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RE SUMEN 

Entamoeba histoly tica es la especie del género Entamoeba que 

me jor se co noce . Es uno de los protozoarios que con mayor frecuencia 

parasitan a l humano , en el que causan la ami biasis . Se e ncuent r a 

ampliamente di fun dida en todas las áreas del mundo, aunque es más 

preva l ente en regiones cá lidas . En México l a amibiasis es un grave 

problema de sa lud p6blica y ocu pa el cuar to lugar como causa de 

muert e . 

La adhesión de los trofo zoítos de f:.. histolytica a células 

animales es el evento inicial de la citólisis por contacto y la 

fagocitosis y determinante de la colonización del intestino por 

las amibas; su estudio se ha llevado a cabo mediante diversos enfoques 

expe rimentales. 

Los estudios mic r oscópicos han revelado el contacto de los 

trofozoítos con las células epiteliales de la mucosa intestinal 

y s ugerido que la invasión intestinal por las amibas puede efectuarse 

a través del epitelio interglandular o a través de las glándulas 

colónicas . Las i nves t igaciones para caracterizar la adhesión amibiana 

han const ituido una etapa de suma importancia en la comprensión 

y estudio ulterior de la adhesión, porque han permitido conocer 

los mecanismos celulares generales y han revelado 

necesar ios p2 ra 

La adhesión de 

la expresión y 

los trofozoítos 

eficiencia Óptimas 

algunos 

de la 

factores 

adhesión. 

de 

depender de moléculas específicas de 

f:.. histolyt ica 

la superficie 

además parece 

celular. Po r 

ot r a parte , a par tir de observaciones expe rimentales , se ha desarrollado 

un modelo matemático de l a adhesión amibiana. 

El pr esente trabajo , cons t i tuye una extensión de la caracterización 

de la ad hes ión de los tro fozo í tos de E. histolytlca a glóbulos 

rojos (GR) humanos iniciRda en el laboratorio por Cano-Mancera 

xxii 



( 1981); ha tenido como finalidad contribuir al conocimiento de 

las bases fis icoquimicas y moleculares de la adhesión de ~· histolytica 

a células animales , para tratar de definir el papel de la adhesión 

en la virulencia ami bi ana. Para ello, divid i mos al trabajo en las 

s i guientes etapas: 1) el desarrollo de condiciones de velocidad 

de adhesión subrnáxima en el sistema y la cuantificac ión de la veloc idad 

i nicial (V
0

), 2) el est udio de la velocidad de adhesión de GR sucesivos 

a los complejos amiba-GR y 3) el estudio del efecto de carbohidratos 

sobre la adhesión . 

Desarrollamos condiciones de velocidad submáxima para el s istema 

de ensayo de la adhesión de trofozoítos de ~· histolyt ica a gl óbulos 

rojos humanos en suspensión, que lo hicieron muy sensible, preciso 

y reproducible. Con estas condiciones, encontramos que existen 

dos gr upos de cepas amibianas que se diferencian claramente en 

cuanto a su v
0

, cinética de adhesión , el número de GR que pueden 

adherir, y su adhesión a GR humanos de diferente grupo sanguíneo. 

De esta manera encontramos que la v0 de las cepas estudiadas f ué 

proporcional a la concentración de GR en el rango de 1 a 60 X 104 

GR/ml , con 104 amibas/ml ; la cinética de a<lhesión fué proporcional 

al tiempo de incubación (15 min) con 104 amibas/ml y 5 GR/amiba . 

Para definir si en la adhesión ami biana participaban componentes 

de l a superficie que med iaran el r econoc imine t o a través de residuos 

de carbohidra t os , estud i amos el efecto de catorce monosacáridos 

o disacáridos que contenían galactosa (Ga l), manosa (Man) o glucosa 

(Glc) y sus análogos. La frecuencia y potencia de inhi bición de 

la adhesión f ué mayor por los carbohidratos del grupo GAL, intermedia 

por l os de l grupo MAN y menor por los del grupo GLC; en general 

el inhibidor más potente fué GalNAc, que para la cepa HK- 9 tuvo 

una dosis inhibitoria media de 1.3 X 106 M. 

