protectora en animales de laboratorio.

Recientemente se han descritoc amibas de primates-
morfolbgicamente semejantes a Entamoeba histolytica di
firiendo solamente en el patrén enzim&tico que presen-
tan y que Sargeaunt (21, 17 y 23) ha establecido para-
las amibas.
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Myjak (15) en 1970 estudiando varias cepas de En-—
tamoeba histolytica en Polonia, logr6 obtener antige——
nos compartidos entre ellas lo que nos indic6 la posi-
"~ bilidad de‘que existan antigenos especificos para cada
cepa y que éstos puedan ser utilizados en la inmunidad

protectora.

El objetivo de este trabajo fue investigar si - -
existen antigenos compartidos o especificos en cinco —
cepas diferentes de amibas en donde tres de ellas co—
rresponden a Entamoeba histolytica y las dos Gltimas a
Entamoeba chattoni e investigar si presentan actividad
biolégica frente a sueros de pacientes con absceso he-—
pé&tico amibiano lo que sugeriria que pudiesen ser uti-
lizados como antigenos protectores en el h&mster para
prevenir la enfermedad asi como la formacifSn del absce
so hepdtico amibiano.
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F}u&u.g} \,( '[\7

- 7] 1

{ {A‘w J r\ A oﬁ-{‘ “




3.0.—~ ABREVIATURAS. -

c 14, —
16, ~

17.-

PM-4.
PM-5.
AHM~-I
HM-531
HMI
EDTA.
FMSP.

9.
_1b.
' mi;'l
”imjk
£
S

nm.

PP
-PBS.

S.A.M.I.

Primate mexicano (4)

Primate mexicano. (5)

Absceso hep&ticu;mégiéano~(1)‘
Hnmo—mexicano-(SSi)" »
Homo-sapiens mexicano (1)
Etilen diaminnbtetraacético.
Fenil ﬁetil sulfonil fluoruro.
gramo

libra

~-mililitro.

miligramo.
milimolar
molar
nanometros
precipitado

Solucién salina reguladora de fos—
fatos 0.15 M. pH 7.0.

Sin alteraciones macrosctpicas de-
importancia.




a.0.- MAfERIAL;'”7

4 1.— Equlpo Y materlal de v1dr10

1.
12.
13.
1a.
15.
16.
1.

18.-

HColector de fracciones LKB REDIRAC 2112,
" Golimna para cromatografia LKB 2137-026.
vFuthe de poder LKB 2138 UVICORD é.j -
Graficador LKB 2210-2. e

Lémpara de luz UV. LKB S0 011431«
Liofilizadora FREEZE, DRYER.3, LABCONCO.
Homba peristéltica LKB 4912.

Bomba para vacio.

Camara de Neubauer.

Centrifuga SORVAL con refrigeracitn modelo -
RC-5.

Di&lisis o Eguipo de tamizado molecular.
Espectrofotémetro Beckmann Modelo 26.
Flujo laminar marca VECO.

Homogenizador Potter-Elvehjem.
Incubadora Medi-Lab Mark I No. 415.
Balanza analitica P-115 Bosch.
Centrifuga clinica Modelo C-I

Micropipetas de 20, 10 y S0 microlitros de -
"Sigma Chemical Company".



"o

49;—"Minlcon B 15 Concentrator "Am1 on corpore— -
: -:tian Lexington, Mass"

20.- Papel‘ filtro Whatmann . "‘;ali/tat"ivo.

jderinga de v1dr10 de 20

:Agugas yale callbre 18 X! 30 mm. desechables.
‘fza.;édérlngas de insulina desechables.
fﬁé&.%-Pipeﬁas pasteur.

':'25.; Pdfenciﬁmetro Corning Modelo 5 pH meter.

26, = Uitracenfrifuga Beckmann modelo L-2-65.

27.- Placas de hemaglutinacién "Cooke Microtiter-
u".

. 28.— Matraces Erlenmeyer de 125 y 250 ml. con ta-
p6bn de rosca.

29,- Pipetas para glébulos blancos.

30.- Tubos para centrifuga de pléstico de 13 x -
110 mm.

" 31.— Tubos de 15 x 125 mm. con tap6n de rosca.

32.— Tubos para ultracentrifuga de nitrato de ce-
lulosa de 13 x 50 mm.

33.— Tﬁbos de 13 x 100 mm. de vidrio.
34.- Vasos de precipitados de 250 y 500 ml.
35,.—~ Probetas de 100, 500 y 1000 ml de vidrio.

36.— Refrigerador marca Whirlpool.

g erppr e s e 3
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4.2,.- Material biolé6gico.

4,2.1.- Cepas de Entamoeba histolytica.

Se utilizaron cinco cepas de amibas:
Entamoeba chattoni cepa PM-4 y la cepa -
PM-5; Entamoeba histolytica cepa AHM-I,—
HMI-IMSS Zimodemo II y la cepa HM-531 Zi
modemo hartmanni.

4.2.2.—- Animales de experimentacién.

Se emplearon hémsters dorados de -
Siria, machos, con un pesoc promedio de —
50 a 60 g. y de dos meses de edad de los
cuales se hicieron lotes de seis anima—
les mediante nimeros aleatorios.

a.2.3.— Sueros de pacientes con Absceso hepético
amibiano y/o colitis amibiana.

Se tomaron diecisiete sueros de - -
absceso hepltico amibiano y/o colitis -
amibiana para investigar su actividad -
biolbgica frente a las fracciones protei
cas obtenidas de las cinco cepas de ami-
bas estudiadas. Estos sueros fueron dona
dos por el Hospital de Infectologia del-
Centro Médico "La Raza", IMSS.
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'5.0.~. METODO. -

5.ﬁ.ffCultiVo‘axénicoidé.Entaﬁoeba'histolytica.

Par'a el cul _vo axén1cn de Entamoeba histo—-

"Fosf‘ato de potasio dlbésicn

'ACIdD L-Asc6rbico - - - =

Clorh:.dr‘ato de L—cistsina— - )
monohidratada = = === — — ~ 0.100 g.
Citrato de amonio férrico- - 22.800 mg

Llevar con agua destilada- - 87.0 ml.
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F’ROQEEDIM'I‘ENTO,‘:

Se disolvieron los reactivos en el orden -
 vpresentado con aproximadamente 50.0 ml de agua —
“destllada, se ajustd el pH a 6.8 con hidré6xido -
de sodio 0.1 M. y después se llev6 a un volumen—
~de-87.0 ml con agua destilada. El medio TY fue-
“clarificado mediante filtracién a través de pa—
pel Whatmann No. 1 y se esteriliz6 en autoclave-
‘a 121°C. Debido a la gran cantidad de trofozoi-
-tos que se necesitaron, se prepararon 870.0 ml -
‘de caldo que corresponden a 10 partes del medio-
TYI-5-33 y en seguida se depositaron en matraces
Erlenmeyer de 125.0 ml,87.0 ml de caldo para ca—
da matraz. Este paso se hizo en condiciones es-
tériles con la ayuda del flujo laminar marca "VE
- C0", el caldo se dejf en una incubadora a 37°C.-
durante 24 horas sin desarrollo de gérmenes.
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’5.1;2.§ Sblﬁ@idﬁiaétQifaminas y Tween 80.

' 5)"'.;

Solucién viteminica Diamond s TPS-I
a0 xi
Vitamina B4o:- Se pesaron 40 mg. de

vitamina-B,, ¥ se disolvieron en -

- 100 ml de agua destilada, esta solu

cibn se almacen6 en un frasco &mbar

\va'4°C.

c).-

d) .~

Acido ti6ctico al 1.0 mg/ml. Se pe-
saron 100 mg. de &cido tifctico y —
se disolvieron en 100 ml de alcohol
absoluto.

Tween 80 al 50 %. Se pesaron 50 mg-
de Tween 80 y se disolvieron en 10-

ml de slcohol absoluto.

“CASA BIOFLUIDOS INC. E.U.A.".

PROCEDIMIENTO :

A 100 ml de soluci6n (&), se —
le adicionaron 12 ml de la solucién
(b), 40 ml de la solucién (c), 4 ml
de la soluci6n (d) y 180 ml de agua
destilada.

Esta solucifn se esteriliz6 me
diante un filtro milipore, con una-
membrana de 0.22 micras, y se colo-
c6 en peguefios frascos é&mbar a 4°C.
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5.1.3.= Preparacién del medio de cultive TYI-S--

PROCEDIMIENTO: -

5.1.4.—-

33.

Para cada 8? D ml de. caldo TY, se -
adlclonaron en cnndlclonss ‘estériles, -
3.0 'ml.de la mezcla de vitaminas Tween -
80 y 10.0 ml de suero bovino inactivado-
a S6°C. '

Pruebas de esterilidad.

Las pruebas de esterilidad se lleva
ron a cabo para determinar la existencia
de una posible contaminacién por bacte—
rias, fueron las siguientes:

La primera fue incubar el medic - -
TYI-S-33 durante 24 horas a 37°C., ha- -
biendo transcurrido las 24 horas se pro-
cedi6 a inocular el medio TYI-5-33 a me-
dios de cultivos enriguecidos para anae-
robios y aerobios, con la ayuda de una -
asa bacteriolégica. Estos medios se incu
baron a 24 y 48 horas a 37°C.

En ambas pruebas no se present6 el-
desarrollo de microorganismos. :
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5.1.5.— Inoculacién de los trofozoitos al medio—
de cultivo TYI-S-33.,

La cepa de Entamoeba histolytica -
que se cultivé en el laboratorio, fue la
cepa HMI-IMSS (proporcicnada por Ramirez,
Laboratorio de Inmunoguimica, Hospital -
Infantil de México, S.5.A.).

Se usaron tubos de ensaye de 15 x —
125 mm. con tap6n de rosca; por 1o gene—
ral cada tubo contenia aproximadamente -
1 x 108 trofozoitos/10 ml.

