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I. RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fue el de observar si 

los anticuerpos lgA específicos participan en la remo­

ción a través de la bilis de antígenos amibianos circu 

!antes. 

Ratas de la cepa Long-Evans se inmunizaron con -­

t rofozoítos de Entamoeba histolytica de la cepa HK-9 -

cultivados en medio axénico. A partir de un sonicado -

de trofozo!tos de f· histolytica por filtración en una 

columna de Ultrogel AcA 34 se separaron cinco traccio­

nes. La fracción IV se marcó con 125 1 por el método de 

la Cloramina T. El antígeno marcado se inyectó por vía 

intravenosa en ratas no inmunes o previamente inmuniz2 

das con f. histolytica y cada 30 min se obtuvieron 

muestras de sangre y bilis. La radioactividad se midió 

en un contador Gamma. 

Los resultados muestran que la lgA-anti-f. histo­

lytica remueve en forma activa y r~pidamente a los an­

tígenos amibianos presentes en la circulaci6n general. 

Los un~icuerpos IgA poliméricos inducidos por la 

E. histolytica al eliminar por la bilis a los antíge-­

nos amibianos, disminuyen la posibilidad de que éstos_ 

formen complejos con otras inmunoglobulinas y por lo -

tanto daño tisular. 
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II. INTHOUUCCION 

Las inmunoglobulinas no se limitan a ser moléculas 

capaces de combinarse con los antígenos a manera de 

"llave-cerrodura", se trata de p~ote!nas muy complejas; 

en organismos como los mamíferos existen cinco clases 

que son la IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, cada una con una -

función y características que las diferencian de las o­

tras. Por ejemplo, en la especie humana, un anticuerpo_ 

contra el virus de la influenza sólo ser~ eficaz si 

muestra ciértas características estructurales: 1) una -

parte de la molécula debe combinarse en forma especíti­

ca con el ,viru~ de la influenza inhibiéndolo; ¿) otra -

porción de la molécula'debe permitir el paso de anti~-­

cuerpos a las vías respiratorias en el lugar donde ocu­

rre la multiplicación del virus, para lograr una fuerte 

concentración de estas moléculas en la región menciona­

da, y 3) debe existir un mecanismo que proteja la molé­

cula contra la destrucción por las abundantes enzimas -

proteol!ticas de las vías respiratorias, Durante la evo 

lución el sistema inmunitario del hombre consiguió 

crear el tipo de especialización compleja que conjuga -

esta notable combinación de propiedades en una variedad 

única, llamada inmunoglobulina·A secretoria (IgA) (1). 
s 

Características de la IgA. 

La IgA por lo general existe en el suero de los se 

res humanos como una unidad de cuatro cadenas (fig.1) -

con un peso molecular de 160 000 O (75), Esta unidad -­

puede presentarse en forma polimerizado dando polímeros 

de 8 y 12 cadenas o estructuras mayores ligadas por en­

laces disulfuro. Es la inmunoglobulina predominante en 

las secreciones corporales (2). 
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CADENA l 

REGIONES HIPERVARIA­
BLES. 
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CADENA H REGIONES 
H 1 PERVARIABLES. 

FIG. 1 Moléculo de Ic;iA sérico mostrando los portes más importantes. 
(46) 
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Cada mol,cula de IgA secretoria se compone de dos 

unidades b6sicas de cuatro cadenas y una mol&cula de -

componente secretorio y de cadena J (fig.2). En un dí­

mero de IgA, ambos monómeros tienen el mismo tipo de -

cadenas ligeras. El peso molecular de la IgA secreto-­

ria es aproximadamente de 400 0000 (3). La IgA secret~ 

ria proporciona el mecanismo de defensa primaria con-­

tra la infección local debido a su abundancia en la sa 

liva, las lágrimas, las secreciones bronquiales, la mu 

cosa nasal, el l!quido protático, las secreciones vagi 

nales y las secreciones mucosas del intestino delgado. 

El predominio de la IgA secretoria en las secreciones 

de las membranas a conducido a la especulación de que_ 

su principal función puede no ser la destrucción de ~­

los antígenos, sino más bien la de impedir el acceso -

de estas sustancias extrañas al sistema inmune general 

La IgA normalmente exist,~e en el suero en forma monom&­

r ica, constituyendo aproximadamente 15 3 del total de 

las inmunoglobulinas s&ricas l4). 

El componente secretorio y la cadena J. 

