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RESUMEN

La identificacibn de la patogenicidad de la Entamoeba hystolitica ha sido util
como punto de partida en la busqueda de antigenos relevantes para el
inmunodiagndstico y la inmunoprofilaxia. Recientemente se describio el
aislamiento y axenizacibn de las dos primeras cepas de E. hystolitica
venezolanas: IULA: 1092:1 (MMM) e IULA: 0593:2 (NER). En el presente estudio
evaluamos los siguientes parametros: perfiles electroforéticos, reactividad frente
a anticuerpos monoclonales y policlonales y la virulencia cuando son inoculadas
en animales de laboratorio y los compararnos con la cepa patégena de
referencia (HM-1). Los extractos amibianos fueron cromatografiados en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE, se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa y
se enfrentaron a sueros humanos y de animales positivos y negativos. La

capacidad de las cepas para producir abscesos, se evalué, inoculandolas en el
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higado de hamsters. El andlisis de los resultados nos permitieron concluir que las
dos cepas en estudio presentan un perfil electroforético similar a la cepa
patégena de referencia internacional (HMI); que son de alta virulencia,
demostrada por la produccibn de abscesos hepaticos amibianos en todos los
animales inoculados y que presentan un complejo patron de reactividad frente a
los sueros positivos y que en ellas esta presente un antigeno marcador de
patogenicidad reconocido por el monoclonal HU-511. Con base en estos criterios
y los anteriormente evaluados podemos concluir que las dos cepas son de alto
potencial patégeno, pudiendo ser usadas como antigeno en los ensayos de
inmunodiagndstico e inmunoprofilaxis.

Palabras claves: E. hystolitica, amiba, axénica, patogenicidad, virulencia,

antigenos.

ABSTRACT

Studies on pathogenicity of Entamoeba hystolitica have been useful in the
search of relevant antigens for immunoprofilaxis and immunodiagnostics.
Recently, our laboratory achieved tire isolation and axenization of the first two
Venezuelan strains of Entamoeba hystolitica named: IULA: 1092:1 (MMM) and
IULA:0593 :2 (NER). In order to further characterize these two strains, we have
evaluated: the electrophoretic profile, polyclonal and monoclonal antibody
reactivity and virulence in hamsters. All parameters were compared with the
referential pathogenic strain (HM-1). Entamoeba hystolitica antigens were
examined by electrophoretic assay on polyacrilamide gels (SDS-PAGE). Crude
extracts of both strains were used for tire demonstration of immunoreactivity by
immunoblotting using positive and negative sera. Percutaneous liver inoculation
of hamsters was used to assess virulence. The electrophoretic profile of
Venezuelan strains were similar to the pathogenic strain (HM-1); high virulence
was demonstrated by abscess production in all inoculated animals, positive sera
yielded a complex pattern of reactivity, blots showed immunoreactivity with a
monoclonal antibody (HU-511 ), used as a marker of pathogenicity. These
results demonstrated that both Venezuelan strains have a high pathogenic

profile and could be wused as an antigen in immunoprofilaxis and
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immunodiagnostic assays.
Key words: Entamoeba hystolitica, amoeba, axenic, pathogenicity, virulence,

antigens.

INTRODUCCION

La amibiasis es una enfermedad ocasionada por el protozoario Entamoeba
hystolitica, con la mayor morbilidad y mortalidad después de la malaria%€. La
revision de los trabajos sobre el tema no introduce modificaciones en el
conocimiento sobre altas prevalencias en paises subdesarrollados?: 16. 24, 28 gsj
como cifras persistentemente bajas en los paises industrializadosd8. 12,

Anualmente en el mundo, se infectan con este parasito, alrededor de 500
millones de personas?f{, 10% de las cuales presentan sintomas clinicos
intestinales en un 80% a 98% de los casos y del 2 al 20% extraintestinales®,
ocasionando una mortalidad que oscila entre 40.000 y 110.000 casos por afio48,

Los efectos patogénicos y la expresion clinica de la amibiasis dependen de
factores relacionados con el sistema inmunolégico del hospedero y con la
virulencia del parasito2Z, variando marcadamente en las diferentes areas
geogréficas, condiciones sanitarias y socioeconémicas de la poblacion.

Las infecciones amibianas podrian ser causadas por dos especies diferentes de
amibasl3.Z. 31, 48 yna capaz de producir la enfermedad invasora denominada
Entamoeba hystolitica, Schaudinn 1903, y otra sin potencialidad patégena
Entamoeba dispar, Brumpt 1925. Esta teoria estada sustentada por el estudio
delos zimodemos=- 26. 29, y por el uso de anticuerpos monoclonales especificos
para cepas patogenas32 40 y por los estudios de biologia molecular22. 29 de
RNALQ ya que han sido secuenciados varios fragmentos de DNA especificos de
E. hystolitica patégenas y no patdogenasS.