El tubo que se utiliz6é para inocu——
lar cada matraz se coloct6 en bafio de hie
lo por cinco minutos para desprender —
las cé&lulas de las paredes del tubo, gue
contenia 10.0 ml del medio de cultive -
con 3 x 10° trofozoitos/3 ml., Esta can-
tidad fue usada para inocular los matra-—
ces de 125.0 ml, que contenian 87.0 ml -
de caldo TYI-S-33. Después se incubaron
a 37°C. durante 72 horas.

oo Ay b £ 5 .tk R s
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- 5. 1.6.- Recolecci6n, lavado y determinacién de -
la viabilidad de los trofozoitos median-
te 1la técnica de exclusi6n con azul tri-
pano.

Después de haber obtenido un buen -
desarrollo de las células a las 72 horas,
los matraces se colocaron en bafio de hie
lo para ayudar al desprendimiento de las
células y se colocaron en tubos para cen
trifuga de 50.0 ml con tapbn de rosca vy
se centrifugaron a 500 x G durante 15 mi
nutos con soluci6n selina reguladora de-
fosfatos a un pH de 7.0.— El procedi-—
miento se repiti6 ocho veces con un volu
men total de 80.0 ml. Al terminar con -
el lavado de las células se comprobé la-

. viabilidad de los trofozoitos con azul -
. tripano al 0.2 en donde se observé 97%
"~ de viabilidad.
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;5}2.;‘bélcqié]delihbﬁefb §¢tg1 de trofozoitos: . -

) Los trofozoltos se ajustaron a una concen——
"tra016n de'2 x 108 células/ml. E1 nimero total—
de células se cont6 mediante una cémara de Neu——
“bauer 'y una pipeta para glébulos blancos, con -
1ps siguientes célculos:

a).— Buma de los cuatro cuadros grandes de la c§
mara de Neubauer.

b).- Dilucifn de la pipeta 1:20

c).- Factor para determlnar el valor pnr mm3. -

(10).
d).- Némero de cuadre (4)
e).— Factor para determinar el valor por ml. -
( 1000).
EJEMPLO:
9=3§=19 . 1000 = 50,000 células/ml

TESIS CON |
FALLA DE ORIGTN |
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5.,3.— Obtencibn y separaciétn de las proteinas en las —
‘cinco cepas de amibas estudiadas mediante centri
fugacibn diferencial.

100 x 106 trofozoitos de Entamoeba histoly—
tica de las cepas AHM-I, HMI-IMSS Zimodemo II y—
HM-531 Zimodeno hartmanni y Entamoeba chattoni -
cepas PM-4 y PM-5, cultivadas axénicamente.

Fueron lavadas de 8 a 10 veces con solucién
salina reguladora de fosfatos 0.15 M pH 7.0.

5.3.1.—- Empleo de los inhibidores enzimé&ticos.

Se prepararon soluciones de FMSP, -
EDTA y N-Etil Maleimide anhidro a una -
concentracitn de 200 mM. De estas solu——
ciones se adiciont6 0.3 ml de cada uno de
los inhibidores.

5.3.2.~ Homogenizaci6n.

Los trofozoitos fueron resuspendi—-—
dos a un volumen de 3.0 ml de PBS y los-—
cuales fueron homogenizados durante 10 -
minutos bajo hielo, en un Homogenizador-
Potter-Elvehjem siguiendo el protocolo -~
gue a continuaci6tn se relata:
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5.3.3.— Centrifugaci6tn diferencial en la sepa- —
ci6n de las proteinas.

' PROCEDIMIENTO:

tos homogenizados fueron centrifuga
dos a 15,000 x G durante 15 minutos obte .
niéndose:

[=Fy= ] a Sobrenadante 1

Este fue resuspendido en solucién -
- salina reguladora de fosfatos pH 7.0y -
-se}pentrifugﬁ nuevamente a 15,000 x G du
“rante 15 minutos y se obtuvo:

""p;p. 2 - Sobrenadante 2
Se unieron los sobrenadantes (1) y-

(2) 'y se centrifugaron a 165,000 x G du—
rante dos horas obteniéndose:

p.p.3 Sobrenadante 3
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5. 4.— Purificaclﬁn”parclal de las proteinas utilizando

_una column

d letragsl ACA-44.

'a¢iﬁn de las proteinas.

PROCEDIMIENTD:

5.4.2.-

Las proteinas del sobrenadante (3)-
fueron unidas y colocadas en Minicon - -
B-15 "Amicon Corporation Lexington, - -
Mass"., hasta tener una concentracién -
aproximada de 10 mg/ml. de proteina de -
acuerdo a la lectura obtenida a 280 nm.-
en un espectrofotbmetro Beckmann modelo-
26.

Cromatografia en columna sobre Ultrogel-
ACA-44.

La dextrana fue lavada con agua des
tilada y desgaseada al vacio con solu— -
cién de PBS. Con ella se montd una co--—
lumna LKB 2137-026 de 43 cms. de largo y
2.5 cms. de difmetro y se determint el -

volumen de vacio con azul dextrana 2,000

al 0.5 mediante un colector LKB REDIRAC
2112 "BROMMA". Se obtuvieron las protel
nas levigadas en un volumen de 3.0 ml ca
da cinco minutos. Estas fracciones pro——
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teicas fueron graficadas en un registra-
dor LKB 2210-2 "BROMMA".

5.4.3.- DiAlisis de las proteinas obtenidas.

-Las fracciones proteicas contenidas
en.los picos de los levigados fueron dig
“lizadas durante 24 horas contra agua deg
‘tiladd.

5,4.4,- Liofilizacién de las proteinas obtenidas.

Una vez terminada la diflisis se —-
procedi6 a congelar las fracciones pro—
teicas y se colocaron en un Liofilizador
FREEZE, DRYER 3, "LABCONCO".
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5. 5.— Investlgaciﬁn de la: act1v1dad blolﬁglca de las -
fracciones prot91cas en 1as c1ncc cepas de ami—
\bas estudiadas frente a: sueros ‘de’ pacientes con-—
absceso hepédtico amlblano y/o colltls amibiana —
mediante la técnlca de hemaglut1nacmén pasiva.

5.5.1.=

5.5.2.—

Solucién de alsevers.

. Sa pesaron 2. 05 g. de glucusa, - -
0.8 g« de cltrato d : le, .0.085 g. de~
&cido CLtPlCD v D 42 e,cloruro de so
dlD, los cuales Fueron sueltos y se -
llevaron a un- volumen'de 100,0'ml con -
agua destllada. ‘'Se esterllizﬁ ‘durante -
10 minutos a 10 1b. de presidn

Suspensi6n de glébulos rojos de carnero.

Se tom& un volumen igual de gl&bu——
los rojos de carmero a la solucibn de -
alsevers ya preparadas y se guardt en re
frigeraci6n a 4°C. durante diez dias pa-
ra su maduracibn.
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5.5.3.= Prépanacidn del antigeno.

Se pesaron 2 mg. de todas y cada -
una de las fracciones proteicas obteni——
das de las cinco cepas de amibas y se di
luyeron en 1 ml. de PBS a un pH de 7.0 -
con éstas se forraron los glébulos rojos
de camero madurados.

5.5.4.— Soluci6n amortiguadora de fosfatos sali-
nos pH 7.2.

8.5.4.1.— Solucién de fosfato de potasio
monobésico a 0.15 M. Se pesa-
ron 10.20 g. de fosfato de po-
tasio monobésico y se disolvig
ron en 500.0 ml de agua desti-
lada.

5.5.4.2.— Soluciftn de fosfato de sodioc -
dib&sico a 0.15 M. Se pesaron
20.15 g. de fosfato de sodio -
dibAsico y se disolvieron en -
500.0 ml de agua destilada.

PROCEDIMIENTO:

Se mezclaron 24.0 ml de la solucitn
de fosfato de potasio monobésico con - -
76.0 m1 de la solucién de fosfato de so-
dio dib&sico y 100.0 ml de soluciftn sali
na isoténica al O.08%.

ovece g o e =



5,5.5.~
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Solucisn amortigyadofa de fosfatos sali-
nos pH 6.4, L

5.5.5.1.— La. soluci6n fue preparada de -—
acuerdo al inciso 5.5.4. 1.

5.5.5.2.— La solucién fue preparada de -
acuerdo al inciso 5.5.4.2.

PROCEDIMIENTO:

5.5.6.-

§5.5.7.-

Se mezclaron 67.8 ml de la solucién
de fosfatos de potasio monobésico con -
32.2 ml de la solucitin de fosfato de so-
dio dib&sico y 100.0 ml de solucién sali
na isoténica al 0.08F%.

Solucién de &cido técnico al Th.-

Se pes6 1 g. de &cido ténico y se -
le adicion6 99.0 ml de soluci6n salina -
isotbnica al 0.085%h, se guard6 en refri-
geracién a 4°C. De esta solucidén se hizo
una dilucién 1:200, para tener la solu——
ci6n final de trabajo de &cido ténico -
1:20,000.

Suero de conejo normal inactivado a 56°C
Por puncifn cardiaca se extrajo la-

sangre de un conejo de la raza Nueva Ze-
landia con un peso aproximado de 3.0 Kg.
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y se centrifugb a 500 x G durante 15 mi-

.nutos 'y se separd el suero almacenéndolo

. ‘en.un frasco para ser inactivado a 56°C.
. durante 30 minutos.

5.5.8.—

Adsorcibn de los gl6bulos rojos de carng

ro con las fracciones proteicas.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Se tomaron 3.0 ml de los gl6bulos -
rojos de carnero almacenados en soluci6n
de alsevers estéril, se lavaron tres ve-
ces con soluci6n salina y se prepart una
suspensién al =6 de glébulos rojos de -
carnero. Después se le afadi6 3.0 ml de
suero normal de conejo inactivado y se -
les dejb reposar durante toda una noche-
en refrigeraci6én a 4°C. Al dia siguien—
te se centrifug6 a 500 x G durante 15 mi
nutos y se separ6 el suero de conejo - -
adsorbido y se diluy6 1:100.