El co~ponente secretorio está asociado sólo.con -

la IgA y se encuentra casi exclusivamente en las secre 

ciones corporales. La cadena J está asociada con todas 

las formas polim6ricas de las inmunoglobulinas que co~ 

tienen dos o más unidades básicas. La evidencia sugie­

re que el enlace de la lgA al componente secretorio, a 

la cadena J o a los dos, puede promover la polimeriza­

ción de las unidades básicas monom~ricas adicionales -

de cuatro cadenas. 



5. 

El componente secretorio puede existir en forma -

libre o ligado a las moléculas de IgA por fuertes ac­

ciones recíprocas no covalentes, aunque se han hecho -

intervenir enlaces disulfuro en una pequeña fracción -

de las moléculas secretorias humanas de IgA. El compo­

nente secretorio es sintetizado por las células epite­

liales inmóviles cercanas a la mucosa donde ocurre la 

secreción. Su funci6n puede ser la de permitir que los 

anticuerpos IgA sean transportados a través de los te­

jidos de la mucosa a las secreciones l5). 

El componente secretorio es una sola cadena poli­

pept!dica con un peso molecular aproximado de 70 OOOD. 

El contenioo de carbohidratos es alto, pero no se sabe 

con precisión. Su composición de aminoácidos difiere -

apreciablemente de la de todas las demás cadenas poli­

pept!dicas, incluyendo la la cadena J, No existe ning~ 

na relación estructural entre el componente secretorio 

y cualquier cadena polipept!dica de las inmunoglobuli­

nas, Además, el componente secretorio se puede hallar 

libre en las secreciones de los individuos que carecen 

de IgA mensurable en su suero o en sus secreciones (6). 

La cadena J es un pequeño glucopéptido con un al­

to contenioo de ácidos aspártico y glutámico; tiene u­

na rápida movilidad electroforética en geles alcalinos, 

a causa de su elevada naturaleza ácida, y está ligada_ 

por covalencia al pen6ltimo residuo de ciste!na de la 

cadena el. ( 7) • 
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FIG. 2 Dímero da I~A en donde se observan los dos 
rncnómcros unidos por la proteína J y ro -

deándo!es el compo::onte secretorio (CS)­

el cual tiene un peso mo:ecular de 71000 
aproximadamente, mientras que la cadena .1 
tiene 15 000. (46) 
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Aunque la lgA sérica es l~ inmunoglobulina que oc~ 

pa el segundo lugar en cuanto a abundancia, su papel -­

fundamental {aunque no bien establecido) en los funcio­

nes inmunitarios del individuo corresponden al sistema 

secretor externo. Esto importunte inmunoglobulina seer~ 

torio es producida en gran cantidad. por los tejidos -­

linfoid8s que revisten el tubo digestivo as! como las -

vías respiratorias y genitourinarias. Las moléculas de_ 

lgA no uctivan el complemento por la vía clásica, pero_ 

pueden activarlo a través del sistema de la properdina_ 

(8). Aunque la lgA no utravieso la placenta, contribuye 

a las defensas inmunitarias del recién nacido por su al 

ta concentraci6n en el calostro t1). 

111. ANTECEUENTE~ 

Aunque se ha mencionado cuál es la posible funci6n 

de la lgA en circuloci6n ésto no se conoce con preci--­

s i6n incluyendo a lo lgA polimérica, Esto lgA poliméri­

ca circulante procede principalmente de los linfocitos 

ae la lámina propia del intestino{9,10). Recientemente_ 

se ha establecido que la IgA polimérica circulante se -

remueve activamente por un mecanismo de transporte hep2 

tobilior, lo cual explico la presencia de la lgA secre­

toria en la bilis {5,11,12,13) (fig.3). Uespués de la -

inmunizaci6n sistémica o local (gástrica o placas de P~ 

yer) es posible detectar en la bilis de ratas anticuer­

pos espec!ticos contra eritrocitos de carnero o DNP/ 

neumococo {14,15). También en la bilis de las ratos se 

han encontrado anticuerpos específicos contra bacterias 

y protozoarios {16,17). Por otro lado la administraci6n 
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de IgA de mieloma MOPC-315 con especificidad para el -

UNP, acelera la eliminaci6n de UNP-OvoulbÚmina de la -­

circulaci6n {18). Complejos inmunes formados con el sue 

ro de conejos marcado anti-idiotipo e IgA de mieloma hu 

mano se transportan r6pidarnente de la sangre a la bilis 

de las ratas lB). 