La caracterizaciéon de los diferentes elementos antigénicos del género E.
hystolitica, asi como sus propiedades inmunogénes y patogénicas han sido
objeto de estudio por diferentes nmétodos, con miras a orientar y disefiar pautas
y procedimientos diagndsticos, asi como la producciébn de vacunas, estrategia
clave en los programas de prevencion de enfermedades infecciosas.

Los primeros estudios que definieron las principales caracteristicas de E.
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hystolitica usaron extractos totales del protozoario, obtenidos de cultivos
polixénicos, contaminados con otros componentes de la flora fecal. Con el
desarrollo de los cultivos axénicos ha sido posible producir antigenos sin tales
contaminanteslZ, lo que permite estudiar mejorias propiedades que definen a las
cepas de E. hystolitica.

El entendimiento de las reacciones inmunoldgicas durante la amibiasis, se
complica por el gran mimero de componentes que contiene este parasito, que
evocan varios tipos de respuestas inmunoldgicas. La tendencia actual es hacia
la identificacibn cuantitativa y cualitativa de los principales antigenos del
parasito, para mejorar los n#todos diagnésticos, para la inmunoprofilaxia y el
entendimiento de la respuesta inmunolégica.

Los perfiles electroforéticos de la amiba, en geles de poliacrilamida, han
evidenciado hasta 32 componentes antigénicos distintosl2 30 Cepas diferentes
de E. hystolitica pueden presentar algunas proteinas antigénicas diferentes32.
Asi mismo, a través de las diferencias observadas en las corridas
electroforéticas de las isoenzimas (zimodemos), se ha demostrado la existencia
de cepas patégenas y no patogenas32. El estudio de los zimodemos ha sido el
parametro de eleccibn mas utilizado para diferenciar cepas patogénicas de no
patogénicas de E. hystolitica. No obstante, existen reportes controversiales que
sugieren la reversion de zimodemos de algunas cepas, después de ser sometidas
a las condiciones de cultivo in vitro3: 25,

Recientemente se ha sugerido el uso de otras pruebas para establecer
diferencias entre cepas de E. hystolitica aisladas de distintos hospedadores;
entre ellas, técnicas de biologia molecular que han permitido la identificacion de
secuencias de DNA, unas especificas para cepas patogénicas y otras para
cepas no patogénicas, aportando con esto nuevos datos en la distincién de
cepasii,

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), permite la produccibn masiva de
secuencias de DNA o RNA partiendo de una muestra clinica; el segmento
amplificado puede ser luego identificado por algin ensayo inmunolégico. Esta
técnica permite diferenciar E. hystolitica de E. dispar en las heces de pacientes
mediante el uso de sondas especificas cuya secuencia nucleotidica se conoce2
5 Varios trabajos han demostrado la utilidad y sensibilidad del PCR en la

diferenciacibn de las dos formas de E. hystolitica de acuerdo con sus
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propiedades patogénicas y no patogénicas2 33, Esta técnica puede ser efectiva
hasta en muestras guardadas durante un mes a 4° C33, Existe una variante de
esta técnica, el PCR-SHELA que consiste en la identificacion de los productos de
hibridizacion por medio del ensayo inmunoenzimaticoZ2.

En 1995, reportamos el aislamiento y axenizacibn de dos cepas de E.
hystolitica procedentes de pacientes sintomaticos a las que se denominé IULA:
1092:1 e IULA:0593:245; en un andlisis isoenzimatico realizado en estudio mas
reciente, encontramos que las cepas en estudio tenian zimodemo patdgeno tipo
II1. Los datos obtenidos del analisis isoenzimatico de ese estudio demostraron
correlacibn con el analisis genotipico, demostrado mediante la reaccibn en
cadena de la polimerasa (PCR-SHELA), revelando que estas cepas muestran una
organizacion genémica propia de las cepas patogenas de referencial.