Se tomb el paguete de gl6bulos ro—
jos de carmero y se le afiadié 3.0 ml de—~
&cido ténico diluido 1:20,000 el cual se
incubé a 37°C. en la estufa durante 10 -
minutos. Posteriormente se centrifugb a
500 x G durante 15 minutos y se descart6
el sobrenadante, se resuspendif en solu-
ci6n amortiguadora de fosfatos salinos -
pH 7.2. y se centrifugt a 500 x G en don
de se descart6 el sobrenadante y se vol-
vifh a lavar con solucién amortiguadora -
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de fosfatos salinos pH 6.4,

Los glébulos rojos de camero tani-
zados se les adicion6 4.0 ml de soluci6n
amortiguadora de fosfatos salinos pH 6.4
y 1.0 ml del antigeno y/o fraccitin pro—
teica estudiada, se centrifugb a 500 x G
durante 15 minutos, se descart6t el sobre
nadante y se le anadi6 2.0 ml de suero -
normal de conejo diluido 1:100. E1 sedi
mento se volvid a centrifugar y se le -
agregb nuevamente 5.0 ml de suero normal
de conejo diluido 1:100.

Se prepar6 un control positivo con-
1.0 ml. de glébulos rojos de carmero ta-—
nizados al &k con 4.0 ml de solucibn — -~
amortiguadora de fosfatos salinos pH 6.4
y 1.0 ml de antigeno que consisti6 en un
homogenizado de Entamoeba histolytica -
cepa HMI-IMSS Zimodemo II. E1 control -
negativo fue preparado con 1.0 ml de glé
bulos rojos de carnero tanizados al &% -
més 4.0 ml de soluci6n amortiguadora de-—
fosfatos salinos pH 6.4 en ausencia de —
antigeno amibiano.

PROCEDIMIENTO:

Utilizando placas de limbro se lle-
varon a cabo diluciones de los sueraos de

THSIS CON
PALLA TR OMIGEN

e e wrees

SN
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pacientes con absceso hepatico amibiano-
y/o colitis amibiana en proporcién loga-—
ritmica. Es decir 1:2, 1:4, 1:8, 1:16,-
1:32, etc. teniendo como diluyente el -
suero de conejo normal adsorbide diluido
14100.

Posteriormente se les afiadié 20 - -
lambdas de gl6bulos rojos de carnero ta-—
nizados al 2% forrados con las fraccio—
nes proteicas, se les dej6 reposar duran
te 24 horas.
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5.6.~ Investigaci6in de la actividad biolégica de las —
fracciones proteicas en las cinco cepas de ami—
bas estudiadas frente a sueros de los hémsters -
inmunizados mediante la técnica de hemaglutina-—
cién pasiva.

5.6,1.~

5.6.2.~

5.6.3.-

5.6.4.—

5.6.5.-

Solucién de alsevers.

La soluci6n fue preparada de acuer—
do al inciso 5.5.1.

Suspensi6én de glébulos rojos de carmero.

La suspensi6n fue preparada de - —
acuerdo al inciso 5.5.2.

Preparaci6n del antigeno.

El antfgeno se prepart de acuerdo -
al inciso 5.5.3.

Solucibn amortiguadora de fosfatos sali-
nos pH 7.2.

La solucibn se prepar de acuerdo -
al inciso 5.5.4.1 y 5.5.4.2.

Soluci6én amortiguadora de fosfatos sali-
nos pH 6.4.

La solucién fue preparada de acuer—
do al inciso 5.5.5.1 y 5.5.5.2.
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5.6.6.— Solucién de ‘Acido. ténico al .

P La’ plucién'Fue preparada de acuer-—
do al 1nciso 5/5.6.

5.,5.'7,.—, Suero,de'i. conego normal inactivado a 56°C

) -~ El suero utilizado se preparé de -
- acuerdo al inciso 5.5.6.

5.6.8.— Adsorcién dellos glébulos rojos de carng
ro con las fracciones proteicas.

Los glébulos rojos de carnero fue—
ron adsorbidos de acuerdo al inciso -~ -
5.5.8.

PROCEDIMIENTO:

El procedimiento se realiz6 en la -
misma forma a partir del inciso 5.5.1, -
la diferencia fue el utilizar los sueros
de los hé&msters inmunizados con las frac
ciones proteicas de las diferentes cepas
de amibas estudiadas.
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5.7.- Investigaci6n de la actividad protectora de-las—
fracciones proteicas obtenidas en las diferentes
cepas de amibas en el h&mster dorado de Siria.

5.7.1.~

5.7.2.-

5.7.3.-

Inmunizaci6n.

Mediante nimeros aleatorios se for-
maron lotes de seis animales machos con-—
un peso que fluctud entre 50 y 60 g. a -
los que se les inoculd intradérmicamente
0.1 ml. de una suspensidn hecha de 2 mg-—
de antigeno de cada fracci6n proteica ob
tenida y 1.0 ml de adyuvante completo de
Freund, durante tres semanas cada tercer
dia y se les dejé descansar una semana.

Desafio intrahepético.

Después de la cuarta semana los ani
males inmunizados fueron inoculados in——
trahepéticamente con 50,000 amibas conte
nidas en un volumen de 0.1 ml y se les -
dej6é en reposo una semana.

Sacrificio de los animales inoculados.

Los animales fueron anestesiados -~
con éter etilico anhidro y rasurados en—
la cavidad abdominal en donde se les co-
loctH un antiséptico cuténeo y se llevS a
cabo una incisi6n hasta cavidad torécica
de donde se extrajo por puncifn cardiaca
2 ml de sangre; y se extirp6 el higado —
analizando la presencia de lesiones hepé
ticas macroscépicas. -
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5.8.-~ Estudio histopatolégico de las lesiones observa-
das en el higado de los animales inoculados.

Los higados extirpados de los enimales ino-
culados fueron colocados en formol al 1% para -~
llevarse a cabo el astudio histopatolfgico por -
el Dr. Pedro Francisce Valencia Mayoral, Jefe -
del Departamento de Patologia de esta Institu— -~
cién.

5.8.1.- Preparacifn de los tejidos.

Se hicieron cortes seleccionados -
del higado estudiado y de inmediato fue-
ron fijados en una solucifn de formol al
1P por 24 horas. Posteriormente fueron-
encapsulados y se lavaron con agua co-— -
rriente durante 24 horas.

5.8.2.— Procesado de los tejidos.

Se sometieron a deshidrataci6n en -~
el procesador de tejidos "American Opti-
cal" No. 8000.

5.8.2.1.— Deshidratacién, aclaramiento e
inclusi6n.

Se deshidrataron con tres
alcoholes al 98, 3 alcoholes—
absolutos, 3 agentes aclaran——
tes como el xilol-xileno, 3 pa
rafinas y una parafina mas pa-—



ra hacer 1a 1nc u516n del tagl'
do y formar . el cubo para Su—-
corte. - La 1nclu516n se. llevH-
a cabo en parafina y el corte—
.realizado se hizo en un micro-
tomo Modelo 820 "American opti
cal", a un espesor de 3 mi-~ -—
cras., Posteriormente se tien-
de el corte en un bafio de flo-
tacién a una temperatura de -~
46°C. marca "Voekel", aqui se-
tom6 el corte en el portaobje-
tos y se llev6 a una estufa mg
delo HDT-27 a una temperatura-
de 50°C.

5.8.3.~ Tinci6n de hematoxilina-eosina.

Después de llevar a cabo el preoceso
de la desparafinizacién e hidratacibn se
tifi6 con la hematoxilina-eosina. Poste~
riormente se deshidrat6 con 3 alcoholes-
al 98, 3 alcoholes absolutos, 1 alcohol
xilol en partes iguales (1:1) y 3 agen—
tes aclarantes (xilol) cubiertos con re—
sina sintética y afiadiendo un cubreobje—
tos de 24 x 40 mm para su estudio al mi-
croscopio de luz.

TESIS CON
F4LLA DE ORIGEN




5.8.4.- Observaciones microscépicas.

) El estudio de microscopia de luz se
llevé a cabo tomando en cuenta los si- -
guientes parémetros.

a).— Presencia de absceso, b).— Ami
bas, c).— Necrosis bas6fila, d).- Activi
dad en bordes, e).- Inflamacién, f).-Lin
-focitos, g).- Polimorfonucleares, - —-
h).— Macr6fagos, i).- Células plasm&ti—

,‘cas,:j).—FFibroblastos, k).~ Microorga—
-'nismos, 1).- Esférulas, 11).- Granulomas
.y m).- Otros.

Asi como la apreciaci6tn cuantitati-
va:-

(+) Presencia.

(++) cantidad moderada.

(+++) Abundantes o extensa.




NEHIMO Ad VTIVE

NOD SISaL

6.0.- RESULTADDS.

~a purificacién parcial ce las proteinas aisladas de la cepa Entamoeba chattoni P44 se presentan en la Figu-
ra 1, las cusles representan los picos de eluci6n obtenidos de las proteinas levicadas de la columa en Ultrogel -~

ACA-44,

« FIGURA | - PATRON DE ELUCION DE LAS PROTEINAS
2 OBTENIDAS DE E.chatieai CEPA PM-4 en ACA44,
s LEDO A 280 wm.
9
2
F 4
¥
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Asi camo los resultagsos outenidos con la cepa Entamoeba chattoni PM-5 se muestran en la Figura 2 donde se. ob—
server 1as protefnas levigadas siguiendo la misma metodologia.

