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Los antecedentes gque motivaron a efectuar la pre -
sente investigacidén se encuentran en dos trabajos publicados
previamente los cuales tuvieron como objetivo la purifica —-
cién de antigenos polisacarfdicos de superficie de trofozof-
tos de Entamoeba histolytica de la cepa HE-9 cultivados en -
medio axénico (1,2,3,7).

BEn un primer intento se extrajeron polisacédridos -
de acuerdo 2l método de Freeman-Staudb (4,5), éstos veacciona
ron con los sueros de conejos inmunizados con trofozoftos de
Entamoeba histolytica de la misma cepa HK-9 de donde se obty
vo la molécula, pero en ningin caso con los sueros de paciep
tes con diagnéstico de amibiasis intestinal y absceso hepéti
co amibiano (3).

Ante éstos resultados se decidié cambiar la técni-
ca de extraccidn y en ésta ocasidén se utilizé 1la de fenol-a-
gua (6) con lo que se obtuvo la lipopéptidofosfoglicana la -
cual resulté inmunogénica para los conejos y reaccioné con -

sueros de pacientes con diagnéstico de absceso hepdtico ami-—
biano (8).

Con todos éstos resultados se procedid a estudiar—
la probable localizacidn de é&sta lipopéptidofosfoglicana en-
los trofozoftos, y los resultados gue se encontraron son el-
objetivo principal de &sta tesis.
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l.— Extraccién de una lipopéptidofosfoglicana por-
la técnica del fenol-agua de trofozoftos de Entamoeba histo-

lytica de 1la cepa HK-9 cultivados en medie axénico.

2.~ Localizacién de la lipopéptidofosfoglicana en-

los trofozoftos de Entamoceba histolytica por Inmunofluore —-

scencia Indirecta y Microscopfiza electrdnica utilizando Anti-
IgG de conejo conjugada a Isotiocianato de Fluoresceina y a-
la -enzima peroxidasa de rdbano, respectivamente.

3.- Estudio preeliminar en pacientes con diagnésty
co de absceso hepdtico amibiano, utilizando la molécula ex——

trafda, por contrainmunoelectroforesis como un método de diag
néstico.
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Los Protozoos 8 protozoarios derivan su nombre del
griego PROTOS, primero, y Z00S, animal. La mayoria de ellos—
son microscépicos y adaptados a vivir en el agua, lfquidos -
orgdnicos 6 medios himedos (96). Su medio .de locomocidén con~-
siste en peseudépodos, flagelos, pestaiias vihrdtiles, sungue-
algunos de ellos son méviles en una séla fase de su ciclo =
de vida (97). Su sistema de reproduccibén es altamente senci-
1lo la gue se puede reallizar por esciparidad, gemacién, es -
quizogonia é por esporogonia. Su respiracién puede ser a tra
vés de la membrana plasmdtica (organismos aerobios), 6 bien,
tomando el oxf{geno por desintegracién de materias orgénicas—
complejas en el interior de las células (organismos aerobios)
(98,99,100).

I1.1.1,- CLASIFICACION

I.a taxonomfa de los protozoarios es compleja y no-
hay un esquemsa dnico de clasificacién. La divisién del Fhy -
llum Protozoa en cuatro Phyla y un pequefio grupo de afinidad
incierta proporciona un buen método simplificado para inclu-
ir las especies que parasitan al hombre (101) (M gs.No.1,2,3)

Los protozosrios gque pertenecen 2 la clase Sarcodi
na (Hertwig y Lesser, 1879) subclase Rhizépoda son organis -
mos que viven libres en la naturaleza 48 adaptados a un para-

sitismo obligatorioc. Su cuerpo en estado de reposo es redon-
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do u oval pero sufre deformaciones, a veces bruscas, por la-

emisién de prolongaciones citoplasmdticas denominadas pseudd

podos.

Dentro de los Rhizépodos existen varios érdenes, -
dentro de los cuales destaca el orden Amoebina (Amebinos)' -
por la importante patologfa humana que producen, asi como su
distribucién geogrdfica mundial (101 a 107). A éste orden —-—
pertenecen las amibas sgrupadas en cuatro géneros importan -
tes; los cuales se diferencian entre sf{ considerando las ca-
racterfsticas anatémicas como son: cromatina nuclear, endosg
mas, y principalmente el némero de micleos (108,109).

ENTAMOEBA ( Casagrandi y Barbagallo, 1895 )

Las amibas que parasitan al hombre son de talla —--
microscdpica, la que presenta mayor tamafioc sélo llega 8 te—
ner 60 micras. Su forma es cambiante por lo que se le d4 el-
nombre de amibe (del griego:o;y)of/esj » cambio). Su membrana -
es delgada la cual no se distinguid en las primeras observa-
ciones efectuadas por L¥sch et. al. en 1875, Presentan un ci
toplasma bien definido, siendo una parte hialina en la pPeri-
feria (ectoplasma) y otra granulosa en la parte media y cen-
tral (endoplasma) (255110,115).

En el endoplasma puede haber vacuolas, eritrocitos (en-
su forma hematéfaga) y, sobre todo en algunas fases de su de
Barréllo evolutivo, material de reserva en forma de glucdge-

no, Presentan ademés unos corpisculos, que por ser afines a-



- 14 -

los colorantes se han denominado cromidios & cuerpos croma -
toides, los cuales son complejos asociados del RNA-protefna-
(11,112 113).

Sus ndcleos son esferoidales y vesiculosos con grénulos
de cromatina, una membrana nuclear, hilos de linina Yy un en-
dosoma de tamafio, forma y estructura variables (Pig. No. 5)e
(113).

Estas amibas pueden presentarse bajo diferentes formas-
correspondientes a las diversas fases dentro de su ciclo evo
lutivo: 1).~ como trofozoftos 6 formas vegetativas en la cual
preéentan su méxima actividag para su desplazamiento y capta
cién de alimento; 2).- forma prequistica, en 1la cusl el tro-
fogofto empieza a2 transformarse recubriéndose de una cCapa w—-
gruesa y principia a concentrar su material de reserva en -—-—
forma de glucdgeno y 3).- quiste, bajo la cual 1a amiba re -
8iste, hasta ciertos 1lfmites, la accidén de diversos factores
fisicos y qufmicos, los cuales, en su fase vegetativa, no re
sistirfa, Esta dltima corresponde & la forma de diseminacién
de la amiba (114) (Pig.No. 4).

Este género éstd caracterizado por tener el nicleo con-
uné corona periférica de cromatina y un cariosoma central d&—
excéntrico.

-En el organismo humano se han citado como parésitoa é -
comenseles algunas especies de éste género, y dentro ge 65 -
tas destaca la Entamoeba histolytice ya que es 1a reaponsa -

ble de la mayorfs de 1l2s infecciones intestinales en el hom-
bre, as{ como 1la distribucidén geogrdfica que representa, por

lo que en adelante sélo me referiré & ella,
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I1.1.2,~ DATOS HISTORICOS

Desde el afio de 1859 habfa sido sefialada por Lambl et.-
al, en las observaciones de productos tomados de pacientes -
con disenterfa, Lewis et.al. en 1870 describid en heces de. -
pacientes enfermos de célera lo que é1 describié como leuco-
citos pero sospechd que se trataba de algin pardsito en su -

forma infectante.

L8sch et.al, en 1875 (Amoeba coli) descubren en un pa -
ciente con disenterfa c¢rénica amibas vivas, tanto en las ul-
ceraciones del intestino como en las mucosidades sanguinolen
tas de heces, pudiendo lograr una inoculacién positiva en pe
rro.

Grassi et.al. en 1880 descubrieron quistes de 8 micleos
Junto a las formas vegetativas, lo mismo en pacientes sanos-
que en los pacientes disentéricos, por 1o que dudsron del ra
Pel patégeno de las amibas.

En 1903, Schaudin et.al. fueron quienes hicieron la di-
ferenciacidén entre los dos tipos de amibas haste entonces 0b
servadas: E.coli no patégena y E.histolytica patégena, ha —-
¢iendo la observacidn del porqué existfan pacientes enfermos
¥ no enfermos en 1los que se detectaban las amibas; ademds, -
la nomenclatura de E. histol;tica fué propuesta,

Kartulis et.al. en 1887 observaron la presencia de amj-—
bas en los abscesos hepdticos y H.Vincent en 1909 la existen

¢ia de "portadores sanoa".
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I¥.I.3.- DISTRIBUCICN GEOGRAFICA

Esta especie es cosmopolita. Se distribuye con mayor -
frecyencia y facilidad en pobladores de zonas tropicales, en
quienes se encuentra en una prevalencia del 20 % 6 més, mien
tras que en l1los individuos de zonas templadas 6 frfas se en-
cuentra del 1.5 al 10 % (142,123).

En México, Beltrdn la encontré en un porcentaje del 5 -
81 30 ¥ en pacientes hospitalizados, de donde se tuvo la ex-
periencia de que de cada 10 abscesos hepdticos 9 son de etip
logfa amiviana, un 27 % son pacientes con diarreas amibianas
¥ que unr 19 ¥ de la consulia gastroenteroldgica es por ami -
biasis (144 a la 149) (Pig.No.1l2),

II.I.4.- MORFOLOGIA

Entamoeba histolytica presenta dos fases; 1).- Pase ve-~
getativa 6 de trofozofto y otra 2).~ quistica 4 de quiste,
(FngNoOG) -

1),- FASE VEGETATIVA O DE TROFOZOITO.- Durante ésta fase
Puede encontrdrsele bajo dos formas: a2).~- una que es la que-
S8e encuentra en pacientes con disenteria en estado agudo y =
que recibe los nombres de patégena, hematéfaga, histolitica-
6 tetrdgona; y otra b).— 1la que se encuentira en los enfermos
c¢onvalecientes 4 portadores, recibiendo ésta forma el nombre
de minuta (116).
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a).,~ Forma histolitica.- Las dimensiones de la forma -
histolitica son aproximadamente de 20-30 micras de didmetro-
(40 micras como méximo)., Su ectoplasma estd bien diferencia-
do del endoplasma, en el cual se pueden encontrar hematies,—
por ésta circunstancia se le llama forma hematdéfaga. Presen-
ta un endosoma pequeflo y central (117).

b).- Forma minuta.- La forma minuta es més pequeaa que-
la histolitica, mide aproximadamente de 15 a 25 micras de -
didmetro, Su motilidad es escasa, el micleo no se visualiza-

con ‘facilidad y su endoplasma presente vacuolas nutritivas,

2.- PASE QUISTICA 6 DE QUISTE.- Esta fase corresponde a
la forma bajo la cual la amiba se disemina. Los quistes de -
E.histolyticg miden aproximadamente de 10 a 14 micras de did
metro. Presenta una capa visible y 4 micleos que se observan
con gran facilidad en preparaciones en fresco y tefiidas con-
hematoxilina férrica (119).

II.I.5.- HABITAT

Entamoeba histolytica es un parésito obligatorio del —-

hombre. Se localiza en la luz del colon, y en sus paredes, -
se encuéntra en forma abundante en el ciego, en la parte ini
¢ial del colon ascendente y en el recto., También se le puede
encontrar en la parte terminal de fleon y apéndice (220) ;ade
més, puede parasitar tejidos como el hfgado, pulmén, cerebrc
Y 1a piel (1231,122),
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Un caracter fisioldégico muy importante, propio de 12 es
pecie, es que elabora enzimas proteolfticas las cuales le —-
rermiten penetrar en los tejidos, en 1los que s8e pone €n con-
tacto, desintegrdndolos (123,125). De ésto depende, primor -
dialmente, su patogenicidad. Esta amiba resiste poco los cam
bios de ambiente; fuera del cuerpo degenera rdpidamente su -—

estructura, se inmobiliza y muere en corto tiempo (124).

IIeleb6.- CICLO EVOLUTIVO

Entamoeba histolytica puede presentar dos ciclos de de-
sarrollo y reproduccidén: 1l).~ un ciclo normel 6 no patégeno,
y otro 2).- anormal 6 patdgeno (132,133) (Pig.No.7).

1).- CICLO NORMAL 4 NO PATOGENO.; El principio de éste-
ciclo se considera en las formas minuta, lss cuales se multi
Plican por biparticién en la superficie de la masa intesti -
nél, ¥, 8l cabo de cierta cantidad de divisiones, se convier

te en lo que se denomina forma de prequiste (134,135).

2) .~ CICLO ANORMAL 6 PATOGENO.- En el intestino, bajo la
accidn de factores intercurrentes como las enfermedades, cam
bios de régimen 2limenticio y otrog, la forma minuta se trans
forma en histolitica, multiplicéndose activemente por escipa
ridad, En éste estadioc stacan mucosa intestinal Y producen -

los trastornos caracterfsticos de las disenterfas amibianas-
(136,137).



Cuando los guistes son expulsados junto con las heces -
fecales de individuos infectados, puede distribuirse por el-
medio ambiente y ser ingeridos, con lo cuzl pasaﬂ 2] estéma-
go de personas sanas a través de alimentos contaminados é de
fomites, en el cual no sufren algin cambio que provogue su -
muerte, por el contrario, bajo la accidén de los jugos intes—
tingles va siendo digerida la capa que lo envuelve y 2l lle-
gar a la parte baja del {leon se rompe y dd4 origen a una ami
ba cuadrinucleada la cual se divide por biparticidn originan
do cuatro amibas uninucleadas (138,139). A ésta fase se le -~

denomina metagquistica 6 de metaquiste.

Lasa amibas uninucleadas resultantes se dividen por bi -
particién, en lo cual, de caga quiste resultan ocho amibas -
en la fase metaquistica, las que pasan &l colon, y se fijan-
en 1a mucosa, penetran al espesor de ésta donde se alimentan
desarrollan y multiplican (140). Si las condiciones de éste-
medio no le son propicias, se mantienen sobre la mucosa intes
tinal y pronto pasan a la fase prequfstica y finalmente se -
transforman en quistes, los cyales son expulsados al exte —-—
rior junto con las materias fecales y permanecen latentes -—-
hasta que inician nuevamente su ciclo en un hospedero adecua
do (141)(Pig.No.1l4).