El presente trabajo comprende el estudio de los perfiles proteicos de esas dos
cepas de E. hystolitica, la evaluacibn de su reactividad frente a anticuerpos
monoclonales y policlonales, asi como determinar su potencial al inocularlas en

animales de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de amibas

Las cepas IULA:1092, IULA:0593:245 y como patron de referencia, otra cepa
de E. hystolitica existente en el cepario del Instituto de Inmunologia Clinica de
La Universidad de Los Andes, todas son mantenidas en cultivos axénicos en el
medio de Diamond TYI-S-3312,

Cepa IULA:1092:1 (MMM): aislada en el laboratorio de inmunoparasitologia del
Instituto de Inmunologia Clinica de La Universidad de Los Andes, de heces de un
paciente con disenteria amibiana22. Esta cepa es de alta virulencia en hamsters.

Cepa IULA:0593:2 (NER): aislada en el mismo instituto de otro paciente con la
misma patologia42.

Cepa HM-1: aislada en México de un paciente con disenteria amibiana, de alta

virulencia para animales y para monocapas de célulasil,

Obtencién del antigeno

Pagina 5



EVALUACION INMUNOQUIMICA DE CEPAS DE

Se utilizaron los trofozoitos de las cepas arriba mencionadas, mantenidas en
condiciones axénicas en el medio TYI-S-3312 a concentraciones de 2 x 108 por
tubo de cultivo (I6 x 150 mm) a 37° C. Las masas de amibas fueron lavadas tres
veces (3X) con una solucidon salina tamponada pH 7.2 (PBS) y centrifugadas a
500 g por 10 min, a 4° C. El sobrenadante fue descartado y el sedimento
resuspendido en 2 ml de PBS y tratado con 2 mM de los siguientes inhibidores de
proteasas: p-hidroximercuribenzoato (pHMB), fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF)
y N-L-P-tosil-1-fenilalanina clorometil cetona (TLCK). La masa de parasitos se
fracciond por ultrasonido a una frecuencia de 40 Hertz por 3 ciclos de 1 min.
cada uno e intervalos de 1 min. El homogeneizado obtenido fue centrifugado a
15.000 g por 1 hora a 4 C. Se descartd el sedimento, y el sobrenadante fue
alicuota do en tubos de eppendorf a 100 ml por tubo y almacenado a -70° C. El

contenido de proteinas fue determinado por el método de Lowry y col.23

Anticuerpos monoclonales y policlonales

Los antigenos de las cepas en estudio fueron evaluados usando anticuerpos
monoclonales y policlonales de humanos y de animales.

El anticuerpo monoclonal usado fue el HUS-11, dirigido contra un antigeno de
96 kDa de membrana externa de E, hystolitica, purificado mediante
cromatografia de afinidad en columna de Sepharosa Proteina A, a partir de
liquido ascitico de ratones Balb-c. 242

También fueron usados anticuerpos policlonales humanos purificados por
afinidad, provenientes de pacientes con absceso hepatico amibiano y amibiasis
intestinal comprobada, por medio de estudios coproparasitolégicos realizados por
tres investigadores expertos en el procedimiento y por el método COPROELISA-
Eh46,

Los sueros policlonales de animales fueron obtenidos por inmunizacién de
conejos albinos (Nueva Zelandia), con cuatro dosis del antigeno de cada cepa,
a intervalos de 15 dias entre cada dosis. En la primera dosis se inyectaron 1 mg
del antigeno diluido v/v con adjuvante completo de Freund por via
intraperitoneal, en la segunda dosis se utilizd igual concentracion del antigeno
en adjuvante incompleto de Freund por Ma intramuscular, y la tercera dosis
consistié en 0,1 mg de proteina en solucién salina via subcutanea.

Todos los sueros fueron evaluados mediante el ensayo inmunoenzimatico
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(ELISA), alicuotados en porciones de 1 ml y almacenados a -70° C.

Ensayo Inmunoenzimatico ELISA

Los antigenos amibianos fueron absorbidos a placas de poliestireno en
concentraciones de 2 mg/pozo en 100 ml de tampén carbonato a pH 9,6 a 4° C
durante toda la noche. Las placas fueron lavadas 5x con PBS mas Tween 20 al
0,05% (PBS-T) y bloqueadas con 200 ml de PBS-Caseina al 2% (PBS-C) durante
1 hora a T ambiente. Luego fueron adicionados a cada pozo loo Al de los sueros
en diluciones crecientes (1:20 hasta 1:40.000) incubandose por 1 hora a T
ambiente seguido de 5x lavados. Seguidamente 100 ml del conjugado (anti-1gG
especifico marcado con peroxidasa) en dilucibn 1:1000 fueron adicionados a
cada pozo y se incubaron por 1 hora. Después de nuevos lavados, se agregaron
100 ml del sustrato OPD en buffer fosfato citrato 0,1 mM; pH 5,0 y H0O,
0,012%), y se incubaron nuevamente por 30 min; al cabo de ese tiempo, se
detuvo la reaccion con H,SO,4N y se midieron las absorvancias en un

espectrofotémetro (Reader 510 Microwell Systems) a 492 nm.

