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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Definicion de Amibiasis

[a amibiasis se define como la infecciobn con o sin sintomas clinicos
ocasionada por el protozoario pardsito Entamoeba histolytica (Guerrant 1980).
Esta enfermedad se presenta principalmente en poblaciones cuyas condiciones
higiénico-dietéticas son deficientes y con mayor frecuencia en paises tropicales y
subtropicales, aunque también se puede encontrar en regiones de clima frio

(Walsh 1986, Trissl 1982).
1.2 Antecedentes Historicos

Entamoeba histolytica fue identificado por Lewis en 1869 en muestras de
heces, sin embargo, Ldsh en 1875 fue el primero en describir una disenteria
amibiana en un paciente de San Petersburgo, Rusia. Posteriormente, reprodujo la
enfermedad en perros al administrarles heces de pacientes con colitis amibiana.
No fue sino hasta 1887, cuando Koch describio invasion a tejidos causada por
amibas. En 1891, Councilman y Lafleur publicaron descripciones anatomo-

patologicas de higado y tejidos infectados por amibas. Quinke y Roos en 1893

identificaron por primera vez los quistes del parasito y en 1903, Schaudinn




denominé a este parasito Entamoeba histolytica, por su aparente habilidad para

lisar los tejidos (Guerrant 1986).

1.3 Organizacion Celular

E. histolytica es uno de los eucariotes mas simples que existe
estructuralmente hablando, ya que carece de peroxisomas, aparato de Golgi y
mitocondrias (Bakker 1993), aun asi se ha demostrado que este parasito es capaz
de llevar a cabo un activo metabolismo respiratorio (Weinbach 1974), aunque no
se han encontrado citocromos, ni proteinas con grupos heme, si se han logrado
encontrar proteinas que contienen centros hierro azufre y flavoproteinas, sin
embargo, el aceptor final de electrones no se ha logrado elucidar (Weinbach,

1978,1980).

1.4 Clasificacion

Segun Levine Entamoeba histolytica se clasifica dentro del Phylum
Sarcomastigophora, Subphylum Sarcodina, Superclase Rhizopoda, Clase
Lobosea, Subclase Gymnamoebia, Orden Amoebida, Familia Endam®ebidae,
Género Entamoeba y Especie E. histolytica (Levine 1980).

Debido a la gran gama de caracteristicas clinicas que se presentan en la
amibiasis, desde principios de siglo se penso que el padecimiento era causado por
dos distintos parasitos. Emile Brumpt en 1925 propuso la existencia de dos
especies distintas: Entamoeba histoytica y Entamoeba dispar con caracteristicas
morfologicas idénticas pero que solamente una de ellas era capaz de ocasionar
dafio (Brumpt 1925). En las décadas de los setentas y ochentas con la ayuda de
métodos bioquimicos, inmunoldgicos y moleculares se tratd de resolver esta

interrogante. Peter Sargeaunt en 1979, realiz6 los patrones electroforéticos de las

enzimas fosfoglucomutasa y hexoquinasa de 6,000 aislamientos de amibas




procedentes de todo el mundo, encontrando patrones distintos en los perfiles
electroforéticos de las cepas invasivas y no invasivas, a este método se le llamo
analisis de zimodemos (Sargeaunt 1979). Posteriormente, Strachan en 1988, Petri
y Tachibana en 1990, desarrollaron anticuerpos monoclonales, los cuales
reconocian especificamente zimodemos patogenos, los cuales eran capaces de
diferenciar entre ambas especies (Strachan 1988, Petri 1990, Tachibana 1990). En
1993, se formalizo la separacion de E. histolytica y E. dispar en dos especies
distintas (Diamond 1993). En investigaciones posteriores se han evidenciado
diferencias entre estas dos especies, una de las cuales es la diferencia en los
niveles de expresion de los genes de proteasas de cisteina, que es un factor
importante de patogenicidad, encontrandose E. histolytica con mayor actividad

que E. dispar (Bruchhaus 1996).

1.5 Ciclo de Vida

El ciclo de vida se inicia con la ingesta de agua o alimentos contaminados
con quistes, que son las formas infectantes. Posteriormente se inicia el proceso de
desenquistamiento en el colon, liberandose los trofozoitos que son la forma
invasiva. Se ha propuesto que cuando las condiciones del medio no son propicias,
se inicia el proceso de enquistamiento y el trofozoito se convierte en quiste. Los
quistes son eliminados con las heces, completdndose de esta manera el ciclo

biologico de E. histolytica (Martinez-Palomo 1986, Martinez-Palomo 1987).
1.6 Padecimientos Ocasionados por Entamoeba histolytica
La enfermedad puede presentarse como diarrea leve con pocos sintomas

generales y en los casos mas agresivos, con disenteria amibiana, dolor abdominal,

fiebre y diarrea mucosanguinolenta, principalmente por el efecto que ocasiona en

el epitelio de la mucosa intestinal. Puede haber complicaciones como la




perforacion del intestino, peritonitis y con mayor frecuencia ameboma o colitis
ulcerativa post-disentérica. En la mayoria de los casos de amibiasis
extraintestinal, el organo comunmente afectado es el higado, en el cual produce el

absceso hepatico amibiano (AHA) (Martinez-Palomo 1989).

1.7 Epidemiologia

De acuerdo con las condiciones del hospedero y del parasito, la infeccion
puede presentarse como amibiasis intestinal sintomatica, amibiasis extraintestinal
0 como infeccion asintomatica donde la amiba permanece como comensal inocuo
del colon. Se ha estimado que solo el 10% de las personas infectadas presentan
sintomas clinicos (Guerrant 1986), y que mundialmente causa una morbilidad de
50 000 000 casos por aiio y de 50 000 a 100 000 muertes anuales (Walsh 1986).

En México, ocupa el sexto lugar entre las causas mas frecuentes de muerte.

1.8 Inmunidad Contra el Parasito

No se conoce hasta que grado, la inmunidad mediada por células de la
mucosa, interviene en el proceso de proteccion contra la amibiasis extrafhtestinal
o la amibiasis intestinal recurrente (Trissl 1982).

Se ha reportado que los macrofagos activados con interferon gamma
(IFNy) y lipopolisacarido bacteriano (LPS) son altamente citotoxicos para E.
histolytica. Al realizarse estos experimentos, se observé que la muerte de E.
histolytica, siempre se correlacionaba con la presencia de nitritos en el
sobrenadante de los medios de cultivo, posteriormente se demostré que la adicion
de hierro en exceso o el agente reductor ditionato de sodio a los macrofagos

activados detenia su capacidad para matar al parasito; finalmente esto sugiere que

la muerte de E. histolytica por los macrofagos activados, depende de la




produccion de reactivos intermedios de nitrogeno, lo que conduce a la pérdida
critica de hierro y a la muerte del protozoario (Denis 1992).

Por otro lado, en la respuesta inmune humoral en pacientes con amibiasis
invasiva, se han detectado, por técnicas seroldgicas, altos titulos de 1gG dirigidos
gspecificamente contra amibas en un 95 % de los pacientes con amibiasis
invasiva, aunque también se han encontrado elevados los niveles de IgM, IgA e
IgE dirigidos contra antigenos amibianos (Tran 1988, Krestchmer 1986). Cabe
mencionar que se ha demostrado que la IgA dirigida contra las amibas remueven
en forma rdpida y activa los antigenos amibianos presentes en el torrente
circulatorio.

La saliva de pacientes con amibiasis intestinal analizada por Western blot
(WB), indicé que la saliva de los pacientes contiene anticuerpos IgA dirigidos
contra antigenos con pesos moleculares que van de 170 a 24 KDa, alguncs de los
cuales también son reconocidos por los anticuerpos presentes en la saliva de
sujetos sanos. Sin embargo, los antigenos de 170, 125, 46 y 37 KDa fueron
reconocidos, con una frecuencia del 90 % por la IgA secretoria de pacientes con
amibiasis intestinal, a diferencia de una frecuencia de reconocimiento del 10 %
por parte de anticuerpos de sujetos sanos (Ortiz-Ortiz 1998). Ademas, se ha
demostrado que anticuerpos del tipo IgA secretorios provenientes de porfadores
sanos y pacientes sintomadticos tienen un fuerte efecto inhibidor in vitro contra las
proteasas de cisteina, por otro lado, se observo que cuando se ponian en contacto
muestras de saliva con y sin anticuerpos contra E. histolytica en una prueba de
- WB contra una proteasa de cisteina de 70 KDa de origen amibiano, el 84 % de las

muestras de saliva la reconocian (Guerrero-Manriquez 1998).

1.9 Determinantes de Patogenicidad

Entamoeba histolytica es un patégeno con una amplia variedad de

determinantes de patogenicidad, de las cuales podemos mencionar proteasas,
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colagenasas, fosfolipasas, adhesinas, proteinas formadoras de poro entre otras.

Se ha observado que las cepas patogenas de E. histolytica son capaces de
aglutinarse con Concavalina A, mientras que la aglutinacién observada en las
cepas aisladas de pacientes asintomaticos es mucho menor (Trissl 1977), logrando
con ello diferenciar la cepas patogenas de las no patogenas. Aley en 1980 logré
demostrar que al preincubar los trofozoitos de E. histolytica con concanavalina A
estabilizaba la membrana plasmatica y la separd de los demds componentcs
celulares utilizando gradientes de sacarosa, logrando purificar 12 glucoproteinas
con pesos moleculares que iban de los 12 a los 200 KDa (Aley 1980). Kobiler y
Mirelman demostraron, que la adherencia de las amibas a las células hospedero
estaba mediada por proteinas que se unen a carbohidratos (lectinas), descritas
previamente en trofozoitos y que su mecanismo de accién puede ser inhibido por
" galactosa o N-acetilglucosamina (Kobiler 1981).

Se ha probado que las cepas de amibas patdgenas, al inocularse en higado
de hamster llegan a producir abscesos, con lo cual se demuestra su capacidad para
invadir tejidos y formar tlceras a nivel intestinal ( Martinez-Palomo 1986).

Se han sugerido dos mecanismos de dafio mediante los cuales E. histolytica
causa degeneracion de células epiteliales durante la invasién: uno directo, el cual
requiere contacto entre el trofozoito y la célula blanco, denominado “chtolisis por
contacto”, en el cual estan implicados varios factores como fosfolipasas Al y A2,
acidos grasos libres, un factor anfipatico que potencia la accion de los acidos
grasos libres y una proteina formadora de poro (Sargeaunt 1982, Talamas 1988,
Leippe 1994). Por otro lado se han descrito varias enzimas que intervienen en
dafio celular indirecto como la B-N-acetilglucosaminidasa que ocasiona la ruptura
de las uniones glucoproteicas entre las células epiteliales adherentes de las
mucosas. Ademas, se han identificado citotoxinas como la histolisina que tiene
actividad de proteinasa, una de ellas aislada por Lashbaugh (proteinasa histolitica

dependiente de cisteina), asi como citolisinas que son dependientes del potencial

de oxido-reduccion y de grupos sulfhidrilo (Luaces 1988, Lashbaugh 1984).




1.10 Antigenos de Superficie

Se conoce una amplia gama de proteinas que son identificadas como los
principales antigenos hacia los cuales se dirige la respuesta inmune, éstos se
localizan principalmente en la superficie del parasito en su fase de trofozoito
(Espinosa-Cantellano 1991).

Una lipopetidofosfoglicana (LPPG), purificada de la cepas HMI1:IMSS,
(Isibasi 1982, Stanley 1991), RAHMAN, NIH 200 y HK-9 (Stanley 1991). Su
localizacion superficial ha sido demostrada por inmunofluorescencia y es
reconocida por anticuerpos de pacientes con AHA, ademas en un estudio
realizado por Acosta, se encontro que el 44 % de las muestras de calostro humano
‘tontenian IgA especifica contra el LPPG (Acosta-Altamirano 1986); este
compuesto consiste de 89 % carbohidratos, 8 % aminoacidos, 2.5 % lipidos y 1 %
fosfatos y los azicares dominantes son la glucosa (51,34 %), galactosa (43.9 %) y
xilosa (4.69 %) y ellas le confieren principalmente la capacidad antigénica a esta
molécula.

Una proteina de superficie de 96 KDa fue identificada por la produccion de
anticuerpos monoclonales contra componentes de la superficie de trofézoitos de
Entamoeba histolytica (Torian 1987), su localizacion superficial también fue
demostrada por inmunofluorescencia, ademas de aglutinacion y iodinacion de la
superficie. El antigeno ha sido identificado principalmente en aislados
patogénicos  tanto en cultivos axénicos como polixénicos. En estudios
serologicos, se ha encontrado una respuesta seroldgica del 68 % en pacientes con
amibiasis invasiva (Torian 1989).

En un estudio seroldgico, se encontrd6 que un antigeno de 125 KDa, era
reconocido por el 73 % de 108 sueros de pacientes con AHA y su localizacion

superficial también fue demostrada por inmunofluorescencia (Edman 1990).




Un antigeno de 30 KDa fue identificado gracias a una biblioteca de DNA
complementario (cDNA) con anticuerpos policlonales de sueros anti-amiba
(Torian 1990). Un inserto de 700 pares de bases (bp) de cDNA fue aislado y al
realizar la secuenciacion, ésta revel6 que se trataba de una proteina rica en
unidades de cisteina. Anticuerpos mono y policlonales, producidos contra la
proteina expresada reconocen un péptido de 29 KDa en lisados completos de
trofozoitos de E. histolytica. La localizacion superficial se demostro por
inmunoprecipitacion de trofozoitos iodados y por inmunofluorescencia.
Tachibana y cols. produjeron otro anticuerpo monoclonal contra una proteina de
30 KDa que era capaz de reconocer la proteina en aislados patogénicos, pero no

en aislados no patogénicos (Tachibana 1990).

1.11 Adhesinas

El primer evento en el efecto citopatico de E. histolytica es la adherencia a
la célula blanco (Martinez-Palomo 1990). Se han reportado proteinas de varios
pesos moleculares que estan involucradas en el proceso de adhesion de los
trofozoitos a células blanco. .