Adern6s anticuerpos IgA específicos anti-UNP son los re~ 

ponsables del transp~rte hepatobiliar de qntígenos corno 

UNP-albÚmina humana en ratones. El antígeno transporta­

do se conserva en su mayoría intacto y formando comple­

jos con la IgA secretoria (19). Lo mismo ocurre en el -

hígado perfundido en donde se encuentra que el antígeno 

para ser transportado debe ser de menos de 960 000 O de 

peso molecular (20). 

Ue lo anterior resulta que el posible papel de la 

IgA circulante len su mayoría polimérica) parece ser la 

de eliminar macromoléculas de la circulaci6n evitando -

as! la posibilidad de una respuesta sistémica y daño tl 

sular. En apoyo a lo anterior se tiene que los sujetos_ 

con deficiencia selectiva de IgA tienen anticuerpos ciL 

culantes contra proteínas de la leche formando comple-­

j os inmunes circulantes y daño en los tejidos (21 ,¿2). 

Por otra parte, se sabe que la deficiencia se~ectiva de 

IgA es el transtorno m6s común de inmunodeficiencias hu 

morales. Los estudios de un gran número de enfermos su­

gieren que la ausencia de IgA predispone a numerosas en 

fermedades entre las cuales se encuentran: Enfermedades 

pulmonares recurrentes, alergia, _enfermedades de siste­

ma digestiv~, enfermedades autoinrnunitarias, deficien~­

cias selectivas de IgA debidas a factores genéticos as! 

como su asociaci6n con neoplasias malignas y niños con 

antecedentes de infecciones intrauterinas (23). 



HEPATOCITO 

~ 

LINFOCITO DE LA 
LAMINA PROPIA 
DEL INTESTINO 
(células plasmáticos) 

OUCTO BILIAR 

FIG. 3 Representación del transporte de IgA a través 
de hepatocitos. La IgA pollmérica es sinteti­
zada en los linfocitos de la lámina propia del 
intestino y se une al componente secrétorio 
que funciona como receptor en la superficie 
de los células hepáticos formándose uno ve -
sí culo endoci'tico y vertiendo su contenido en 
el dueto biliar. 

9. 
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Amibiasis 

La condici6n de hospedar a Entamoeba histolytica -

se denomina arnibiasis, haya o no manifestaciones clíni­

cas. La infección causada por E. histolytica ocurre en_ 

todo el mundo. No es una parasitosis tropical exclusiv2 

mente, ya que se ha encontrado en todos los climas, in­

cluyendo regiones subpolares. Es una infección que afe~ 

ta principalmente poblaciones de escasos recursos que -

viven en condiciones sanitarias pobres y carecen de una 

educaci6n adecuada en higiene l~4). 

La mayoría de los individuos infectados con ~· !:!22, 
tolytica son portadores asintorn6ticos de este protozoa­

rio, La proporci6n entre portadores y pacientes con evi 

dencia clínica de arnibiasis invasora es difícil de esti 

mar y varía en diferentes poblaciones. Se estima que en 

M~xico esta proporci6n es de un paciente con arnibiasis_ 

invasora por cada 4-5 portadores asintorn6ticos (25). 

Algunos estudios recientes han mostrado que la de­

fensa del hospedero contra la arnibiasis invasora tiene 

participaci6n de reacciones de inmunidad celular y hurn2 

ral. En lo que respecta a la primera se ha visto que a~ 

t~a en etapas posteriores a la respuesta humoral, corno 

un mecanismo de resistencia a la reinfecci6n. Los meca­

nismos de defensa de leucocitos y rnacrófagos no han si­

do caracterizados completamente. (~6). 
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Por otra parte, en la respuesta inmune humoral se 

ha identificado la presencia de anticuerpos circulantes 

específicos, qué son detectados en los pacientes una se 

mana despu~s de mostrar los síntomas (26). Se ha visto 

que son principálmente de la clase IgG (subclase 2}, a­

s! como de la clase IgA cuya proporci6n con respecto a 

las otras inmunoglobulinas, as! como su efecto protec-­

tor contra la amibiasis, no han sido determinados. l27). 

Taxonomía de Entamoeba histolytica. 

Es un protozoario del subfilum Sarcomastigophora,_ 

de la superclase Sarcodina, clase Rhizopodea, subclase_ 

Lobosia, orden amoebida, familia Entamoebida cuyas ca-­

racter!sticas se- enlistan a continuacicSn l28, 29). 