Electroforesis

La electroforesis fue realizada segin Laemmli29, los extractos solubles de cada
cepa en concentraciones de 30 mg diluidos v/v en tampén de muestra (Tris-HC1
1M; pH 6,8; SDS al 10%; 2mercaptoetanol al 5%, azul de bromofenol) fueron
desnaturados a 97° C por 3 min., adicionados a cada una de las canaletas del
gel de poliarilamida al 10% con SDS y corridos a 40 mA (mili Amper) a 4° C; un
patron de peso molecular (Bio-md N° 16l-0303) fue usado como referencia.
Después de la corrida electroforética, un gel fue coloreado con azul de Coomasie
al 0,04% para verificar la corrida, y los otros fueron transferidos a membranas

de nitrocelulosa.

Electrotransferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas del gel fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de 0,45
mm (Bio-rad) a 40 mA a 4° C durante toda la noche. Dos tiras de nitrocelulosa
fueron coloreadas con tinta china al 30% Yy rojo de Ponceau al 1%

respectivamente, y las restantes fueron usadas en la realizacidn del inmunoblot.
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Inmunoblot

Las membranas de nitrocelulosa previamente bloqueadas con albimina bovina
al 1% en Tris lo mM, pH 7.4, fueron incubadas con los sueros negativos y
positivos en diluciones de 1:1000 en PBS a T ambiente y en agitacibn constante
por 2 horas. Se lavaron 4x con PBS-T para luego incubarlas con el conjugado
IgG-peroxidasa especifico (dilucién 1:1000) por 1 hora, después de tres nuevos
lavados con PBS-T y uno con PBS, se revelaron con una solucibn de
diaminobenzinadina-chloronaftol (10 mgs de 3-3 diaminobenmcidina, 30 mgs de
1-4 cloro-naftol, 5 ml de metanol, 50 ml de buffer-fosfato-salino y 15 ml de
H,0, al 30%).

Pruebas de virulencia

Se usaron 4 hamsters dorados Cricetus auratus de 15 das de nacidos para
estudiar la virulencia de las cepas de E. hystolitica recién aisladas. A cada
animal le fue inoculada una suspension de 2 x 102 amibas en un volumen
estimado de 0.03 ml en el parénquima hepatico mediante puncidn percutanea.
Como control fueron usados hamsters de la misma edad, inoculados con la
misma cantidad de amibas de la cepa mexicana HMI de reconocido poder
patogénico. Diez dias después de la inoculacién intrahepatica, se hicieron
laparotomias para realizar el examen macroscopico y microscépico de los
higados, para observar la presencia de lesiones hepaticas amibianas y para
investigar la presencia de trofozoitos de E. hystolitica en los higados. En
condiciones de esterilidad fueron extraidos fragmentos de higado de los bordes
de las lesiones para ser sembrados en medio de cultivo TI-S-33, y
microbiolégicos, y se observaron al microscopio macerados de fragmentos de las
lesiones hepaticas para evidenciar la presencia de trofozoitos de E.

hystolitica.

Antes de sacrificar los animales les fueron extraidas muestras sanguineas para
evaluar la produccibn de anticuerpos anti-amiba por medio del ensayo

inmunoenzimético (ELISA).

RESULTADOS

Caracterizacion electroforética de antigenos solubles
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Las dos cepas en estudio mostraron un complejo perfil de bandas proteicas
con pesos moleculares variando desde 200 kDa a menos de 45 kDa. Se
encontraron proteinas que son comunes a todas las cepas en estudio. Las
cepas venezolanas IULA:1092:1 e IULA:0593:2 mostraron perfiles proteicos

similares a la cepa mexicana de referencia (Figura 1).

200 kDa

116 kDa
97.4kDa

66 kDa

45kDa

Figura No. 1

Patrdn electroforético de las cepas de E. hystolitica en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 10%. A: cepa TULA:1092:1, B: cepa
IULA:0593:2 v C: cepa HM-1 de referencia internacional.

Immunoblotting

Para identificar las proteinas reconocidas por los anticuerpos, fue utilizada la
técnica Western Blot con sueros policlonales humanos de origen animal,
producidos en conejos, y un monoclonal producido en raton. Numerosas bandas
proteicas fueron reconocidas por los sueros policlonales de conejo (canaleta A,
Figura 2). El monoclonal HU-511 reconocié fundamentalmente el antigeno de 96

kDa conocido marcador de patogenicidad (canaleta B, Figura 2).
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Figura No. 2

Western Blot de la cepa IULA:1092:1 E. hysrolitica frente a varios
sueros. A: suero policlonal de conejo, B: monoclonal (HUS-11)
preducido en ratén y C: suero de conejo normal.