Al realizar estudios de biologia molecular de E. histolytica, fue aislada una
clona con cDNA, que contenia un marco de lectura que codificaba para una
proteina rica en unidades de serina, la cual, fue denominada SREHP (Serine-rich
E. histolytica protein). Esta proteina, contiene un extremo amino terminal
hidrof6bico, seguida por una region abundante de aminodacidos cargados, después
de los cuales, existen aminodcidos repetidos en fila y termina con una region
hidrofébica en el extremo carboxilo terminal. Al tratar de predecir su estructura se
encontr6 que era similar a algunos antigenos repetitivos de Plasmodium.
Anticuerpos producidos contra la proteina recombinante de fusién, identificaron

dos bandas de pesos moleculares aparentes de 45 y 52 KDa en un extracto crudo

de membranas amibianas (Stanley 1990). Al poner a reaccionar 108 sueros de
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pacientes, los resultados mostraron que un 82 % de reconocimiento en los
pacientes con amibiasis invasiva y un 5 % de falsos positivos. Es posible que esta
molécula juegue un papel importante en la adherencia del parasito a las células
blanco, esto se observd, cuando, un antisuero producido contra la proteina de
fusion inhibia un 30 % la adhesion de los trofozoitos a células de ovario de
hamster chino (CHO), en comparacion con los controles (Stanley 1990). En
estudios recientes, un docapéptido inmunogeénico derivado de la SREHP ha sido
genéticamente fusionado a la subunidad B de la toxina del célera, con el fin de
crear una proteina recombinante capaz de inducir anticuerpos tanto antiamébicos
como contra la toxina cuando es administrada por via oral (Faisal 1998).
Trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS sujetos a mutagénesis quimica,
dieron lugar a clonas mutantes deficientes en adhesion (Arroyo 1987, Orozco
1987). Un polipéptido de 112 KDa fue reconocido en lisados totales de las cepas
salvajes, el cual aparentemente estaba ausente o modificado en las cepas
mutantes. Estudios sobre los mecanismos patogénicos del parasito, mostraron que
la preincubacion de trofozoitos virulentos de E. histolytica con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la molécula de 112 KDa inhibia parcialmente la
adherencia, fagocitosis y efecto citopatico en células MDCK, adicionuhncnl;, la
destruccion de la monocapa celular causada por trofozoitos fue inhibida un 61 %
cuando se bloqueo la adhesina con anticuerpos especificos (Rodriguez 1989).
Todas la cepas de E. histolytica expresan una lectina de superficie de 260
KDa que puede ser inhibida por galactosa o galactosamina, es inmunogénica y
altamente conservada. La lectina bajo condiciones reductoras se separa en dos
subunidades de aparente peso molecular de 170 y 35 KDa (Petri 1989). La
informacion obtenida acerca de esta molécula se refiere basicamente a la
subunidad pesada de 170 KDa, de la cual, se ha reportado que anticuerpos
dirigidos contra la subunidad de 170 KDa en una dilucién 1:100 inhiben un 100 %
la adherencia amibiana a células CHO (Petri 1989). Aunadas a la adherencia se

han encontrado al menos dos funciones adicionales a esta molécula; usando
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anticuerpos monoclonales, han sido identificados fragmentos de la lectina que
estdn involucrados en la resistencia amibiana al complemento (Braga 1992) y la
estimulacién de la produccion de Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a) por los
macréfagos (Séguin 1995). Cuando se examind la respuesta proliferativa de
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con disenteria amibiana
{DA) y AHA a una proteina recombinante que contenia una porcion de la
subunidad de 170 KDa (170CR), se observé que en un nimecro significante de
pacientes con DA y AHA existia proliferacion celular cuando se ponian en
contacto con la molécula 170CR y contrariamente, individuos de regiones no
endémicas para amibiasis no respondian a la molécula 170CR. Lotter y cols.
obtuvieron fragmentos que codificaban las secuencias de aminodacidos de 1-436,
436-624, 799-939 y 939-1,053 de la proteina de 170 KDa, estos fragmento fueron
producidos, purificados y administrados a conejos y gerbos, encontrando que el
fragmento con la secuencia de 939-1053 aminoéacidos presentaba un mayor grado
de proteccion, con lo que sugieren que este fragmento debe ser parte de una
vacuna que prevendria la enfermedad amibiana, mas que prevenir la colonizacion
amibiana del intestino (Lotter 1997). El dominio de reconocimiento del
carbohidrato (CRD) de esta lectina, fue identificado por clonaciéon dentf® de la
region rica en cisteina de la cadena pesada, este dominio tiene una secuencia de
identidad al dominio del receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
y compitié con el HGF por la unién a su receptor en un modelo animal de
enfermedad invasiva, la inmunizacién con el CRD inhibi6 la formacion de
abscesos en el higado (Dodson 1999).

Una proteina de 220 KDa con propiedades de lectina, que contiene un 9 %
del peso en carbohidratos y es rica en residuos hidrofobicos fue purificada, esta
proteina tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos humanos y esta aglutinacion es

mmhibida por concentraciones micromolares de acido hialurénico, quitina y

productos derivados de la quitina (Rosales-Encina 1987)




1.12 Enzimas

Diversas enzimas han sido identificadas en E. histolytica. Dentro de las
enzimas principalmente asociadas a patogenicidad encontramos a las colagenasas,
las cuales aparentemente se encuentra localizadas en la membrana plasmatica del
parasito, estas enzimas son capaces de digerir la colagena nativa de los tipos | y
[ll, aunque son mas activas contra las tipo I (Mufioz 1984). Observaciones
llevadas a cabo por microscopia electréonica, han mostrado la formacion y
liberacion de cuerpos densos provenientes de la membrana plasmatica en forma
simultdinea con la acumulacion intracelular y liberacion extracelular de
colagenasas, ademas, se ha observado una correlacion entre la virulencia y la
actividad colagenolitica, reportdndose una actividad enzimatica superior en las
cepas virulentas, comparadas con las menos virulentas (Martinez-Palomo 1987).

Entamoeba histolytica muestra una elevada actividad en cuanto a las
ATPasas. Estas enzimas estan fuertemente unidas a la membrana amibiana y tiene
una actividlad maxima un pH de 8.8, son dependientes de concentraciones
micromolares de calcio y no requiere magnesio en contraste con la mayoria de las
ATPasas (Aley 1980). ;

La actividad de fosfolipasa A de las preparaciones amibianas solubles, ha
sido medida por la cuantificacion de la produccion de acidos grasos a partir de
fosfolipidos. Se han identificado dos enzimas con actividad de fosfolipasa A, una
estd unida a la membrana y es calcio-dependiente, con una actividad maxima en
pH 8.5. La otra enzima es calcio-independiente y tiene una actividad optima a un
pH de 4.5 (Long-Krug 1985). |

Se ha reportado que una neuraminidasa de superficie de E. histolytica es
capaz de liberar acido N-acetil neuraminico (NANA) de N-acetilneuramilactosa o
mucina al medio, se encontré que mas del 50 % de la actividad se encuentra en la

membrana plasmatica, la cual tiene seis veces mas actividad que la neuraminidasa

que se encuentra en las membranas internas. La citocalasina D que es una droga
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que afecta la organizacion de los microfilamentos, es capaz de afectar la
aistribucion celular de la enzima, al aumentar su concentracién en las membranas

internas y ocasionar la perdida de actividad en la membrana plasmatica (Udezulu

1987).

1.13 Proteasas

El principal factor de virulencia que diferencia a E. histolytica de E. dispar,
son las proteasas neutras de cisteina. Los aislados clinicos de E. histolytica
presentan significativamente mas actividad de proteasas de cisteina y contienen
genes lnicos para la proteasas de cisteina (Reed 1993). Las proteasas de cisteina,
son las proteasas mas abundantes en E. histolytica. Aunque se han descrito una
amplia variedad de proteasas con diferentes movilidades electroforéticas, son tres
las mas frecuentemente descritas con pesos moleculares de 16, 26-29 y 56 KDa
respectivamente y su capacidad proteolitica puede ser aumentada por la presencia
de reactivos que ocasionan la formacion de grupos sulfhidrilo libres como el SDS,
B-Mercaptoetanol, 1,4 ditiotreitol y cisteina (Pérez-Monfort 1987). Los
principales sustratos sobre los que actiian estas proteasas son: colagenos tigo I, IV
y V, laminina, fibronectina, azocaseina y hemoglobina (Keene 1986). Se ha
descrito una correlacion entre la virulencia y la actividad proteolitica, debido a
que se ha encontrado mayor actividad proteolitica en las cepas virulentas que en
las cepas menos virulentas (Keene 1986).

Recientemente se ha demostrado que estas proteasas neutras de cisteina,
son capaces de degradar la matriz extracelular incluyendo el colageno y la elastina
y algunos componentes del complemento, como lo son el C3a y el C5a, ademas
de activar el complemento al provocar la escision del C3 (Keene 1986, Reed
1995), por otro lado las proteasas quc. se encuentran en los lisados amibianos

tienen la capacidad de degradar la IgA (Kelsall 1986). Otro punto

extremadamente importante a resaltar con respecto a estas proteasas, es que se
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demostré que también son capaces de degradar a la IgG, previniendo su union a

los antigenos amibianos de superficie, propiedad que puede explicarnos de cierta

manera la poca efectividad de la respuesta humoral contra la amibiasis (Tran
1998).

1.14 Proteinas Formadoras de Poro

Se ha observado proteinas asociadas a la membrana de E. histolytica, que
se incorporan espontaneamente a la bicapa lipidica e inducen cambios de
conductividad en las membranas blanco (Leippe 1994). Cuando estas proteinas se
incorporan en la bicapa lipidica, forman un canal con un didmetro interno de 2
nm. Los cambios en la permeabilidad ionica pueden ser reproducidos en vesiculas
de doble capa lipidica libre de proteinas, indicando la capacidad que tienen estas

moléculas de lisar las células blanco sin necesidad de receptores protéicos (Ojcius
1990).

1.15 Otros Determinantes de Patogenicidad
Entre otros factores que confieren patogenicidad al parasito se encuentran
enterotoxinas, sustancias semejantes a neurotransmisores y receptores como el de
la fibronectina (Martinez-Palomo 1987, Said-Fernandez 1986, Talamas-Rohana

1988). También la capacidad de adherencia a las células blanco y los mecanismos

para evadir las defensas del hospedero contribuyen a la patogenicidad de las

amibas (Petri 1994).




1.16 Cultivo de E. histolityca

En 1904 Musgrave y Clegg, lograron cultivar algunas amibas de vida libre,
posteriormente, Boeck y Drbohlav en 1924 lograron desarrollar un medio donde
las amibas podian crecer facilmente, con el inconveniente de que deberian ser
«cultivadas en presencia de bacterias; fue hasta 1961, cuando Diamond elabor6 un
medio axénico denominado TPS-1, el cual permitia el cultivo del parasito sin
necesidad de asociarlo con ningin otro organismo (Martinez-Palomo 1989),
posteriormente, Diamond logré el disefio de un nuevo medio, el cual denomind
TYI-S-33, el cual reunia las caracteristicas de mayor produccion de trofozoitos
(Diamond 1978). En 1988 Said-Fernandez y cols. lograron disefiar un medio de
cultivo axénico el cual llamaron PEHPS, que tiene las ventajas de resistir largos
periodos de almacenamiento y se podia obtener una mayor cantidad de
microorganismo y que por otro lado favorece el enquistamiento de las amibas
(Said-Fernandez, 1988).

A partir del aislamiento axénico de E. histolytica, se iniciaron una serie de
estudios para conocer aspectos bioquimicos, fisiologicos, de interaccion huésped-
pardsito y la estandarizacion de pruebas diagnosticas para amibiasis invasiga.

En el estudio de la amibiasis se han analizado diferentes aspectos, en
México, desde el haber encontrado una proteina que media la adhesion de las
amibas a las células, denominada adhemiba, los cambios que sufre la membrana
amibiana ante la accion de los anticuerpos, asi como la respuesta inmune a la
infeccion por este protozoario, la capacidad de las proteasas amibianas para
degradar sus propias proteinas al encontrarse en condiciones adversas, ademas de
aspectos importantes como el estudio del establecimiento experimental de la
infeccion en distintos animales de laboratorio (Martinez-Palomo 1987, Arroyo

1986, Calderon 1980, Campos 1986, Perez-Monfort 1987, Tanimoto-Weki 1986,

Pérez -Tamayo 1994,).
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1.17 Diagnostico de Amibiasis Intestinal

La principal dificultad para establecer la presencia de E. histolytica, se
debe a que los métodos de diagnéstico empleados para su deteccion, por el
andlisis microscopico de las heces, poseen poco valor practico (Parelkar 1987),
son tardados y tediosos, dependen de la experiencia del técnico que las realiza ya
gue los quistes de E. histolytica pueden ser confundidos con otros pardsitos o con
detritus, ademads, existen sustancias que pueden interferir con los examenes, por
glemplo: Drogas antiparasitarias, preparaciones antidiarréicas y antibioticos

(Walsh 1986).

1.18 Diagnostico de Amibiasis Invasiva

Los primeros intentos para establecer la presencia de anticuerpos
especificos en el suero de pacientes con amibiasis, fueron hechos por Dopter en
1905 y por Izar en 1914, ambos emplearon la técnica de fijacion del complemento
utilizando como antigenos, extractos acuosos de materia fecal o de pus de AHA
(Ruiloba 1972). Desde entonces, innumerables investigadores han tratado de
encontrar el método mas especifico y practico en el diagndstico de la amibiasis,
mediante pruebas serologicas como las de aglutinacion en latex, precipitacion por
difusion en gel, floculacion con bentonita, inhibicion de la hemaglutinacion,
contrainmunoelectroforesis, inmunofluorescencia y ELISA (Alper 1976, Bos
1976, Krupp 1977, Monroe 1972).

Los resultados obtenidos han sido variables y algunas veces
contradictorios, debido a la procedencia y composicion del antigeno asi como a la
técnica empleada, la mayor parte de las pruebas serologicas diagnostican AHA,
pero en etapas tempranas de la enfermedad no tienen un 100 % de confiabilidad.

Algunas de estas pruebas de diagnostico no son positivas en el caso de disenteria

amibiana, a menos que la enfermedad sea extremadamente severa, por lo cual, el
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examen directo de heces, con todo y sus desventajas permanece como el estandar
de oro para el diagndstico de amibiasis intestinal (Healy 1986, Mufioz 1989). Una
dificultad importante, la constituye la degradacion de los extractos amibianos por
las propias proteasas amibianas (Pérez-Monfort 1986, Avila 1985) lo cual
dificulta estandarizar técnicas de diagnéstico altamente reproducibles. Para
_ disminuir la actividad proteolitica de las proteasas amibianas se usan inhibidores
enzimaticos que no son totalmente efectivos. Flores-Castafieda encontré un
método para preservar las moléculas antigénicas presentes en extractos de
trofozoitos y eliminar la actividad de las proteasas amibianas sin usar inhibidores
enzimaticos, este método, permite preservar los antigenos amibianos por periodos

prolongados de tiempo sin degradacion proteolitica (Flores-Castafieda 1995).