Las formas adultas poseen prolongaciones ondulan-­

tes que parten de s~ cuerpo denominadas seud6podos, y 

que utilizan todos los individuos para capturar sus pr~ 

sas. Son asimétricos o tienen simetría esférica, poseen 

relativamente pocos organelos. El citoplasma est6 neta­

mente dividido en un ectoplasma, externo y un endoplas­

ma, interno~ El microscopio electrcSnico ha revelado un 

borde filamentoso con flecos sobre la membrana plasm6ti 

ca externa m6vil de algunas especies. Estos flecos qui­

z6 estén constituídos por mucoprote!nas que faciliten -

la adherencia al sustrato. El movimie~to se lleva a ca­

bo mediante la emisicSn de seud6podos en donde el flujo_ 

citopl6smico depende de cambios en el estado coloidal ~ 

del protoplasma (28). 
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En cuanto a la nutrici6n los seudópodos se extien­

den alrededor de la presa formando una copa para final­

mente envolverla por completo con citoplasma. La inclu­

si6n del o~ganismo capturado ~n citoplasma da origen a 

la formación de una vacuola alimenticia en el interior 

de la amiba. El ciclo de vida de ~· histolytica es rel~ 

tivamente simple en relación ai de otros organismos, no 

se ha demostrado la existencia de estadios sexuales, ni 

hu,spedes intermediarios en ,l. La forma vegetativa, el 

trotozo!to, se aloja en el contenido intestinal y se re 

produce por fisi6n binaria. Bajo condiciones apropiadas 

las cuales se desconocen, se diferencia en la fase in-­

tectiva llamada quiste, la cual se excreta y puede in-­

fectar nuevos hu,spedes por v!a oral l29). 

Actividad pat6gena de Entamoeba histolytica. 

El mecanismo citopatógeno no está aún bien entendi­

do, sin embargo, ha sido estudiado por algunos investi-­

gadores "in vítro" e "in vivo". Sepúlveda (1982) observó 

que se pueden producir abscesos hepáticos amibianos en 

hamsters por inoculaciones con cultivos ax6nicos de E. -

histolytica, demostrando as! que este par6sito tiene ac­

tividad patógena intrínseca. Por otra ¡:rrte, vió la r6pi­

da movilidad.de los trofozoítos, su afinidad obvia por -

los células epiteliales, y la resistencia del tejido co­

nectivo para el ataque amibiano. 

Existen dos mecanismos que tienen un papel importa~ 

te en la acción patógena de la ~· ~olytica: 

a) Efecto citocida causado por los trofozoítos vivos -

adheridos a las células blanco. 

b): Fagocitosis activa por la amiba. 
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Los extractos de la mayoría de las cepas amibianas 

virulentas muestran un mayor efecto citopatógeno (ECP), 

que los extractos de las cepas menos virulentas.(47). 

La Entamoeba histolytica induce la producción de -

anticuerpos circulantes IgM, IgG, IgA (30,31 ,32) y de -

coproanticuerpos (33,34). En las ratas inmunizadas lo-­

calmente con trofozo!tos de S· histolytica, hay produc­

ción de anticuerpos IgA secretorios anti-amiba los cua­

l es interactúan físicamente con ella (17,35), Por otro 

lado, aún cuando es posible detectar antígeno amibiano 

en la circulación (36,37) no hay evidencia definitiva -

de enfermedad producida por complejos inmunes circulan­

tes (32). Por tanto, si la amiba induce respuesta inmu­

ne local IgA, es posible que la IgA circulante de,tipo_ 

polim~rico elimine el antígeno amibiano de la circula-­

ci6n, evitando as!, la formaci6n de complejos inmunes -

con otras inmunoglobulinas circulantes IgM e IgG y por_ 

lo mismo daño tisular. 



IV. O B J E T I V O S 

A) Obtención de un antígeno homogéneo a partir 

del sonicado de amibas. 

B) Observar si los anticuerpos lgA específicos 

contra Entamoeba histolytica, participan en 

la eliminación a través de la bilis de los 

antígenos amibianos circulantes. 

14. 
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V. MAT~RIAL Y METOUOS 

Animales. Se emplearon ratas macho de la cepa Long-Evans 

de 4-8 meses de edad, de 250-300 g. de peso. 