Encontramos que existen patrones especí f icos de cepa amibiana 

en la inhibición de la adhesión por carbohidra t os . 

De los r esultados obtenidos en es te trabajo, llegamos a las 

s iguientes conclusiones: l) la v0 , la cinética de adhesión , el 
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número de GR adher i dos y la adhesión a GR de diferente grupo sanguíneo 

son parámetros de adhesión específicos de cepa amibiana, 2) existen 

dos grupos de cepas amibianas de acuerd o con los parámetros antes 

mencionados: HK-9 y HM-3 (más rápidas y comparables entre ellas) 

y HM-1, HM-2 y HM-38 (más lentas y dife rentes entre ellas), 3) 

no pa rec e ha ber correlación directa de los parámetros de adhesión 

estudiados con la virulencia reportada de las cepas amibianas, 

4) la especificidad de la adhesión amibiana parece estar determinada 

por componentes de la superficie celular inhibibles por carbohidratos 

específicos , 5) existen al menos tres residuos de ca rbohidratos 

que participan en la adhesión amibiana: Gal, Man y Glc, 6) existen 

patror.es de inhibición de la adhesión por carbohidratos , específicos 

de cepa a mibiana y 7) la participación de residuos de Nan constituye 

un halla zgo nuevo para la adhesión de E. histolytica a células 

anima l es . 
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I. INTRODUCCION 

A. Comunicación, reconocimiento y a<lhesión intercelula r 

Desde hace algunos años el entendimiento de la adhesión intercelular 

y de cómo la membrana celular transmite este reconocimiento a la 

célula, constituyen dos de los aspectos de mayor interés para la 

biología celular . 

Comunicación y reconocimiento intercelular 

La comunicación biológica se presenta en todos los niveles 

y se lleva a cabo mediante la transmisión y recepción de señales 

que generalmente son de tipo . químico y permiten la comunicación 

tanto intraespecífica como interespecífica. La comunicación. intercelular 

es en gran medida un fenómeno de superficie celular que depende 

de la existencia de elementos cognoscitivos asociados a la membrana, 

los receptores. La superficie membranal detecta señales ambientales 

que inducen, regulan .o modifican la actividad celular (cf. Greaves, 

1975). En algunos casos los contactos intercelulares son por sí 

mismos un evento regulatorio importante (Frazier y Glaser, 1979). 

La mayoría de las respuestas íisiológicas requieren sensibilidad, 

selectividad, velocidad y reversibilidad. De esto se deduce que 

la unión entre ligandos y receptores no es covalente pero sí de 

gran afinidad, requerimiento fundamental que sólo puede ser satisfecho 

por ia complementar iedad configuracional de estas est ructuras, 

es decir, estereoespecificidad (cf. Greaves , Í975). 

La unión selectiva de ligandos está determinada por tres propiedades 

tanto del receptor como del ligando: geometría molecular, posición 
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de los gru pos reactivos y flexibilidad conf i guracional . Las un iones 

quimicas de estas interacciones son f uer zas electr6nicas de van 

der Waa l s , pue nt es de hidr6geno e inte racciones coul6mbicas o i 6nicas . 

Dichas uniones no garantizan un alto ni vel de especificidad por 

s1 mi smas; sin embargo , como su potenc i a aumenta al disminuir la 

distancia entre los grupos que interaccionan, entran en juego s6lo 

cuando existen complementariedad suficiente para evitar las f uerzas 

r epulsivas de los r eactan tes y orientaci6n adecuada de los grupos 

reactivos. La suma de las fuerzas cohesivas no especificas es 

res ponsable de la un i 6n reversible rece ptor-ligando y determina 

la fuerza de l a un i6n ; la configuraci6n estérica es el factor decisivo 

en la especificidad . Otro factor importante en la funcionalidad 

del r eceptor es la flexibilidad necesaria para la f ormaci6n de 

interacciones de al t a afinidad; por lo tanto, la uni6n puede inducir 

camb i os en el r eceptor, en el l igando o en ambos (cf . Greaves, 

1985 ) . 