1.19 Diagndstico de Amibiasis Invasiva por Western Blot

En México, la técnica de hemaglutinacion indirecta (IHA), es muy
utilizada para diagnosticar la amibiasis invasiva. Sin embargo, presenta la
desventaja de que, en ocasiones cuando los pacientes ingresan al hospital con un
AHA esta prueba da resultados falsos negativos. Flores-Castafieda digefio una
{écnica de alta resolucion y sensibilidad para diagnosticar amibiasis invasiva por
W B usando los antigenos preservados sin inhibidores enzimaticos (Flores-
Castafieda 1995). La estrategia fundamental para la implementacion de la prueba
de W B, fue la bisqueda e identificacion de las moléculas amibianas
inmunodominantes, reconocidas exclusivamente por los anticuerpos de pacientes
con amibiasis extraintestinal. El patron esta constituido por seis bandas
antigénicas de pesos moleculares relativos determinados por SDS-PAGE de 8, 9,
10, 11, 23, 25 y 37 KDa, dicho patron, no es reconocido por los anticuerpos
presentes en los sueros de pacientes sin amibiasis que habitan en una zona

endémica, ni por los de sujetos con amibiasis intestinal asintomatica, sin

antecedentes de haber padecido amibiasis invasiva, pero con coproparasitoscopico
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positivo para quistes de E. histolytica/E. dispar. El patron exclusivo de amibiasis
invasiva ha demostrado ser mejor que la tradicional IHA ya que en estudios
previos donde se analizaron sueros de pacientes ingresados al Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autonoma de
Nuevo Leon, con sintomas de AHA, con ecografia para AHA y que respondieron
al tratamiento con antiamibianos, se encontraron positivos por las dos técnicas,
pero en aquellos sueros de pacientes con AHA y titulos considerados como
negativos en IHA (menores a 1:512), se encontrd el patrén caracteristico de
amibiasis invasiva. Actualmente, este método ha permitido diagnosticar mas de

300 pacientes con AHA provenientes del Hospital Universitario.

1.20 Moléculas Inmunodominantes de E. histolytica Diagnosticadas por

Western Blot

En las moléculas detectadas en el patron antigénico especifico para
amibiasis invasiva, se encontr6é una de peso molecular relativo de 8 KDa que es
reconocida exclusivamente por los anticuerpos presentes en los sueros de
pacientes con amibiasis invasiva, en un 99% de los casos y no es reconocida por
los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con amibiasis Antestinal
asintomdtica, ni por los de sujetos sanos que habitan en zonas endémicas (Flores-
Castafieda 1995, Said-Fernandez 1996).

Esta proteina se tratd de aislar mediante cromatografia de exclusion
molecular, intercambio idnico y precipitacion con diferentes sales. A pesar de
haber utilizado dichas técnicas no se logré separar esta molécula del resto de las
proteinas. Rangel-Orozco realizo el aislamiento del antigeno de 8 KDa a partir de
un extracto de E. histolytica utilizando isoelectroenfoque en fase liquida (Rangel-
Orozco 1994, 1996.) con el cual encontré tres isoformas de la proteina de 8 KDa

que fueron separadas a pH de 4.7, 5.9 y 6.7, después de ser aisladas y purificadas

se demostré que conservaban su antigenicidad al ser probadas con sueros de
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conejos tratados con extractos crudos de E. histolytica y por anticuerpos en sueros
de pacientes con amibiasis invasiva. A pesar de utilizar el isoelectroenfoque para
el aislamiento de estas proteinas, no se lograron obtener cantidades suficientes

para realizar investigaciones posteriores.

1.21 Técnicas para el Aislamiento de Proteinas

Por otro lado, se han desarrollado variantes de las técnicas electroforéticas
clasicas para procedimientos de electroforesis preparativa, como sistemas de
isoelectroenfoque, los cuales tienen la capacidad de aislar rapidamente proteinas a
partir de mezclas complejas de proteinas o incluso a partir de extractos crudos en
base a la diferencia que existe en los puntos isoeléctricos (plI) de las proteinas a
separar, ademas existe la posibilidad de colectar las proteinas separadas en
fracciones individuales.

Otro método de electroforesis preparativa que ha sido recientemente
desarrollado, es el método de electroforesis por electroelucion continua, el cual
tiene la capacidad de aislar componentes de extractos crudos o parcialmente
purificados, ademads, que en el sistema se pueden desarrollar separaciones, tanto
en condiciones nativas como condiciones desnaturalizantes y puéden ser
separaciones de proteinas en geles de poliacrilamida o de acidos nucleicos con
geles de agarosa. En el caso de purificacion de proteinas, se han logrado aislar
desde nanogramos hasta miligramos de una molécula en particular. Cuando se usa
SDS-PAGE se pueden aislar moléculas que tan solo difieren en un 2 % en cuanto
a su peso molecular y en condiciones nativas, se pueden separar moléculas que
difieren en su punto isoeléctrico hasta en 0.1 unidades de pH.

Las moléculas aisladas son colectadas en fracciones individuales y estan

inmediatamente disponibles para cualquier esquema de tratamiento o estudio

requerido.
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La utilidad de la electroforesis por electroelucion continua ha sido
demostrada al realizar esquemas de purificacion de proteinas de distinto origen y
tamafio, ya que mediante este sistema se han aislado proteinas con un peso
molecular de 2000 KDa, como es el caso del aislamiento de cantidades en
miligramos de la cadena pesada de la miosina provenientes de muestras de tejido
_muscular humano (Balagopal 1994). Por otro lado también se han logrado aislar
proteinas de muy bajo peso molecular, llegando a aislar proteinas de 6 KDa a
partir de la expresion en Escherichia coli de una proteina de corazén de cerdo
(Yao, 1996).

En el caso especifico de la utilizacion de este sistema en la investigacion
que se desarrolla alrededor de E. histolytica, se han logrado aislar péptidos de una
de las lectinas que interviene en la adhesion del parasito al las superficies
celulares, este péptido fue obtenido a partir de la clonacién y posterior expresion

en células de E. coli con excelentes resultados (Lotter 1997).

1.22 Proposito del Estudio

Por lo anterior, se puede inferir que es factible el aislamiento de la proteina
de peso molecular relativo de 8 KDa a partir de la fraccion IC:MC obfenida de
trofozoitos liofilizados de E. histolytica, ya que es de vital importacia la
obtencion de esta proteina en forma aislada, para utilizarse en investigaciones

posteriores que permitirian conocer mas acerca del papel que juega esta molécula

en la infeccion y posterior invasion de tejidos causados por E. histolytica.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Aislar bandas electroforéticas de un extracto de E. histolytica, en

eléctroforesis por electroeleucion continua.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Obtener la fraccion IC:MC a partir de los trofozoitos de Entamoeba

histolytica.

22.2 Aislar proteinas amibianas a partir de la fraccion IC:MC mediante

electroforesis por electroeleucion continua, en geles de poliacrilamida.

2.2.3 Comprobar la presencia de las proteinas aisladas mediante SDS-PAGE y

Western Blot.




CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

3.1 Origen de los Reactivos

Los reactivos utilizados en presente trabajo de investigacion fueron
adquiridos de distintas fuentes.

Acrilamida, persulfato de amonio, temed, 2-mercaptoetanol, azul de
Coomassie R-250 y G-250, Papel de nitrocelulosa fueron adquiridos de la casa
comercial Bio-Rad (Hercules, Ca. USA).

Cajas de plastico para cultivo celular de los modelos Nunclon delta y
Nunclon delta triple flask (Roskilde, Dinamarca).

Las gamaglobulinas anti-humanas producidas en cabra y conjugadas con
peroxidasa, albimina sérica bovina, tris (hidroximetil) aminometano, SDS y N-
N'-metilen-bisacrilamida, Tween 20, Tetraclorhidrato de 3'3" diaminobencidina,
Marcadores de peso molecular de amplio rango de SIGMA-Aldrich (St, Louis
Mo. USA).

De la compaifiia Merck (México) fueron el glicerol, etanol, metanol, acido
clorhidrico, cloruro de sodio, cloruro de potasio y peréxido de hidrogeno.

La glicina provino de ICN Pharmaceuticals (Costa Mesa, Ca. USA), el azul
de bromofenol de MCIB (Norwood, Oh. USA), la gelatina de pescado de Norland
Products (New Brunswick NJ USA), el acido fosférico de analytika (México), el

fosfato dibasico de sodio, fosfato monobésico de potasio de Analit reactivo
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(México) y la leche descremada de Nestlé (México). El suero bovino de adulto y
la mezcla vitaminica de Microlab (México, D.F.), el nitrégeno de Praxair

“(México).
3.2 Equipo

Céamaras de electroforesis Protean xi Il cell, Mini-protean, Prep cell 491,
bomba de recirculacion de buffer, Fuentes de poder Power Pac 200 y Power Pac
1000 y Camara de electrotransferencia Trans blot cell de Bio-Rad (Hercules Ca.
UUSA), agitador horizontal red rocker Hoefer, Fuente de poder EPS 500/400,
Bomba peristaltica P-1 y Colector de fracciones Fracc 100 de Pharmacia
(Uppsala, Suecia), Agitadores magnéticos Corning (Corning, NY. USA),
Termoagitador Magnético Pyro-magnestir Lab-line, Incubadora Water Jacketed
Cl-46, congelador y ultracongelador Cryo Fridge y agitador modelo super mixer
Il de American Scientific Products (Macgaw Il. USA), Campana de bioseguridad
clase Il y liofilizadora Lyph Lock 4.5 Labconco (Kansas City, Mo. USA),
Balanza digital modelo AC 120 S Sartorius (Camibh Gottingen, Alemania),
Micropipetas Pipetman Gilson de Rainin instruments Co. (Emerville, Ca. USA) y
micropipetas Eppendorf (Alemania), microscopio invertido Carl Zeiss
(Alemania), fabricadora comercial de hielo Ross Temp (Mason City, IA. USA),
potenciometro modelo 611 Orion Research (Cambridge, Mass. USA), centrifuga
refrigerada, celda de utrafiltracion a presion modelo 8003 y sistema de
conduccion de nitrogeno para celda de ultrafiltracion de Amicon (Bedford, Ma.

USA), espectrofotometro UV-Visible modelo Milton Roy (USA), fotocolorimetro

modelo Sequoia Turner (USA).
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3.3 Origen de la Cepa de E. histolytica

Los trofozoitos fueron cultivados en nuestro laboratorio y originalmente
provenian de trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HMI:IMSS,
proporcionados por el Dr. Armando Isibasi Araujo de la Unidad de Investigacion
en Inmunoquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto

Mexicano del Seguro Social.
3.4 Cultivo de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica se cultivaron en medio axénico TYI-S-33

de Diamond (Diamond 1978).

5

34.1 Preparacion de la base del medio TYL.

Para preparar la base TYI, se pesaron las siguientes sustancias: 1.0 g de
fosfato dibasico de potasio, 0.6 g de fosfato monobasico de potasio, 2.0 g de
cloruro de sodio, 20.0 g de peptona de caseina digerida, 10.0 g de extracto de
levadura, 10.0 g de glucosa, 1.0 g de clorhidrato de L-cisteina, 0.2 g dé acido
ascorbico y 22.8 mg de citrato de amonio férrico. Posteriormente, se disolvieron
en un volumen final de 800 mL de agua destilada o desionizada y se ajusto el pH
a 6.8 con hidroxido de sodio IN.

Se colocaron 11 mL de la base TYI en tubos de borosilicato de 16 x 125
mm con tapon de rosca y fondo redondo, después se procedio a esterilizar en

autoclave a 121 °C y 15 Ib de presion durante 15 min.

342 Preparacion de la Mezcla Vitaminica # 18.

Para la mezcla vitaminica #18, se deben preparar las siguientes soluciones:
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A. Pesar 45.0 mg de niacinamida, 4.0 mg de clorhidrato de piridoxal, 23.0 mg de
pantotenato de calcio, 5.0 mg de clorhidrato de tiamina y 1.2 mg de vitamina
B12. Se disuelven y se llevan a un volumen final de 25 mL con agua destilada.

B. Disolver 7.0 mg de Riboflavina en agua utilizando la minima cantidad de
Hidroxido de sodio 0.1 N y llevar a un volumen final de 45 mL con agua

. destilada.

. Disolver 5.5 mg de Acido folico en agua utilizando la minima cantidad de
Hidroxido de sodio 0.1 N y llevar a un volumen final de 45 mL con agua
destilada.

D. Disolver 2.0 mg de D-Biotina en agua y llevar a un volumen final de 45 mL
con agua destilada.

E. Disolver 1.0 mg de DL-6-8 Acido tiéctico en 5 mL de etanol al 95 %, agregar
500 mg de Tween 80 y llevar a un volumen final de 30 mL con agua destilada.

Mezclar las soluciones A, B, C y D, homogenizar, posteriormente agregar
la solucién E y llevar a un volumen final de 200 mL con agua destilada. La

mezcla vitaminica obtenida debe ser esterilizada utilizando filtro de 0.22 pm.
343 Preparacion del Medio de Cultivo TYI-S-33.

Yara la preparacion del medio de cultivo TYI-S-33, se agregaron 0.25 mL
de la mezcla vitaminica # 18 y 1.0 mL de suero bovino adulto a cada uno de los

tubos de borosilicato de 16 x 125 mm y fondo redondo conteniendo la base TY].
344 Resiembra de Trofozoitos de E. histolytica

|. Colocar en bafio de hielo durante 5 minutos, los tubos conteniendo el cultivo de

E. histolytica en fase logaritmica.

2. Invertir los tubos varias veces y homogenizar el contenido.
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3. Inocular asépticamente los medios con TYI-S-33, agregandoles 2 mL del
medio de cultivo de E. histolytica.
4. Incubar los tubos a 36.6 °C de temperatura y con una inclinaciéon de 5° con

respecto al eje horizontal, durante 72-96 horas.

34.5 Obtencion de Trofozoitos de E. histolytica.

. Los tubos y botellas conteniendo el cultivo de amibas se sometieron a un bafio
de hielo por un lapso de 5 min.

2. Homogenizar por inversién el contenido de los tubos y botellas y vaciarlos en
tubos conicos de 50 mL para centrifuga.

3. Centrifugar en frio 10 min. a 1500 r.p.m.

4. Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento.

34.6 Liofilizacion de Trofozoitos de E. histolytica Congelados.

I. Encender la liofilizadora y esperar a que la cantidad de vacio formada sea la

adecuada.

i

2. Colocar con mucha precaucion, los viales conteniendo los trofozoitos de E.
histolytica congelados.

3. Permitir que el proceso de secado se realice hasta que la muestra haya sido
correctamente liofilizada.

4. Sellar correctamente los viales conteniendo el material de E. histolytica hasta

que la preservacion de los antigenos amibianos se realice.