I1I.I.7.— PAPEL PATOGENO

Se entiende por amibiasis 1la infeccién por Entamoeba -
histolytica (Schaudin,1903), incluyendo los casos de infec —

cién en la luz intestinal, 6 amibiasis luminal, y los casos,
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en que la amiba invade un tejido, se produce amibiasis tisu-
lar, de igual manera, se incluye bajo el concepto de amibia-
sistanto los casos asintomdticos {portadores sanos) como los
que presentan enfermedades clfnicas dado que la presencia de
la sintomatologia es circunstancial y cambiante a 1o largo -
de la infeccidén (9,10,11).

Desde el punto de vista clinico, 1la amibiasis se puede-
presentar:

8).- como una infeccidén asintomdtica

b)e.— con diversos cuadros clfnicos intestinales que sSe-—

pueden dividir en agudos y crénicos

c).- con cuadros climicos referidos a patologfa hepéti-
ca pudiendo presentarse hepatitis 6§ absceso hepdtico amidbia-

no

d).~ como una amibiasis cutdnea

e).~ ocacionalmente con manifestaciones clfnicas de las
diversas complicaciones (12,13,20,21).

En la prédctica diaria es frecuentemente diffcil, y a ve
Cce8 imposible, decidir en cuszl etapa se encuentra una infec—

cién por Entamoeba histolytica, ademds, si un paciente en un

momento dado presenta sélo amibiasis tisular la cual puede -~
estar 6 no acompafiada de un cuadro clfnico, dificulta el diag
néstico por la falta de sintomatologfa franca que determine-
el padecimiento (14 a la 18).

Siendo diffcil la diferenciacién entre infeccién y enfer



- 2] -

medad, se prefiere llamar "amibiasis" & todo el conjunto de-
meni festaciones del estado de la relacidén hospedero-pardsito

en un paciente dado en el momento del estudio (19).

Cuatro caracteristices son relevantes para el estudio -
de la relacidén pardsito-hospedero para poder entender su pa-'
rel patégeno: la presencia de una infeccién, seropositividad,
invasidén de tejidos y morbilidad (150).

También, se ha tomado en consideracién la presencia 6§ -
ausencia de enzimas amibianas, la interaccidén de és3tes enzi-
mag con el hospedero, y el papel gque desempefian las bacte ~—-
rias existentes en el drea y la zona que invade el parédsito-
(151,170).

Con respecto al papel patdgeno que desempefia Entamoeba-~
histolytica, Maegraith (152), Biagi y Beltrdn (153,154), —-—
Neal (155,156), Haningberg {(157) y Bos (158) presentan argu-—

mentos al respecto como son: patogenicidad, virulencia y 1la
invasividad.,

La patogenicidad es definida por Mgegraith (152) como -
la hebilidad del parédsito para producir una enfermedad en el
hospedero, la virulencia la define como la hsbilidad del pa-

rdsito para producir una enfermedad clfnica (159).

Neal sostiene que las amibas son normalmente avirulen -
tas en el lumen del intestino, lo cual se vé respaldado por-
la presencia de portadores sanos, aungue por razones no cono

cidas se pueden transformar en viruylentas (156).

Esta 1fnea de razonemiento, también postulada en otros—
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trabajos, ha estimulado la investigacidén y caracterizacién -

de dstos factores desconocidos.

La seropositividad implica la produccidn de anticuerpos
con tftulos altos. La morbilidad denocta el paso del pardsito
a loe tejidos, lo cual es suficiente para producir una le —-

sién macroscédpica (150).

La gran mayorfa de los individuos con infeccidén por En-

tamoeba histolytica son portadores asintomédticos, Los casos-

clinicos van desde una diarrea moderada hasta una disenter{fa
aguda con eliminacién de moco y sangre, debilidad extrema, y
en algunos casos, la muerte (161).

Una poblacidn variable de individuos con disenterfa ami
biena presentan abscesos necréticos del hfgado, 6 una hepati
tis generalizada de etiologfa amibiana, donde los abscesos -
se encuentran libres de bacterias los_cuales Pueden contami-
narse secundariamente, debido a 1la existencia de otros tipos
de bacterias las que se asientan en el mismo lugar del absce
8o, ademds de gque la defensz local no es lo suficientemente-
eficiente para poder evitarlo (162,163).

Toda la cuestidén de la relacidn hospede;o-parésito en -
la amibiasis, incluyendo 1a produccién de la enfermedad, es—
compleja (164,165,166); también complica el cuadro la falta-
de un acuerdo, incluso en bases morfoldgicas, del disgndésti-

Co ¥y de las especies que pueden producir la amibiasis (108,-
167,168).

Las diferentes cepas de la especie varfan en su morfolo

€{a y patogenicidad sl hombre (169,170). Algunas la pierden-
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répidamente en cultivo, y las patdgenas al hombre pueden no-

serlo para los animales de laboratorio (172,173).

Algunos investigadores han presentado argumentos indi -
cando que la patogenicidad de las amibas estdn relacionadas-—
directamente con las bacterias gque se asocien a ellas, 10 —--
cual se vé apoyado, en parte, por los ensayos hechos en cobg
yos libres de bacterias donde la incapacidad de la amiba para
producir lesiones extensas apoyan la idea de que es indispen
sable una accidn bacteriana sinérgica en la amibiasis (174,-
175,176).

Sin embargo, se han encontrado abscesos hepdticos ami -
bianos estériles, (177,178) con lo cual se han hecho ensayos
pPara relacionar la capacidad invasora de las cepas con l8 —-
presencia 6 ausencia de actividad protedsica 4§ mucopolisaca-
ridica (125) donde ésta es debida & la accién de diversas en
zimas como la glutaminasa (179), ceseasa (180), rivonucleasa
(181), succinildeshidrogenesa (182), fosfomonoestereasa (183)
hialuronidasa (184), amilasa, maltasa (185), estereasa (186)
¥ gelatinasa (187,188).

Seguramente falta conocer mejor el cuadro enzimdtico de
E. histolytica, y asimismo, determinar cudles de éstas son -
utilizadas por la amiba en su superficie y hacia su exterior
(125).

Cuando los trofozoftos invaden los tejidos, 1o hacen me
diante movimientos activos orientados en una misma direccién
¥ ayuddndose con las enzimas que elaboran., Las amibas inva--
den todo el espesor de la mucosa y atraviesan deapués 1la —-
"muscularis mucosae" ¥ llegan hasta la capa fibrosa submuco-

88 en la que proliferan debido & su consistencia laxa (189,~
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I1.I1.8.- CULTIVO

Entamoebs histolytice puede cultivarse en varios medios

de desarrollo lfguidos que permiten su crecimiento comoc son-~
el de Boeck y Dbrohlav (202) antiguamente usadg, que consis-
te en una preparacidén de huevo en solucidn de L3cke y suero-
sanguineo 6 albumina bovina, al cual se le agrega almidén de
arroz (125,126).

Actuslmente para su cultivo, se utiliza el medio axéni-
co 6 monoaxénico los cuales consisten en caldos enriquecidos
donde conjuntamente se puede hacer el cultivo de bacterias, -

monoaxénico, 6 libres de ellas, axénico (127 a la 131).

II.I1.9.- INMUNIDAD

No hay pruebas directas de que exista inmunidad adquiri
da por la infeccidén de E., histolytica. La reaccidn con anti-

cuerpos séricos contra la infeccidén se demuestra por la reag
cidén de l1la fi jacidén del complemento que es positiva en mds -
de un 80 ¥ de los individuos infectados. El1 suero de las pég
sonas infectadas puede inhibir, en grado diverso, la capaci-

dad de las amibas cultivagas para ingerir eritrocitos 4 inmo
vilizarlos (195).

Los anticuerpos de los individuos infectados marcados -
con fluorescefina tienen una especificidad consider=zble para-
las especies infecciosas y clierto grado de especificidad de-
cepa (196,197).
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En escala microscédpice también los immunoprecipitados -~
en sistemas de difusidén en geles, demuestran cierta especifi
cidad de especie; de igusl forma, se ha creado una muestra -
de una prueba de diagnéstico empleando una técnica de hemaglu
tinacidén indirecta (198,199,200,201).

La relevancia de la respuesta inmune ante E.histolytica

en 2lgunos investigadores, no representa un problema aunque-
observen en forme experimental y clinicamente el que el pro-
tozoario invada los tejidos y cause reacciones inmunitarias-
las cuales no son adn muy claras ya que bajo los planteamien
tos cientfficos bédsicos de la inminologfa, la respuesta inma
nitaria que se tiene para éste pardsito no corresponde & los
resultados esperados, por lo que la variedad de éstos, las -
conclusiones que se tienen al respecto ain en la actualidad,

son de grén controversia (40 a la 59).

Los anticuerpos de las clases IgG, IgM, IgA sérica y se
cretoria pueden ser demostrados mediante hemaglutinacidén pa-—
8iva, reacciones de precipitacién (60 a la 71) y anticuerpos
conjugados & marcadores como lo son la ferritina, fluorescef
na, peroxidasa de rdbano, asf{ como las pruebas con Concanava
lina A (72 a 1a 81). No obstante, la presencia de anticuer -
pos espec{ficos no indica necesariamente la infeccidén activa,
8ino que sefiala la exposicidn del hospederc en algin tiempo-
Al pardsito (12,27,33,82,83).

Las pruebas cutdneas proporcionan respuestas inmediatas
en algunos enfermos, indicando la produccién de anticuerpos-
de la clase IgE (84). Hasta 1la fecha no existen buenas eviden

cias, aungue existen trabajos publicados que afirman que las
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inmunoglobulinas confieren alguna proteccidén (85 a 1la 88).

La inmunidad mediada por célulss contra los antigenos -

de E. histolytica puede ser medida por pruebas cutdneas las-

cuales producen una reaccién de hipersensibilidad retardada-
en muchos enfermos a los cuzles no se les manifiesta una sin
tomatologia franca del padecimiento (89 a la 93).

Una evidencia reciente indica que los enfermos con pade
cimjento hepidtico amibiano tienen depririda la inmunidad me-
diada por células contra los antfgenos amibianos, &unque re-
tienen su capacidad para responder a2 otros antigenos en prue
bas cuténeas (94,95).

Se sostiene el hecho de que al establecer contacto el -
pardsito con el hospedero en el gque se establece y principal
mente en la zona que se sitia, el est{mulo que el hospedero-
reciba es debido en gran medida a su zona externa, es decir,

en la amibiasis,si las formas infectantes de E. histolytica-

Penetran, la zona responsable del estimulo antigénico se debe
al contacto con su membrana, y ésta, al estar compuesta de-
ung diversided de moléculas, de menor 6 mayor tamafio, traeri
consigo que la mayorfa de ellas sean inmunogénicas (11,22 a-
la 28), dependiendo de su posible colocacidn y situacidén asf
como de su complejidad qufmica, tamafioc y conformacidn en la-

membrana producird que se induzca una respuesta inmune (29 a
la 35),

I11.1.10.- DIAGNOSTICO

El diagnéstico de padecimientos provocados por E. histo
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lytica consiste en 12 bisqueda, fundamentalmente, y el hallaz
go de los organismos caracter{sticos~en heces (CPS), asi co-

mo una diferenciscidén morfoldgica de entre las demds amibas-

no patégenas {(comensales) que se encuentran en las deyeccio-

nes humangs. Se ha utilizado con poca frecuencia el cultivar

la, ya gque E.coli que se encuentra como poblacidén normal in-

testinal hace 2 veces imposible .el diagnéstico, ya que en cul
tivo es similar (171,203,204). En preparaciones directas de-

heces diarreicas frescas en solucidn isotdnica a 3700 puede-

revelar las formes ameboides activas, éstas también pueden -

encontrarse en las muestras tomadas directamente de lesiones

del intestino grueso mediante proctoscopio (141). La colora-

cién M.I.F. de Sepero, Lawless y Strome es dtil para prepara
ciones temporales, Bunque la mejor diferencigecién la propor-

cionan los frotis fijados y tefiidos con hematoxilina férrica

(119). En las evacuaciones formadas pueden encontrarse gquis-

tes que se identifican fdcilmente con soluciones yodadas como
la de D’Antoni (167). El método de concentracién con formol-

éter de Ritchie y e1 M.I.P. de Blagg et.al, (167), tanto pa-

ra quistes como para trofozoftos, son excelentes en el diag-

néstico de infecciones leves gque pueden pasar inadvertidas -

por el exdmen directo (168).

Actualmente se han desarrollado técnicas inmunolégicas-
muy dtiles para el diagndstico de la amibiasis invasora. lLos
métodos sBon espec{ficos pero de sensibilidad diversa ya que-
log anticuerpos persisten por periodos variables de tienpo -
después de terminada la infeccidn, éstas técnicas serolégi -
cas no son adecuadas para el diagnéstico de la infeccidn ac-

tiva. Algunos de los métodos, como el de aglutinacidn en lé-
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tex, son relativamente rdpidos y sencillos,launque debido a-
lo anterior, la sensibilidad puede verse disminufida, ya que-
si se tratg de una infeccidn en la cual el paciente sélo es-
un portador sano, no se podrd determinar exactamente su pade
cimiento debido & los niveles séricos de anticuerpos y ade-—-
mds, como se menciond anteriormente, éstos no persisten por-
un tiempo prolongado. Por otra parte, éste método de diagnés
tico 86lo es efectivo, en la mayorfia de las veces, en una —-
amibiasig de tipo invasivo por la estimulacidén antigénica di
recta que ejerce el pardsito hacia sy hospedero ( 205 a la -
210).

II.1.11.~ QUIMIOTERAPIA

Para normar la conducta terapeditica, es fundamental va-
lorar a cada paciente de acuerdo & un criterio anatomoclfni-
co de clasificacién de acuerdo & la localizacidén y el grado-
de invasidn.