FIGURA 2 - PATRON DE ELUCION DE LAS PROTEINAS
OBTENIOAS DE E.chottosl CEPA PM-5 en ACA-44,
LEIO A 280 .
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€n relacifn a las proteinas levigadas de la cepa AM-T Entamoeba histolytica Zimodemo IT los resultados cbte—

nidos se presenten en la Figura 3.

FIGURA 3 - PATRON DE ELUCION DE LAS PROTEINAS

ca zimedemoIl CEPA
.

OBTENIDAS DE E.
AHM-| on ACA-44, LEIDO A 200
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Y en cuanto a la separacitn proteica de la cepa HM-531 Zimodemo hartmanni los resultades se representan en la

Figura 4.
FIGURA 4- PATRON DE ELUCION DE LAS PROTEINAS

OBTENDAS DE E. smedomo HARTMANNI
CEPA HM-331 en ACA-44, LEIDO A 280 m.
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Asf mismo el estudio de la cepa HMI-IMSS Zimodemo IT se ve representada en la Figura 5§ en sus fracciones levi
gadas mediante la cromatografia en caluma de Ultrogel ACA-44.

FIGURA 5 - PATRON DE ELUCION DE LAS PROTEINAS

OBTENDAS DE E. Nsteiytica zimedemeII CEPA
HM-I-IMSS @ ACA-44, LEIDO A 280 wmm.

1640 180
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) La investigacibn ds 15 actividad biolbgica de.todas las frac
cimas px‘oteicas obtmidas de cada una de las cepas estudiadas, -
: se 1levé 'a cabo utilizﬁndalas {:omo ‘antigenos frente a sueros de -
_pauier‘a?:es‘f:on‘ absceso Hepd}ticu arnib‘iaho 'y/p colitis amibiana, con
gl obJetn aa investigar si Exiat:ian determinantes entigénicos com
partidos con una amiba invasora responsable de un abscesa hepéti-
co de acuerdo al titulu de ant:l.cuerpos obtenidos. Simulté&neamen-
te se determiné el titulo. de anticuerpos presentes utilizando ahg
ra como antigeno uﬁ homcigénizaﬂo @:o.tal de Entamoeba histolytica -
cepa HMI-IMSS Zimodemo IT f‘rente' é los sueros de pacientes con -~
absceso hepético amibiano y/u colitis amibiana, los resultadoa ob i
tenidos se prasanten en la tabla I .cuando se utilizaron las Frac— :

ciones proteicas de.la cepa Entamoeba chattoni PM-4.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA-!
Anticuerros peEL Suero DE PacieNTES  coN Assceso
Hepatico Awmiano o Coumis  Amsiana

(A v.lla AgHMI F2 v.‘s. Aghtl Fs :rngmn Fa J; Aghml Fa v AgHNI s v.la. Aghmt

1:40 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:40 1:80 1:160 1:80 120480  1:80

1:80 ! 1: 80 1:80 1:40 1:160 1:40 1:80 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40
NEGATVO | 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1: 40 1:80

1:20 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1: 40 1:80 1:40 1:80 1:1280| 1:80

1:20 } 1:80 1:40 |:80 1:40 1:80 1: 40 1:80 | NEGATIVO 1:80 1:320 1:80 ‘

1:160 ! 1:640 1:40 1:640 1:40 1:640 1:80 1:640 1:160 1:640 1:1280 1:640

1:.80 | 1:80 1:80 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 14280{ 1:80
NEGATIVO ' 1:40 1:80 1:40 1:40 1:40 NEGATIVO 1:40 ]NEGATIVO 1:40 NEGATIVO 1:40
NEGATIVO 1:40 1:80 1140 1:40 1:40 | NEGATIVO 1:40 1:40 1:40 INEGATIVO| 1:40
NEGATIVO I 1:40 1:320 1:40 1:40 1:40 NEGATIVO 1:40 | NEGATIVO 1:40 1:40 1:40
NEGATIVO | 1:40 1:160 1:40 1:40 1:40 |nEGATIVO 1:40 | NEGATIVO 1:40 :40 1:40
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO 1:40 1:40 1:40 |NEGATIVO 1:40 [NEGATIVO 1:40 |NEGATIVO i :40
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO |:40 1:40 1:40 NEGATIVO 1:40 |NEGATIVO 1:40 NEGATIVO I:40

1:20 I: 160 1:40 1:160 1:40 1:160 1:40 1:460 1:40 1: 160 1:80 1:160

1:20 1:80 | :40 |:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1:80 .80
NEGATIVO 1:80 1:320 |:80 NEGATIVO 1:80 NEGATIVO 1:80 [NEGATIVO t:80 1:80 1:80
NEGATIVO 1:40 NEGAT!IVO 1:40 NEGATIVO I 1:40 NEGATIVO 1:40 NEGATNO - 1:40 NEGATIVO 1:40

NIDNO 34 VTTVa
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As{ mismo er la table II se representan los tftulos de anticuerpos obtenidos con las fracciones

oroteicas de la cepa Entamoeha

tiana.

chattoni PM-5 y el homogenizado totsl de Entamoeba histolvtica cepa -~
HWI-IMSS Zimodeme II frente a los sueros de pacientes con absceso hepstico amibianc y/o colitis ami—

TABLA- I
Anticuemros oeL Suero oe Pacientes con  Awssceso
Heparico Awimane o Cormis  Amisiana
[ -.L Aghmi " ‘L Agani s ..L AN e .].um e -l.. AgH
NEGATIVO 180 1:160 i:80 1:40 1:40 120 i:80 i:20 1:80
NEGATIVO 1:40 | NEGATIVO 1:40 140 |- 140 1120 1:40 1:20 1:40
120 1:80 1:80 1:80 140 1:80 [NEGATVO |  1:80 |MEGATIVO 1:60
1:40 1.80 140 1:80 1:80 1:80 1:40 1:80 1:00 1:60
1:40 1:80 | NesaTvO 1:80 |necatvo | 1:80 |Necatvo | 1:80 [mesaTvo | 180
NEGATIVO res0 | 1:20 1es0|  1:20 100 | 1:20 1840 | 1:40 1:640
NEGATIVO 1:80 1:40 1:80 1 1:80 120 1:80 120 1:80
1:20 140 |vesaTivo | 140 |mesamvo | 140 |mecatvo | 140 |Mecanvo 140
1:40 1:40 | Nesatwo 1:40 |necaTivo |  1:40 |NEsATvO | 1:40 |wEcATivO | 140
1:20 1:40 | NEGATIVO 1:40 | NEGATIVO 1:40 § NEGATIVO . 1:40 | NEGATIVO 1:40
NEGATIVO | 1,40 | NEGATIVO 140 |nesativa | 140 Imesanvo | 1:40 {NEGaTVO |  1:e0
140 | 140 |weEsaTvO 140 |necamivo ! 140 |necanvo 1:40 1:20 1:40
NEGATVO | 140 |wesaTivo 140 |necativo | 140 |Necanvo | 1:40 1:20 1:40
1:40 1:160 1:20 | 1:100 |mecativo | i:160 [NEGaTvO:  1:160 ) NEGATVO | 1:180
140 ¢ 1.0 1:20 \ 1:80 1:20 1:80 | NEcaTvo!  1:80 | necamivo | 1:640
NEGATIVO i 1:80 NEGATIVO i 1: 80 NEGATNVO 1:80 NEGATIVO 1:80 NEGATIVO 1:80
NEGATIVG |  1:40 |NesaTivo 1:40 |NEcaTvO | 140 | NesATive|  1:40 | mecaTvO| 140

. e
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cueroes oStenidos
pos obtenidos gtilizanda

Z0s e el titule de anti- -
3 y el titulo de anticuer-
11 corresponde 8 la tabla -

Jr nomocenjzaco n.al se Entamoeba ”iStDlY"lCa cepa H!I—IP.‘SS Zimozenc
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TABLA-II
Awricuerros  oeL Suemo  oe Pacienres  con  Assceso
Heparico  Awimano o Couimis  Amisiana
f > T N . Aghui | Ry . anmi | Ry I8 auni | ry N apmr | Ry »v.'o.AnlNl'
1
1: 40 1:80 t:40 1:80 1:80 1:40 NEGATIVO 180 JNEGATIVO 1:80 NEGATIVO 1:80
1:40 1:40 180 1:40 140 : 1:80 NEGATIVO 1:40 1.40 1:40 [NEGATIVO . Iﬂl?
1:40 180 1:40 1:80 NEGATIVO : 1:40 [ENEGATIVO 1:80 [INEGATIVO §:80 120 I:B(? h
140 1:80 140 1:80 NEGATIVO I 1.40 1:40 1:80 [INEGATIVO .80 1:20 |‘:8>0 -
1140 1:80  |NEGATVO 1:80 [INEGATIVO |NEGATVO |NEcativo |  1:80 [NeGaTvo | 8o |NeGaTivo | . 180
1:320 1:640 1:640 1:640 1:160 t:640 1:160 1:640 1:80 1.640 1:160 1:640
140 1:80 1:80 (.80 i:80 1:80 180 1:80 1:40 1:80 i:20 180 .
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO 1:40 |NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO 1:40 140 I:40Q REGATIVO 1:40
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO 1:40 [|INEGATIVO {NEGATIVO | NEGATIVO 1:40 1:20 140 120 |'.;0 ‘
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO .1:40 NEGATIVO [i NEGATIVO | NEGATIVO 1:40 NEGATIVO V.40 NEGATIVO 1:40
NEGATIVQ 140 NEGATIVO 1:40 NEGATIVO : NEGATIVQ NEGATIVO 140 ENEGATIVO ! 1:40 NEGATIVO 1:40
1240 1:40 1:40 1:40 [NesaTivO | 140 |meamvo | 140 [Necamvo . 140 |NEGanvo | 140
1:40 1:40 NEGATIVO 1:4¢C NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO 1:40 NEGATIVO ; 1:¢0 NEGATIVO 1:4C
1:40 1:.160 t:40 I1:180 .40 140 180 1:160 1:40 1:160 1:80 l:i66
NEGATIVO 1:80 1:40 1:80 1:40 1:40 NEGATIVO 1:80 1:20 1:80 1:20 T1:80°
NEBAT VO !:80 NEGATIVO 1:80 NEGATIVO ) NEGATIVO NEGATIVO 1:80 NFGA“VD |‘:ao‘ NE‘EAT“‘IOV l‘ .80
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO 1:40 {NEGATIVO |NEGATIVO | NEGATIVO 1:40 'EGATIVO’, . I-‘O . ﬁEGA'Two - 140

Cov
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L3 tabla IV nos muestra el tf:iulo de anticuerpos ostenidos

harimanni frente

a 1os sueros e pacientes con a:
cuerpas ohtenicdas con wn nomo

ton las fracciones proteicas se 1la cepa HM-531 Zimodermo ~
05ceso hepitico aniviano y/o colitis amitiana asf como el tftulo de anti—
uenizaco total de la cepa rNI-IMSS Zimodemo II.