34.7 Lavado de Material Utilizado en el Cultivo de E. histoltytica.

I. Lavar con extran las pipetas, tubos y botellas de vidrio a utilizar en el cultivo

de E. histolytica.
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2. Enjuagar con agua corriente y escurrir.

3. Colocar el material en una solucion de cloro al 1 % durante 12-24 horas.

4, Enjuagar con agua corriente y escurrir.

5. Colocar el material en una solucién de acido clorhidrico al 1 % durante 12-24
horas.

6. Lavar con abundante agua corriente y posteriormente con agua destilada.

7. Secar los tubos en el horno a 180 °C de temperatura durante | hora.

3.5 Preservacion de Antigenos de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica se preservaron antigénicamente para evitar
la degradacion proteolitica de acuerdo a la patente de Flores-Castafieda,
obteniéndose la fraccion IC:MC, que se caracteriza por poseer baja actividad
proteolitica y antigenos estables por periodos de tiempo prolongados (Flores-

Castafieda 1995).
3.6 Determinacion de la Concentracion de Proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizo por el método
descrito por Bradford en 1976. Este método emplea como colorante el azul
brillante de Coomassie G-250 (CBB G-250) cuya unién con las proteinas puede
ser medida espectrofotométricamente determinando su absorbancia a 595 nm.

Este procedimiento es muy sensible trabajando en el rango de 0.2 - 1.4 mg
de proteina por mL para el ensayo estandar y de 5 - 100 mg de proteina por mL en

el microensayo.
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36.1 Procedimiento Estandar.

|. Preparar un stock de albimina sérica bovina (ASB stock) a una concentracion
de | mg/mL de proteina.
2. Preparar una serie de estandares de albumina de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL
. deproteina para realizar una curva de calibracion.
~ 3. Colocar 100 pL de los estandares de albumina preparados anteriormente y de
la muestra problema (conteniendo de pg/mL de proteina) en tubos de vidrio de
13 x 100 mm.
4. Agregar 5.0 mL de reactivo de Bradford a cada uno de los tubos incluidos en el
ensayo.
5. Homogenizar correctamente.
6 Dejar reposar durante 30 min a temperatura ambiente.
7. Medir la absorbancia a 595 nm contra un blanco preparado con 0.1 mL de PBS

y 5.0 mL de reactivo de Bradford.

3.7 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones
Desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Las electroforesis de la fraccion IC:MC se realiz6 en geles de
poliacrilamida en gradiente lineal de 12 a 18 %T con modificaciones a la técnica

de Maizel (Maizel 1971), se usaron geles de empaquetamiento y separacion.




3.7.1 Preparacion de Geles.

Tabla 1

Reactivos 12%
Solucion
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 2.8 mL
T/ 2.67 % C.
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8. 1.32 mL
Glicerol al 50 %. 480 pL
Agua MilliQ. 2.272 mL
SDS al 20 %. 34 pL
Persulfato de amonio al 10 %. 12.5 uL
Temed. 5uL

Tabla 2
Preparacion de Gel de Poliacrilamida en Gradiente Lineal 12 - 18 % T/ 2.67 % C.

Preparacion de Gel de Separacion de Poliacrilamida 12 % T/2.67 % C.

Reactivos 12% 18 %
Solucidn
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 2.8 mL 4.197 mL
T/ 2.67 % C.
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8. 1.32 mL 1.32 mL
Glicerol al 50 %. 480 pL 740 pL
Agua MilliQ. 2.272 mL 657 pL
SDS al 20 %. 34 pL 34 L
Persulfato de amonio al 10 %. 12.5 pL 12.5 pL
Temed. 5 uL 5uL
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Tabla 3

Preparacion de Gel de Empaquetamiento de Poliacrilamida 5 % T/2.67 % C.

Reactivos Cantidad

Solucién

:‘ Acrilamida/bisacrilamida 30 % 3.4 mL
T/ 2.67 % C.
Tris-HCI1 0.5 M pH 6.8 2.08 mL
Agua MilliQ 14.4 mL
SDS al 20 % 100 pL
Persulfato de amonio al 10 % 50 pL
Temed 20 pL

% 3.7.2 Corrimiento de la Electroforesis.

l. Se aplico la fraccion IC:MC amortiguador de muestra 2X conteniendo Tris-
HCI 1.5 M pH 8.3, glicerol , SDS, azul de bromofenol y B-mercaptoetanol.

2, Se hirvié en un baiio de agua por un lapso de tiempo de acuerdo a condiciones
estandarizadas.

3. Se coloco en concentracion determinada en el gel de empaquetamient®.

4. Se aplico la corriente necesaria de acuerdo a las condiciones estandarizadas.

3.8 Tincion de Geles con Azul de Coomassie

De los geles preparados una seccion de cada gel fue tefiida con una
solucion de azul brillante de Coomassie R-250 0.1% en metanol, 4cido acético y
agua bidestilada.

. Se coloco el gel a tefiir en un recipiente con la solucién de tincidén por un lapso

minimo de 3 horas o toda la noche.
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2. Se destifio el gel con varios lavados con una solucion de metanol, acido acético

y agua bidestilada hasta que se observaron visualmente las bandas.

3.9 Inmunoelectrotransferencia o Western Blot

Las muestras para WB se sometieron a un proceso de SDS-PAGE y
posteriormente transferidos a papel de nitrocelulosa en una camara de

electrotransferencia Trans-Blot® de Bio-Rad.

3.9.1 Electrotransferencia.

|. Los geles en los cuales se llevd a cabo el corrimiento electroforético se
colocaron en un sandwich con el papel de nitrocelulosa y papel filtro.

2. Se colocd el sandwich en la camara de electrotransferencia con la cantidad
adecuada de buffer de transferencia Tris-Base 25 mM, Glicina 192 mM
(Metanol al 20 %).

3. Se aplico la corriente necesaria para llevar a cabo la transferencia de las
proteinas de los geles de poliacrilamida al papel de nitrocelulosa. .

4. Se dejo correr el tiempo necesario para que se llevara a cabo la transferencia de
las proteinas.

5. Transcurrido el tiempo se desconectd el sistema y se sacaron los papeles de

nitrocelulosa y se dejaron secar al aire sobre un papel filtro.

39.2 Western Blot.

l. Después de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubd en una
solucion bloqueadora de PBS 0.15 M pH 7.2-7.4 con albumina sérica bovina y

leche descremada al 1 %.
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2. Se realizaron 3 lavados con una solucion de PBS, Tween 20 1:1000 y gelatina
de pescado al 0.5 % (solucion de lavado).

3. El papel de nitrocelulosa ya bloqueado se puso a reaccionar con los sueros a
analizar diluidos en una solucién de PBS, tween 20 1:1000 y gelatina de
pescado al 1.5 %.

4. Se incubaron los papeles de nitrocelulosa por el tiempo y a las condiciones
estandarizadas.

5. Se realizaron 3 lavados con la solucion de lavado.

6. Se afiadid6 un conjugado polivalente de anti-inmunoglobulinas humanas,
desarrollados en cabra conjugadas con peroxidasa, el cual fue diluido en una
solucion de PBS, tween 20, y gelatina de pescado al 1.5 %.

7. Se incubaron los papeles de nitrocelulosa por el tiempo y a las condiciones
estandarizadas.

l 8. Se realizaron 3 lavados con la solucion de lavado.

9. Se hizo reaccionar con la solucion de revelado que contenia PBS, el sustrato

peroxido de hidrogeno y el cromogeno 3,3-diaminobencidina. De acuerdo a

Flores-Castafieda (Flores-Castaiieda 1995).

3.10 Aislamiento de la Proteina de 8 KDa

3.10.1 Preparacion de Geles.

Como primer paso en el aislamiento de las proteinas de peso molecular

relativo de 8 KDa, era indispensable la preparacion de los geles a utilizar, los

calculos se prepararon de la siguiente manera:
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Tabla 4

Preparacion del Geles de Separacion del de Poliacrilamida Prep Cell 491.

REACTIVO 6% T 20% T
Solucion
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 4 mL 13.333 mL
T/2.67 % C.
Tris-HCL 1.5 M pH 8.8 S mL 5 mL
Agua MilliQ 10.945 mL 1.612 mL
Persulfato de Amonio 10 % 50 uL 50 pL
TEMED 5uL 5 uL

Tabla 5

REACTIVO 4% T 6% T
Solucion
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 650 pL 975 L
1/2.67 % C.
Tris-HCL 0.5 M pH 6.8 1250 pL 1280 pL
Agua MilliQ 3100 pL 2775 pL
Persulfato de Amonio 10 % 50 pL 50 pL
TEMED 10 pL 10 pL

Preparacion del Geles de Empaquetamiento de poliacrilamida del Prep Cell 491.

El aislamiento de la proteina de 8 KDa de FE. histolytica, se realizod
utilizando el método de electroforesis preparativa por electroelucion continua, con

un gel de empaquetamiento al 6 % T/2.67 % C y gel de separacion al 20 % T/2.67

% C por medio del sistema 491 Prep Cell de Bio Rad, basado en la técnica de

Laemli (Laemli 1970, Bio-Rad 1685, 1686 ).
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3.10.2 Electroforesis Preparativa.

I. La fraccion IC:MC se sometio a reduccion con buffer de muestra conteniendo
Tris-HCI, glicerol, SDS, B-mercaptoetanol y azul de bromofenol.

2. Se coloco la muestra a purificar en el gel de empaquetamiento.

3. Se aplicd la corriente adecuada para realizar el aislamiento de la proteina de
interés.

4. Al llegar el frente de corrimiento al final del gel se procedié a colectar
fracciones con la ayuda de una bomba peristaltica, con un volumen de 2,5 mL
cada una a una velocidad de elucion de 1 mL/min.

5. Al obtener el nimero de fracciones adecuadas, con éstas se hicieron mezclas,
las cuales se dializaron y concentraron para posteriormente verificar los

resultados de la electroforesis por SDS-PAGE y WB.
3.10.3 Lectura Espectrofotométrica de las Fracciones Obtenidas.

Después de haber realizado cl corrimiento de la fraccion ."I('T:MC en
electroforesis preparativa en electroelucion continua, todas las fracciones eluidas
fueron leidas espectrofotométricamente a una longitud de onda de 280 nm en un
espectrofotometro  Milton Roy (USA). Las absorbancias obtenidas fueron
graficadas con el propésito de conocer como se llevd a cabo la elucion de las

proteinas.
3.10.4 Concentracion de las Fracciones Obtenidas.

>ara llevar a cabo la concentracion de las fracciones obtenidas en la

electroforesis preparativa, se procedio de la siguiente manera:



. Con las fracciones obtenidas se hicieron mezclas, las cuales fueron colocadas
en viales de liofilizacion, con el propédsito de llevar a cabo el proceso de |
liofilizacion.

2. Las mezclas se congelaron a una temperatura de -70 °C.

3. Ya congeladas los viales se sometieron a liofilizacion hasta obtener sequedad
total en los mezclas.

4. Después de liofilizados los viales, se resuspendié el polvo en la minima
cantidad de agua bidestilada.

5. Las mezclas resuspendidas se aplicaron en una celda de dialisis y
concentracion modelo 80003 de Amicon® con una membrana con poro de 3
KDa.

6. Se aplico la presion necesaria por medio de nitrogeno, para lograr la filtracion
de la muestra a través de la membrana, hasta tener en la celda un volumen entre 1
0.5y 1.0 mL.

7. Después de llevar a cabo la concentracion, se afiadio agua bidestilada para
realizar de nuevo el proceso de concentracion. |

8. Después de realizar de nuevo la concentracién se obtuvieron entre 0.5 y 1.OmL
de muestra, a los cuales nuevamente les fué afladida agua hidcsthada y se
procedieron a concentrar. -

9. Después de llevar a cabo el tercer proceso de concentracion y llevarse a un
volumen de alrededor de 1 mL, las muestras fueron llevadas a sequedad por
medio del proceso de centrifugacion al vacio.

10.Después de llevar a cabo la centrifugacion al vacio, las muestras estaban listas

para ser probadas por SDS-PAGE y WB.
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3.11 Evaluacion de Resultados

’ara evaluar la presencia de la proteina de 8 KDa, se procedio a probar las
fracciones en que se encontraba la proteina aislada contra sueros de pacientes con
amibiasis invasiva, diversas hepatopatias, sujetos parasitados por E. histolytica/E.
dispar analizados por examenes coproparasitoscopicos (Rodriguez-Pérez, 1999) y

contra el sueros de sujetos sanos de zona endémica con resultado negativo para la

prueba confirmatoria de W B para amibiasis invasiva.




CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1Cultivo de Entamoeba histolytica y Obtencién de la Fraccion 1IC:MC

En el presente trabajo se cultivé E. histolytica axénicamente en el medio
TYI-S-33 de Diamond (Diamond 1978) y se obtuvo la fraccion IC:MC. La
fraccion IC:MC fué sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para observar la calidad de los
preparados amibianos y descartar que existiera degradacion proteolitica.

Como se ha mencionado anteriormente, el método desarrollado por Flores-
Castafieda tiene como resultado que los preparados amibianos sometidos a este
proceso no presentan degradacion proteolitica. Como se puede observar en la
figura 1, las bandas proteicas revelan que las fracciones 1, 2 y 3 gbtenidas en

diferentes tiempos, son de la calidad deseada.
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Figura 1.- Electroforesis en Gel de Poliacrilamida Bajo Condiciones
Desnaturalizantes (SDS-PAGE) en Gradiente Lineal 12-18 % T/2.67 % C de la
Fraccion IC:MC, teiiido con Azul de Coomassic 0.1 %. M, marcadores de peso
molecular de amplio rango, Carriles 1, 2, 3 fraccion IC:MC obtenidas en diferentes tiempos.

Después de observar que las bandas de proteinas de las fracciones
obtenidas se encontraban en condiciones apropiadas para desarrollar el trabajo de
investigacion, se procedid a realizar el W B para verificar si las proteinas de peso
molecular relativo de 8 KDa estaban presentes en las fracciones obtenidas. En la
figura 2, se muestra un ejemplo de un W B realizado con una de las fracciones
IC:MC de la figura 1. Podemos observar que las proteinas de peso molecular
relativo de 8 KDa si estaban presentes en los extractos y con esto se demostro que

las fracciones IC:MC obtenidas, son apropiadas para el proceso en el cual se
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obtendra en forma aislada las moléculas de 8 KDa por el método de electroforesis

por electroelucién continua.