En los pacientes con amibiasis intestinal crénica, y —-
desde luego en los asintomdticos, 1la principal poblacidn de-
amibas se encuentra en 1la luz intestinal por lo que los medji
camentos mds adecuados son los que destruyen los trofozoftos
a éste nivel, Es importante hacer notar que es erréneo ha —-
blar de fdrmacos que destruyan guistes, ya que éstos al for-
marse son eliminados y no desempefian un papel en la infeccidn
del hospedero, sino en la transmisidén, y dado que la infec -

cién se mantiene por el mimero de trofozoftos viables.

En la amibiasis hepdtica se han recomendado diversos -
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firmacos para destrufr los trofozoftos ubicados en el parén-
guima hepético. Cuando los abscesos han tenido una evolucidn
prolongada, el resultado terapeltico es menos favorable, y -
se supone que ésto es debido a la escasa permeabilidad del -
absceso (217) (Pig.No.9).
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Ed. Interamericana, pp.5 -55)
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FIG. N6.4 .- Entamoeba histolftica

1.- Trofozoito 2._ Prequiste 3,4,5,6.- Quistes



FIG. No.5 .- Ndcleos de las amebas

humanas. A__E.histolitica ; B.-E-coli;

C.. E.nana; D.- I.butschh‘ij E.- D.fragilis.



butschlii

D- f!‘agilis

e .

TROEOZOITOS

F106. No. 6 .-Otras amibas para‘sitas del hombre.



FIG- NO. 7 .- Entamoeba histolytica, Ciclo vital

( segdn Brumpt ) A=M:Ciclo no patégeno correspondientes
a las  formas minuta ; N,Oy P ciclo de la forma histolitica=
patogena,



FIG.No.® .- Ciclo vital de Entamoeba

histolytica A ._Trofozoito.B._ Divisidn del nicleo. —
C.-Division del citoplasma. D.-Prequiste .E.-Division

del nicleo en el quiste en formacion, F._ Quiste ma-

duro. G.- Metaquiste. H._ Amibas postquisticas.
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FIG-No. 9 .- Espectro de accion antiamibiana
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F16.No.10 .- Esquema de las posibilidades

de migracio’n de Entamoeba histolytica en el hombre,

Gac.Méd. Mex, 97:69,1967
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FIG.No.11 . Correlacio’n entre las distintas

etapas de la migracidn de Entamoeba histolltica en el

hombre y los diversos cuadros clinicos de la amlblas:s.
Am.J. Trop.Med.Hyg. 1(4):540,1965
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Mararia 2% 268, 1964
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FIG.NO. 14 _CICLO BIOLOGICO DE

Entamoeba histolytica
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Para efectuar la investigacidn del antfgeno extraido de
los trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HK-Q cul

tivodos en medio axénico, se procedid de acuerdo al siguien—

te protocolo:

I)e= Cultivo de los trofozoftos en el medio axénico -—--
TYI-S-33 descrito por Diamond (127)

II).; Obtencidén del antigeno por la técnica del fenol-a
gua (Westphal-Liideritz) (6)

IT1).-~ Produccién de anticuerpos por inminizacidn en =-
cone jos.

IV).- Bisqueda de anticuerpos
i).-~ CIEP

ii) .- Ouchterlony

V)e= Titulacién de anticuerpos
i).- Hemaglutinacidén pasiva (201)

ii).- Hemdlisis pasiva

VI).- Purificacién de anticuerpos

i).- Concentracién de anticuerpos por precipita —
¢ién saling,

ii) .- Cromatograffa en columna sobre DEAE-celulo-
Ba
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VII).- Inmunofluorescencia Indirecta (75)

VIIT).- Microscopfa Electrénica (78)
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IiT.I.1.- OBYENCION DEL ANTIGENO

Se extrajo una lipopéptidofosfoglicena de trofozoftos -
de Entamoeba histolytica de la cepa HE-9 por la técnica del-

fenol-agua(6) cultivados en medio axénico TYI-S5-33 de acuer—
do a la técnica descrita por Diamond (127). Los trofozoftos-
fueron recolectados del medio de cultivo por centrifugacidn-
a 1500 rpm durante 30 min y lavados poSteriormente con solu-
cién salina isoténica estéril y a un pH fisioldégico a modo =
de eliminar suystancias adheridas & su membrana pProvenientes-
del medio de cultive 1lfquido. Una vez lavadas, las célulasg -
fueron suspendidas en una solucién de fenol al 45 % durante-
10 min a 65°C; seguido & ésto, se enfrid la suspensidén obte~
nida a temperatura ambiente y se centrifugaron a 3000 rpm du
rante 45 min, con 1o que se obtuvo una fase acuosa y otra —-
fen6lica inscluble, fueron separadas éatas dos fases y & la-
insoluble se le efectud una segunda extraccién fendlica a ——
las mismas condiciones. Las dos fases acuosas obtenidas de -
ésta manera se mezclaron y dializaron contra agua destilada-
Por espacio de 48 hrs efectuando de 8 a 10 cambios con 1la fi
nalidad de eliminar totalmente el fenol del producto esf ob-
tenido.

Posterior a ésto, se centrifugé a 5000 rpm durante 40 -
min y el sobrenadante se concentrd en rotavapor a una tempe-
ratura de 40%,

El concentrado se centrifugé a 3000 .rpm por espacio de-
10 min y se tomé nuevamente e1 sobrenadante centrifugéndolo~-
nuevamente, pero ésta vez a 33000 rpm pPor un tiempo de dog -—

horas con 1o que se obtuvieron un botén y un Ssobrenadante, -



- 47 -

El sobrenadante se desechdé y el botdén fué disuelto en agua -
destilada y se liofilizdé. Finalmente, el producto as{ obteni
do guardd en congelacidén a una temperatura de — 70°C para --
efectuar ensayos de pureza (Fig.No.1l5).

Los ensayos de pureza gue se efectuaron al antigeno ex-
trafdo consistieron en electroforesis en gel de poliacrilaﬁi
da con lo cual se pudo saber que la pureza del antfgeno asi-
separado resultdé ser bastante aceptable, ya que s6lo se ob—-—
servé una séla banda de corrimiento después de procesada la-
Placa del polimero.

Se tratd de ﬁeterminar el peso molecylar del antigeno -
pPor medio de cromatograffa en columna utilizando una matr{z-
de Ultrogel AcA 22 comparando el tiempo de elusidén del anti-
geno con un marcador de peso molecular alto como es 1la cata—
lasa , l1a eyal tiene un peso molecular de 210,000 daltons,

Primeramente se determiné el voldmen vacfo de una colum
na de 90 x 0.5 cm utilizando azul dextrana de peso molecular
2000 daltons Yy eluyendo con regulador de fosfatos 0.01 M pH-
7.6 recogiendo fracciones de 2 ml cada una. Este azul dextra
na elufdo se le efectud 2ndlisis espectrofotométrico a 254 nm
de longitud de onda con lo cual se obtuvo el espacio vacfo -
de la columna. Este espacio vacfo fué de 11 ml (Pig.No.22).-
Poateriormente, al elufir el antigeno, con el mismo regulador,
¥ determinado por el método de la antrona, éste empezé a —-

elufr a un volvmen de 12 ml (Pig.No.24).

La catalasa utilizada comc marcagor de Peso molecular -
eluyé a un voldmen de 32 ml., Esta dltima fué determinada por
el método de Lowry efectuando andlisis espectrofotométrico -
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a 280 nm de densidad éptica (Pig.Ne.23).

De igual forma, se le efectuaron andlisis inmunoquimi -
cos al entfgeno extrafido por medio de cromatografia en fase-
gaseosa de alta presidén obteniéndose resultados que demues —
tran que aproximadamente el 85 % de la molécula estd consti-
tufda de azdcares, de presentar una porcidn lipidica del 2-3
%, 1la cual no estd bien caracterizada si es parte integral -
de la molécula 6 no, as{ como une pequefia cantidad de fésfo-
ro del 1-2 %,

Con tales resultados se pudo deducir que la molécula re

ferida es uns lipopéptidofosfoglicana,

Para investigar la probable localizacidn de ésta molécy

1a en los trofozoftos, se procedid de la siguiente manera:

I).- Inoculacién de conejos con la lipopéptidofosfogli-

cana

11).- Bisqueda de anticuerpos por:

a) .~ Doble inmunodifusidén en geles de agarosa ( -

( Ouchterlony )

b).~ Contrainminoelectroforesis (CIEP)

I11).- Titulacidn de anticuerpos
i).- Hemélisis pasiva

ii).~- Hemaglutinacidén
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IV).- Estudio de 17 sueros de pacientes con diagnéstico
de absceso hepdtico amibiano.

a) .- Contrainmunoelectroforesis
b).— Hemdlisis pasiva

¢) .- Hemasglutinacidn
V).~ Inminofluorescencia Indirecta

VI).- Microscopia electrénica (Anti-IgG de conejo marca

da con peroxidasa de rdbano).
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III.I.2.— PRODUCCION DE ANTICUERFOS

Los anticuerpos contra la lipopéptidofosfoglicana fue -
ron obtenidos por inoculacién en conejos Nueva Zelandia de -
aproximadamente 2 Kgrs de peso, inoculando por via subcuté--
nee 2 mgrs del producto obtenido en adyuvante incompleto de-—
Preund. Dos semanas méds tarde fueron nuevamente’inoculados -
con la mitad de la primera dosis (1 mgr) en adyuvante incom-
pleto de Freund. Este mismo esquema se repitid dos veces ino
culando cada semana. El conejo fué sangrado 10 dfas después-
de la filtime inoculacidén (Fig.No.lé6).

Antes de iniciar el tratamiento de inmunizacidén, el co-
nejo se sangré y se obtuvo suero normal el cual fué utiliza~

do como control.

I11.1.3.~- DEMOSTRACION DE ANTICUERPOS

Una vez conclufdo el esquema de inoculacién, se proce—-—
dié a la busqueda de anticuerpos antilipopéptidofosfoglicana
Producidos, Para ésto se aplicéd la técnica de la doble inmu-
nodifusién (Ouchterlony) utilizédndose el antigeno anfilipo -
Péptidofosfoglicana (PS) en solucién salina estéril en una -
concentracidén de 100 mgrs/ml, suero total de conéjo normal -
(Aca), suero total del conejo inmunizado (Ac,), suero del co
nejo previo a la inmunizacién (Ac3), as{ como solucién sali-~
na como controles (salina), y efectuada de la manera sigulep
te: se prepard una solucidén de agarosa en solucidn regulado-

ra de barbituratos. Esta solucién fué aplicada en una placa-
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y se le permitié solidificarse. Posteriormente, se le hicie-
ron 5 pozos mediante una placa de cortado y se aplicé con la
ayuda de capilares los diferentes antisueros. La placa se de
jé en cdmara himeda por 24 hrs pera permitir la difusidén de-

los sueros.

Posteriormente, la placa se lavéd con agua destilada 12-
hrs a 3700 para eliminar el exceso de sueros y fué tefiida —-
con una solucidn de Amido-Negro (Amido de Zchwarg) y decolo-
rada con unma solucién de dcido acético al 10 % efectuando -
tres cambiog. Una vez decolorada, se secd en una estufa de -
esterilizacién de calor seco a 3700'cubierta con papel secan
te Watman del No, 1. |

Una vez hecho ésto, se pudo observar una banda de preci
pitacidén entre los pozos gque contenfan el suero del conejo -
inmuni zado (Acl) ¥ la lipopéptidofosfoglicana (PS), con lo -
que s8e pudo confirmar la produccién de anticuerpos especifi-
cos (Pig.N0.29),

I11.T1.4.- TITULACION DE ANTICUERPOS

El tftulo de los anticuerpos fué obtenido por hemélisis
Pasiva: primeramente se sensibilizaron y estandarizaron glé-
bulos rojos de carnero al 1 %.

La titulacidn se llevé a cabo en placas de titulacidédn de
la manera siguiente: el suero del conejo antilipopéptidofos-
foglicana fué absorbido con &lébulos rojos de carnero normal

Para eliminar anticuerpos espec{ficos, y decomplementado, Se
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guido a ésto se colocé en diluciones seriadas en solucién de
Veronal més calcio y magnesio con un pH de 7.4, y a cada di-
lucién le fueron agregados 50 microlitros de l1la suspensidén -
de gldébulos rojos de carnero estandarizados y seneibilizados
con la lipopéptidofosfoglicana y 50 microlitros de suero de-
cobayo (complemento), previamente titulado (Pig.No.3é), para
permitir la activacidn de la vfa alterna del complemento, en
ung dilucidn de 1:5. Se agitéd 1la placa para former una mez -
cla homogénea de los productos asgregados y ésto fué incubado
a 37°c por una hora, con lo cual se pudo saber hasta que pozo
de las series consideradas existié lisis (Pig.No.3l).

Los productos que fueron empleados y agregados son los-
siguientes:

A) .~ GRCN + STCI absorbido con GRCN sin complemento ( -
control negativo)

B).- GRCS + STCI absorbido con GRCN sin complemento -
(control negativo).