Preparaci6n del antígeno amibiano. Trotozo!tos de Enta­

moeba histolytica de la cepa HK-9 se cultivaron en medio 

ax~nico por el m~todo de Diamond (38). Las amibas seco­

secharon a las 72 h. de cultivo, se lavaron 6 veces en -

solución de fosfato-salina 0.15 M, pH-7.2 y posteriormen 

te se resuspendierona una concentración de 20 x 106 / ml~ 
10 ml de la suspensi6n de amibas (20 x 10 6; ml) se 

sonicaron durante 1 min a 100 watts con un sonicador Lab 

line Ultratip Labsonic-system. El sonicado de ~· histoly 

tica se centrifugó a 20 000 x g durante 20 min, el sobr~ 

nadante se dializó contra el amortiguador Tri~-HCl-NaCl_ 

0.2 M, pH-7.6; una vez terminada la di6lisis se filtró -

en una columna de Ultrogel AcA 34 de 2.5 x 60 cm, equil! 

brada previamente con el mismo amortiguador y se colecta 

ron alícuotas de 2.5 ml a una velocidad de flujo de 10ml 

por hora. 

Inmunización. Las ratas recibieron cinco dosis de 0.2 -

ml de sonicado de amibas (20 x 106 ; ml concentración ini 

cial) cada semana por v!a intraperitoneal. 

Canalización del conducto biliar en ratas. 

Material: 

Ratas jóvenes de 250-300 g Long-Evans. 

Equipo de cirugía (Fotografía N2 1). 

Nembutal como anestesia, 3-4 mg/100 g de peso. 

Eter diet!lico. 
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Uesarrollo: 

Las ratas jóvenes de 258-300 g Long-Evans se anestesia-­

ron con nenbutal v!a intraperitoneal. 

Se rasur6 la región abdominal. 

Se hizo asepsia y antisepsia de la misma región. 

Se fijaron las ratas a la tabla de operación, proporcio­

nando pequeñas dosis de éter dietílico por vía respirat~ 

ria. 

Se etectuó incisión media de 5 cm de longitud. 

Se descubrió la capa muscular y se efectuó una segunda -

incisión. 

Se observó la cavidad abdominal y se identificaron los e 

lamentos anatómicos. 

Se rechazó y proteg~Ó el hígado para evitar cualquier -­

t rau11atismo. 

Se procedió a identificar el canal!culo biliar al cual -

se le colocaron dos puntos de referencia.(Fotografía 2). 

Posteriormente a éste se le hizo una incisi6n en forma -

de V para poder introducir el catéter de polietileno de 

o.s-1.0 cm de longitud a través de esta abertura (Foto-­

grafías 3 y 4). 

Se observó la posición entre el catéter y el canalículo_ 

biliar la cual fue apropiada para la buena circulación -

de la bilis. 

Se procedió a fijar totalmente el catéter en el canalícu 

lo, observando de~plazamiento de la bilis a través del -

mismo (Fotograf!as 5,6 y 7). 

Se colocaron los elementos anatómicos en su posición an­

terior y se terminó suturando por planos. 

Se mantuvieron las ratas en unas cajas especiales para -

la colección de la bilis. 
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Fotografía N2 1 MATERIAL DE CIRUGIA 

Fotograffa N2 2 IDENTIFICAClON DEL 

CONDUCTO BILIAR. 
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Fotograt!a N2 3 INTRODUCCION DEL CATETER 

DE POLIETI LE.NO EN EL CA­

NALICULO BILIAR. 

Fotografía NQ 4 PRIMER PUNTO DE FIJACION. 
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Fotografía NQ 5 SEGUNuO PUNTO UE FIJACION 

DEL CATETER EN EL CANALICU 

LO BILIAR. 

Fotograffa NQ 6 CIERRE DEL SEGUNDO PUNTO 



Fotog~af!a N2 7 CIERRE TOTAL DEL CANA­

LICULO BILIAR QUE RE-­

FUERZA LA FIJACION UEL 

CATETER. 
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Dobleinmunodifusión lM~todo de Ouchterlony). En este m~ 

todo se pusieron soluciones de antígeno y anticuerpo en_ 

pozos separados dispuestos en una placa de agarosa (aga­

rosa al 1.5 % en solución salina 0.15 M). Los reactivos_ 

difundieron y formaron bandas de precipitación en los l~ 

gares donde se encontraron en proporciones equivalentes. 

l 39) • 

Marcaje del antígeno amibiano con 1251 (Método de la clo 

ramina T). La t~cnica del marcajepor Cloramina Tes un 

ét . t El . 125 1 ' m odo direc o. marcaJe con es de uso comun: es 

m6s apropiado para estudios "in vitro" debido a su vida 

media que es de 60 d!as, por lo que respecta a este tra­

bajo sólo se hicieron los ensayos durante 180 min. La -­

Cloramina T es un agente . oxidante y es la sal sódica del 

N-monocloruro derivado ael p-tolueno sulfonamida, El 
125

1 es oxidado e incorporado en la molécula proteínica_ 

principalmente con residuos de tirosina a un pH ligera-­

mente alcalino (43,44). 