PM KDa

116

8 KDa

M C+

Figura 2.-Western Blot de la fraccion IC:MC, revelado con suero de un paciente
con amibiasis invasiva. M, marcadores de peso molecular, C+ fraccién 1C:MC.
4.2. Establecimiento de Tiempos de Eluci6n.

4.2.1 Electroforesis con Marcadores de Peso Molecular Conocido.

Para conocer los tiempos a los cuales eran eluidas las distintas proteinas,
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primeramente se procedié a hacer un corrimiento en la celda de electroforesis
preparativa, con marcadores de peso molecular conocido, sometidos a un gel de
empaquetamiento del 4 % T / 2.67 % C y un gel de separacion del 6 % T /2.67 %
C. Se obtuvieron 500 fracciones de 2.5 mL, las cuales fueron leidas
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 280 nm, obteniéndose la
grafica de la figura 3, en la que se observa que existe un gran pico de absorbancia
situado entre las fracciones 2 y 7 que corresponden al frente de corrimiento y que
no existen picos de absorbancia para cada una de las proteinas eluidas, sino que
solamente se observa una gran banda ancha de absorbancia que va

aproximadamente de la fraccion 10 ala 110.
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Figura 3.-Grafica de las lecturas de absorbancia a 280 nm de las fracciones
obtenidas al correr marcadores de peso molecular en una electroforesis

preparativa con un gel de empaquetamiento del 4 % T/ 2.67 % C y un gel de
separacion del 6 % T/ 2.67 % C.
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Después de haber realizado la electroforesis de los marcadores de peso
molecular se hicieron mezclas de cada 5 fracciones, posteriormente estas mezclas
se dializaron y concentraron a un volumen de 100 pL, de los cuales se tomd y se
realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida a una concentracion del 12 % T
/2.67 % C. Los resultados se muestran en la figura 4. Las concentraciones de los
geles de poliacrilamida empleados son muy bajas para realizar la separacion de

. proteinas de bajo peso molecular, y ademas las mezclas que se hicieron contienen
varias bandas proteicas con valores de peso molecular muy separados, lo cual nos
hizo pensar en la posibilidad de realizar una electroforesis y analizar cada una de

las fracciones por separado sin hacer mezclas. '
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Figura 4.- Electroforesis en Gel de Poliacrilamida Bajo Condiciones '.
Desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12 % T/2.67 % C de las Fracciones Obtenidas
en la Electroforesis Preparativa al 6 % T de Marcadores de Peso Molecular de
Amplio Range, tefiida con azul de Coomassie 0.1 %. M, marcadores de peso "

molecular, carril 1 fracciones 1-5, carril 2 fracciones 6-10, carril 3 fracciones 11-15, Carril 4 '
# fracciones 16-20 y carrii 5 fracciones 21-25.
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4.2.2 Electroforesis de la fraccion IC:MC.

Como era de gran importancia conocer en qué fracciones eluian las
proteinas de la fraccion IC:MC que deberian ser aisladas, se procedio a realizar
una electroforesis bajo las mismas condiciones de los marcadores de peso
molecular, es decir 4 % T/ 2.67 % C para el gel de empaquetamiento y 6 % T/
2.67 % C para el gel de separacion, pero ahora utilizando la fraccion IC:MC.

La grafica de las lecturas espectrofotométricas de las fracciones se
muestran en la figura 5, en donde se aprecia que los resultados de las lecturas de
las fracciones obtenidas al correr la electroforesis de la fraccion IC:MC son
similares a las obtenidas en el experimento realizado con los marcadores de peso
molecular, por lo cual es muy posible que los resultados obtenidos en la
electroforesis de las fraciones dializadas y concentradas sea muy similar a los

resultados obtenidos con los marcadores de peso molecular en cuanto a tiempos

de elucion se refiere.
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Figura 5.- Grafica de las lecturas de absorbancia a 280 nm de las fracciones
obtenidas al correr la fraccion IC:MC en una electroforesis preparativa con un gel

de empaquetamiento del 4 % T/ 2.67 % C y un gel de separacion del 6 % T/ 2.67
% C.

La electroforesis de las fracciones obtenidas del corrimiento de la fraccion
IC:MC, dializadas y concentradas en un gel de poliacrilamida con una
concentracion del 12 % T/ 2.67 % C se observa en la figura 6 que aunque sean
probadas individualmente, no existe separacion de bandas de proteinas del
extracto amibiano y ain se encuentran juntas varias bandas en una misma
fraccion, con lo cual se observan resultados similares a los obtenidos en el
corrimiento con marcadores de peso molecular. Con estos resultados se
comprueba la imperiosa necesidad de utilizar un gel de electroforesis preparativa
con una mayor concentracion de acrilamida para lograr el aislamiento de forma

optima de las proteinas de interés para este trabajo.
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Figura 6.- Electroforesis en Gel de Poliacrilamida Bajo Condiciones
Desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12 % T/2.67 % C de las Fracciones Obtenidas
en la Electroforesis Preparativa al 6 % T de la Fraccion 1IC:MC, teiiida con azul
de Coomassie 0.1 %. M marcadores de peso molecular de amplio rango, C+ antigeno
amibiano inicial, carril | fraccion 1, carril 2 fraccion 2, carril 3 fraccion 3, carril 4 fraccion 4,
carril 5 fraccion 5, carril 6 fraccion 6-7, carril 7 fraccidon 8-9, carril 8 fraccion 10-13, carril 9

fraccion 14-17, carril 10 fraccion 18-25, carril 11 fraccion 26-30 y carril 12 fraccion 31-35.
iy

4.3 Aislamiento de las Proteinas de Peso Molecular Relativo de 8 KDa a
Partir de la Fraccion 1C:MC.

Para el aislamiento de las proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa,
basandose en el antecedente que existia en el laboratorio de que las proteinas de
peso molecular relativo de 8 KDa, eran separadas en un gel de poliacrilamida con
gradiente lineal de 12 - 18 % T / 2.67 % C, se procedié a utilizar un gel de
poliacrilamida con una concentracion del 20 % T / 2.67 % C, para llevar a cabo cl

aislamiento de las proteinas que nos interesaban.

12
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Al ser sometida la fraccién IC:MC a un gel de empaquetamiento del 4 %
T/°2.67 % C y un gel de separacion del 20 % T/ 2.67 % C, se obtuvieron 95
fracciones de 2.5 mL, las cuales fueron concentradas y dializadas con el sistema
de ultrafiltracién y posteriormente llevadas a sequedad con el sistema de

centrifugacion y vacio.

43.1 Lectura Espectrofotométrica de las  Fracciones Obtenidas en la
Electroforesis Preperativa de la Fraccién IC:MC en Gel de Poliacrilamida

20%T/2.67%C.

Al realizar la lectura espectrofotométrica de las fraccciones, como se
muestra en la figura 7, se observé que al igual que los experimentos anteriores no
cxistichron picos de absorbancia para cada una de las proteinas eluidas, ya que el
lnico pico que se observa es el del frente de corrimiento, que presenta una alta
absorbancia. Las proteinas aisladas empezaron a eluir a partir de la fraccién 16 en

adelante y en la grafica no se observa que sobresalga en ningin pico de

absorbancia.




thancia

80 nm

45

Curva de Elucion

0.2
0. |
0 T g TR .
D 10 20 30 40 50 60 70 8 90 1¢
-0.1

Fracciones

Figura 7.- Lecturas de absorbancia a 280 nm de las 95 fracciones obtenidas al
realizar el corrimiento de la fraccion IC:MC, en electroforesis preparativa por
electrolelucion continua en gel de poliacrilamida al 20 % T/2.67 % C.

4.3.2 Andlisis de las Fracciones | a la 21 de la Electroforesis Preparativa dc la

Fraccion IC:MC.,

[Las fracciones obtenidas en la electroforesis preparativa de la fraccion
IC:MC, se colectaron en volimenes de 2.5 mL y de cada 4 fracciones se hizo una
mezcla pool, es decir se hicieron mezclas de 10 mL, a excepcion de la mezcla |
la cual estaba formada por 5 fracciones, en las que era visible la presencia del
frente de corrimiento. Al seguir este procedimiento se obtuvieron las mezclas |
formada por las fracciones 1-5, mezcla 2 formada por las fracciones 6-9, mezcla 3

formada por las fracciones 10-13, mezcla 4 formada por las fracciones 14-17,

mezcla 5 formada por las fracciones 18-21, mezcla 6 formada por las fracciones
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22-25, mezcla 7 formada por las fracciones 26-29, mezcla 8 formada por las
fracciones 30-33, mezcla 9 formada por las fracciones 34-37, mezcla 10 formada
por las fracciones 38-41, mezcla 11 formada por las fracciones 42-45, mezcla 12
formada por las fracciones 46-49, mezcla 13 formada por las fracciones 50-53,
mezcla 14 formada por las fracciones 54-57, mezcla 15 formada por las
fracciones 58-61, mezcla 16 formada por las fracciones 62-65, mezcla 17 formada
por las fracciones 66-69, mezcla 18 formada por las fracciones 70-73, mezcla 19
formada por las fracciones 74-77 y mezcla 20 formada por las fracciones 78-81.

Después de haber hecho las mezclas, se dializaron contra agua y se
concentraron a un volumen de 100 pL, de este volumen se tomaron alicuotas y se
probaron en una electroforesis en geles de poliacrilamida con un gradiente lineal
del 12-18 % T / 2.67 % C. Los geles fueron procesados en procesos simultineos
unos se tifieron y los otros se transfirieron a papeles de nitrocelulosa y se les
realizO Western Blot, utilizando en su revelado suero de un paciente con
amibiasis invasiva.

Al someter a SDS-PAGE en gradiente 12-18 % T/2.67 % C la primeras 21
fracciones como se puede observar en la figura 8, en el gel tefiido con azul de
Coomassie no se encontraron bandas proteicas aisladas en las mezclas probadas,
lo que nos demuestra que no hay presencia de proteinas o que se encuentran en
concentraciones tan bajas que no puede ser evidenciada su presencia con la

tincion de azul de Coomassie, la cual es util cuando existen concentraciones del

orden de microgramos de proteina.
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Figura 8- Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en gradiente lineal 12-18 % T/2.67 % C de las
fracciones 1-21 obtenidas en la electroforesis preparativa al 20 % T de la fraccion
[C:MC tefiido con azul de Coomassie al 0.1 %. M marcadores de peso molecular de
amplio rango, C+1 yC+2 fraccion IC:MC a diferentes concentraciones, carril 1 mezcla |
(fracciones 1-5), carril 2 mezcla 2 (fracciones 6-9), carril 3 mezcla 3 (fracciones 10-13), carril 4
mezcla 4 (fracciones 14-17) y carril 5 mezcla 5 (fracciones 18-21).

Cuando las mezclas de la | a la 5 fueron probadas por Western Blot, como
se muestra en la figura 9, se demostrd la presencia de las proteinas de peso
molecular relativo de 8 KDa en baja concentracion en la mezcla 4 (Fracciones 14-
17) y en una concentracion superior en la mezcla 5. Estos resultados nos

demuestran que las proteinas de nuestro interés eluyeron en las fracciones de la

14 a la 21, ademas, la concentracion a la cual se encuentran aunque no es

detectable por el método de tincion de azul de Coomassie, es detectable por
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métodos inmunoenzimaticos, los cuales como sabemos, tienen una sensibilidad

apreciablemente mayor.
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Figura 9- Western Blot de las fracciones 1-21 obtenidas en la electroforesis
preparativa al 20 % T de la fraccion IC:MC, revelado con un suero de un

paciente con amibiasis invasiva. M marcadores de peso molecular de amplio rango, C+
fraccion IC:MC, tirilla 1 mezcla 1 (fracciones 1-5), tirilla 2 mezcla 2 (fracciones 6-9), tirilla 3

mezcla 3 (fracciones 10-13), tirilla 4 mezcla 4 (fracciones 14-17) y tirilla 5 mezcla 5 (fracciones
18-21).

4.3.3 Andlisis de las Fracciones 22 a la 41 de la Electroforesis Preparativa de la

Fraccion 1C:MC.

En el SDS-PAGE en gradiente de la mezcla 6 (fracciones 22-25), mezcla 7

(fracciones 26-29), mezcla 8 (fracciones 30-33), mezcla 9 (fracciones 34-37) y

mezcla 10 (fracciones 30-41), se observa la presencia de proteinas tefiidas por el
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mélodo de azul de Coomassie en todas las mezclas, en concentraciones
relativamente altas y con pesos moleculares comprendidos entre 9 a 14 KDa. De
acuerdo a la movilidad de las bandas, aparentemente se encontraron en mayor
concentracion las proteinas con pesos moleculares alrededor de 14 KDa en

comparacion con las proteinas de pesos moleculares menores (figura 10).
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Figura 10- Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en gradiente lineal 12-18 % T/2.67 % C de las
mezclas 6-10 obtenidas en la electroforesis preparativa al 20 % T de la fraccion
IC:MC tefiido con azul de Coomassie al 0.1 %. M marcadores de peso molecular de
amplio rango, C+1 y C+2 fraccion IC:MC a diferentes concentraciones, carril 1 mezcla 6

fracciones 22-25, carril 2 mezcla 7 fracciones 26-29, carril 3 mezcla 8 fracciones 30-33, carril 4
mezela 9 {racciones 34-37 y carril 5 mezcla 10 fracciones 38-41.




50

En el Western Blot mostrado en la figura 11 se observa que en las mezclas

6 y 7 aun se encuentran en baja concentracion las proteinas de peso molecular

relativo de 8 KDa, por lo cual se puede inferir que fracciones se encuentran
.

mezcladas con proteinas de pesos moleculares de alrededor de 9 a 11 KDa en las

fracciones 22-29. Otro hecho a resaltar es que las proteinas presentes en las

mezclas 7,"8 y 9 como se demuestra en la figura 10, se encuentran en grandes

concentraciones y no son reconocidas de la misma manera por los anticuerpos

presentes en el suero del paciente con amibiasis invasiva.
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Figura 11- Western Blot de las fracciones 22-41 obtenidas en la electroforesis
preparativa al 20 % T de la fraccion IC:MC, revelado con un suero de un

paciente con amibiasis invasiva. M marcadores de peso molecular de amplio rango, C+
fraccion 1C:MC, tirilla | mezcla 6 fracciones 22-25, tirilla 2 mezcla 7 fracciones 26-29, tirilla 3
mezcla 8 fracciones 30-33, tirilla 4 mezcla 9 fracciones 34-37 y tirilla 5 mezcla 10 fracciones

38-41.

-
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43.4 Anadlisis de las Fracciones 42 a la 61 de la Electroforesis Preparativa de la

Fraccion IC:MC.