C)e~ GRCN + SCN absorbido con GRCN + complemento ab
Sorbido con GRCN (control negativo)

D)o~ y E)o~ GRCS + IgG anti-LPPG + complenento ab -
8orbido con GRCN

F)e— ¥ G)o- GRCS + SCT anti-LPPG absorbido con GRCN —

+ Ccomplemento de cobayo absorbido e¢on GRCN

H).~ GRCS + solucidén salina estéril + complemento -

absorbido con TRON (control negativo)
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Para la estandarizacién y sensibilizecidn de los glébu-
los rojos de carnero normal se utilizdé 1la técnica utilizada-
normalmente por el equipo de trabajo, efectuada de la siguien
te manera: se lavaron gldébulos rojos de carnero normal tres—
veces con solucidén salina isoténice estéril hasta que el so-
brenadante queddé libre de hemoglobina. Posteriormenté 5@ —-
efectuaron dos lavados con solucién salina-forfatos regula—
dora (PBS) pH 7.4. Seguido a ésto, se tomaron 200 microlitros
del paquete de eritrocitos y fueron suspendidos en 4 ml de -
la solucidén reguladora, a8 ésta suspensidn se le sgregaron -
2 mgrs/ml de la lipopéptidofosfoglicana. Los glébulos rojos—
de carnero se dejaron sensibilizar 30 min a 30°C. Transcurri
do éste tiempo de incubacidn, se lavaron tres veces con solu
cidén reguladora de fosfatos;salina para eliminar el exceso de
ant{geno que no se adhirié & 1a membrana de los eritrocitos.
Finalmente, el paquete de eritrocitos obtenido mediante cen-
trifugacidn a 1500 rpm se suspendid en 40 ml de una solucidn
reguladora de Veronal mds calcio y magnesio pH 7.4. La suspen
8ién obtenida finalmente contiene eritrocitos de carnero nor
mal_sensibilizados contra 1la lipopéptidofoefoglicana en una-

concentracién del 1 %.

Una vez demostrada la produccién de anticuerpos se pro-
cedié a demostrar la localizacidn del antfgeno en los trofo-

zoftos de Entamoeba histolytica., Para ésto fueron utilizadas

dos técnicas inmunoldgicas: Inmunofluorescencia Indirecta y-
la Microscopfa electrénica utilizando anti—Ie3 de coneio pro
ducida en cabra con fluorescefna y peroxidasa de rdbano,res—
Pectivamente.



- 54 -

Para poder realizar éstas dos técnicas, primeramente tu

vo que ser purificado el anticuerpo.

I11.1.,5.,- PURIFICACION DEL ANTICUERFO

Para la purificacidn del anticuerpo se utilizé 1la técnl
ca de Garvey et.al. (213), la cual es una precipitacidén de —
Protefnas por la accidén de una sal. La sgal que sge utilizé es
el sulfato de amonio, La técnica consiste en una extraccidn~-
de gammaglobulinas del suero a partir del cual se pPrecipitan
mediante una solucidn saturada de sulfato de amonio & un pH-
de 7.8, pH éptimo de preciplitacidén, por tres veces a diferen
tes concentraciones: dos de 50 ¥ y la tercera al 33 %.

Esta precipitacién de la gammaglobulina se llevd a ca—-
bo de 1a siguiente menera: se ajusté el pH de una solucidn —
saturada de sulfato de amonio a 7.8 por la adicién de NaOH -
2 N. En un matréz erlenmeyer de 5 ml se colocé 1.0 ml de sue
ro de conejo inmunizado; con agitacidén se agregé 1.0 ml de -
la solucidédn saturada de sylfato de amonio., La agitacidén fué-
mantenida por tres minutos ¥ la suspensién resultante se ——-
centrifugd a 1400 x g (3000 rpm) durante 30 min conm lo que =
8e obtuvieron un precipitado opalescente y un sobrenadante -
claro, E1 sobrenadante fué desechado Y el precipitado se rege
neré a su voldmen original con solucidn salina isotdnica ( -
1 Ql)en la cual se solubilizé y se procedid a efectuar una—-
“€gunda precipitacién al 50 %. El resultado de ésta precipi-
tacién, que se hace 81 50 %, es el de que precipite 1la -
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IgG de conejo antilipopéptidofosfoglicana ademds de otras pro
teinas, otras globulinas y trazas de albuimina.

Finalmente, se efectud una tercera precipitacidén al 33
%, es decir, al voldmen del producto obtenida de las preci——
pitaciones a2l 50 % le fueron agregados 0.49 ml de la solucidn
saturada de sulfato de amonio, centrifugdndose nuevamente a-
las mismas condiciones que en las anteriores, y el producto-
obtenido de ésta tercera precipitaciédn se disolvid en 1.0 ml
de una solucidédn reguladora de fosfatos 0.01 M pH 8. Este vo-
ldmen se dializé a 4°C contra una solucién de fosfatos 0.01-

M pH 8 efectuando dos cambios, cada-12 hra, por tres dfas,

Cuando la didlisis ha sido completa, la solucién se re-
movié de la membrana de didlisig Yy se centrifugd ésta solu—-—
cién a 1400 x g a 4% por 30 min para eliminar el material -
ihsoluble. Logrado éste producto se procedid a efectuarle -
una segunda purificacién mediante cromatograffa en columna.—
La matr{z que se utilizd fué DEAE-celulosa la cual es un im—
tercambiador idénico débilmente bédsico, la cual permitid sepa
rar y obtener pura l2 inmunoglobulina G anti-LPFG.

Para ésta separacién se tuvo que activar previamente la
celulosa; es decir, ionizar determinados puntos de la molécg
la de 1la celulosa lo qQque permite que, al paso a través de e-
1la, las inmunoglobulinas gqueden atrapadas de acuerdo a la -

electronegatividad de cada una, siendo la menor la de la IgG.

Una veg activada, se monté la columna y se eluyé por 24
hrs con solucién reguladora de fosfatos 0.0l M pH 8 pars es-
tabilizarla y balancearla. Posteriormente fué adicionado el-

Producto crudo obtenido por precipitacidn, en una proporcidn
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de 30-50 mgrs de proteina por caga gramo de celulosa seca. -
La protefna fué elufda con la mismea solucién reguladora y -—-
fueron recolectadas fracciones de 2 ml cada una y efectuando
seles andlisis espectrofotométrico & 280 nm de densidad épti
ca (Fig.¥o.27).

Posteriormente se procedid & concentrar las fracciones,
en las cuales se encontré la concentraciém mayor de protefna,
a presién haciendo pasar la solucidén a través de una membra-
na Amicdén XM 100 A la cusl no permite el paso de moléculas -
mayores de 100,000 daltons de peso molecular (IgG = 150,000~
daltons de peso molecular). La misma técnica fué utilizada -~
para purificar IglG normal a partir del suero del conejo pre-
vio a la inoculacidén, para utilizarla como control (Fig.No.-
28).

Una vez purificadas la ¥gG normal y la IgG anti-LPPG —-—-
8e procedid a efectuar los ensayos para la localizacién de -
la molécula en los trofozoftos.

Y como ya se menciond, se utilizaron dos técnicas de —-
marcaje inmunohistoquimico: la Immanofluorescencia Indirecta
Y la Inmunoperoxidasa.
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111.2,- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Para ésto, se utilizé la técnica de Kagan et.al,(214)—-
modificada por Nakane et.al,(77).

Fueron utilizados trofozoitos de Entamoeba histolytica-

cultivados en medjo axénico TYI-S-33, i),- sueroc total de —-
conejo normal, ii).- suero del conejo previo a la inmuniza -
cién, 1ii).- suero de conejo total antilipopéptidofosfoglica
n2, iv).- IgG normal, v).- IgG anti-LPFG y vi).- suero de ca
bra anti-IgG de conejo conjugada a isotiocianato de fluores-

cefna (comercial).

El experimento se 1llevé a cabo de la manera siguiente:

Se tomé umr lote de trofozoftos de,72 hrs de cultivo —-
(fese logarftmica de crecimiento) y fué lavado 10 veces con-
solucidn salina isoténica centrifugéndo después de caga lava
do & 1500 rpm durante 10 min. Posterior al yltimo lavado fue
ron contados el mimero de trofozoftos obtenidos mediante la-
técnica de conteo de glébulos blancos, en una cémera de Neu-
bauer. La poblacién viable obtenida mediante é&sta técnica —-

fué de aproximadamente 10 x 106 trofozoftos. Vespués de con-

tados, fueron ajustados a 5 x 10° trofozoftos/ml de solucidn

8alina isoténica estéril.

Nediante la ayuda de una asa de platino fueron colocados
en laminillas de vidrio desengrasadas. Se permitié, una vez-
@plicada la maestre, que la solucidn salina evaporara 2l me-
dio ambiente Y fueron fijadas cada una de las preparaciones—

ton alcohol absoluto durante 45 min. Las laninillas fueron -
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sacadas del befio fijador y fueron lavadas con solucidn salina
y después con una solucidén reguladora de fosfatos-salina pH-

7.2 y s8e les permitié el secado al medio ambiente.

Posteriormente, con la ayuda de capilares, se les apli-
cé a cuatro de ellas los sueros siguientes: a).— suero total
de conejo normal; b).- IgG normal de conejo; ¢).- Suero to —
tal de conejo anti-LPPG y d).-~ IgG de conejo anti-LPFG. Fué-
utilizada una quinta placa a la cual se le aplicéd solucidn -

salina isotdnica estéril para ser utilizada como control.

Una vez apiicados los diferentes sueros, fueron coloca-
das en una cémara himeda por un tiempo de 30 min para permi-

tir la reaccidn antigeno-anticuerpo.

Posteriormente, fueron lavadas en una cdmara de tincidn
con solucidn reguladora fosfatos—-salina PH 7.2 por 45 min —-
efectuando tres cambios. Ias laminillas fueron sacadas de la
cémara de lavado y se les permitid el secado a1 medio ambien
te. Una vez secas, y con ayuda de un capilar, se les aplicé—
8 cada una de ellas suero de cabra anti-IgG de conejo marca-
da con isotiocianato de fluorescefna y fueron colocadas en -
una cédmara himeda por 30 min.

Conclufdo éste tiempo, se lavaron con solucidn regulado
ra de fosfatos—salina pH 7.2 durante 45 min en una cdmara de
tineidn efectuando tres cambios. Las placas fueron secadas -
2l medio ambiante y se les aplicé una coloracién de contras-

te con azul de Evan al 0.5 % en el mismo regulador.

Une vez tefiidas se les dejé secar 8l medio embiente y -

fueron observadas en un microscopio de fluorescencia Univar-
(Richter,C. Austria).
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ITI.3.= MICR(CSCOFIA ELECTRONICA: LECNICa DE LA PERUXIDASA

o

Los anticuerpos que pueden unirse covalentemente a enzi
mas pueden utilizarse para demostrar la presencia ¥ localiza

cién de antigenos celulares (215 a la 223).

Uno de los marcajes enzimdticos més comunmente usa&os—-
es el de la utilizacidén de la peroxidasa de rédbano, Este pPro
ceso histogufmico involucra la incubaciédn de 1a enzima con -
un sustrato gque puede ser oxidado por el peréxido de hidrége
no (224) en presencia de la peroxidasa de rédbano, a un pH —-
Sptimo, el cyal debe de ser determinado para cada sustrato -
(219,220,225,226), dependiendo de la sensibilidad y especifi

cidad que se gquiera obtener.

Se acepta que el mecanismo de la reaccidén involucra la—
formacidén de radicales libres pare producir el enlace con 18
enzima (227) Y se ha propuesto, aunque no es aceptado en for
m& convincente, que la formacidédn de 1los radicales libres es-—
& partir de donadores de electrones (228,229).

Para tal fin, la peroxidasa de r#Zbano (HRPO) fué acopla
da 2 una inmunoglobulina de cabra anti-IgG de conejo pare -

utilizarla en el marcaje inmunohistoquimico (75).

En contraste con otras técnicas inmunohistoquimicas, —-
¢omo la fluorescefna (230), y ferritina (231), 12 peroxidasa

de rdbano puede ser usada en microscopia de luz y microscopia
electrdnica,

Es especialmente Wtil para la localizacién intracelular
de antf{genos, ya que su peso molecular es de 40,000 daltons—

¥ e8 considerablemente més peguefia que la ferritina (650,000
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daltons de peso molecular). Esta anti-IgG marcada posee pro-

piedades de penetracidn muy altas,

La peroxidasa de rdbano (HRPO) es una glicoprotefna con
un contenido de carbohidratos de aproximadamente del 18 % (-
232). Esta porcidén glucosf{dica no se requiere para la activa
cién enzimédtica, pero sf para producir la acoplacidn dé la
anti-IgG de conejo, producida en cabra, mediante la protec -
c¢ién por la produccidén de grupos aldehfdo por oxidacidn con-
metaperyodato de sodio y complementando el bloqueo de 108 —-—
grupos alfa y eta amino remanentes y los grupos hidroxi con-
"fluorodinitrobenceno (PFDNB)(223). Para ésto se utilizé 18 —-
técnica de Nakane et.2l.(77) de 1a manera siguiente:

III1.3.1.- CONJUGACION DE LA ENZIMA CON LA ANTI-I1gG DE
CONEJO '

Cinco miligramos de peroxidassa de rébano ( Sigma~-HRPO, -
tipo IV; RZ aproximadamente 3.0) fueron disueltos en 1.0 ml-
de una solucién reguladora de bicarbonato de sodio O.3 M con
un pH de 8.1 inmediatamente preparada entes de utilizarse. A
€sta solucién le fué agregado 0.1 ml de fluorodinitrobenceno
8l 1 % en etznol absoluto y se agité cuidadosamente por 1 hr
& temperatura ambiente. Transcurrido éste tiempo, se le adi-
ciond a la solucidén 1.0 ml de metaperyodato de sodio 0.04 M-
en agua destilada y se mantuvo en agitacidn cuidadosa por 30
mn a temperatura ambiente con 1o que Se obtuvo ung& solucidn
Smarillo-verdosa, a la cual se le egregé 1.0 ml de etilém —
8licol 0.16 M en agua destilada y se mantuvo en agitacién por
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un2 hora 2z temperatura ambiente.

Transcurrido éste tiempo, a 1la solucién obtenida, la -
cual contiene la enzima con los grupos aldehfdo (Aldenhido-HR
FO) se colocé en una bolsa de didlisis de colodidén, reciente
mente preparada, y se mantuvo dializando por por dos dfas —-
contra una solucién reguladora de bicarbonato de sodio 0.0l-
M pH 9.5 a 400 ¥y fueron efectuados 5 cambios.