TABLAIV
Anticuerros oEL  Sugro pE  Pacientes coN  AsscEso
Hepatico  Awmano o Coumis  Awisiana
[ u;.wl [ uLwl K ..L LT N A ILMNII Fa ml‘mm Fo vl.-pml S Ju.mu
1:80 1:80 1:40 1:80 :40 i:80 1:40 1:80 INEGATIVO] 1:80 1:40 1:80 1:40 180
1:80 | 1:40 B40 1 140 | 140 | 140 1:40 1:40 IngcaTvo| 1:40 140 | 140 | 180 | k40
1:320 | 1:80 140 1:80 180 1:80 140 1:80 fnecanvo[ 180 [ 140 | 180 1:40 | 180
1:40 i 1:80 weo: a0 | 3| 180 t160 | 1:80 veo | 1:80 | 140 | 1:80 1:40 | 1:80
1:160 E 1:80 1140 | 180 1320 | 180 190 1:80 40 | 1:80 1:40 | 180 |nEsamvoj 1.0
1:80  1:640 | 140 | 140 h2se0| 1540 | . 180 tes0f - 180 | 1:600f 1:160f 1640 190 | 1:ea0]
NEGATIVO ' 1:80 140 | 1:30 | 230! 1:e0 1:40 1:80 140 | 180 | 10| 140 1:80 lzap-‘
NEGATIVO | 1:40 INEGATIVO] 1:40 [NEGATIVO] 140 ]NEGATIVO; 140 [NEGATVO| 1:40 [NEcamivo] 140 [nssanvo 1:40
NEGATIVO © 1340 INEGATVO| 140 [nEBaTVO| 140 [Necanvo| 140 {necatvo| 140 fnesamvo| 1:40 140 | 140
NEGATIVO  1:40 |NEGATIVO| 140 Necamvo| 140 INesatvo] 140 [necanvo] 1:40 [necavo[ 1:40 |necamvo 140
NEGATVO 140 |NEGATVO' 1,40 |NEGATVO| 140 {NEGATVO, 140 NEGATIVO| 140 [NEGATIVO! 1:40 {NEGATIVO 1140
INEGATVO 1240 NEGATVO| 1:40 |nEGATVO| 140 [NEGatvo! te0 [necarvo| 140 {wesanvo! 140 [nesanwvo 1140
NEGATVO 140 |NEGATVO 140 INEGATVO | k40 |nEcamo  r:40 guEGaTvO! 1:40 140 140 |nesanvo 140
1320 i.160 1:40 E 1:160 NEGATWO! 1:160 | NEGATIVO 1-160 40 } 11160 180 1:160 1:80 1:160
1:80 180 146 ; 1.80 [tEcaTvo! 1.0 NEGATVMO | 1:80 NEGATIVO! 1180 40  1:80 |neeaTvO I28:6:
80 ke uscmvoi 1:80 lnecanvo! 180 NEWWE 1:80 {NEGATIVO| 1:80 NEGATIVOI 1.80 {NEGATVO| 180
1320 i 1:40 |NEGATIVO l 1:40 |NEGATIVO I:40 NEGATIVOi 1240 ¥INEGATIVO i:40 NE&TIVDi 1:90 {NEGATIVO] ~.1:40

St




Finalmente con las fracciones obtenidas de 1a cepa HMI-IMSS Zimodemo II se de
terming el tiwilo de anticuerpos obtenidos con los suercs de pacientes con absceso-
nepdtica amibiana y/o colitis amibiana as{ como el tftulo de anticuerpos obtenidos-
frente a ¢n homogenizado total de Entamoeba histolytica cepa HMI-IMSS Zimodemo IT -
1o cual se representa en la tabla V.

TABLA-V

Awticugnros oer Suero oe

NEOM0 0 7TIVA

dd

aad

RIS N v

Pactentes cox Assceso

Heratico Auisiano o Coritis Amisiana

[ .L AgHui (A ‘]..ml
1:40 1:80 1 40 1:80
140 ] a0 NEGATIVO |  1:40
NEGATIVO 1180 1:40 1:80
l:'c_q'_ 180 1:40 1:80
. |:‘eo', 1:40 1:80
_ 1:640 1:80 1:640
40 | reo 1:40 1:80
NEGATIVO 1:40 NEGATVO | 140
NEBATIVO 1:40 NEGATVO [ 1:40
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO | 1:40
NEGATIVO 1:40 NEBATIVO | 1:40
1:40 1:40 NEGATIVO 140
NEGATIVO 1:40 NEGATIVO | . 1:40
1:80 11180 120 11160
NEGATVO 1:80 NEGATIVO|  1:80
140 1:80 NEGATVO | 1:80
NESATNO 1:40 eaamvo | 100
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El tratamiento estadistico ce los resultados obtenidos de los tftulos de anticuerpos para cada

fraccifn proteica de cada una de las cepas se presenta en la tabla VI donde se analiz6 el nimero de-
sueros gue di6 un titulo positivo de anticuerpos utilizande las fracciones proteicas de las diferen-

tes cepas de amibas estudiadas con respecto al tftulo obtenido con un antigeno total de la cepa HMI- .

IMSS Zimodemo II.

TABLA-Vi

INVESTIGACION: DEL. NUMERO DE FRACCIONES POSITIVAS
Y NEGATIVAS CON RESPECTO AL TITULO DE.ANTICUER
POS DETERMINADOS POR HEMASLUTINACION.

r R A C ¢ 1 0 N E S
CEPA F Fr s Fe Fs s Fr x® L | p
—— alpoait v -~
pu-s |on?|ont |ianz| 3zl snr 2nz| ene|snt|siz| enzliznz) sz wez | s |ooes
eM-8 | 8/17| 17| 7/0lt0r7 (10/17| 712 847 lil2n7 | 6017 [N 7 1283 4 |020
AWMl Yo7 it | onz| e | wat llonz) ant |iant {ent [naz| enz| unz 6888 s |a20
HM831 font| 7T | 9nt| ez | 2a7 [ion7| 7 jlone (847 |izriz hont| | enTf eri7)| av21] 6 | 020
{ WM Josiz| 8T | TATliONT 17236 1 [«000M

(A4
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La tabla VII presenta los cédlculos del coeficiente de correlacién lineal en
tre los titulos obtenidos cuantitativamente de las diferentes fracciones protei—
cas con respecto al antigeno total en los sueros de pacientes con abisceso hepA:i
co amibiano y/o colitis amibiana.

TABLA-VII
CORRELACION ENTRE LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS DE
LAS FRACCIONES AISLADAS EN LAS CEPAS ESTUDIADAS
Y LOS PRESENTES EN LA CEPA HM UTILIZANDO SUEROS
DE PACIENTES CON ABSCESO HEPATICO AMIBIANC O COLITIS
AMIBIANA .,
F R A C C I O N E S
CEPA F L4} L 3 Fs Ld T L) r
r 0.79 0.24 0.13 0.58 0.70 0.029
[} 3.8 0.856 0.472 1. 883 2.5 0. 007
(IR
v ] 12 13 7 4 10
p 0.02 N.S. N.S. o. 10 0.02% N.S.
r 0.34 0.34 0.35 o.2% .17
[} o.805 0.808 0.398 0. 4093 0. 3450
PMB
‘L e ) 5 3 .
Py N.S. N.S. N. S. N.S. N.S.
r 0.98 0.97 0.91 0.94 0.90 0. 96
t 13.929 10,956 4.907 3.800 4.120 e. 887
AHM: |
w 8 7 5 2 4 4
p | <000 | <<0.000 0.008 0.08 0.0l <0. 00l
3 0.17 0.17 0.65 o.i8 0.57 0.94 0.23
t 0. 544 0.3460 1.9123 0.4001 1.20i8 7.9 0.5780
HM-831
L s 7 L) [} [} e
p N.S. N.S. 0.10 N. S. N.S. < 0. 00i N.S.
r 0.03% .84
1 0. 0926 3.46l
HM-
L 7 [}
p N.S. 0,005
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La investigacifn de la cepacidad inmunogénica de las fracciones prateicas en cada ce-~
pa fue determinada por el titulo de anticuerpos presentes en el suero de los h8msters inmu-
nizados frente a cada una de les fracciones proteicas utilizados como antfgenos, los resul-
tados se muestran en 1la Figura 6, donde se presentas la media obtenide en cada una de ellas.

FIGURA -6
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Continuando con el andlisis global entre las lesiones hepéticas macroschpicas y microscépicas as{ como el titulo de -
anticuerpus obtenidos en todos y cada uno de los animales estudiados e inoculados con las fracciones proteicas obtenidas se
representan en la tabla VIII para la cepa Entamoeba chattoni PM-4.