Adhesi6n i ntercelular 

El fen6meno de la adhesi6n in t ercelula r es diverso y fundamental 

en los seres vivos y tiene implicaciones en l as uniones sexuales , 

el desarrollo de contactos especializados en la embriogénesis y 

la histogénesis, la interacción de las células con hormonas, el 

reconocimiento en el sistema inmune, la invasión por células neoplásicas 

y la interacci6n de células con microorganismos pat6genos. Estos 

fen6menos dependen de receptores presentes en la membrana celular 

y cada célula funcionalmente diferenciada o especializada tiene 

su espectro particular de receptores (Grea ves, 1975). 

Cualquier modelo que pos tule que . la adhesión intercelular 

depende de receptores especificas , implica que al menos una de 

las moléculas que interaccionan es una proteina o glucoproteina 

(Frazier y Gl aser ,' 1979). Estas son las Únicas moléculas que tienen 

la versatilidad configuracional requer ida para las interacciones 

es pecí f icas . Los receptores pueden ser moléculas bifuncionales 

con uno o más sit i os de un i6n, 

comu ni ca r e l evento de unión 

1975) . 

y con s itios adic ionales que pueden 

a la maq uinar i a celula r (Gr eaves, 
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l. Papel de l a membrana pl asmá t ica en la adhesión 

El entendimiento de las interacciones ligando- receptor, depende· 

del conocimi ento de l a es tructura básica de la membrana plasmática. 

El model o del mo saico fuído de la membrana plasmát i ca incluye dos 

conceptos 

i nsertadas 

principal es: 1) 

asimétricamente 

las 

en la 

proteínas y glucoproteína s están 

bicapa lipídica y 2 ) los lípidos 

forman la matriz de la membrana y un medio viscoso que permite 

la movilidad lateral o difusión de las moléculas proteínicas, que 

así pueden actuar en sitios relativamente distantes. La fluidez 

de la membrana plasmática parece esencial para las i nt eracciones 

entre las es tructuras proteínicas, como un paso obligado para su 

función . Las proteínas pueden tener una distribución desordenad a 

o formar agregados en l a membrana y pueden además sufrir movili.zaci.Ón 

l ate ral (cf . Greaves, 1975). 

La redistribución de las moléculas s uperfici ales puede llevarse 

a cabo por difusión lateral pasiva altamente dependiente de la 

temperatura, pero independiente ·de ATP y de la síntesis de proteínas. 

La unión de ligandos multivalentes a sitios de unión o estructuras 

receptoras en la superficie celular pued e induc i r redistribución 

de estas moléculas en múltiples agregados de tamaño progresivamente 

mayor, que ba jo condiciones apropiadas pueden llegar a formar un 

agregado Único o "cap" en un polo de la célula. El "capping" es 

un proceso activo dependiente del metabolismo celular y probablemente 

regulado por estructuras contráctiles citoplásmicas (cf . Greaves, 

1975). 

2. Especificidad y selectividad 

Dentro de los fenómenos biológicos, se consideran "específicos" 

a aquellos en los cuales existe una exclusividad absoluta, como 

los siguientes: la absorción por ciertos compues t os de ciertas 

l ongitudes de onda de l uz, la reacción entre enz i mas y sus sus~ra to s , 

l a unión entre un óvulo y un espermatozoide , la acc i ón de una hormona 

en s u ór gano blanco , e l e f ecto de l os genes sobre l os ca r acteres 
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del desarrollo, la asociación entre un parásito y su huésped, la 

respuesta adecuada del sistema inmune a un estímulo antigénico, 

y los fact ores de reconocimiento y evaluación que caracterizan 

nuestras funcio nes mentales (cf. Gr eaves , 1975) . 