Una vez dializaga la solucidn, se sacd de la bolsa de -
didlisis y le fueron agregados 200 microlitros (aproximsda -
mente 5 mgrs) de un sSuero de cabra anti-IgG de conejo el cual
fué disuelto previamente en 1.0 ml de una solucidén regulado-
r2 de bicarbonato de sodio 0.01 M pH 9.5 y se mantuvo en agi
tacidén por tres horas a la temperatura del laboratorio (250)
vermitiéndose que la engima-se enlazara covalentemente a la-

inmunoglobulina.

Posteriormente, 8 12 solucidn le fueron agregados 5 mgrs
de borohidruro de sodio y se agité 1la solucién cuidadosamen-—
te por 24 hrs a 4°C. La solucidén resultante fué dializada —--

nuevamente contra una solucidén reguladora de fosfatos-—-salina

PH 7.4 por 24 hrs a 4°C, En &ste paso de 1la técnica se formé
un precipitado el cual consistié en el producto de la reac——
cidén del borohidruro de sodio excedente con el agua de las——
soluciones, el cual fué eliminado por centrifugacién de la -
8olucidn a 1500 rpm.

Una vez conclufdo éste procedimiento, la solucidén se co
locé en una columna de 70 x 1 cm la cual fué montada utili -
zando como matriz Ultrogel AcA 34 (equivalente a Sephadex ——
G-100) que fué equilibrada previamente con una solucién regu

ladora de fosfatos-salina pH 7.2 por 36 hrs y a 1a cual le -
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le fué determinado previamente el espacio vacf{o con &zul Dex
trana 2000 (Pig.No.33).

Una vez colocado el producto en la columna, fué elufdo-
con ung sclucién reguladora de fosfatos—salina pH 7.2 mante-
niéndose un volimen de elusién de 30 gotas/min y se recogie—
ron fracciones de 2 ml cada una y efectudndosele anéiisis es
pectrofotométrico a cada fraccidén a 280 nm y 403 nm de densi
dad éptica (Pig.No.34).

Se mezclaron las muestras eluidas de los tubos nueve al
doce(aproximadamente 8 ml) y fueron concentradas a presién -
utilizando una membrana Amicén XM 100 A la cusl no permite -
el paso de moléculas mayores de 100,000 dsltons de peso mole
cular (HRPO-anti IgG conjugedas = 190,000 daltons de peso mo
lecular),

Al producto elufdo y concentrado se le efectulronensa—-
yos de actividad immnoquimica, tanto para la anti-IgG de co

nejo como para la enzima (Fig.No.36).

1il.3.2.- ACTIVIDAD DE LA PEROXIDASA

Jueron tomados 20 microlitros del producto concentrado-—
¥ fueron mezclados con 0.5 ml de p-cresol 14.3 mM en regula-
dor Tris-HCl1l SO mM pH 7.4. A ésta mezcla se le adiciond 0e5=
ml de peréxido de hidrégeno 81 0.02 % en agua destilada pre-
Parado inmediatamente antes de utiliszarse,

Después de tres minutos, 12 reaccién fyué detenida por -
la adicién de 2.0 ml de cianuro de sodio 3.7 mM en agua des—
tilada con lo cual se inhibid la actividad enzimética y se -
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le efectud andlisis espectrofotométrico a 320 nm y 410 nm de
densidad dptica. La actividad fué expresada como un porcen—-—
taje de la actividad original (Pig.No.36).

II1.3.3.— REACCION DE LA ANTI-IgG MARCADA CON LOS TROFO
ZOTTOS

Como ya se menciond, para efectuar éste ensayo se utili
z6 1la técnica de Nakane et.al.(77) haciéndole ciertas modifi
caciones por mi parte. )

-

Para lo anterior fueron utilizados: 8).- Trofozoftos de
Entamoeba histolytica de 1a cepa HK-9 cultivados en medio —-—
axénico TYI-S-333 b).- suero total de conejo normal; c).- -
suero del conejo normal previo a la inmunjizaciéng d) .- suero
total de conejo anti-LPFG; e).— IgG normal; f).- IgG anti-LP
FG y g).~ suero de cabra anti-IgG de conejo marcada con per-
oxidasa de rédbano,

El experimento se llevd a cabo de la manera siguiente:

Los trofozoftos fueron obtenidos de la manera similar -
que en el ensayo de inmunofluorescencia indirecta, obtenién-
dose un lote de aproximadamente 10 x 106 células las cuales-
fueron ajustadas a 2 x 106 células/ml de unea solucidn isotd-
nica,

Tubos de ensaye fueron fueron numerados del 1 &8l 5 y a-
cada uno de ellos se les agregaron 2 ml de la suspensidédn de-—
trofozoftos, lo cual permitid trabajar con 2 x 106 trofozoi-

tos en cada ensayo, y a los cuales les fueron agregados en -
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éste mismo orden: 2).- 150 microlitros de una solucién de en
gzima 81l 1 % en solucidn salina isotémica; b)e—~ 150 microli -—
tros de suero total de conejo previo a la inminizacidén; c).-
150 microlitros de IgG normal; d).- 150 microlitros de suero
total de conejo anti-LFPFG, y e).- IgG anti-LFPFG. Una vez a—
gregados los diferentes sueros y antisueros, los tubos fue -

ron colocados en un bafio de agua a 37°c por 30 min.

Transcurrido éste tiempo, fueron sacados del bafio de in
cubacidn y fueron centrifugados a 1500 rpm durante 15 min a-
fin de obtener el paquete celular y, poder asi, eliminar el-
sobrenadante, Una vez hecho ésto, los trofozoftos fueron la-
vados por tres veces consecutivas con solucidn saline isotd-
nica, Al final del tercer lavado, el paquete celular se susS-~
rendid en 1.0 ml de solucidn salina isoténica y les fueron -
agregadosg a cada uno de los diferentes ensayos 150 microli--
tros de la solucidén de la Anti-IgG de conejo conjugada con -
la enzime y se incubd nuevamente en baiio de agua a 37°c por—
un tiempo de 30 min.

Conclufdo el tiempo de la segunda incubacién, los tubos
fueron centrifugados por 15 min a 1500 rpm, con lo que fué -
eliminado el sobrenadante y el paquete celular fué 1avado —-—

Por tres veces con solucién.salina isoténica.

Después del tercer lavado, el paquete de trofozoftos -

fué preparado para la observacidén al microscédpio electrénico.
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IIT.3.4.~ PREPARACION DE LAS CELULAS PARA LA OB3SERVACION
EN EL MICROSCOPIO ELECTRONICO

Para poder observar los trofozoitos en el microscdédpio -
electrénico, y por lo tanto, la reaccién en su membrana, fué

utilizada la siguiente técnica:

I).- Pijacidén
i).- Fijacidn del paquete celular en glutaraldehfdo.
ii).- Postfijacidén en solucidn de Karnowsky

I1).- Revelado de la enzima

i) e~ Reaccién de la enzima con diaminobencidina (-

DAB) en presencia de perdxido de hidrégeno

IIT).- Postfijacidén de las muestras en tetréxido de os—
mio

IV).- Deshidratacién

i).— Deshidratacidén con alcohol et{lico absoluto——

a diferentes proporciones (ascendente)
V).~ Infiltracidén

i).- Infiltracidén de cada uno de los ensayos en —-

tolueno-resina
VI).= Inclusién
i).- Inclusidn en resina Araldita

ii}.- Polimerizacidn de la resina a 60°C
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ViI).~ Cortado de secciones

1).- Hechura de cortes (seccionamiento en microto-

mo )
ij).- Fijacidn en rejillas
iii).~ Contraestacidén

VIII).- Observacién en el microscopio electrdénico

I1T.3.4.8.~- FIJACION

Para fijar las células se utilizé glutaraldehfdo, A -
cada uno de los ensayos les fueron agregados 5 ml de gluta -
raldehfdo al 3 ¥ en solucién reguladora de cocodilato 0.1 M-
PH 7.4 y fueron dejadas en éste bafio fijador por 24 hrs. Una
vez fijadas las preparaciones, fueron lavadas en solucidén de

Earnowsky por 36 hrs.

Una vez transcurrido el tiempo de lavado, los tubos fue
ron centrifugados a 1500 rpm por 30 mim a fin de obtener el-

Paguete celular, desechédndose el sobrenadante claro.

Obtenido el paguete celular de cada ensayo, se procedid

8 revelar la enzima.
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III.3.4.b.— REACCION DE LA PEROXIDASA (REVELADO)

Para revelar la enzima, primeramente los trofozoitos -
fueron suspendidos en 1 ml de una solucidn reguladora de Tris
-HC1 0.05 M pH 7.6. Posteriormente, se hizo reaccionar la en
zima con Ddiaminmobencidina como sustraeto en presencia de per-
éxido de hidrégeno de la manera siguiente: el paquete de tro
fozoftos fueron suspendidos en 1.0 ml de_una solucidn regula
dora de Tris-HCl 0.05 M pH 7.6 ¥y les fué agregado 1.0 ml de-
una solucién de diaminobencidina al 0,03 % con perdxido de -
hidrégeno al 0.025 % en solucién reguladora de Tris-HC1l 0.05
M pH 7.6 y fueron incubados por 15 min & temperatura smbien-—
te (Fig.No.21).

Una vez transcurrido éste tiempo, cada uno de los tubos
fué centrifugado a 1500 rpm para obtener el paquete de trofo
zoftos, desechdndose el sobrenadente y se procedié a postfi-

Jarlos.

III.3.4.c.~ POSTFIJACION CON TETROXIDO DE OSMIOQ

Para efectuar la postfijaciédn de cada paguete celular -
com 0304, éste tuvo que ser preparado de la manersa siguien-
te: se utilizé una ampolleta de tetréxido de osmio de 1 gr.—
El contenido se colocé en un frasco 4mbar y se le agregaron-
%0 ml de agua destilada. Se dejé en reposo durante toda la -
noche y posteriormente se agité lentamente, para permitir 1sa

disolucién total. Una vez logrado lo anterior, y al cabo de-
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36 hrg, se guardd en refrigeracién a 4°C. La solucidn obteni
da de ésta manera tiene una concentracidén del 2 %, Para la —
utilizacién en la postfi jacidn se diluyé é€sta solucidén al -
1 % v/v en solucién reguladora de Tris-HCl 0.05 M pH 7.6.

De la solucién anterior, le fué agregado 1 ml a cada -
uno de los paguetes celulares obtenidos une vez hecha 1la reac
cién de revelacidn y fueron dejadas en éste bafio por 24 hrs—
a 400. Pasado éste tiempo se lavaron tres veces con regula——
dor de cocodilato 0.05 M pH 7.6.

Una vez efectuada la postfijacidn con tetrdxido de ose=

mio, se llevd a cabo el tratamiento de deshidratacidén.

I1I.3.4.3.— DESHIDRATACION

El mecanismo de deshidrataciédn fué llevado & cabo con -
alcohol etflico a diferentes porcentajes, partiendo de una -
concentracidn del 50 % v/v en solucidén s=lina isoténicz de -

la manera siguliente:

El paquete celular de cada uno de los diferentes ensfi-—
Yos realizados fué resuspendido en alcohol etflico al 50 % -
v/ en solucién salina dursnte 10 min. Posteriormente, los
tubos fueron centrifugados a 1500 rpm durante 30 min y fue-—~
ron resuspendidos los paquetes celulares en alcohol al 70 %—
v/v, posteriormente en alcohol 2l 80 % efectusndo dos cam —
bios y recolectando el praguete celular mediante centrifuga——
cién, el paguete celular fué resuspendido inmediatemente des

Pués en alcohol 21 90 % v/v ¥, finalmente, en alcohol absolu
to por 15 minutos con tres cambios.



- 69 -

En cada cambio de concentracién de alcohol, fueron cen-
trifugados cada uno de los tubos a 1500 rpm durante 30 min -
y el paguete celular fué resuspendido en el alcohol de la si
guiente concentracidn. Para cada cambio de alcohol fueron —-
utilizados 15 ml.

Conclufda la deshidratacién, se procedid a efectuar la-

infiltracidn de las células.

III.3.4.e.- INFILTRACION

La infiltracién de las células deshidratadas se hizo --
pPrimeramente en tolueno y posteriormente en una mezcla de to
lueno-resina 1l:1l.

Esta infiltracidn se efectud como a continuacién se men
cionaé

Cada uno de los paguetes celulares se resuspendieron en
tolueno después del ltimo camdbio hecho con alcohol absoluto.
Fueron efectuados dos cambios y las células fueron mantenidas
en suspensién durante 5 min. Posteriormente, se centrifugé a
1500 rpm y fueron resuspendidos nueveamente en una mezcla de—
tolueno-resina Araldita 6005 en una proporcidén de 1:1 y fue-—
ron mantenidos los trofozolitos en ésta mezcla por 24 hrs.

Transcurrido éste tiempo de infiltracidn en la mezcla —
de tolueno-resina, se centrifugé nuevamente a 1500 rpm por—-—
30 min y los paquetes celulares fueron resuspendidos en resi
na dnicamente durante 60 min ¥ fueron mantenidos a una tempe
ratura de 60 grados centfgrados, Este procedimiento se efec—

tud dos veces bajo las mismas condiciones. La temperatura —--—
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fué mantenida mediante una placa de calentamiento.

La resina Araldita 6005, en la cual se mantuvieron las-
célulss infiltrando en la parte final del procedimiento, fué
preparada haciendo und mezecla de 5 ml de Resina Araldita -
6005 a los cuales les fué agregado 3.5 ml de anhfdrido dode-
cenil succinico (DDSA) y 0.12 ml de Tris-fenol y fué homoge-
neizada la mezcla mediante agitacién lenta.

Conclufdo el procedimiento de infiltracidén de las célu-

las en la resina, se procedid a efectuar 1la inclusién.