NADNO dJ VTITHE
NOD SIS

[CEPA_PRA] TABLAVA
;"gﬂg ."DE LS I §"“"°° m DESPES DE 8 DIAS SE INVESTIGO LOS RESULTADOS DE PRESENCIA DE ABSCESO
LA CEPA [NAS IWTRADER xu DE LA P4
PM-4 | MCAMENTE. JCEPA PM-4 OBSERVACION ~ MACROSCOPICA OBSERVACION  MICROSCOPICA
| 140 [ASBCES0 SUPERFICIAL EN LOBULO MEDIO OB cm. ABSCESO  PERINEPATICO
4 NESATIVO S. A. M, 1. ASSCESC 100 SUSY
FRACCION 3 o.im 1.20 TRES PUNTOS EN LOBULO WEDIO ABSCESO  PERMEPATICO
1 . : 1180  ASSCEN0 SUBDLAPRASMANCO OF 2ceY LORAD MEDIO (BSOSO Y
8 140 S. A. M. . PERREFATITYS ASUDA ¥ EXTENSA
[ 180 LOBULO MEDIO 0.2 . GVILMATOR Y PIRREIAITTS QAOMCAY.
T ) S.a. M. 1. SERRENTITE ASUOA Y CROMICA FOCAL
[ ] 1.40 AUTOLISIS PERREPRTITIS CRONICA TOCAL
FRACCON ° 1.190 HIGADO PALIDO S. A. Wt
11 [} o.lst 140 HIGADO PALID O MEPATITIS GRANILOMATOSA
[ L ul] ADHERENCIA PRERNNEPATICA S. A. W 1.
12 AvTOLISI S AUTOLIS!S
13 .40 S. A. M. 1. “MCROABICIE0 WEPATICO WO AMWIARG |
14 NEGATIVO | TRAYECTO WEMORRASICO x PUNCION HEPATITIS GRANULOMATOSA LEVE
[FRACCION e AUTOLISI S AUuYOLIS!S
O.imi.
o1 . 1.40 $.A. B, 0L $. A. W .,
(k4 1.60 S.A. M. I, ABSCENO WEPATICO ANMNBAND
. 100 MIGADO PALIDO Y COLESTASIS PERMEPATITIS FOCAL
1] AUTOLISIS PERHEPATITYS ABUOA Y EXTENSA
20 190 HIGADO PALIDO ABBCESO \ L] MUDA
PRACCON ' - ABRATIVO S. AL N, PEREMITS EXTOBA
1w 2n NEBATNVO $. A W, 1. PEEPATITIS GRONCA POCAL
n no"TNO s. A W 1 PETSEMTITTS CRONICA POCAL
24 .40 | MODULO BLANGMESING EN EL WILIO PERNEPATITIS CRONICA EXTENSA
29 1.80 s A. Wt PIRNEPATITIS POCAL
s 180 HISADO PALIDO "'&.m A oA e
Jracaon 27 - 140 NIOA DO PALIDO n‘;““"wa““m“"'
v 28 1160 | TRAYECTO NEMORRAGICO x PUNCION ABSCESO MEPATICO- N0 SE RECOMOCEN ANGMAS .
- NECACR!S HORAMICA FOCAL Y ASMERITITS-
2 1320 s A w0 AGUOA Y CROMICA
0 1100 S.A. M.t WEMTITIS ORANULOMATOSA
31 .ec PERIREPATITIS FOCAL PERNEPATITIS ASUDA Y CRONICA FOCAL
32 .8 NODULOS DE MENOS DE O.tem. APSCESO HEPATICO
PRACCION » o.1m. 1eeo | asscesos en /L3RR IRURS N ABSCESO HEPATICO ANIBIANO
v1 3¢ AUTODLISTS AUTOLIS(S
38 1.40 NIBADOG PALIDO PERINEPATITIS FOCAL
36 AUTA LIS S S. A. W, I

os



Los resultacos obtenidos de las alteraciones macroscfpicas y microscépicas al trabajar con las fracciones proteicas —

obtenidas de 1a cepa Entamoeba chattoni PM-S y desafiadas con una amiba invasora se muestran en la tabla IX.

NIDIE0 AT VTIVA
NOD SIS41

O.3am. PROBMBLE PUNCION

TABLA-IX
@g%m%% ANTICUER || DESPUES DE 8 DIAS SE INVESTIGD LOS RESULTADOS DE PRESENGA DE ABSCESO
UI:M% MICAMENTE EE-R M-8 Pms OBSERVACION MACROSCOPICA QBSERVACION  MICROSCOPICA
! 1 £40N0 S . A. M 1. PERINEPATITIS EXTENSA
. 2 1eoseq | NECESD € 0.3ms O LOBLO MEDIO, BLANGUECNO ABSCESO HEPATICO ENCAPSULADO
FRACCION 3 1:40000  [NOOWLD Clmwm EN SOROE HEPATICO LOBLO DERECHO ABSCESO HEPATICO ENCAPSULADO
1 . 01 m. 1:40960 | NODULD DE O2smm, HEMORRAGICO, LOBULO MEDIO. MICROARSCESOS NO AMBIANOS
[ 140080 AREA HEMGRRABCA EN LOBULO MEDD PERMEPATITIS EXTENSA
3 140060 NODULD HEMOARAGICO 0.3 am. PERMEPATITIS AGUDA Y CRONICA
7 1:40000 NODULO O.2em. EN LOBULO MEDIO HEPATITIS GRANULOMATOSA
8 1:40080 NODULO D Q4w EN LOBULO MEDIO ABSCESO HEPATICO AMIBIANO ENCAPSULADO
FRACCION [ ol L 1140660 | NODULD BLANQUECED 0.3em EN LOBULO MEDO mnﬁﬁo HEPATICO AN EMCAPSULADO.
u ] L 40R80 S. A. WM ., “Imumu'm.w.“
" 1:40000 S.A. M. 0. PERMEPATITIS EXTENSA
12 1:40060 S. A M. L. PERMENTITIS EXTEIIA Y HEAKTITES GAMAOMATOSA.
11 40080 S. A. M _1 NECRNOSIS COABULATIVA MULTIFOCAL
e 140080 S. A .M. 1. NECAGSIS COASULATIVA MULTIFOCAL
FRACCION| 18 - 140080 S. A. %M. 1. PERREPATITIS AGUOA Y CRONICA
| 4 18 T 1:20080 S. A. M. MEPATITIS GRANULOMATOSA
7 120480 NODULD O s CAFE BLANGUECINO EN LOBLD MEDID . ABSCES) NEPATICO AMIBANO ENCAPSULADO
18 140060 S AL M. I. PERWEPATITIS EXTENSA
» 190080 S. A M. I. PERIHEPATITIS FOCAL LEVE
20 140060 s A L I WEPATITIS GRANULOMATOSA
FRACOION 21 — 12580 [PUNTODE MENCS DE Olomn EN LOBULD MEDIO SUFERFICIAL ABSCESD PERMEPATICO
v 22 140080 S. A M.}, ABSCESQ HEPATICO AMIBIANO
23 140900 ABSCESO DE 0.7 me EN LOBULO MEDIO ABSCESO HEPATICO ENCAPSULADO
24 AUTOLISIS AUTOLISIS
2 1-40980 AUTOLISIS AUTOLISIS
20 1:00800 ENLORAO DCAPSAADOS ABSCESO HEPATICO ENCAPSULADO
FRACCION 27 i m | 140980 | ASSCESO EN SOCK OE LOBLO OERECHO OE 0 Jmm. ABSCESO HEPATICO ENCAPSULADO
v 28 " | 1e0e00 S. AL M. Q. PERMEPATITIS AOUDA Y CROMCA
28 | Laoeep @ ZONA IRREGULAM EN LOBULD IZOUIERDO OE PERIHEPATITIS EXTENSA
!
|

-
-3

i AUTOLISIS

AUTOLISIS

m



Sn reiaci&n a a2 copa AM-I Zimodemo IT 1a tabla X presenta los resultados globales Je las slteraciones histol6gicas—
fresentes e~ el kirazg

cuanan se utiljzaron sus fracciomes levigadas en forma protectora.