01 + HoQ-R ~ HO?R 
I 

Na+ [H3c-Q-so2- N-c1J­
Materia1 y equipo : 

+ OH 

Todos los reactivos se prepararon antes del marcaje, 

Proteína para la yodación 500 )Jg/ml en 0,1 M Tris-HCl 

pH-7.4. 

Cloramina T 1 mg/ml en Tris-HCl. 

Metabisulfito de sodio 2 mg/ml en Tris-HCl 5 x 10-
5

M. 

loduro de potasio en Tris 1 mg/ml en Tris-HCl, 

Amortiguador de fosfato-salina (PBS) con gelatina 2.5% p/v 



Sephadex G-25. 

Contador Gamma. 
1 251 s . e. - odio 0.5 m i. 

Método: 

23. 

1- Se mezclaron 100 )Jl de proteína (500 ~g/ml concentra-
. 1 . . . ) e. 125 c1on in1c1al .con U.5 m l I y 10 ?l de Cloramina T l1 

mg/ml concentraci6n inicial). 

2- Se incubaron· de 2-4 min a temperatura ambiente. 

3- Se agregaron 10 ?l de soluci6n de metabisulfito de so 

aio l2 mg/ml concentraci6n inicial) y se mezclaron fuerte 

mente. 

4- Después de dos minutos se agregaron 10 ?l de soluci6n 

de Ioduro de potasio. 

5- Lu proteína marcada se separ6 del Iodo libre usando -

unu columna de sephadex G-25 equilibrada con PBS que con­

tenía 0.25 3 ae gelatina. 

6- Lu columna se eluy6 con PBS que contenía gelatina y -

colectaron fracciones de 0.5 ml. 

7- Se determinaron las cuentas por minuto lCPM) de cada 

fracci6n usanao un contador Gumma. 

8- Se identific6 el primer pico de radioactividad, ésto 

fue la proteína marcada. Se almacen6 a 4°C para uso. 

Nota de la técnica- Esta técnica puede ser usada para y~ 

dar anticuerpos unidos a un antígeno inmunoadsorbente (é~ 

to protege al sitio activo). El iodo libre es removido -­

por lavado con amortiguador, y el anticuerpo marcado recu 

bierto por eluci6n 6cida. 



Cuantiticaci6n de proteínas por el m~tooo de Lowry. 

Reactivos: 

A- No
2
co

3 
al 2 % en NoOH 0.1 N. 

B- Diluir v/v CuS04 ' sH
2

0 al 0.1 %. 

C- Tartrato de sodio y potasio al 2 %. 

Reactivo alcalino 25 ml de A + 0.5 ml de B. 
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Reactivo de enol; diluir el reactivo comercial de fenol­

Folin-Ciocolteau (6cido fosfomolÍbdico fosfotúngstico), 

de Sigma en agua destilada 1 :1. 

Procedimiento: 

La muestra de 5-100 ~g de proteína, en un volumen de cuan 

do mucho 200 ~l, se coloc6 en los tubos adecuados (tubos_ 

de borosilicato de 4 ml). Se incluyeron tambi~n una serie 

de muestras de proteína de concentración conocida para la 

curvo estándar. 

Se añadió 1 ml del reactivo alcalino a cada tubo, mezcla~ 

do bien y dejando reposar 15 min a temperatura ambiente. 

Se adicionaron 100 fl del reactivo de fenol, mezclando 

bien y dejando reposar 30 min o temperatura ambiente. 

Se leyó al espectrototómetro. El pico m6ximo de absorción 

fue a 750 nm (40,41). 

Nota: Si la muestro es concentrada puede leerse a 500 nm. 