II1T.3.4.f.—- La inclusién de las células fué hecha como-—
a continuacidén se describe: en el segundo cambio de la resji-
na en el procedimiento de infiltracién, los tubos fueron cen
trifugados a 2000 rpm por 30 min. Los paquetes celulares as{
Obtenidos fueron removidos del fondo de los tubos ¥y colocados
en diferentes cdpsulas de polietileno a las cuales les fué -
completado su volumen con resina a modo de que 188 muestras-—
colocadas quedaran en la parte mds baja de aquellas. Concluf
do lo anterior, se introdujeron a un horno a 60°C durante 24
hrs para que la resina se polimerizara obteniéndose blogques—
en los cuales, la muestra se localiza en la parte més angos—
ta de aguellas,

IIT.3.4.g.- CORTADO DE SECCIUNES

Para el cortado de secciones, a los blogues, en su par-
te mds angosta, se les redujo el érea con ayuda de una nava-

48, & modo de que aquellas sélo presentaran la zZona en 18 —-
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cual se localjizan las células,

Reducida el 4rea, se colocaron y montzaron en el micro—-
tomo y fueron efectuados los cortes, Los cortes que fyeron -
utilizados fueron hechos en la parte media de la muestra y -
las secciones fueron hechas con cuchillas de vidrio,

Obtenidos los cortes de 0.2 micras, éstos fueron monta-
dos en una rejilla de malla de cobre para facilitar su mane—

Jo y les fué aplicada una coloracién de contraste.

I1T.3.4.h.— CONTRASTACION

La contrastacidn de las preparaciones fué hecha con te-
tréxido de osmio.

De la solucién preparada inicialmente 81 1 % v/v en so-
lucidén reguladora de Tris—HC1l 0.05 M PH 7.6 de tetrdéxido de-
osmio, les fué aplicado a caga corte, montados en las reji--
1las de cobrg una gote de ésta solucibn, la cual fud manteni
de por 6 hrs. Transcurrido éste tiempo, fueron lavadas cada-
una de las preparaciones con solucidén reguladora de Tris-HC1
0.05 M pH 7.6 y se dejaron secar las Preparaciones al medio-—
8mbiente sobre papel secante Watman del No.l.

Con la contrastacidén se concluyé el procedimiento pre —
vio a la observacién. La observacidn de los cortes logrados-
Se hizo en un microscopio electrdnico Phylips EM-200.
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FI6.15.— EXTRACCION DE UN ANTIGENO QUE CONTIENE
POLISACARIDO DE Entamoeba histolitica .
Europ.J. Biochem. 9:245,1969

Trofozof

Fenol at 45 °/¢
{ 10 min / 65°C )
Enf_rn’ar a temp. amb,

Centrifugar
{ 3000 rpm /45 min. )

Fase fenc:lica y capa
insoluble

Fase acuosa

2a. ext.’ fendlica

Desechar Fase acuosa

Dializ ar
( H20 D/ 48Bhrs )

Centrifugar
( S000 rpm/40 mina)

Concentrar
( en rotavapor a 40° .)

Centrifugar
( 3000 rpm /10 min.)

Sobrenadante

»
Ultracentrifugacion

( 33000 rpm /2 hrs. )

Boton
{ Disolver en H20 dest,)

Congelar a -70°cC.

Liofilizar

( Wetsphal- Luderitz ;1952 )



ESQUEMA DE INMUNIZACI6N

E——— y .

16-X - 1980 Previa inmunizacion se sangro el conejo para
obtener suero normal,
Se le apjica @ primera dosis: 2mgrs. de LPF(G - L
disueltos en 0.5ml de solucidn salina isotdnica
estéril mads 0.5ml de adyuvante completo de -
Freund. Se aplico en varios sitios por via sub-
cutdnea.

30-X -1980 Segunda dosis: 1 mgr disuelto en 0.5 mi de solu -

cidn salina isotdnica estéril mas 0.5 ml de adyu-
vante incompleto de Freund. Se aplica en la -
misma forma que la primera.

6,13y 20-X-80 Se repite lo mismo que lo anterior.

28-X -~ 1980 Se reta nuevamente usando 2 mgr de antigeno

13-4 -1981 en solucion salina con adyuvante incompleto de
Freund.

20-11-1981 Se sangra al conejo y se titula el suero por -

hemdlisis pasiva previa decomplementacidn.

FIG.NO.— 16 .= Esquema de lnmunizacio‘n

de la LPFG en el conejo.
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FIG. No.18.~.Secuencia de reacciones en la

inmune. S=sitio antig€nico del eritrocito;
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»
nentes ) ;
blemente,

L
hemolisis

C=complemento ( componentes y subcompo-
E=eritrocito con membrana degradada irreversij-

Clinical Immunology.2nd.ed .Harper and Row. New York,1976
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R Fosfolipido

ﬂ Mol{cula
Proteica
l Cadena Gticldica

(:licoln'pido

1) LPFOG
2) Anti-LPFO

3) Anti IgG-Fluorescetna

FIG-No, 19._Esquema de (a Inmunofluo -
réscencia Indirecta. Estructura de la membrana celular segdn
€l modelo de Mosaico Fluido. ( Kagan.l.6. and Norman. L. In:

Manual of clinical Microbiology. 2th ed. Am,. SocMic. 650,1980)
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4
@ Molecula Protel'ca

| Cadena Olicidica

ﬁ Glicolfpido

1) LPFG
2) Anti~ LPF (G
3) Anti 1gL -~ Peroxidasa

r
FIG.No. 20.- Microscopl’a Electronica:
Reaccicfn de la Peroxidasa. Estructura de la membrana

p . »
celular seguin el modelo de Mosaico Fluido.
J.Histochem.Cytochem. 22(12): 1135,1974
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CAPITULO IV.- RESULTADOS Y

OBSERVACIONES
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Los resultados obtenidos en la presente investigacién -
gon 108 que & continuacién se presentan en las gréficas y fi
gures, las cuales permiten conocer la composicidén y localiza
ci6n del antf{geno extrafdo, concentracibén de los diferentes—

entisueros utilizados en los ensayos correspondientes,

Bn la gréfica No. 22 se puede observar la curva lograda
en 1a determinacidén del espacio vacio de la columna de Ultro
gel AcA 22 utilizada para la determinacidén del pesc molecu--—
lar aproximado del antfgeno extrafdo, encontréndose gue éste
fué de 11 ml.

Para la determinacidén del peso molecular del antfgeno -
se compard la velocidad de elusién de éste respecto a la de-
la catalasa. La elusién de la eatalasa permitié saber due —
ésta elufa a un voldmen de 32 ml, 1o cual puede ser observa-
do en la grédfica no, 23, y éste fué determinado mediante el-
método de Lowry. i

De igual manera, fué elufdo el antigeno purificado, en-
las mismas condiciones & la elusidén de la catalasa, siendo -
ésto determinado mediante el método de la Antronsa, con lo -
cual se pudo conocer que iniciaba su elusidn a un volumen de
12 ml. Estos resultados permitieron conocer un peso molecu -
lar del antfgeno de aproximedamente 100,000 a 210,000 daltons

de peso molecular.

El andlisis inmunoquimico en cromatografia de fase ga—-—
Beosa (fase gas-1lfquido) permitié conocer la composicidén del
antf{geno obtenido, Este andlisis arrojé el resultado que de-
mestra que un 85 % del antfgeno son azicares neutros como -
la glucosa, galactosa, manosa, y azicares aminados como la-—
glucosamina ¥y 1la galactosamina; un 8 % de aminodcidos (por —
¢idn peptfdica constante); de un 2-3 % de dcidos grasos y de
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1-2 % de fésforo (determinado como fésforo inorgdnico) lo -
cugl se presenta en la gridfica no. 25.

En 18 grdafica no, 26 se puede observar el espectro 10—
grado para azicares obtenido en la determinacién efectuada -
a través de la cromatograffd en fase gaseosa,

Todos éstos resultados permitieron diferenciar el men -
cionado entigeno como una Lipopéptidofosfoglicana (LPFG).

En la fig.no. 27 se puede cbservar la curva obtenida en
le purificacién de la IgG anti-LPPG obtenida por precipita -
cidn y pasada a través de una columnas de DEAE-celulosa com —
1o cual le fué efectuado andlisis espectrofotométrico donde-
el pico corresponde a las fracciomnes en las gue se encuentra
una cantidad de gammaglobulina. La concentracidén a la cual -
se logré obtener a ésta globulina fué de 35.30 mgrs/ml.

En la fig. no. 28 se puede observar la grédfica que co -
rresponde a la purificacién de IgG normal a partir del suero
del Conejo previo a la inmunizacidén donde el pico correspon-
de @ lsgs fracciones que fueron mezcladas ¥y concentradas, ob-
teniéndose um concentrado de 1.47 mgrs/ml de protefna.

Los anticuerpos inducidos en el conejo inoculado contra
la LPFG fueron detectados mediante difusidén radial (Ouchter-
lony) y contrainmunocelectroforesis (CIEF).

En el ensayo de Ouchterlony fueron utilizados: a).- sue
To de conejo anti-LPPG (Acl); b).- Suero de conejo normal (-
Ac2)3 ¢).~ suero de conejo normel dilufdo 1:2 en solucidn sa
lina isoténica estéril (Ac3) y d).— solucidén salina isoténi-
ca. Co ésta técnica utilizada se pudo observar como resulta—
do 1a aparicidén de una séla banda de precipitacién entre el-
P0Zo que contiene el suero del conejo anti-LFPFG (Acl) y el -

que contiene el antigeno en una concentracién de 100 micro —
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gremos/ml. Esto puede ser observado en la gridfica no. 29.

Fn la fig. no. 30 se presenta la grédfica del ensayo de-
CIEF, una vez procesada la placa, donde pueden ser observadas
las bandes de precipitacidn entre los pozos que fué colocado
el antigeno en una concentracidn de 100 microgramos/ml y los
que contienen el suero del conejo inmunizado ( pozos no, 1 y
2) con lo cual, junto com los resultados obtenidos en el en-
sayo de Ouchterlony, se pudo conclufr la produccidn de anti-
cuerpos en el suero del conejo inoculado com el antigeno -
LPPFG.

Junto con el suero del conejo inmunizado, en éste ensa-
yo, fueron colocados sueros de pacientes con diagnéstico de-
absceso hepédtico amibiano comprobado mediante biopsia, encon
trédndose bandas de precipitacidn sélo en dos de éstos, de un
total de cuatro colocados, lo que permitié obtener un porcen
taje del 50 % de sueros de pacientes con diagnéstico compro-
bado de awsceso hepdtico que reaccionaron al retarlos sl an-
t{geno extrafdo. Estos resultados ain no pueden ser tomados-
¢omo concluyentes, ya que la poblacidn estudiada no es repre
sentativa, ademds de que el nidmero de ensayos efectuados fué
my reducido.

En la fig. no. 31 se presenta la placa que fué utiliza-
da para la titulacidn de los anticuerpos obtenidos en el sue
ro del conejo inoculado., La presencia de hemélisis en los Po
208 correspondientes & la serie D, E, Py G arroja el resul-
tado de un tftulo de 1:1280 unidades de dilucidén del antige—
no, lo que representa la potencia del suero ante la presencia
del antigeno. En 1la fig. no. 32 se presenta la grifica co —-
rrespondiente a la titulacién del complemento de cobayo el —

Cual fué utilizado en el ensayo de la hemdlisis pasiva, donde
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se encontré que fué de 660 unidades hemolfticas (660 UH50%).

La figura no, 33 corresponde a la curva de la determing
cién del espacio vacfo de la columna utilizada para la puri-
ficacidn del conjugado anti-IgG de conejo-HRPO, donde éste -~
fué de 14 ml, utilizando azul dextrana como marcador.

En la fig. no. 34 se puede apreciar el resultado obteni
do en la purificacidn del conjugado Anti-IgG-HRFPO logrado me
diante el andlisis espectrofotométrico efectuado a 280 nm y-
403 nm de densidad déptica. E1l primer pico de 1la curva corresg
ronde al conjugado y el segundo al remanente de enzima gue -
no reacciondé con la anti-IgG. En 1a fig. no. 35 se puede ob-
servar el factor RZ para cada una de las fracciones recolec-
tadas en el procedimiento de purificacidén de aquel.

Al conjugado purificado le fueron efectuados ensayos de
actividad tanto para la Anti-IgG como parsa la HRPO logrédndo-
se los resultados que se presentan en la fig. no. 36 repor -
tdndose éstos resultados como porcentajes con respecto & la—
actividad original.

Finalmente, los resultados obtenidos en los ensayos —-
efectuados con la Inmunofluorescencia indirecta y la micros—
copfa electrdnica pueden ser observados en las figuras 318 a-
la 43 y de 1a 44 a 1a 45, respectivamente.

La inmunofluorescencia indirecta demostrd que la lipopép
tidofosfoglicana se encuentra s6lo en la superficie de los -
trofozoitos, ya que la fluorescencia sélo se aprecia en la -
Periferia de las células tratadas. Debo aclarar que las gré-
ficas corresponden & las placas obtenidas a partir de los en
8ayos efectuados donde éstos presentan una coloracidédn de con
traste Propuesta por mi parte.

A éste hallazgo se le puede agregar el resultado logra-
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do trabajando con microscopia electrdénica utilizando la anti
IgG de conejo producida en cabra y marcada con peroxidasa de
rdbano, donde se corrobora su localizacidn, y puede ser obh -

servado en las figs. no. 44 y 45.
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FIG. No.22._ Grafica de la determinacidn del espacio

vacio de una columna de Ultrogel AcA 22. Marcador:
Azul Dextrana. DO: 254 nm ( 15x54 cm )
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BIOMOLECULAS CANTIDAD
(o/g )

AZUCARES

AMINOACIDOS

ACIDOS ORASOS

FOSFATOS

FI1G. No. 25 ._ Composicio‘n de la
LPFG obtenida por cromatografia en
fase gaseosa,
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FiG, NO. 29.,- Doble inmunodifusién (IDF) en
geles de agarosa (Cuchterlony). El pozo central (PS) contie-
ne el antfgeno extraido por el método del fenol-agua en una—
toncentraciédn de 100 microgramos/ml. En los pozos situados —
al.rededor se encuentra io siguieate: Acl: suero de conejo —-
Mti-LPFG; Ac2: suero de conejo normal; Ac3: suero de conejo
ormal dilufdo 1:2 en solucidn salina ¥ solucidn s2lina uti-—

lizeda como control. Obsérvese la banda de precipitacidén ——
fire el Acl v FS.