[CEPA At 1] TABLA- X
R0 NPl AN | EEion TN JANTIUER | Despues OF 8 DS SE INVESTIIO LOS RESLATADCS E PRESENGA DE ABSCESO
LA CEm x m. LA el
AHM-1 WMICAMENTE. ICEPA AHWM-| OBSERVACION MACROSCOPICA OBSERWACION  MICROSCOPICA
1
2 [ PERINEPATITIS FOCAL PERMEPATITES FOCAL ¥ MEMATITIS REACTIVA
FRACCION 3 - NEGATIVO |ASSTESO OE 23 Y |7ope EN LORULO NEDIO ¥ ABSCESO MEPATICO AMIBIANG
1 . NEGATIVO S.A. M. I. S. A MLt
s L40880 S. A M. 1. HEPATINIS REACTIVA
8 1 400801 S.A, M, 1, HEPATITIS AGUDA
7 NEBATIVO [ABXESOS OF 03,08 YOY cos EN LORAD MEOIO ABSCESQOS HEPATICOS AMISIANOS
) NESATVO | ABSCESO0S O 28Y O3 cee. €N LOSULD DERECNO ABSCESO NEPATICO AMIBIAND
FRACCION 0 ot ut NEGATIVD (AT T L s S s St o ARSCESO HEPATICO AMIBIANO
i 0 1. 180 S.A. M. 1. PERHEPRTITIS AGUDA Y CRONICA
" 1.40 TRAYECTO HEMORRAGICO NECROTICO PERIHEPATITIS CNONICA NESPECIFCA
12 140 {ABSCES00F 2u1am EN LOBAO DEREOHO € ZOUERDD ABSCESOS
15 140 | ABCES0 TN LORAQ SRR B 2123 co. ABSCESO HEPATICO AMIBIANG
14 1.80 S.A. M. L MEPATITIS REACTIVA
FRACCION 18 0.1 ml. 1. 180 NODULO HEMORRAGKCC DE O.3em PEMMEPATITIS AGUDA Y CRONICA
d e NERATVO | BCESOS BN LOBULLO DEREN0 SRS 1S ABSCESO MERATICO AMIBANO
0 WEGATIVO | ASSCESDMEN LMTADO EN LOBLLD MEENO DE 04 ca ABSCESO HEPATICO AMINANO
8 NEGATIVO |MECROSS, NSA - ABSCESO EN 10 - MSCESO HEPATKD AMWIANO
" 1,160 |PUNTO SLANGUESINO 0.5 can LOSULO MBDO AL CORTE ASCESO WEPATICO AMMRANO
2o NERATIVO | ABSCESO DE G2em EN LOBAD MEDIO CAM IFENGR PERMEPATITIS AGJOA Y CRONICA
FRACLION. 2 o.1ml. NERANVO S. A . M. 0. HEPATITIS GRAMX.OMATOSA
v 22 NEGATIVO [PUNTOBLANCO BCRDE ANTERIOR LOBULO MEOK) EPATITIS ¥ PERICOL
(1] NEGATIVO | ABSCESO EN LOBULOS METID Y DENECHO OF 1.2 ome. ABSCESO HEPATICO AMIBIANG
24 1160 O 13.110m.EN LOBULD MEDIO E INFERR ABSCESO WEPATICO AMIBIANO EXTENSO
28 1180 S. A. WM 0. PERREPATITIS AGUDA Y CRONICA GRANULOMATOSA
28 NEGATNVO PUNTITO POR ARRIBA DE VESICULA ®ILIAR HEMTITIS REACTIVA LEVE
[14 Liso [ASCENg M D SRR 20! S ABSCESO AMIBIANO MESENTERICO
JFRACCION 27 M&‘MML%R&%S ™ ABSCESOS MEPATICOS MULTIPLES ANIBLANOS
v 28 Ot mi. 1.0 |INTESTIND -ABSCESO DE PARED DE ISnl.2 cms. ABSCESO AMIBIANO DE PARED
20 WIGRDO- 5. A . M. L HEPATITIS REACTIVA
29 1. R0 ABSCESOS ENTRE O.( Y 0.2 cas. ASSCESOS MEPATICOS AMINANOS
30 1.320 . A. W 1. PERMBARTITIS FOCAL LEVE
3 1.320 S. A u. MICROABSCESO NO AMISANO
FRACCION 32 onal T S.A. M. L. PERIMEPATITIS AGUDA Y CRONICA GRANULOMAT OSA
vl 33 : 1. 180 S . AL L] 1. PERIMEPATITIS AGUDA Y CRONCA
l 34 MNEGATIVO S. A LTS I PERINEPATITIS FOCAL LEVE

2s
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La tadla XI muestra los resultados globales obtenidos de inmunizar con las fracciomes proteicas obtenidas de la cepa-

HM-531 Zirotemo hartmanni después de ser desafiados con una amiba invasora.

[CEPA t 531

TABLA-XI

. INTRA -
el ﬁgo CON | A¥TCUPR | DESRUES DE 8 DIAS SE INVESTIGO LOS RESULTADGS DE PRESENCA DE ABSCESO
LA CEPA -5
-85 &%‘kﬁ OBSERVACION MACROSCOPICA OBSERVACION  MICROSCOPICA
1 1:40880 S.A. W .1, ABICESO EXTRANEPRTICO
2 40880 S.A. W .. ASRCEI0S MEMTICOS
FRACCION 3 0.t al 1: 40880 NODULO DE 0.2 am. £ LOBAO MIDD ASOCESS WEMTICD PARCALIINTE
1 . M 1:20480 | MODULODE O3 Y O.lmm. EN LOBULO MEDIO. B0 PERINEPATICO
L] 120480 AUTOLISIS AuTOoLIS) S
. 140000 |  PUMCION IRSULAR B LOBULD IZQUENDO. PERINEPATITIS LEVE
7 40880 ARSCESO ROYO OE 0.8 am. EN LOBAG MEDIO ANSCESO MEPATICO
. 1:40060 . S.A. W .1 PERREPATITIS FOCAL Y NEPATITIS REACTIVA LEVE .
FRACCION * 0.1 ol 1:2600 ABICESO DE O.0em. EN LOBILO OEREDO ABSCESO EXTRAMEPATICO
u 10 . 12560 S.A. W .. ABSCESO EXTRAMEPATICO
" AUTOLISIS AUTOLISIS
2 AuTOLISIS AUTOLISIS
1] 1:2860 o T ABSCESOS HEMTICOS
. 12880 MEMORASIA §% LOBULO INIMER0 HEMONRAGIA IRAESULAR Y HEPRTITIS REACTIVA
PRACCION| 1] ot AUTOLISES AUTOLISIS
m m -4 al. AuUTOLISIS AUTOLISIS
(14 AUTOLISIS AUTOLISIS
[ AUTOLISIS AUTOLISIS
) - S.A. ®.1. ABSCESO HEPATICO PROBABLEMENTE PIOSENC.
20 1280 S. A R PERMEPATITIS ASUDA Y CRONICA
IFRACCION a o.1al 1: 2090 S.A. m.) . S.A .M.
v 22 o 2900 ABSCESODE 0.2 sm £N LOBULO IO ABSCESO HEPATICO ENCAPRULADO
23 1:10240 S.A. W. 1. PERINEPATITIS MODERADA
24 AUTOLISIS AUTOLISIS
28 S.A. M. PEMMEMTITS FOCAL
26 S.A. M. 1. PERMEPRTTTYS MODERADA
IFRACCION 27 ol MEMORRABA FRERAAR OO0 2. B9 LOBULO METND. ABICEI0 HEMORRAGICO
v 28 ' ZOMA MENORRASICA EN LOBULD DERECHD PERMEPATITIE ROCAL Y CONBESTION SITENSA .
29 ABSCESO DE 0.4 . BN LOBULO MEDIO ABSCESD MEMTICO ERCAPRULAOD
30 AUTOLISIS AuTOLISIS
n 1:5120 [ NODULD HEMORRASICO OSam. SUBCAPSULAR LORAO MIDI ABSCESD MEPATICO ENCAPEULADD
32 1:30 S.A. M., PERMEPATITIS FOCAL LEVE
JFRACCION 33 1:180 HEMORAASIA SUSCAFSUILAR 0.3 Y 0.2 om X LOBULO CHRECKD)| SUBCAPSULAR .
v " o | e RRASTRGNISSRIIN | TITR AR, S e
38 Ay Lhsi TOLiISIS
38 AUTOLISES AUTOLISIS
37 1:3¢0 S. A W. . MOROMSSCES0 PROBASLEMENTE PIOSENO
38 1180 NECROSIS SUECAPSULAR EN LOBRLO (ZAERND0 WECROSIS UBCAPSULAR Y PEARMEPATITS LEVE,
WFRACDON b1 01m 1:180 S. A. WM. ABSCESO MEPATICO ¥ HEPATITIS REACTIVA
Vil 0 g 1180 RGN AR B0 LOBULOS DE - ANO Y NECROSIS COA-
o AUTOLISt1S 1515
AUTOLISYS AUTOLEIStS

(%]



Finalmente la tabla XII nos representa los hallazgos h1stn16g1cus de las s :
picas asf como los titulos de anticuerpos obtenidos en todos’ y en cada uno de10s animales inoculados’ cormspmdlendu estos i

S hepétu:a macmscéplcas y m1cmsc6—

- - resultados cuando las fracciones proteicas fueron aisladas de la cepa HMI-IMSS Z:.modemo II.

[CEPA HMI-IMSS |

TABLA-XII
ANDOUER" | DESPUES DE 8 DIAS SE INVESTIGD LOS RESUTADOS DE PRESENCIA DE ABSCESO
MRS, OBSERVACION MACROSCOPICA OBSERVACION  MICROSCOPICA
1 20400 S.A. M. 1. PERINEPATITIS FOCAL
2 120480 S.A. M. 1, S.A. M. 1
FRACCION s P ¥20480 S. A. WM.t S.A. M. 1.
1 . : 120480 S$. A. W, 1, S.A. M. L.
8 10240 S. A. W, 1. $. A_ WM. 1
] 120480 ZONA NEMCRAABICA BN LOSULO MEDIO S.A.M. 1
1 1:20480 S . A. M. 1. $.A.nm. 1,
. 1:20480 S.A. M. L. S.A .M. 1.
mﬂm (] 0.1 el 1:00000 NODULO DE O.lmm. PERIHEPATITIS FOCAL
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El anélisis de las lesiones anatomopatol6égicas del higado de acuerdo a los parémetms prevmmente esta-
blecidos se presentan en la tabla XIII donde se muestran los resultados obtenidos con 1as f‘racclmes pmtel— :

cas de la cepa Entamoeba chattoni PM-4.

TABLA-XIII

PROTEICAS OBTEMIDAS EN LA CEPA

PM-4 E_ chettoni

RELACION ENTRE LAS LESIONES HEPATICAS PRODUCIDAS POR
£ Wstoiytico Y LA ACTIVIDAD PROTECTORA DELAS PRACCIONES
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Los hallazgos de los resultados obtenidos de la evolucién de las alteraciones histol6gicas después de -
inmunizar con las fracciones proteicas de la cepa Entamoeba chattoni PM-5 y de desafiar con una amiba invaso~
ra se presenta en la tabla XIV.

TABLA-X1V

RELACION ENTRE LAS LESIONES HEMTIONS PRODUCIOAS POR
Ebigtoiyticn Y LA ACTIVIDAD PROYECTORA OE LAS FRACCIONES
PROTEICAS OBTENIDAS N LA CEPA
PM-3 E. chetteni
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En la tabla XV se presentan las lesiones hep&ticas histol6gicas después de inmunizar con las fracciones

proteicas de la cepa AHM-I Zimodemo II y desafiada con una amibae invasora.