Como se puede observar en la figura 12, en la mezcla 11 (fracciones 42-
IIS), mezcla 12 (fracciones 46-49), mezcla 13 (fracciones 50-53) mezcla 14
(fracciongs 54-57) y mezcla 15 (Fracciones 58-61) obtenidas en la electroforesis
preparativa de la fraccion IC:MC, se encuentran bandas tefiidas intensamente con
el azul de Coomassie, lo que indica indirectamente que las proteinas con pesos
moleculares relativos que van de alrededor de 14 a 20 KDa, se encuentran en
concentraciones relativamente altas. Es importante resaltar que atn cuando se
utiliz6 un gel con un poro muy cerrado se obtuvieron mezclas de proteinas con
diferentes pesos moleculares, esto probablemente ocasionado porque se hicieron

mezclas con muchas fracciones y que lo ideal en este caso para obtener proteinas

aisladas quizas seria probar cada una de las fracciones por separado.

&
147000
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contaminacion previa con estas proteinas en alguno de los pasos de la
metodologia seguida en la realizacion de estos experimentos o por la presencia de
pequefias proteinas polimerizadas después de haber estado expuestas a un pH
cercano a la neutralidad al ser concentradas y dializadas. Ademas, la presencia de
multiples bandas en las tirillas de las mezclas 13, 14 y 15, todo esto
probablemente por la presencia de una gran concentracion de proteinas, las cuales
al encontrarse en presencia de un pH adecuado y una baja concentracion de sales
al dializarse, pudieron formar polimeros de altos pesos moleculares que migraron
en forma mas retardada que los monomeros de los cuales estaban formados. Estos
polimeros se presentaron en mayor cantidad en las mezclas 14 y 15,

probablemente por la elevada concentracion de proteinas que se encontraba en

estas mezclas, como anteriormente se puntualizd.
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Figura 13- Western Blot de las fracciones 42-61 obtenidas en la electroforesis
preparativa al 20 % T de la fraccion IC:MC, revelado con un suero de un

paciente con amibiasis invasiva. M marcadores de peso molecular de amplio rango, Ci+
fraccion IC:MC, tirilla 1 mezcla 11 fracciones 42-45, tirilla 2 mezcla 12 fracciones 46-49, tiril 1
3 mezcla 13 fracciones 50-53, tirilla 4 mezcla 14 fracciones 54-57 y ftirilla 5 mezcla 15
fracciones 58-61.

4.3.5 Analisis de las Fracciones 62 a la 81 de la Electroforesis Preparativa de la

Fraccion IC:MC.

Al analizar la figura 14, en la cual se muestran los resultados obtenidos en
la tincion del gel de poliacrilamida con azul de Coomassie de la mezcla 16
(fracciones 62-65), mezcla 17 (fracciones 66-69), mezcla 18 (fracciones 70-73),

mezcla 19 (fracciones 74-77) y mezcla 20 (fracciones 78-81), nos encontramos

con la presencia de proteinas de pesos moleculares de alrededor de 14 a 20 kDa,
-
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en este caso, las proteinas que eluyeron en estas mezclas estan dentro de un rango
pequefio de pesos moleculares, con una diferencia entre las proteinas de mayor y
menor peso molecular de entre 3 y 4 kDa, con lo cual se puede inferir que éstas

se encuentran en forma aislada en cada una de las mezclas obtenidas.
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Figura 14- Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en gradiente lineal 12-18 % T/2.67 % C de las
mezclas 16-20 obtenidas en la electroforesis preparativa al 20 % T de la fraceidn

IC:MC tefiido con azul de Coomassie al 0.1 %. M marcadores de peso molecular de
amplio rango, C+ fraccion IC:MC, carril | mezcla 16 fracciones 62-65, carril 2 mezcla 17
fracciones 66-69, carril 3 mezcla 18 fracciones 70-73, carril 4 mezcla 19 fracciones 74-77 y
carril 5 mezcla 20 fracciones 78-81,

Un hecho importante a resaltar con el Western Blot de las mezclas 16 a la
20 (Fig. 15) es que aunque las proteinas aisladas en estas mezclas se encuentran

en concentraciones relativamente altas como se muestra en la figura 14, su

reconogimiento por parte de los anticuerpos presentes en el suero del paciente con
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amibiasis invasiva se presenta en forma pobre y que una proteina de alrededor de

20 KDa es la que presenta un mayor reconocimiento comparada con las proteinas

presentes en estas mezclas.
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Figura 15- Western Blot de las fracciones 62-81 obtenidas en la electroforesis
preparativa al 20 % T de la fraccion IC:MC, revelado con un suero de un
paciente con amibiasis invasiva. M marcadores de peso molecular de amplio rango, C1
fraccion IC:MC, tirilla | mezcla 16 fracciones 62-65, tirilla 2 mezcla 17 fracciones 66-69, tirilla

3 mezcla I8 fracciones 70-73, tirilla 4 mezcla 19 fracciones 74-77 y tirilla 5 mezcla 20
fracciones 78-81.




4.3.6 Analisis Integral de las Fracciones Obtenidas en la Electroforesis

Preparativa de la Fraccion IC:MC Teiiidas con Azul de Coomassie.

En la figura 16 se muestra el perfil de elucion de las distintas proteinas
obtepidas al someter la fraccion IC:MC a una electroforesis preparativa en un gel
de poliacrilamida al 20 % T / 2.67 % C. Como se puede apreciar fué¢ hasta las
fracciones 22-25 que corresponden a la mezcla 6, en la cual se pudo demostrar la
presencia de proteinas aisladas por el método de la tincion con azul de
Coomassie. Es importante resaltar el hecho que por medio de este método se
evidencid la presencia de proteinas con un rango de pesos moleculares de 9 y
hasta alrededor de 66 KDa, estas ultimas probablemente generadas a partir de la
polimérizacidn de proteinas de menor peso molecular y que aunque existian

proteinas de pesos moleculares menores de 9 KDa, su concentracion era tan baja

que no era posible demostrar su presencia.

iy
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Figura 16- Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condicioges
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en gradiente lincal 12-18 % T/2.67 % C dc "*:19
[racciones obtenidas en la clectroforesis preparativa al 20 % T de la fraccion
1C:MC teiiido con azul de Coomassie al 0.1 %. M marcadores de peso molecular de
amplio rango, C+ fraccion IC:MC, carril | mezcla 1 fracciones 1-5, carril 2 mezcla 2 fracciones
6-9, carril 3 mezcla 3 fracciones 10-13, carril 4 mezcla 4 fracciones 14-17, carrii 5 mezcla §
fracciones 18-21, carril 6 mezcla 6 fracciones 22-25, carril 7 mezcla 7 fracciones 26-29, carril 8
mezela 8 fracciones 30-33, carril 9 mezcla 9 fracciones 34-37, carril 10 mezcla 10 fracciones
37 41, carril 11 mezcla 11 fracciones 42-45, carril 12 mezcla 12 fracciones 46-49 | carril 13
mezcla 12 fracciones 50-53, carril 14 mezcla 14 fracciones 54-57, carril 15 mezcla 15 fracciones
58-61, carril 16 mezcla 16 fracciones 62-65, carril 17 mezcla 17 fracciones 66-69, carril 18

mezcla 18 fracciones 70-73, carril 19 mezcla 19 fracciones 74-77 y carril 20 mezcla 20
fracciones 78-81.




4.3.7 Analisis Integral de las Fracciones Obtenidas en la Electroforesis

Preparativa de la Fraccion IC:MC por Medio de Western Blot.

Como se puede observar en la figura 17 las proteinas de peso molecular
relativo de 8 KDa eluyeron en las fracciones 14-25 (Mezclas 4, 5 y 6),
encontrandose en mayor concentracion en las fracciones 18-25 de las mezcla S y
6, que es la fuente mas rica en estas proteinas en cuanto a fracciones obtenidas se
refiere. La mayor parte de las proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa,
eluyeron en un volumen aproximado de 30 mL, hecho establecido por el
conocimiento de cada una de las fracciones obtenidas en este experimento
constaba de 2.5 mL. En el caso de las mezclas 13-15 se observa la presencia de
proleihas de diferentes pesos moleculares, que como anteriormente lo
mencionamos pudieron haberse originado por la polimerizacion de proteinas de

bajos pesos moleculares que se encontraban en altas concentraciones en estas

mezclas.
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Figura 17.- Western Blot de las fracciones obtenidas en la electroforesis
preparativa al 20 % T de la fraccién IC:MC, revelado con un suero de ua paciente
con amibiasis invasiva. M marcadores de peso molecular de amplio rango, CI fraccion
IC:MC, tirilla | mezcla 1 fracciones 1-5 , tirilla 2 mezcla 2 fracciones 6-9, tirilla 3 mezcla 3
fracciones 10-13, tirilla 4 mezcla 4 fracciones 14-17, tirilla 5 mezcla 5 fracciones 18-21, tiritla 6
mezcela 6 fracciones 22-25, tirilla 7 mezcla 7 fracciones 26-29, tirilla 8 mezcla 8 fracciones 30-
33, tirilla 9 mezcla 9 fracciones 34-37, tirilla 10 mezcla 10 fracciones 38-41, tirilla 11 mezcla 11
fracciones 42-45, tirilla 12 mezcla 12 fracciones 46-49, tirilla 13 mezcla 13 fracciones 50-53,
tirilla 14 mezcla 14 fracciones 54-57, tirilla 15 mezcla 15 fracciones 58-61, tirilla 16 mezcla 16
fracciones 62-65, tirilla 17 mezcla 17 fracciones 62-69, tirilla 18 mezcla 18 fracciones 70-73,
tirilla 19 mezcla 19 fracciones 74-77, tirilla 20 mezcla 20 fracciones 78-81.

4.4 Evaluacion de Resultados

Un punto importante después de haber obtenido en forma aislada las
proteinas, era probarlas frente a sueros de distintas fuentes, por ello se probaron
las proteinas aisladas contra sueros de pacientes con amibiasis invasiva,

hepatopatias de diversa etiologia, amibiasis intestinal asintomatica y sujetos sanos

-
de zona endémica como control negativo.
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4.4.1 Comparacion de la Reaccion Entre un Suero Control Positivo y un Control

Negativo Frente a la Fraccion IC:MC.

Los resultados obtenidos al incubar un suero de un sujeto sano de zona
endémica de amibiasis, con la fraccion IC:MC completa asi como con a las
proieinas aisladas por electroforesis por electroelucion continua en geles de
poliacrilamida, revelaron que no existe un reconocimiento de la mayor parte de
las proteinas amibianas presentes en la fraccion IC:MC, sin embargo, el
reconocimiento que se presentd hacia algunas proteinas de esta fraccion puede
darse por el hecho de que, el sujeto cuyo suero se analizé vive en una zona
endémica y ha estado en contacto con [2. histolytica en algin momento de su vida.
Comparando estos resultados con los obtenidos al hacer reaccionar un suero de un
paciéntc con amibiasis invasiva frente a la fraccion IC:MC, existe una gran
diferencia en el comportamiento ya que, proteinas especificas de la fraccion
fueron reconocidas y estas forman parte del patron especifico para el diagnostico
de amibiasis invasiva, En cuanto a las proteinas de 8 KDa, tampoco se evidencio
el reconocimiento por parte del suero del sujeto sano, lo que es de gran
importancia por el hecho de que con estas proteinas se pueden disefiar métodos de
diagndstico, con los cuales se puede diferenciar un AHA de aigl't:: olro

padecimiento de tipo hepatico.
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Figura 18.- Western Blot de la fraccion IC:MC frente a un suero de sujeto sano

de zona endémica y paciente con amibiasis invasiva. A Suero de sujeto sano de zona
endémica; M marcadores de peso molecular de amplio rango, tirilla 1 fraccion IC:MC, tirgla 2
proteinas de 8 KDa aisladas por electroforesis por electroclucion continua. B Suero de paciente
con amibiasis invasiva; M marcadores de peso molecular de amplio rango, C+ fraccion 1C:MC.

4.4.2 Comportamiento de Sueros de Distintos Origenes Frente a Las Proteinas de

8 KDa Aisladas a Partir de la Fraccion 1C:MC.,

En la figura 19 se muestran los resultados obtenidos al someter a
reaccionar sueros de distintos origenes con las proteinas de peso molecular
relativo de 8 KDa, aisladas a partir de la fraccion IC:MC.

Es bastante halagador el hecho que solamente los anticuerpos presentes en
los sueros con amibiasis invasiva reconocieron a las proteinas de 8 KDa, esto

. .
confirma los resultados obtenidos anteriormente en estudios previos realizados




63

por Flores-Castafieda, en los cuales se establecia que solamente los sueros de

pacientes con amibiasis invasiva reaccionaban con estas moléculas y que no
existia reconocimiento por parte de sueros de pacientes con diversas hepatopatias,
sueros de pacientes asintomaticos con CPS positivo para E. histolytica/E. dispar
ni sujetos sanos de zona endémica (Flores-Castaiieda 1995).
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Figura 19.- Western Blot de la proteina de 8 KDa aisladas, frente a suero de
distintos origenes. M marcadores de peso molecular de amplio rango, C+ fraccion 1C:MC,
tirillas 1, 2, 3, 4 y 5 sueros de pacientes con amibiasis invasiva, tirillas 6, 7, 8 y 9 sueros de
pacientes con hepatopatias de diversa etiologia, tirillas 10, 11, 12 y 13 sueros de sujetos
asintomaticos con coproparasitoscopico positivo para E. histolytica/E. dispar, tirillas 14, 15, 16
y 17 sueros de sujetos sanos de zona endémica WB negativos.




CAPITULO 5

DISCUSION

En la investigacion basica con macromoléculas como lo son proteinas y
acidos nucleicos, es de vital importancia su obtencion en forma aislada para
estudios de caracterizacion tanto quimica como funcional, ya que estos estudios
nos permiten conocer gran parte del papel que juegan estas moléculas en el
metabolismo celular.

En el caso especifico de las proteinas, como es conocido, juegan una
funcion importantisima en el desarrollo de diferentes funciones celulares, pero
para conocer sus funciones y en qué proceso interaccionan, es necesario su
aislamiento a partir de extractos celulares. Los métodos para la separacion de
proteinas toman como ventaja propiedades tales como carga, tamaio y
solubilidad, caracteristicas que varian de una proteina a otra. Tomando en cuenta
el hecho de que muchas proteinas se unen a otras biomoléculas, las proteinas
pueden también ser separadas basandose en sus propiedades de union. Existe una
gran variedad de métodos disponibles para la separacion de proleinas, entre cllos
se encuentra la cromatografia de intercambio i6nico que puede ser utilizada para
separar proteinas con diferente carga ionica, de la misma forma que sc separan
aminoacidos. La cromatografia de exclusion molecular, también llamada
filtracion en gel, separa las proteinas en cuanto al tamafio por medio de pequefias
esferas porosas de un tamafio adecuado para cada aplicacion y la cromatografia de

afinidad separa las proteinas por sus propiedades de union especificas, ya que las
-
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proteinas retenidas en la columna son aquellas que se unen especificamente al
ligando presente en las esferas de que esta formada la columna.