FIG. NO, 30.- Contrainminocelectroforesis (—

CIEF) de 1la LPFG de E. histolytica retado contra: suero de -

tonejo inmani zado{ pozos de 1la izquierda: 1 y 2); suero nor—
n8l de conejo previo a 1la inmunizacién (pozo no.3) y sueros—
de pacientes con diagnéstico de absceso hepdtico amibiano (-
Pozos del 4 a1 7). La LFFG fué disuelta en solucién salina -
leoténica estéril en una concentracidén de 100 microgramos/ml

%bsérvense 1as bandas de precipitacién entre los pozos: 1,2,
ty 1.
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FIG, NO., 31.- Placa de microtitulzcién de -

tnticuerpos por hemélisis pasiva, Obsérvense los pozos de -

las series D,E,F y G en los que se distitgue 12 hemélisis., -

Mtuwlo del suero: 1:1280
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LECTURA A
280 nm

CONCENTRACION

DILUCION

mgr/ml

SCT-Anti-LPFG

19 G~A nti-L PFG

Anti-igG conej.

Anti-1gG-Fluores.

Anti-1gG-HR PO

las concentraciones de los diterentes sueros y antisueros

FiG.No. 37 . Grafica en la que se presentan

utilizados.
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Fig, NGU. 38.- Frieba de Irmincfluorescencia

irdirect= con trofozoftos de E. kistolyties con suero total-

Ge conejo inmunizsdo anti—IFFG., Oosérvense los trofozoftos —
‘n e} halo de :rluorescencia y la fluorescencia inespecifica

Placs ng teriidz con azul de Evan., 100 X
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FIG., NO. 39.—- Prueba de Inmunofluorescencia

Indirecta con trofozoftos de E. histolytica con suero de ca-

ra anti-TgG de conejo marcada con fluorescefna (Control ne-

gtivo). Objetivo de inmersidn.
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FIG. NO. 40.- Prueba de Inminofluorescencia

|Mdirecta con trofozoftos de E. histolytica con suero total-

le conejo normal (previo a 1la inmini zaci¥n) con suero de ca—
f»hﬁ-&nti—IgG de conejo marcada con fluoresceina. (Control ——

|1gativo), Objetivo de Inmersidén.



FIG, NO., 41 .-~ Frueba de Inmanofluorescencia

directz con trofozoftos de E. histolytica con IgG normal —

@¢ conejo (previo = la inmunizacién) con suero de cabra anti

|16 de conejo marczda con fluorescefna. (control negativo).-

| bjetivo de Inmersidn.

'
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FIG, NO. 42 .- Prueba de Inmunofluorescencisa

Indirecta con trofozoftos de E. histolytica con suero total-

deConejo inmuni zado anti-LPPG con suero de cabra anti-IgG -

ﬂeCOnejo marcada con fluoresceina. Objetivo de Inmersidn.

|
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FIG. NO+. 43,—- Prueba de Inmunofluorescencia

indirecta con trofozoftos de E. histolytica con IgG de cone-

0 anti-LPFG con suero de cabra anti-IgG de conejo marcada -

ton fluorescefina. Objetivo de Inmersidén.




FIG, NUM, 44 ,- Prueba de Microscopfa electrénica.-
rofozoftos de Entamoeba histolytica con suero total de cone jo




FIG, NUM.45 .- Prueba de microscopia electrénica -
0fozoftos de Entamoeba histolytica con IgG de conejo anti-—-
Péptidofosfoglicana y suero de cabra anti-IgG de conejo -
8da con peroxidasa de rdbano. 20,300 X




CAPITULO V.- CONCLUSIONSES
SUGERENCTIAS

Y
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l.- E1 método del fenol-agua utilizado para la extrac -
cién del antfgeno de los trofozoitos, resulté ser el adecua-
do ya que permitid su separacidn y facilitar asf identificar

lo qufmicamente.

2.- La diferenciacidén quimica del antfgeno extrafdo me-
diante la cromatografia en fase gaseosa (gas-1fquido) permi-
tié conocer la composicidén del antigeno 1lo que condujo a di-

ferenciarlo como una LPFG.

3.— ILa molécula lipopolisacarfdica extrafda es inmunogé
nica & conejos, lo que facilité la induccién de anticuerpos-

especificos mediante inoculacién.

4.- Las propiedades inmunogénicas de la LPFG permitid -
la titulacién de los anticuerpos y su demostracién en sueros
de conejos & los gque se les indujo respuesta inmine a ésta -
molécula mediante las técnicas inminoldégicas: hemélisis pasj
va, Ouchterlony y CIEP.

5.- El1 anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a la en-
zima peroxidasa de rédbano mantiene sus propiedades inmanolé-
€icas para poder ser utiliz=do como un buen método de marca-

Je de protefnas, tanto internas como externas.

6.~ La inmunofluorescencia indirecta y la reaccidn de -
la peroxidasa, utilizando un anticuerpo conjugado a éstas, -
Son buenos métodos de marcaje inminohistoquimico para la de-

teccidn de antfgenos.



- 109 -

7.- E1 antigeno extrafdo puede ser utilizado a través -
de pruebas inmunoldgicas como la CIEF y la hemdlisis pasiva-
para el diagnéstico de la amibiasis invasiva asf{ como en el-

diagndéstico del absceso hepdtico amibiano.

8.— El1 antigeno LPPG extraido por el método del fenol——
agua de los trofozoftos de Entamoebz histolytica se trata de

un antf{geno de superficie.

Toda la metodologfa y técnicas utilizadas en el presen-
te trabajo arrojan el resultado final de gue la LPFG es una-
molécula lipopolisacarfdica que se encuentra localizada en -
la superficie de los trofozoftos de Entamoeba histolytica de

1a cepa HK-9 cultivados en medio axénico, es decir, se trata
de un antfigeno de superficie.

Lo que ahora se deberd de tratar de encontr2r es de que
tipo de receptores especificos son los que intervienen en 1la
inmovilizacién del pardsito, qué parte de la molécula de anti
cuerpo interviene en ésta, es decir, si existen receptores -
para Fc 6 Fab. 7

Es importante encontrar si ésta molécula es ¥nica de la
cepa HK-9 6 si es comin para los diferentes tipos de cepas =
qQue hasta ahora han sido reportadas, y ver si la efectividad
del anticuerpo es la misma para todos 6 varfia en potencia, -
8demds de que posee propiedades diagndésticas ante los padeci
mientos amibianos,

Por dltimo, toda la informacidn que 21 respecto se encu
entre y junto con 1la ya existente, es seguro que se podré --

entender mejor el proceso de la enfermedad causada por éste-
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parésito y, lo mds importante, poder a&sf tratar de encontar—
el antfgeno que posee le mayor capacidad de estimilacidén an—
tigénic= y que, ademds, provocue una inmunizacidn perduraocle
y asf poderlo utilizar para el disefio de una vacuna gque ayu-—
de al tratamiento de la amibiesis y entonces pensar en una -

posible erradicacidn,



CAFITULO VI.- A PENDIC E
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Vi.I.1l.—- ABREVIATURAS

Ac .- Anticuerpo
AcA.- Acrilamida-agarosa

Anti-IgG con.- Concentrado de gammaglobulina G anti-ga-
mmaglobulina G de conejo

Anti-IgG-HRPO.- Gammaglobulina G de cabra anti-IgG de -
cone jo marcada con peroxidasa

Aldenfdo-HRPO.- Peroxidasa de rdbano bajo la forma de -
aldehfdo

CIEF.- Contrainmunoelectroforesis
DEAE-celulosa,- Dietilaminoetilcelulosa

DAB.- Diaminobencidina

DDSA.- anhfdrido dodecenilsuccfnico

FDNB.- PFluorodinit:'obenceno

GRCN.- Glébulos rojos de carnero normal

GRCS.- GldBulos rojos de carnero sensibilizados
HRPO.- Peroxidasa de r#dbano

IDF.- Doble inmunodifusién (Ouchterlony)

IgG-anti-LPPG.- Gammaglobulina G antilipopéptidofoafo -

flicana

I1gG-fluoresc.- Gammeglobulina G marcada con isotiociang

to de fluoresecefina

IgGCN.- Gammaglobulina G de conejo normal
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IgG-anti-LPFG.- Gammaglobulina G antilipopéptidofosfo——

£licana
IEF.- Inmanoelectroforesis
LPFG.- Lipopéptidofosfoglicana
PBS.~ Solucidén reguladora de fosfatos—salina
SCN.- suero de conejo normal

SCT-anti-LPPG.- Suero de conejo total anti-lipopéptido-

fosfoglicana
Tris.- Iri-hidroximetilaminometano

VP.- Solucién reguladora de Veronal més calcio y magne-

gio.
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Vi.I.2.,a,- PREPARACION DEL MEDICO DE CULTIVO AXENICO

1).- Composicidén del medio nutritivo:
Tripticas2 es.cecesccscevecencase 2 g0
Extracto de levadura vessccesss 1 ZTr
Glucosa secesssscecncccssccnvse 1 g1
Cloruro de sodio eecccsesscsvcee 200,00 mgr
Fosfato de potasio monobédsico

monohidratado wevescescesscsscssee 650,00 megr
Poefato de potasio dibédsico

anhidro *sessvsscsssscsscssnsssces 100,00 mgr
Hidrocloruro de L-cistefna

monohidratado esecscsessccsssssce 100,00 mgr
Ac., L-ascérbico secesresscsssce 20,00 mgr
Citrato férrico @ménico .eceees 2.28 mgr
Agua tridestilada (en material

de vidrio) eveccrccessssscssse Chbp 87,00 ml

T

Disuélvanse todos los reactivos en el orden presentado-
en aproximadamente 50 ml de ague tridestilada y complétese —
el voluimen a 87 ml y ajistese el pH a 6.8 con NaOH 1 N.

Para clarificar 12 solucién ffltrese & través de un pa-
rel filtro Watman del No. 1 usando un embudo Biichner ¥y bomba
de succidn.

2) o~ Composicidn y Preparacidénde la mezcle vitaminica -
Tween 80 usada.

Solucidén stoch:

a).- Mezcla vitamfniea 107

b)e~ Vitamina Bl2

Disolver 40 mgr en asgua destilade y complétese el voli—
men a 100 ml.

€)e.~ dc, tidctico
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Disolver 100 mgr en alcohol atilico absoluto y comple—
tar el volumen a 100 ml.

d) «— Tween 80

Disolver SO mgr en alcohol etilico absocluto y completar
el voldmen 8 100 ml.

SOLUCICN DE TRABAJO:

A 100 ml de (&) adicionar 12 ml de (b), 4 ml de (c), 4-
ml de (d) y 180 ml de agua tridestilada. Esterilizar en suto
clave 15 minm a 12100. Pasar la mezcla através de un filtro -
Nucleopore de 0.22 micras y gudrdese en refrigeracidén a 4%c-
en pequefias porciocnes,

3).= Preparacidén del medio TYI-S-33

A cada gramo del medio TY msdicionar bajo condiciones —-—
agépticas 3 ml de 1a mezcla vitaminica Tween 80 y de 10 a 15
ml de suero bovino.

Para mantener en condiciones asépticas y axénicas el —
medio, isense tubos de vidrio de 16 x 125 mm de vidrio boro-
silicato con tapén de rosca, para cultivacién masiva, matra-
ces Micrp-Fernbach de 125 ml de capacidad.

No se recomienda utilizar material desechable 8 de plds
tico. Se sugiere colocar volumenes de 14 ml de medio si se -

cultiva en tubos, 120 ml en matraces Micro-Fernbach,

Preparacidén de ls mezcla vitamfnica 107

1).- Vitaminas B hidrosolubles.— Solucidén a: 62.5 mgr -
de niacina, 125 mgr de dc,., p-aminobenzoico. Disolver en agua
hirviente y completar el voldmen a 150 ml.

Solucidn b: 62.5 mer de niacinamida , 62.5 mgr de hidro
cloruro de piridoxina, 62.5 mgr de hidrocloruro de piridoxal,
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25 mgr de hidrocloruro de tismina, 25 mgr de pentotenato de-—
caleio, 25 mgr de inositol, y 1250 mgr de clorurc de colina.
Disolver en agua destilada y completer el voldmen a 150 ml.

Solucidén ¢: 25 mer de rivoflavine se adicionan & 75 ml-
de agua destilada y con la ayuda de NaOH 0.1 N adicionando -
gota a gota. Completar el voldmen & 100 ml,

Las solucionmes a, b, y ¢ Be combinan y se completa el--
volimen 8 500 ml con agua destilada.

2).= Solucién de biotina.- 30 mgr de D-biotina se disuel
ven en 200 ml de agua destilada con 1la ayuda de NaCH O.1 N y
se completia el volimen a 300 ml.

3).- Solucidén de dc. félico,.-~ 30 mgr de 4c, fdélico se -
disuelven en 200 ml de agua destilada con la ayude de NaCH -
0.1 N y el voldmen total se completa a 300 ml.

4) .~ Vitaminas A,D y K liposolubles.— Solucidén a: 300 -
mgr de vitamina D (calciferol) se disuelven en 63 ml de eta-
nol de 95 % v/v.

solucidén b: 60 mgr de vitamina K (bisulfitc de sodio y-
menadiona) se disuelven en 300 ml de una solucidén acuosa de-—
Tween 80 8l 5 % v/v.

Se combinan la solucidén b con la solucién 8 y se comple
ta el valdmen con agua destilada a 3000 ml.

5) .- Solucidﬁ de vitamina B.~ Disolver 25 mgr de vitami
na E (acetato de alfa-tocoferol) en 250 ml de agua destilada.