TABLA-XV

NELAGON ENTRE LAS LESIONES HWERATICAS PRODUCIDAS POR
E Natalytioa Y LA ACTMIOAD PROTECTORA DE LAS PRACCIONES

PROTECAS OSTEROAS BN LA CEPA
AHM:1 Zimedome 1
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Asi como en la tabla XVI se analizan las lesiones hepdticas producidas después de inmunizar con las frac
ciones proteicas utilizadas como antfgenos protectores de la cepa HM-531 Zimodemo hartmanni 'y desafiadas con-
una amiba invasora. )

TABLA-XVI

AELACION ENTRE LAS LESIONES HEPATICAS PRODUCIDAS POR
€ Mistolytics ¥ LA ACTIVIDAD PROTECTORA DE LAS PRACCIONES

PROTEICAS OBTEMIDAS EN LA CEPA
HM-831 Zimodeme HARTMANNI .
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Finalmente los resultados obtenidos con las fracciones proteicas de la-cepa HMI-IMSS Zimodemo IT utili-

zadas como antigenos de proteccifn y las lesiones hepiticas histolégicas producidas por la inqmlacim de una .

amiba invasora se presentan en la tabla XVII.

TABLA-XVII

PROTEICAS OBTENIDAS ENLA CEPA
HH-MSS Zimedemo 1I

RELACION ENTRE LAS LESIONES HEPATICAS PRODUCIDAS POR
E.histoiytico Y LA ACTIVIDAD PROTECTORA DE LAS FRACCIONES
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'7.0.— DISCUSION."

De acuerdo a los resultados obtenidos en el frac-

. cionamiento proteico utilizado por Arroyo-Begovich (1)

con la cepa HMI-IMSS Zimodemo II siguiendo una metodo-
logia por centrifugaci6n diferencial pudimos observar-—
que la cantidad en contenido proteico obtenida fue muy
peqguefia por lo que utilizamos otro tipoc de metodologia
bioquimica que nos rindiese una mayor cantidad de pro-
teinas extraidas.’

Los resultados obtenidos con las dos cepas de pri
mates correspondientes a Entamoeba chattoni cepas PM-4
y PM-5 mostraron diferencia en el nlmero de fracciones
obtenidas asi como en sus concentraciones proteicas a-—
pesar de que el nlmero de amibas hubiese sido constan-—
te.

Lo mismo sucedi6 con las cepas de Entamoeba his——
tolytica correspondientes a las cepas AHM-I, HM-531 Zi
modemo hartmanni y HMI-IMSS Zimodemo II, en donde las-—
concentraciones proteicas obtenidas fueron muy diferen
tes, en dos de ellas creemos que tuvimos una muy buena
separacitn aungue con la cepa HMI-IMSS Zimodemo II la-
separacidn proteica no fue lo que hubiesemos esperado-
a pesar de que éste tipo de ensayo se llev6 a cabo por
triplicado.

Uno de los prop6sitos de este trabajo fue el in—-—
vestigar si en las fracciones proteicas obtenidas pre-
sentaban determinantes antigénicos semejantes & los -~
presentes en una amiba invasora_pngdggggng_ggmgg sce
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50 'hepético amibiano, fue por ello que utilizemos die~
cisiete sueros de pacientes con absceso hep&tico ami-——
biano y/o colitis amibiana con el objeto de determinar
si presentaban una reacci6bn cruzada.

El estudio histolégico de las lesiones mostradas-—
en las tablas correspondientes para cada cepa mostré -
los siguientes resultados: Para la cepa PM-4 Entamoeba
chattoni las fracciones I, II, IV y V fueron capaces -
de proteger al desarrollo de un absceso hepftico ami——
biano y ademés se observ6 que hubo una correlacién con
el titulo de anticuerpos presentes por parte de la ce-
pa inductora de inmunidad. En el caso de las fraccio-
nes III y VI a pesar de que el titulo de anticuerpos -
presentes era importante é&stos no fueron capaces de -~
proteger ya que se observ6 la presencia de absceso he-
patico amibiano. Sin embargo, pudiesen explicarse es-
tos resultados en el hecho de que estos anticuerpos -
hubiesen sido formados contra determinantes antigéni--—
cos diferentes a los presentes y a los antigenos pro-—
tectores.

En relaci6n a los resultados obtenidos con la ce-
pa PM-5 Entamoeba chattoni pudimos cbservar que sola—-
mente las fracciones I y V protegieron de la presencia
de un absceso hepAtico amibianc y las fracciones II, -
IIT y IV no fueron capaces de producir inmunidad pro—
tectora en el hémster.

A pesar de que en todos los casos habia titulos -
de anticuerpos importantes la explicacién que encontra
mos es . gue probablemente no todos los determinantes -
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antigénicos de las fracciones proteicas son capaces de
producir inmunidad protectora.

Lo que di6 como resultado que algunas fracciones-—
fuesen negativas y otras dieran un titulo positivo. -
Los resultados son mostrados en las tablas correspon-—-—
dientes para cada una de las cepas de amibas estudia-——
das y en la tabla VI se presentan los resultados con -
el tratamiento estadistico de x© en donde pudimos ob——
servar que con la cepa HMI-IMSS Zimodemo II presenté —
un valor estadistico extraordinariamente significati--—

vOo.

Asi mismo el anélisis de la correlacifn lineal en
tre el titulo obtenido con la fraccién proteica aisla-—
da de cada una de las cepas y el de una amiba total -~
frente al suero de pacientes con absceso hepético ami-
biano y/o -colitis amibiana mostr6 que la cepa HWI-IMSS
Zimodemo II y la cepa AHM-I Zimodemo II son las gue -
presentaron valores estadisticamente significativos co
mo se muestran en la tabla VII lo cual nos habla de un
mayor nlmero de determinantes antigénicos semejantes -~
en esas dos cepas con respecto a una cepa invasora.

Jain (9) en 1980, asi como Norman (16) en 1979, vy
Meerovich (14) en 1978 estudiaron la respuesta humoral
a animales de laboratorio con cepas de Entamoeba histo
lytica determinando el titule de anticuerpos presentes
y su relacifn con las lesiones producidas en el higado
después de haber inoculado con una amiba invasora, en-—
contrando resultados dispares en donde en ocasiones el
titulo de anticuerpgs_ng_agﬁgggﬁgn relaci6n con la le-—

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

S — T




63

T

si6n broducida en el hémster.

En nuestro estudio también determinamos el titulo
de anticuerpos presentes, los resultados se muestran -
en la Figura 6 en donde pudimos observar el diferente-—
grado de antigenicidad de las cinco cepas de amibas -
estudiadas lo cual nos sugiere diferentes tipos de an-—
tigenos en cada cepa.

En relacitn a la cepa AHM-I Z:imodemo II pudimos
observar que solamente en la fraccién VI se presents —
una accibn protectora correlacionéndose éste con un -
titulo alto de anticuerpos. Las demés fracciones no —
fueron capaces de proteger a la presencia de un absce-
so hep&tico amibiano probablemente en las fracciones —
I, IT y IIT por la ausencia de anticuerpos protectores
ya que en é&stas no hubo respuesta inmune. Sin embargo
con las fracciones IV y V el titulo de anticuerpos pro
tectores si estuvo presente lo gque nos indica gque los-—
anticuerpos formados estuvieran dirigidos a antigenos-—
no protectores.

En el caso de la cepa HM-531 Zimodemo hartmanni -
pudimos observar que de la fracci6n I a la fracci6n -
VI, fueron capaces de producir una inmunidad protecto-
ra ya que no se presentS absceso hep&tico amibiano y -
si un titulo alto de anticuerpos con excepcién de la -
fracci6bn VII en donde los anticuerpos presentes no -
fueron capaces de proteger al absceso hep&tico amibia-—
no y esto lo interpretamos como en los casos antes ci-
tados en donde en una cepa hay antigenos comunes o es~
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pecificos pudiendo ser protectores o no.

Finalmente con la cepa HMI-IMSS Zimodemo II en -
las fracciones I y II dieron como resultado la forma—
cién de anticuerpos protectores ya que no hubo la pre-
sencia de absceso hepAtico amibiano en ninguno de los-—
casos.
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8.0.—~ CONCLUSIONES. -

Podemos decir que en este estudio se llev6 a cabo
la separaci6n cromatogréfica de cinco cepas de amibas-—
en donde tres de ellas corresponden a Entamoeba histo-
lytica cepas AHM-I, HMI-IMSS Zimodemo II y la cepa HM-
531 Zimodemo hartmanni, y dos de ellas a Entamoeba - -
chattoni cepas PM-4 y PM-5.

En las cinco cepas de amibas estudiadas se obtu-—
vieron fracciones proteicas en donde estaban presentes
antigenos con determinantes especificos y compartidos-
entre ellos y con una cepa gue corresponde a una amiba
invasora, esto fue corroborado.

 -Al tratar estos resultados desde el punto de vis-
ta estadistico, pudimos observar que algunas de las ~—
fracciones de las cepas de primates fueron compartidas
con los determinantes antigénicos de una cepa de una -
amiba invasora por lo que pensamos pudiesen ser utili-
zados como proteinas inductoras de inmunidad protecto-
ra., Asi mismo de las fracciones obtenidas de las cepas
de Entamoeba histolytica alguna de las fracciones pro-
teicas fueron antigenos especificos los cuales pueden-
ser considerados como antigenos inductores de inmuni—

dad.

Esto tiene importancia desde el punto de vista so
cioecontmico y de salud dado que la amibiasis en Méxi-
co representa uno de los problemas de salud pdblica -
més importante para nuestro pais, por ello creemos que
el utilizar antigenos protectores pudiese ayudar a -~ -
erradicar la amibiasis en Mé&xico.
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