Los sueros policlonales frente a la cepa IULA:0593:2, en general reconocieron
un complejo perfil proteico, suero de conejo (canaleta A, Figura 3), suero de
pacientes con colitis disentérica (canaleta B, Figura 3), suero de pacientes con
abscesos hepaticos amibianos (canaleta C, Figura 3), suero de pacientes con

colitis no disentérica (canaleta D, Figura 3) y suero humano normal (canaleta E,

Figura 3).
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Figura No. 3

Antigenos inmunoprecipitados por los diferentes sueros frente a la
cepa TULA:0593:2. A: sueros de conejo, B: suero de paciente con
colitis disentérica, C: suero de paciente con abscesos hepéticos
amibianos, D; suero de paciente con colitis no disentérica, y E:
suero humano normal.

Pruebas de virulencia

El examen macroscépico de los higados de los hamsters inoculados reveld
lesiones hepéticas en todos los animales inoculados (Figuras 4 y 5). La
presencia de amibas fue comprobada microscépicamente en los macerados de la
region periférica de las lesiones y en los cultivos de los fragmentos de higado en
el medio de cultivo TYI-S-33. Se observé correspondencia entre la dimensiéon de

las lesiones y la densidad parasitaria.
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Figura No. 4

Higado de hamster inoculado con 2 x 10°trofozoitos de E. hystolitica
de la cepa IULA:1092:1
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Figura No. §

Higado de hamster inoculado con 2 x 10 trofozeitos de E. hystolitica
de la cepa IULA:0593:2.
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Los estudios microbiolégicos de las lesiones hepaticas ocasionadas por las
cepas IULA:1092:1 e IULA:0593:2 mostraron la ausencia de infeccion bacteriana
concomitante. La prueba de ELISA demostré una respuesta humoral con altos

titulos de anticuerpos antiamibianos en los animales inoculados.

DISCUSION

Ademas del analisis isoenzimatico y la reaccion en cadena dela polimerasa ya
realizados®, en el presente trabajo, completamos el estudio de las primeras dos
cepas de E. hystolitica aisladas en Venezuela, mediante la evaluacibn de sus
perfiles antigénicos en geles de poliacrilamida, de los antigenos reconocidos por
los anticuerpos monoclonales y policlonales, y de su virulencia en animales de
experimentacion.

El analisis en SDS-PAGE de los extractos solubles de las cepas de E. hystolitica
reveld6 que estas dos cepas venezolanas muestran perfiles electroforéticos
similares entre si y que no difieren de la cepa de referencia HM-1. Muchos de los
péptidos detectados en el SDS-PAGE mostraron pesos moleculares idénticos o
muy proximos a los reportados por Guimares y cols. 199115,

El reconocimiento de las bandas proteicas transferidas a las membranas de
nitrocelulosa por los sueros humanos, de conejos y por el anticuerpo monoclonal
HUS-11, no demostré diferencias entre las cepas en estudio y la referencia
internacional. La mayor reactividad de los anticuerpos fue contra las proteinas
de mayor peso molecular dentro de las cuales se encuentran varias de las
proteinas marcadoras de patogenicidad localizadas en la superficie de la amiba
entre otras de 170 kDa y 112kDa con actividad de adhesion? 2, la de 96 kDa
asociada con patogenicidad2l. 43. 44 y |a de 60 kDa con actividad de cistein
proteasas2.

Ademas de los zimodemos y del PCR, otras evidencias en favor de la
patogenicidad de las cepas en estudio es que producen grandes abscesos
cuando son inoculadas en hamsters. Los trofozoitos de las dos cepas evaluadas
demostraron alto grado de virulencia, debido a que produjeron abscesos
hepaticos tipicos en todos los animales.

En la mayoria de los animales inoculados se observd la presencia de
anticuerpos antiamibianos como demostracibn de la capacidad de estas amibas

para inducir respuesta inmunolégica humoral; la respuesta celular no fue
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investigada.

En conclusién, las cepas IULA:1092:1 e IULA:0593:2 evaluadas en el presente
estudio demostraron todos los criterios para ser consideradas de alto potencial
patégeno, pudiendo ser usadas como cepas hativas de referencia en ensayos

inmunodiagndsticos e inmunoprofilacticos.
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