Otros métodos no-cromatograficos incluyen la precipitacion selectiva de
las preteinas con sales, acidos o altas temperaturas.

Para el aislamiento de una proteina que no ha sido previamente aislada, el
proceso se gufa tanto por precedentes establecidos como por sentido comun. En la
mayoria de los casos, varios métodos deben ser utilizados secuencialmente para
completar el aislamiento de una proteina. El método de eleccion es algo empirico
y muchos de los protocolos deben ser probados previamente antes de elegir uno.
Los métodos de ensayo y error a menudo son minimizados por el uso de métodos
de purificacion desarrollados para proteinas similares como una guia. El sentido
comun dicta q@e los procesos baratos son usados primero cuando el volumen total
y de contaminantes es grande, por lo que los procedimientos cromatogréaficos a
menudo son imprécticos en las etapas tempranas, esto ocasionado ya que la
cantidad de medio cromatografico se incrementa con el tamafio de la muestra.

En adicion a la cromatografia, otro importante grupo de métodos esta
disponible para el aislamiento de proteinas, estos son los métodos electroforéticos,
basados en la migracion de proteinas cargadas en un campo eléctrico. Estos
procedimientos a menudo son utilizados para purificar proteinas en grandes
cantidades, con la desventaja que a menudo estos métodos inactivan proteinas.
Sin embargo, la electroforesis es especialmente util como un método analitico; la
ventaja que presenta esta técnica es que las proteinas pueden ser visualizadas al
mismo tiempo que separadas, permitiendo al investigador estimar en forma répida
el numero de proteinas o el grado de pureza de una preparacion de proteinas en
particular.

El isoelectroenfoque es un método electroforético utilizado para determinar
el pl de una proteina en especial. Este proceso se lleva a cabo por el

establecimiento de un gradiente de pH por una mezcla de bases y acidos

organidos de bajo peso molecular llamados anfolitos, los cuales al ser aplicados
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en el gel de poliacrilamida se distribuyen al ser aplicado un campo eléctrico a
través del gel.

Cuando se combinan la electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) con el isoelectroenfoque en geles bidimensionales, se permite la
-
resolucion de mezclas complejas de proteinas. Este método es mas sensible que el
electroenfoque y el SDS-PAGE solos. La electroforesis bidimensional separa
proteinas de idéntico peso molecular con diferentes pl o proteinas con valores
similares de pl pero de diferente peso molecular.

En el caso de la electroforesis preparativa, estos métodos han sido
disefiados para que los procesos electroforéticos sean solo un paso mas en el
aislamiento de una proteina en especial, logrando con ello que en los resultados
obtenidos, las proteinas separadas no hayan sido inactivadas o su inactividad
pueda ser revertida al utilizar los métodos apropiados.

En el caso particular de proteinas de E. histolytica aisladas, se han logrado
aislar proteinas con distintas funciones celulares de distintos pesos moleculares y
por medio de distintas técnicas, varias de ellas utilizadas en secuencia para la
obtencién de la proteina aislada.

E. histolytica es un protozoario pardsito, que es el agente causal de la
amibiasis, enfermedad cosmopolita que afecta alrededor de 50 000 000 Je
personas en el mundo, principalmente en paises en vias de desarrollo con
condiciones higiénico dietéticas deficientes. Este protozoario tiene una gran gama
de caracteristicas patogénicas que le permiten la invasion a tejidos después que se
produce la infeccion por agua o alimentos contaminados por quistes del parasito.

Yara lograr la invasion a tejidos, la amiba se vale de un arsenal de
elementos, dentro de los que se encuentran adhesinas, proteasas, enzimas y otras
macromoléculas, la mayoria de ellas de origen proteico, por lo tanto para
investigar los mecanismos de patogenicidad se ha tenido que recurrir al

aislamiento de las distintas proteinas que intervienen en el desarrollo de la

amjbiasis, algunas de ellas como lo son los antigenos de superficie, se han
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identificado con métodos inmunoldgicos, desarrollando anticuerpos ya sea
moclonales o policlonales que se identifican con inmunofluorescencia (Isibasi
1982, Torian 1987), iodinaciéon (Edman 1990) e inmunoprecipitacion (Torian
1987). Por otro lado se han logrado identificar antigenos a partir de bibliotecas de
cDNA, las cuales al ser expresadas revelan la presencia de proteinas que
intervienen “en distintos procesos celulares (Torian 1990, Stanley 1990, Lotter
1997).

Para lograr el aislamiento de las distintas proteinas de E. histolytica se ha
tenido que recurrir al uso de inhibidores enzimaticos que actian impidiendo la
degradacion proteolitica de los preparados causado por las proteasas propias del
parasito (Avila 1985, Pérez-Monfort 1987). En 1995 Flores-Castafieda patento un
método coriel cual se lograba abatir casi en un 100 % la actividad proteolitica de
los preparados amibianos por medio de un tratamiento con solventes organicos y
calor obteniendo una fraccion a la que le denominé fraccion IC:MC (Flores-
Castafieda 1995), a partir de este método se disefio una prueba diagnostica de
Western Blot con una alta sensibilidad y reproducibilidad, método que ha servido
para diagnosticar amibiasis invasiva en los pacientes que ingresan al hospital
universitario “ Dr. José Eleuterio Gonzalez ”.

Al realizar un analisis de las moléculas inmunodominantes se encontro qu:?
una molécula con un peso molecular relativo de 8 KDa era reconocida en un 99 %
por los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con amibiasis invasiva. Al
conocerse este hecho era de vital importancia el aislamiento de esta molécula, con
este proposito, se aislo la molécula a partir de electroforesis preparativa utilizando
geles de poliacrilamida en gradiente lineal 8-18 % T1/2.67 % C, después de llevar
a cabo la electroforesis, los geles eran seccionados y la proteina era extraida de

los geles por el método de electroelucion, ya realizada la electrolelucion, la

proteina en solucion era concentrada para posteriormente ser probada por

isoelectroenfoque para determinar si existian isoformas y qué valores de pl
L ]
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poseian, después de realizar estos procesos se obtuvieron 3 isoformas que se
separaban a pH de 4.7, 5.9 y 6.7 (Rangel-Orozco 1994, 1996).

El proceso de electroforesis preparativa por electroelucion continua ha
‘demostrado ser un método accesible y rapido para el aislamiento de proteinas de
distintos origenes, tanto en condiciones nativas como en condiciones
desnatugalizantes (Yamamoto 1994, Bagalopal 1994), logrando con ello realizar
el aislamiento de proteinas a partir del extracto crudo y sin ningtin otro proceso de
aislamiento previo.

Cuando se probaron los marcadores de peso molecular de amplio rango en
la columna de gel de separacion de polacrilamida al 6 % T, se encontrd que esta
concentracion de poliacrilamida era demasiado baja para lograr conocer con
exactitud los tiempos de elucién de los distintos marcadores de peso molecular, y
si se des;:aba conocer los tiempos de elucion de cada una de las proteinas era
necesario utilizar otras concentraciones de poliacrilamida.

Al probar la fraccion IC:MC bajo las mismas condiciones que los
marcadores de peso molecular, pudimos observar que la concentracion de los
geles empleados en las dos separaciones, tenian un poro demasiado grande como
para lograr la separacion de las proteinas de bajos pesos moleculares.

En estudios previos se demostrdé que las proteinas de peso molecuﬁir
relativo de 8 KDa podrian ser separadas del resto de las proteinas del extracto
amibiano, fue por ello que se optd por utilizar un gel con una concentracion de
poliacrilamida del 20 % T/2.67 % C. Si bien al utilizar esta concentracion de
poliacrilamida, se iba a afectar la resolucién de las bandas proteicas de mayor
peso molecular que iban a ser electroeluidas en varias fracciones, también era de
esperarse que el aislamiento de las bandas se llevaria a cabo con la certeza de que
no existiese contaminacion de las proteinas de 8 KDa con proteinas de pesos
moleculares cercanos, es decir, se sacrificaria la resolucion de las otras bandas por

la obtencién de las proteinas de 8 KDa en la forma mas pura posible.

-
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Cuando se realizaron las lecturas espectrofotométricas de la separacion
realizada con el gel de poliacrilamida al 20 % T, se obtuvieron lecturas que
variaban en gran forma con las lecturas obtenidas al utilizar geles al 6 % T
Después que se obtuvo el pico de absorbancia del frente de corrimiento, la
z;bsc)rbancia de las fracciones obtenidas del gel al 20 % T, descendié en forma
paulatina hasta alrededor de la fraccién 40 y después de ella la absorbancia que se
presento fue minima o nula, hecho que difiere con las separaciones del gel al 6 %
T, en las cuales se observa una zona de absorbancia que es continua hasta
alrededor de las fracciones 100 a 110.

Un hecho importante de resaltar en el caso de la electroforesis preparativa
con el gel al 20 % T, es que aunque se encontraban proteinas presentes en las
fracciones obtenidas, no se generaron zonas o picos de absorbancia, esto
probableménte causado por dos hechos importantes, como lo fueron la
concentracion de proteinas presentes en las fracciones probadas o por el bloqueo
de la radiacion UV por parte del SDS asociado a las proteinas separadas. [Fue por
ello que se realiz6 un analisis con SDS-PAGE par confirmar los resultados
obtenidos.

Al someter la fraccion IC:MC a la electroforesis preparativa por,
electroelucion continua, se obtuvieron un total de 81 fracciones de 2.5 mL, las
cuales fueron mezcladas en volimenes de 10 mL, estas mezclas fueron probadas
tanto en SDS-PAGE como en Western Blot, realizandose experimentos en los
cuales se incluian marcadores de peso molecular, controles positivos-y- las
mezclas a analizar. En el analisis de las primeras mezclas que estaban integradas
por las fracciones 1-41, se observé que en la mezcla 5 (Fracciones 38-41) se
encontraban las proteinas de 8 KDa que se deseaban aislar. En la mezcla 4
formada por las fracciones 34-37, también se demostré la presencia de las
proteinas pero en una concentracion muy baja.

Comparando estos resultados con los obtenidos en las electroforesis con

geles de corrimiento del 6 % T, existe diferencia en los tiempos de elucion de las
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proteinas, ya que cuando se utilizé la concentracion del 20 %T, los retardos de las
proteinas fueron mayores.

Al realizar la tincion del SDS-PAGE analitico de las mezclas 6-10, se
demostro las presencia de proteinas de bajo peso molecular en concentraciones
suficientes para ser detectadas por este método. Los resultados del Western Blot
de las mezclas 6-10, también demostraron la presencia de las proteinas de peso
molecular relativo de 8 KDa, hecho patente por la reaccion que presentaron los
anticuerpos del suero del paciente con amibiasis invasiva. Estas proteinas también
se encontraron en las mezclas 6 y 7, encontrandose en una mayor concentracion
en el mezcla 6 formada por las fracciones 42-45 (Fig 11).

So observo que en la tincion del SDS-PAGE analitico de las mezcla 6-10
(Fig. 10), se demostro la presencia de proteinas de bajos pesos moleculares entre
9 y 11 KDa muy fuertemente tefiidas. Al realizar el WB y compararlo con la
tincion, se demostro que las proteinas que eluyeron en la mezcla 6 corresponden a
una mezcla de proteinas de 8 KDa con otras de distinto peso molecular, pero que
no son reconocidas por los anticuerpos presentes en el suero del paciente con
amibiasis invasiva, un fendmeno similar se encuentra en las mezclas 7, 8 y 9, en
las cuales a pesar de haberse demostrado la presencia de altas concentraciones de
proteinas , no son reconocidas por los anticuerpos presentes en el suero con el que
se hicieron reaccionar las proteinas, hecho que comprueba lo establecido en el
laboratorio, en el cual se demuestra que las proteinas de peso molecular relativo
de 8 KDa son de las proteinas mas reconocidas por los anticuerpos presentes en
sueros de pacientes con amibiasis invasiva, cuando se utiliza la fraccion 1C:MC
como antigeno ante el cual reaccionan los anticuerpos presentes en sueros de
pacientes con amibiasis invasiva.

Los resultados obtenidos en el SDS-PAGE analitico de las mezclas 11-15
(Fig. 12), tanto en la tincion como en el W B se presentan algunas diferencias, las

cuales son evidentes por la sensibilidad de la técnica del W B, en estas mezclas se

presentan altas concentraciones de las proteinas separadas, que son observadas
L
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principalmente en el W B con la presencia de multiples proteinas de distintos
pesos moleculares y con distintos perfiles de movilidad electroforética, hecho que
no se observa en la tincion. Como se pudo observar, tanto en la tincion como en el
W B se encuentran algunas bandas con un peso molecular aproximado al de la
albiimina sérica bovina, el cual es de 66 KDa. Las bandas observadas cerca de los
66 KDa quiza sean agregados proteicos o polimeros de subunidades de proteinas
con pesos moleculares mas pequefios, puesto que se observaron en mezclas de
fracciones del SDS-PAGE preparativo que contienen bandas de pesos
moleculares entre 14 y 66 KDa. Este fendmeno pudo ser causado por el hecho de
que al realizar la dialisis y la concentracion de las mezclas asi como por la alta
concentracion de proteinas presentes, se pudieron formar polimeros de estas
proteinas al bajar la concentraciéon de SDS asociado a las proteinas y el pll
proximo a la neutralidad. Al ser probados estos polimeros en el SDS-PAGE
analitico y al someter las mezclas concentradas a la reduccion con SDS y 2-
mercaptoetanol, la cantidad de SDS y 2-mercaptoetanol no fueron suficientes
para lograr que todas las proteinas polimerizadas se separaran e hicieran el
corrimiento correspondiente al peso molecular de las subunidades. La proporcion
adecuada en la asociacion SDS-proteinas es de 1.4-1, y si este hecho no, se
presentd, las proteinas que permanecieron polimerizadas tuvieron retardo en la
migracion, logrando con ello verse como bandas individuales de pesos
moleculares superiores a los que se presentarian como proteinas sin polimerizar.
Al probar las mezclas 16-20 en el W B (Fig. 15), en la mezcla 16 también
se presentd el fendmeno antes mencionada, sin embargo en las mezclas 17-20,
este fendomeno estuvo ausente, probablemente a causa de que la concentracion a
la que se encontraban estas proteinas posiblemente era baja, por lo cual la relacién
SDS-proteinas posiblemente permanecid dentro de las condiciones adecuadas
para lograr una Optima separacion, este hecho puede verificarse al observar tanto

la tincion como el W B, en los cuales se observan bandas individuales separadas

cen pesos moleculares por alrededor de los 22 KDa.
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Cuando se observan y se comparan los resultados obtenidos en la tincion y
el W B, podemos observar dos hechos importantes, el primero en el cual las
proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa que fueron aisladas en las mezclas
4, 5 y 6 no fueron tefiidas por el colorante azul de Coomassie, pero fucron
perfectamente reveladas por los anticuerpos presentes en le suero del paciente con
amibiasis inyasiva (Fig. 8, 9, 10 y 11). El segundo hecho importante a mencionar
es el que s¢ presenta en las mezclas 7, 8 y 9, en los cuales a pesar de encontrarse
una alta concentracion de proteinas, ¢éstas no fueron reconocidas por los
anticuerpos presentes en el suero del paciente con amibiasis invasiva, ya que en
este caso la respuesta inmune humoral del paciente fue dirigida contra otras
proteinas (Fig. 11).