Ensayo de transporte de antígeno omibiano. Rutas norma-­

les (sin inmunizar y desparasitadas) y ratos previamente_ 

inmunizadas con amibas, se canalizaron del conducto bi--­

liar, según m~todo descrito previamente (15). Una vez ca­

nalizadas se introdujo 0.5 ml de antígeno amibiano marca­

do, a trav~s de la vena dorsal de la cola de la rata. La 

colección de bilis y sangre se efectuó cada 30 min (0.5 -

ml). Lo radioactividad presente en las muestras se leyó -

en un contador Gamma Beckman 550. 
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Nota: Se utilizaron 35 ratas inmunizadas, as! como 25 

normales, para la estandarizaci6n de la técnica. Usando -

las ratas normales como controles y s6lo tomando en cuen­

ta 5 inmunizadas para la prueba final. 
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VI. RESULTADOS 

Se obtuvieron cinco fracciones lfig.4) en donde se 

observa que el peso molecular de la fracci6n IV, utili­

zando marcadores, es de aproximadamente 15 000 D. La a~ 

tigeniciaad de las cinco fracciones se probó por doble­

inmunodifusi6n con sueros espec!ricos anti-amiba, tanto 

de ratas in~unizadas con Entamoeba histolytica, como 

con sueros de paciente con absceso hep6tico amibiano 

(tigs. 5 y 6). La tracción IV, que fue reconocida por -

la mayoría de los sueros, se concentr6 por liofiliza--­

ci6n, se le cuantificó la presencia de proteína por el 

método de Lowry obteniéndose una concentraci6n de 2 mg/ 

ml (fig.7) y se procedi6 a marcarla (fig.8). La activi­

dad específica del marcaje fue de 3 x 106cPM/mg. 

En la figura 9 se muestran los valores promedio de 

los experimentos y puede observarse que en los 30 mín -

posteriores a la inyecci6n del antígeno no se encontr6 

radioactividad en la bilis, entre los 30-60 min ocurrió 

un rápido incremento, al mismo tiempo que en la sangre_ 

hubo un descenso marcado. Después de los 60 min no se 

observaron modificaciones en la radioactividad presente 

en la sangre y bilis. 

Por otro lado, en las ratos normales lo concentra­

ción de radioactividad permaneci6 constante en la san-­

gre, aunque entre los 30-60 min hubo un incremento en -

bilis éste no fue significativo al compararlo visualmen 

te con los valores de las ratas inmunizadas. 
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En el cuadro 1 se observan los valores de radioacti 

viaad presente en sa~gre y bilis (ratas inmunizadas) ex­

presados como CPM/ml. 

Al cabo de 180 mina una velocidad de flujo ce 1.4 

ml/h la cantidad de radioactividad fue de 34 692 CPM que 

corresponden al 4.5 3 de la carga antig~nica total inye~ 

toda, 



1.1 

vo 

J.U 

~ 

~ 
o 

"' G.'.; 

0.4 

o.; 

º·' 
O.! 

FIGCI 30 40 

Fig, 4 

28. 

~ 
r 

'" o 
o 

f¿o, CE TUBCJ 

Perfil de elución de la susp:nsi6n de Entamoeba 
6 histolytica cepa HK-9 l20 x 10 / ml) cromato--

grafiada en Ultrogel AcA 34, amortiguador Tri~ 

HCl pH-7.6, 0,2 M. Donde se observan las cinco 

fracciones obteniaas, siendo la fracci6n IV 

con un peso molecular de aproximadamente 15 

000 O, reconocida por la mayoría de los anti-­

sueros específicos. 
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Fig. 5 a Suero de paciente can absceso hepótico a~ibiano. 
b Suero de rata inmunizada con Entamoeba !2i. s t o 1 y !..:.s..2 . 

Fracci6n I 

2 Fracción II 

3 Fracción III 

4 Fracción IV 

5 Fracción V 
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Uobleinmunodifusi6n de la fracci6n IV (a') con 

sueros de paciente con absceso hep6tico amibi~ 

no (1,2,3,4,5,6) y con suero de ratas inmuniza 

das con f· histolytica (a,b,c,d,e,f). 
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Fig. 7 Curva para la determinación de proteína de la 

fracción IV, por el método de lowry. 
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VOL. (Mililitros) 

Curva de eluci6n del antígeno marcado con 
125

1 en una columna de Sephodex 

G-25, a :nortiguad::>r de fosfato-salino pH-7.2, 0.15"'1, adici o nada de 0.25 %_ 
d e gelatina. 
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cu~DRO NQ 1 • Radioactividad en la sangre y la bi-

1 is de ratas inyectadas intravenosa­

mente con antígeno amibiano marcado 

con 
125r. (700 000 CPM). 