La mezcla vitamfnica de trebajo se prepara por la combi
nacién de las S5 soluciones stoch en las proporciones siguien
tes: 500 ml de la solucién de vitaminas B hidrosolubles, 250
ml de 1la solucidén de biotina, 250 ml de la solucidn de dc, -
félico, 2500 ml de la sclucidédn de vitaminas A, D y K liposoln
bles y 250 ml de la solucidén de vitamina E., Esterilizar a —-
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170 libras de presién passando previamente la solucién a tra-

vés de un filtro bacterioldgico Selas # 03.. Guardar a -22%.
Un desarrollo de turbidéz es indicativo de gque sSe agrego

un exceso de hidréxido de sodio del utilizado para preparar—

las soluciones stoch le, 2 6 3.

Vi.I.2.b.— ESTANDARI ZACION DE GLOBULOS ROJOS DE CARNERO

Se lavaron glébulos rojos de carnero tres veces ( dos -
veces con PBS pH 7.2 y 1a tercera con VP pR 7.2). Después de
la dltima lavada se tomaron 0.4 ml de los glébulos rojos y-
les fué agregado 13.6 ml de VP, Esta suspensidén estd al 2 %-
Posterior a8 una agitacidén, a fin de obtener una suspensién -
homogénea, se tomaron 0.6 ml de la misma y se les agregd 1.4
ml de agua destilada con 1o que se observa una hemélisis to-
tal, se analiza espectrofotométricemente a una densidad épti
ca de 550 nm. La lectura obtenida deberd ser de 0.5 1la gue -
indicar8 una hemdélisis total. Si 1la lectura no es la desesada
deberd splicarse 18 siguiente relacidn:

DOl . vl = D02 . 72
DO 1 = lectura obtenida del hemoligado
V1 = volimen de 20 ml
DO 2 = 0,500 (lectura satdndard)
V 2 = voliimen buscado

V, = (DO 2) (V 1)

(DO 2)

V 2 = voliUmen en el cual 1la syuspensidn de gldéoulos ro -

Jos ée carnero ofrece una lectura de 0.5, es decir, se logra
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una hemélisis total.

VI.I.2.c,- TITULACION DE COUXPLEMENTG DE JORaYO

Se sangra un cobayo por puncién cardiaca, y la sangre -
recolectada deberd mantenerse en una temperatura de 4°C. Se-
separa el suero de la sangre una vez coagulada por centrifu—
gacién & 2000 rpm por 15 min. La centrifugacién deberd hacer
se a 4°G. Uné vez separados deberd alicuotarse en viales de—
1l ml y mantenerse en congelacidn.

De la suspensidn de gldébulos rojos de carnero estandari
zados se, toman 15 ml, & la cual se le agregan 15 ml de hemo-
lisina comerciel dilufda 1:6000 en VP PH 7.2. Esta suspensidn
8e coloca en bafio de agua a 37°C durante 30 min.

Se deberdn hacer diluciones del complemento de cobayo de
1:50, 11200 , 1:250 y 13:300. La metodologfa se explica en la
figura no. 46.

A todos los tubos me les agrega 0,50 ml de VP frfo para
deterner la reaccidn. Cada unoc de los tubos se centrifuga a-
1500 rpm durante 15 min y se efectda andlisis espectrofotomé
trico a cada uno de los tubos a 550 nm de densidad éptica.

Con las lecturas obtenidas se grafican los resultados—-
én papel logaritmico y se calcula en 1a grifica 1 UH50 % (U~
nidad hemolftica) y se hace con relacidn a 1 ml de complemepn
to de cobayo. El resultado se multiplica por la dilucién y--
éste resultado es el tftyulo del complemento, aplicando 18 —=
Siguiente regla:

Xml ... .04+« 1UH 50%

lml .......'..yUHSO%



No.de tubo

- e tubo)
oi._1:200
1
2
3
4

Dil. 1:250
5
6
7
8
Dil. 1:300
9
10
1
12
Testigos
T

P

VP(ml ) C (ml1) JORCS( ml) VP({ml!)

040 0.50

o
-]
=

0.75 0.15

o
-
o

0.50 0.60

0.35 0.60

30 MINUTOS BANO My,

0.75%

INCUBAR A 37°C

0.75

Fig-No.46 .- Titulacion de Complemento.

Campbell, Métodos lnmunolo‘gicos.- Ed. Addison-Wesley
Publishing Co. Inc. 1977

-
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Titulo del complemente: Y UHgg ge dilucidn

Vi.1.2.d.—- ACTIVACION DE DEAB-celulosa

1.— Pesar de 10 2 15 gr de DEAE-celulosa (0.6-0.9 meq/
gr). Como regla general se utiliza 1 gr de DEAE-celulosa se-~
co por caga 30 mgr de proteina.

2.- Suspender la celulosa sec2 en un matrdz con 500 mli-
de BCl 0.5 N y agitar suavemente por 5 min. Permitir que la-
celulosa sedimente,

3.~ Remiévase el sobrenadante y las particulas sin sedi
mentar por succidén & través de un tubo unido & un aspirador-
y agréguense 500 ml de agua destilada con agitacidn por 5 —-
minutos. ' )

4 .,— Prepare un embudo Biichner con papel filtro Watman -
del No, 1 y lave la celulosa con agua destileda hasta gue el
PH del mgua de lavado sea de 5.

5e= Colocar l2 celulosa en otro matrdz y remuévase la--
que gueda en el papel filtro por medio de una corriente de -
agua destilada.

6.- Deje sedimentar la celulosa, Elimine el sobrenadan-
te por aspiracidén y agregar 500 ml de NaOH 0.5 K y agiter —
ciudadosamente por 30 mine.

7e— Lévese nuevamente con agua destilada hasta que el -
PH del agua de lavado sea aproximadamente de 5.

8.— Cuando el pH del agua de lavado sea de 5, se lava -
con solucidén reguladora gue se vaya 8 utilizar en la elusidn
de 1a proteina.

9.~ Lé4vese por tres veces con la solucidén reguladora re

querida. Una vez obtenido el pH de la solucidn, la celulosa-
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o
se suspende en 200 ml del regulador y se guarda a 4 C,

Vi.l.2.e.~ PREFafgaCION Lk La . LadnaNa UE DIALLISIS

Se tome la cantidad neceseria de cinta de colodidn, se-
gin sea el voldmen de 1a solucidédn que se vaya a dializar, y-
se mentiene en 2gua a ebullicidén por 30 min. Obturar uno de-
los extremos & modo de que no permita la salida de la solu -
¢idén a dializar. Llenése con el producto obtenido y ciérrese
. de 1la forma pds segura como seé’posible a modo de gque no per
mita fugas de la solucidén a dializar,

Dialice contra la solucidén reguladora requerida pPOor —-—-

el tiempo necesario, semin sea el caso.

VI.I.Q.f.- DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS. ME-
TODO DE.LOWRY

Reactivos:

l.- Referencia de protefna: 0.50 mgr/ml (BSA)

2.- Reactivo A: carbonato de sodio en hidréxido de so--
dio 0.1 N,

3.~ Reactivo B: sulfato de cobre pentahidratado 8l 0.5%
en tartrato de sodio 6 de potasio al 1 %.

Preparar una mezcla de partes iguales del reactivo A y-
B.

4.~ Reactivo C: Mezecla de 50 ml del reactivo A con 1 ml
del reamctivo B,

5.- Reactivo de Polin-Cicalteu (Ac. fosfomoli{bdico-fos-
fotugstico). Antes de utilizarse debe dilufrse 1:3 v/v en --
agua destilada.
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Curva de calibracidn:

Se sugiere hacerla por duplicado y a concentracjiones -
entre 0,01 y 0.20 mgr/ml de proteina (BSA). Debea de hacerse
lecturas de absorbancia a 600 nm 6 750 nm para muestras que-
contengan menos de 125 microgramos de protefna por mililitro,
Para solucines concentradas pueden hacerse las lecturas cer-
ca de los 500 nm. Si para la solucidn probhlema se obtienen—-
lecturas mayores de 2, deberd dilufrse 1la muestra.(Pig. No.-
47).

VI.I.2.g.— DOSIFICACION DE AZUCARES., METODO DE LA ANTRO
NA (234)

Reactivos:

1) .~ Solucidén de 4c. sulfirico al 78 %

II).- Solucidén de antrona 2l 0.20 % en Adcido sulfirico-
P/Ve

I11).- Soluciones satdndard de azicares: glucoss, ga——-
lactosa y menosa al 1 mgf/ml

Técnicar

Trabajar en tubos Rodés.

l.- Colocar en cada tubo 1 ml de antrona

2.- Colocar los tubos en un bafio de hielo

3.- Agregar de 1 a 100 microlitros de las soluciones —
stdndard,

4.~ Completar el voliimen de cada tubo & 100 microlitros
con agua bidestilada y agitar con Vortex.

5.- Colocar los tubos en un horno de calor seco a 100°C
durante 10 min.

6.— Sacar los tubos una vez transcurridos los 10 min y-
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colocarlos en un bafio de hielo.
7T.— Efectuar andlisis espectrofotométrico a 625 nm de—-—

densidad dptica, a cada uno de los %ubos ntilizados.

Vl.l,2.h.- COLORACION Y DECULORACION DE PLACAS DE IEF
Y CIEF

Colorante:
Negro de amido(Amido Black) » e o s 2,5 grs

Alcohol etflico a2l 90 % e o ¢ o 225 ml
Ac. acético glacial e e « » 50 ml
Agua destilada e e s« s 225 ml

Decolorante:

Ac. acético glacial e +» « o 100 ml
alcohol etflico absoluto e « « « 500 ml
Agua destilaga e s « o« 400 ml

Una vez efectuado el proceso de electroforesis, deberd-
de seguirse la siguiente metodologf{a de tefiido de placas.

l.- La placa deberd lavarse con una solucidén de cloruro
de sodio 21 0.9 % por dos dfas menteniendo una temperatura —
de 37°%. lavado puede hacerse también en una solucidédn al—
5 % por un dfa a 1a misme temperature.

2.~ Una vez lavada con la solucién de cloruro de sodio-
ge efectua un segundo lavado con agua destilada a la misma -
temperatura por un dfa, Se efctiuan los cambios que sean nece
8ariog,

3.~ Tefiido: 1a placa se coloeca en un vorta placas y se-

¢oloca en una cubeta de teflido con el colorante, El1 bafio con
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el colorante es mantenido por 30 min.

4.~ Decoloracidn: unma vez tefijda, se elima el exceso de
decolorante mediante un chorro de agua y se coloca en la cu-
beta de decoloracidn. Deberdn efectuarse dos 6 més cambios.

5+~ Secado: la placa una vez lavada, tefiida y decolora—
da se coloca entre papel filtro Watman del no. 1 2 modo de—
que absorba el agua del gel, E1l procedimiento de secado se—-
puede &acelerar colocando la placa en una estufa de calor se-
co. Una vez efectuado, se podran observar fdcilmente las ban

das de precipitacidne.

Vi.I.2.i.~ PREPARACION DE LA SOLUCION REGULADORA PBS

pH 7.2
Cloruro de sodio e o o o 200.00 gr
Fosfato monobédsico de sodio
dihidratado e o o @ 39 gre
é

Foafato de sodio dibédsico

monohidratado e o o & 34.5 gr

Diluir en 5 1lts de agua destilada y ajustar el pH a ———
6.8 con NaOH 8N.

Para uytilizarse deberd dilufrse 1:5 con agus destilada-
Y ajustar el pH a 7.2 con NaOH 8 N.

VI.Il.2,j.~ SOLUCION REGULADORA VP PH 7.2

cloruroc de sodio e o o o« 212.,5 gr
DPietil barbiturato de =sodio

(varbital sédico) e ¢ o o 9.375 gr
Ac. dietilbarbitidrico ©« v o o 14.375 gr
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Diluir en 1 1t de agua destilada. Posteriormente agregar:

12,5 ml de cloruro de magnesio 1 M

12.5 ml de cloruro de calcio 0.3 M

Calentar si es necesario y ajustar el pH a 6.8 con NaOH
8 Ny dilufr a 5 1ts con agua destilada, Para ser utilizado-
debe diluirse 1:5 en aguf destilaga y ajustar el pH a 7.2 —
con NaCH 8 N, —

VI.l.2.k,~ REGULADOR DE COCODILATO DE S0ODIO 0.2 M pH 7.4

Cocodilato de sodio e o «a » 42.8 grs

Agua destilada cbp e o« = « 1000 ml

Antes de aforar sl volimen total se ajusta el pH con 4c.
clorhidrico 0,2 M.

vi.1.2.1.~ REGULADOR BARBITAL SODICO

Ac., 5,5-dietilbarbitirico e s o w 2,76 gr
5,5=8ietilbarbiturato de sodio
(barbital 866100) s o @ e 15.40 Er

Disolver en un vollmen de 1 1t de agua destilada. E1 pH
de la sclucidén debersd ser de 8.6.

VIelo2.me— HEGULADOR Tris-HC1 0,05 M

Tris (0.05 M) e o o o v a o s+ s =« 24,23 gr
Agua destilada cbp e e o o o = o =  I000 ml

Solycidn B:

HC1 30% ( 0.1 M) e ® o o o o o 3042 ml
Aglla deStilada cbp * o o o o w e 219,58



- 124 -

Dildyase 1310 para ser utilizaga.
Mézclense 250 ml de l1la solucidén a2 y 400 ml de 12 solu -
cidn B. Aforer & 1 1t. El1 pH de la solucidn serd de T.6.

ViI.I.2.n.-~ DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEI
NAS (GAMMAGLOBULINAS)

Deberin prepararse diferentes diluciones de 1la solucidn
original de la proteina =i ésta d4 une lectura mayor,en el -~
espectrofotémetro, de 2.

Para obtener la concentracién de proteins en la solucidn

se aplica la sigulente regla:

mgr - Do - dilucidn - 10 . 1

C.E.

D0.~ Valor obtenido en el espectrofotémetro
C.E.~ coeficiente de extincidn de la proteina
( stdndard)
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