Al utilizar los controles positivo y negativo, para comparar los resultados
con los resultados obtenidos al probar las proteinas separadas contra los sueros de
pacientes con distintos padecimientos, nos permitieron establecer diferencias en
los patrones de reconocimiento antigénico, que se presentan cuando se utilizan
sueros de pacientes con amibiasis invasiva como control positivo y sueros de
sujetos sanos de zonas endémicas como control negativo.

Cuando se probaron las proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa
aisladas en electroforesis por clectroelucion continua en geles de poliacrilamida,
contra sueros de pacientes de distintos origenes, se pudo comprobar el hecho
anteriormente presentado en nuestro laboratorio, en el cual se establece que las
proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa solamente son reconocidas por los
anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con amibiasis invasiva. Este
hecho sienta un precedente, en el cual se establece que las proteinas de peso
molecular reiativo de 8 KDa pueden ser utilizadas para establecer un diagnostico
confirmatorio de amibiasis invasiva, por medio de una prueba serologica como lo
seria el Dot blot o ELISA, ya que los sueros de pacientes con distintos

padecimientos hepéticos y los sueros de sujetos sanos de zonas endémicas con

CPS pgsitivo para E. histolytica/E. dispar, que como se muestra en la figura 19 no

2
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reaccionaron contra las proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa al hacerse
reaccionar estos sueros contra las proteinas aisladas presentes en las tirillas 10-13
de dicha figura, estos resultados nos permiten establecer que se podra contar con
una herramienta util y de alta confiabilidad para el diagnostico diferencial de un
AHA frente a otros padecimientos hepaticos.

Al igual que en el presente trabajo, Rangel-Orozco logro el aislamiento de
las pz'otci;hus de peso molecular relativo de 8 KDa a partir de la fraccion IC:MC.
En dicho trabajo las proteinas eran separadas por isoelectroenfoque en fase
liquida, logrando con ello la separacion de tres isoformas en que se presentan las
proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa y obtenerlas en forma aislada. Sin
embargo, en el presente trabajo la obtencion de las proteinas de 8 KDa se realizo
por medio del SDS-PAGE preparativo y la electroelucion simultineos,
posteriorntente didlisis y concentracion. Al realizar el aislamiento de las proteinas
en electroforesis por electroelucion continua, se pueden trabajar mayores
concentraciones de proteinas presentes en extractos aun mayores a los que
anteriormente fueron utilizados por Rangel-Orozco.

En la investigacion por obtener proteinas para utilizarlas en el diagnostico
serologico de amibiasis invasiva, se ha trabajado con distintas proteinas, por
ejemplo cuando fueron probados los antigenos de 37, 46, 125 y 170 KDa de E®
histolytica, éstos fueron reconocidos con una frecuencia del 90 % por la IgA
secretoria de pacientes con amibiasis intestinal, a diferencia de un reconocimiento
del 10 % por parte de sujetos sanos (Ortiz-Ortiz, 1998). Otra proteina sobre la
cual se ha investigado es la SREHP, la cual al ponerla a reaccionzilr con
anticuerpos presentes en 108 sueros de pacientes, se demostré que era reconocida
por el 82 % de los sueros de pacientes con amibiasis invasiva y un 5 % dieron
resultados falsos positivos (Stanley, 1990).

Por otro lado, en un estudio japonés en el cual se utilizé la clonacion y

expresion en Escherichia coli de la alcohol deshidrogenasa de E. histoltytica, en

el que se obtuvo una proteina recombinante con un peso molecular de 43.5 KDa,
w
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al ser probada por ELISA usando sueros de un grupo de pacientes con amibiasis y
un grupo control de individuos sanos, se encontrd que reaccionaron 53 (88.3%)
de los 60 sueros de pacientes con amibiasis en forma positiva para anticuerpos
ng contra la proteina recombinante, en contraste con 53 sueros (98.1%) de las
muestras de sueros control fueron negativos (Kimura, 1996).

Los datos mostrados anteriormente, nos animan a reforzar el estudio
serologico con la proteina de 8 KDa, ya que se ha demostrado que al utilizarla
como antigeno en la prueba de W B en estudios previos y en el presente, se ha
observado que solamente los anticuerpos de los pacientes con amibiasis invasiva
reconocen esta proteina. Por lo tanto, seria util disefiar un estudio en el cual se
probaran una mayor cantidad de sueros de pacientes de distintos grupos para
probar de manera concluyente la capacidad diagnostica que se generaria en una
prueba seroldgica disefiada con las proteinas de 8 KDa como antigenos, ya sea en
una prueba de ELISA o de Dot Blot y con ello explotar al maximo, el
conocimiento que se ha gencrado hasta este momento acerca del caracter
inmunodominante de las proteinas de 8 KDa aisladas a partir de la fraccion

IC:MC obtenida de trofozoitos de Entamoeba histolytica.

L™
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

La electroforesis preparativa por electroelucién continua en geles de
poliacrilamida, es una técnica que permite el aislamiento de las proteinas
de peso molecular relativo de 8 KDa de E. histolytica a partir de la fraccion

1C:MC.

Las proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa de E. histolytica
aisladas por electroforesis por electroelucion continua, fueron reconocidas
por los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con absceso
hepéatico amibiano, pero no por los de sueros de sujetos con hepatopatias
de diversa etiologia. X
Las proteinas de 8 KDa aisladas pueden ser de gran utilidad para establecer

un diagndstico diferencial con otras hepatopatias.

Las proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa aisladas, no son
reconocidas  por anticuerpes presentes en los sueros de sujetos
asintomaticos con examenes coproparasitoscOpicos positivos para E.

liistolytica/E. dispar, ni por los de sujetos sanos que habitan zonas

endémicas de anmbiasis,
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS

|. Diseiiar pruebas para el diagndstico de amibiasis invasiva, utilizando las
proteinas de peso molecular relativo de 8KDa de E. histolytica obtenidas

en electroforesis por electroelucion continua.

2. A partir de las proteinas de peso molecular relativo de 8 KDa aisladas,
obtener las tres isoformas por medio de isoelectroenfoque, secuenciarlas y

clonarlas para hacer posible su produccion a gran escala.

Ny
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

REACTIVO DE BRADFORD: Azul brillante de Coomassie G-250 100 mg, etanol al 96
% 50 mL, é4cido fosférico al 85 % p/v 100 mL, agua bidestilada c.b.p. 1000 mL. Se
disolvié el colorante de Commassie G-250 en 50 mL de etanol. Posteriormente la solucion
anterior se mezclo con 100 mL de acido fosforico al 85 % , el siguiente paso fue diluir
esta solucion a un litro con agua bidestilada y aforar, después de la aforacion, el reactivo
se filtro. Este reactivo es estable por un lapso de dos semanas a temperatura ambiente.

SOLUCION MADRE ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA (30 % T/ 2.67 % C):
Acrilamida 146.0 g, N-N’'-Metilen-bis-acrilamida 4.0 g, agua bidestilada, c.b.p. 500 mL.
Se disolvieron en alrededor de 350 mL de agua bidestilada y se desgasd por agitacion a 4
°C, posteriormente se ajustd a 500 mL, se filtré y almacend a 4 °C.

BUFFER PARA GEL DE SEPARACION (Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8): Tris base 27.23 g,
agua bidestilada c.b.p. 150.00 mL. Se disolvieron 27.23 g. de Tris base en
aproximadamente 100 mL de agua bidestilada. Se ajusté el pH a 8.8 con HClI 6 N y se
llevé a un volumen de 150 mL con agua bidestilada y se almacend a 4 °C.
iy

BUFFER PARA GEL DE EMPAQUETAMIENTO (Tris-HCI 0.5 M, pH{ 6.8): Tris base
6 g, agua bidestilada c.b.p. 100 mL. Se disolvié el Tris base en aproximadamente 60 mL
de agua bidestilada. Se ajusté el pH a 6.8 con HCl 6 N y se afor6 a 100 mL con agua
bidestilada y se almacend a 4 °C.

BUFFER DE CORRIMIENTO (ELECTRODO) 10X pH 8.3 Prep Cell: Tris base 30.3
g, glicina 144.0 g, SDS 10.0 g, agua bidestilada c.b.p. 1000 mL. Se disolvieron en

aproximadamente 700 mL. de agua bidestilada y se aforaron a 1000 mL. No se ajusto el
pH con dcido o con base,

BUFFER DE CORRIMIENTO 5X PARA CAMARA PROTEAN pH 8.3: Tris Base 9.0
g, glicina 43.2 g, SDS 3.0 g, agua bidestilada c.b.p. 600 mL. Se disolvieron las sales en

aproximadamente 450 mL, posteriormente se ajustd a un volumen de 600 mL con agua
bidestilada.
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PERSULFATO DE AMONIO AL 10 %: Persulfato de amonio 100 mg, agua bidestilada
I mL. Se disolvié el persulfato en el agua y se agité suavemente para su disolucion.

DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS) AL 10 %: SDS 10.0 g, agua bidestilada c.b.p.
100 mL. Se disolvi6 el SDS en aproximadamente 70 mL. de agua bidestilada y se afor6 a
100 mL.,y se almacen¢ a temperatura ambiente.

GLICEROL AL 50 % v/v: Glicerol 50.0 mL, agua bidestilada c.b.p. 100 mL. Se disolvid
el glicerol en apwoximadamente 40 mL. de agua bidestilada y se aforo a 100 mL y se
almaceno a temperatura ambiente.

AZUL DE BROMOFENOL AL 0.5 %: Azul de bromofenol 500 mg agua bidestilada

c.b.p. 100 mL. Se disolvié el azul de bromofenol en aproximadamente 80 mL de agua
bidestilada y se aforé a 100 mL.

BUFFER DE MUESTRA ( BUFFER REDUCTOR DE SDS ): Agua bidestilada 3.8
mL, tris-HCl 0.5 M pH 6.8 1.0 mL, glicerol 0.8 mL, SDS al 10 % 1.6 mL, azul dc
bromofenol al 0.5.% 0.4 mL, volumen total 7.6 mL. Por cada 950 pL. de muestra, afiadir

50 pL de B mercaptoetanol y hervir de acuerdo al tiempo estandarizado para cada una de
las mezclas a analizar.

SOLUCION DE AZUL DE COOMASSIE AL 0.1 % PARA TINCION DE GELES:
Azul brillante de Coomassie R-250 100 mg, metanol 40 mL, 4cido acético 10 mL, agua
bidestilada 50 mL. Se disolvio el colorante en la solucion de agua bidestilada con metanol
y 4cido acético previamente homogenizada y se almaceno a temperatura ambiente.

SOLUCION DECOLORANTE DE GELES: Metanol 40 mL, acido acétice 10 mL, agua

bidestilada 50 mL. Se disolvieron el metanol y el acido acético en el agua y se
homogenizaron por agitacion y la solucion se almacend a temperatura ambiente.

BUFFER DE CORRIMIENTO PARA CAMARA DE ELECTROFORESIS Mini
Protean Il y Protean xi II CELL 5X: Tris base 9.0 g, glicina 43.2 g, SDS 3.0.g, agua
bidestilada ¢.b.p. 600 mL. Se disolvieron las sales en aproximadamente 400 mL y se
llevaron a un volumen final de 600 mL.

SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA DE FOFATOS (PBS) 0.15M pH 7.2 - 7.4
Cloruro de sodio 8.0 g, fosfato dibasico de sodio 1.2 g, fosfato monobasico de potasio 0.2
g, cloruro de potasio 0.2 g, agua destilada c.b.p. 1000 mL. Se disolvieron las sales en
aproximadamente 950 mL de agua bidestilada, se ajusto el pH y se afor6 a 1000 mL.

BUFFER DE TRANSFERENCIA pH 8.3: Tris 3.03 g, glicina 14.4 g, metanol 200 mL,
agua bidegtilada c¢.b.p. 1000 mL. Se disolvi6 el tris y la glicina en agua bidestilada,
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posteriormente se agregaron 200 mL de metanol y se ajust6 el volumen a | L con agua
bidestilada (Towbin 1979).

SOLUCION BLOQUEADORA DE ALBUMINA SERICA BOVINA Y LECHE
DESCREMADA AL 1 % (Western-Blot): Albumina sérica bovina 1.0 g, leche
descremdda 1.0 g, PBS 0.15 M pH 7.2 - 7.4 c.b.p. 100 mL. Se disolvieron la albimina y la
leche descremada en aproximadamente 80 mL de PBS y se ajusté el volumen a 100 mL.

SOLUCION DE. LAVADO (Western-Blot): Tween 20 0.1 mL, gelatina de pescado 0.5
mL, PBS 0.15 M pHl 7.2 - 7.4 100.0 mL. Se disolvicron el tween y la gelatina en
aproximadamente 80 mL de PBS y se ajustaron a 100 mL.

SOLUCION DILUYENTE (Western-Blot): Tween 20 0.1 mL gelatina de pescado 1.5
mL, PBS 0.15 M pH 7.2 - 7.4 100.0 mL. Se disolvieron el tween y la gelatina en
aproximadamente 80 mL de PBS y se ajustaron al 100 mL.

SOLUCION DE REVELADO: Tetraclorhidrato de 3’ 3’- Diaminobencidina 10 mg,
peréxido de hidrégeno al 30 % 10 pL, PBS 0.15 M pH 7.2 - 7.4 20 mL. Se disolvio la
3’3’- Diaminobencidina en el PBS, después de disolverse, se le agregd el peroxido de

hidrogeno, después de agregar el peroxido la solucion esta solucion esta lista para el
proceso de revelado.

y
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