TIEMPO DE COLECCION 

DE LA MUESTRA (min) CPM/ml. 

34. 

SANGRE BILIS SANGRE BILIS 

o - 30 420 

30 22560 

3:) - 60 13780 

60 52UO 

60 - 90 7300 

90 2250 

90 -120 4740 

120 2480 

120 -150 4932 

150 2560 

150 -180 3940 

180 2680 
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VII. DISCUSION 

De acuerdo con los resultados observados, el ant!g~ 

no administrado intravenosamente se transfiere activamen 

te en la bilis de ratas inmunizadas con Entamoeba histo-

lytica, pero no en ratas normales. 

En algunos trabajos previos, se ha visto que en ra~ 

tas canalizadas por 48 h los niveles de IgA en lavados -

de intestino son diez veces menores que en ratas control. 

Esto significa que la lgA de bilis puede tomar un papel_ 

importante en el sistema secretorio IgA del intestino. 

( 1 4). 

Socken y col (1981) demuestran en hígados pertundi­

dos que complejos de IgA-secretoria-antígeno se transf i~ 

ren de sangre a bilis, mientras que no sucede lo mismo -

cuando el antígeno está unido a IgG (20). 

Por otra parte, se ha visto que complejos IgA seer~ 

torio-antígeno de menos de 460 000 O de peso molecular -

se transportan con mayor efectividad que los que tienen_ 

un peso molecular superior: de donde se deduce que es im 

portante el peso molecula~ del antígeno para que sea 

transportado (20). 

El antígeno marcado se detect6 en la bilis 30 min -

despu's de su administraci6n y la máxima eliminaci6n oc~ 

rri6 entre los 30-60 min. Esta cin,tica de eliminaci6n -

es muy similar a la observada en otros estudios donde 

IgA polim,rica o complejos de IgA-ant!geno (45). 
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Puesto que los anticuerpos IgG e IgM no se trasfie­

ren activamente a través del hepatocito (8), los anti--­

cuerpos de IgA polimérica anti-amiba fueron los respons~ 

bles del transporte del antígeno amibiano de la circula­

ci6n sistémica a la bilis. 

La eliminaci6n del antígeno amibiano ocurri6 en tor 

ma activa, ya que 30 min despu~s de la inyección del an­

tígeno marcado, la cantidad de radioactividad presente -

en la bilis siempre fue mayor que en la sangre: ello in­

ca que el transporte del antígeno se realizó en contra -

de un gradiente de concentración. 

Aun cuando est6 claro que hay eliminaci6n de antíg~ 

no amibiano circulante, y por lo tanto, menor posibili-­

dad de que forme complejos inmunes con IgG o IgM que fi­

jan complemento y pueden causar daño tisular, desconoce­

mos qué tan importante sea en situaciones como el absce­

so hep~tico amibiano en el cual hay daño importante de -

los hepatocitos, y por lo tanto menor capacidad de tran2 

porte. Sin embargo, puesto que pr6cticamente toda la IgA 

polimérica procede de la mucosa intestinal, es posible -

que esta .inmunoglobulina im~ida la entrada y remueva ac­

tivamente a los antígenos procedentes de la luz intesti-

nal. 
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VIII. CONCLUSIONES 

A) Se obtuvo un antígeno, cuyo peso molecular -

fue aproximadamente 15 000 D, Fue reconocido 

por el suero de ratas inmunizadas con Enta-­

moeba histolytica y por el de pacientes con 

absceso hep6tico amibiano. 

B) El antígeno amibiano se transfiere activamen 

te de la sangre ª' la bilis en ratas inmuniza 

aas con ~· histolytica pero no en ratas nor­

males, 

C) El antígeno se transfiere por IgA secretoria 

ya que se ha visto que IgG e IgM no se trans 

fieren, 

D) Consideramos que este es un trabajo cuyos r~ 

sultados son preliminares y deben tomarse en 

cuenta para futuros estudios relacionados 

con el tema, 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

Inmunoglobulina A 

Inmunoglobulina A secretoria 

Inmunoglobulina M 

Inmunoglobulina G 

Regi6n variable de la cadena ligera 

Regi6n constante de la cadena ligera 

Regiones constantes de las cadenas pesadas 

Componente secretorio 

Azutre de los enlaces disulfuro 

Cadena J 

Hapteno dinitrophenol 

Milicuries 

Microlitros 

Microgramos 

Miligramos 

Mililitros 

Cuentas por minuto 

Grados centígrados 
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