La "adhesión específica" se refiere a aquella situación en 

donde una célula dada puede adherirse a células de su propio tipo, 

pero no a células de tipo diferente o a otras super fici es . Por 

definición, una situación que no muestre este grado de exclusividad, 

muestra "no especificidad o selectividad". La "adhesión selectiva" 

describe entonces situaciones en donde una célula dada se puede 

adherir a células de su propio tipo, de tipo diferente y a otras 

superficies , pero en donde además, las células de tipo similar 

t ienden a coagregarse . Así, la selectividad permite una situación 

en donde existe elección y un arreglo puede ser preferido a otro. 

La especificidad sólo permite configuraciones que involucran un 

solo tipo celular. La no especificidad de la adhesión celular ha 

sido incluida en el concepto del "potencial adhesivo" de un tipo 

celular, que se define como el rango completo de otros tipos de 

célu las y sustratos a los cuales las células de un tipo se pueden 

adherir (Garrod y Nicol, 1981). 

En el caso de la adhesión . intercelular, principalmente la 

de las células embrionarias y de los tejidos, la adhesión no específica 

parece ser la norma. 

El comportamiento adhesivo de las células ha sido estudiado 

en esponjas, embriones de erizo de mar, hongos mucilaginosos celulares 

y especialmente en células embrionarias de vertebrados ( cf. Frazier 

y Glaser, 1979 ; cf. Garrod y Nicol, 1981). 

3. Participación en fenómenos biológicos 

Como ya se ha mencionado, la adhesión intercelular es un 

fenómeno diverso y fundamental en los seres vivos. A continuación 

se describen cuatro ejemplos para dar una idea de su importancia. 
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a. Fertil ización y uniones sexuales . La 

los ejemplos más fácilmente demost r ables 

(Frazier y Glaser , 1979 ; Monroy y Rosa ti, 

f ertilización es uno de 

de interacción específica 

1979) . La fusión celular 

en la levadura Hansenula wingeie es uno de los s istemas de reconocimien­

to sexual mejor estudiados; la obse r vación crucial en este sist ema 

fué la demostración de una i nteracción complemen t aria que dió l uga r 

a la formac ión de un complejo en · solución . Los gametos compe tentes 

de Pa ramecium y Chlamydomonas forman pares estables a través de 

c i lios o flagel os , respec tivamente. En bacterias los pili sexual es 

juegan un papel importante en el apareamiento y es posible que 

a través de ellos se transporte el DNA de las bacterias ma sculinas 

a las femeninas (cf. Graves, 1975). 

b . Embriogénesis e hist ogénesis. Es probable que la embriogénesis 

involucre interacciones de la superficie celular, tanto s electivas 

como i nvariantes. Estas múltiples reacciones requieren mecanj_smos 

moleculares con grados variables de especificidad. 

El reconocimiento en la embr i ogénesis debe estar influid o 

por los siguientes factores: 1) movimientos morfogenét icos y migraciones 

ce lulares, 2) difrenciación de las células en términos de una restric­

ción genética secuencial de sus potencialidades, 3) fenómenos de 

inducción, 4) histogénesis u or ganogénesis y 5) acoplamient6 y 

regulación func ional. Algunas interacciones celulares en la embrio­

génesis probablemente ocurren a través de estructuras de superficie 

que son verdaderos receptores en el sentido de que interaccionan 

con, o se unen a un ligando y pueden iniciar una respuesta ce lular 

(Grea ves, 1975). 

Se ha demostrado que células disociadas de tejido embriona rio 

se r easocian 

al tejido de 

idéntica a la 

espontáneamente para formar estructuras similares 

origen; si bien la reconstrucc ión del tejido no es 

histogénesis in vivo , los mecanismos responsables 

y el entendimiento del proceso de agregación parece 

entender el desarrol lo de los tej idos (Umbreit 

son similares 

fundamental para 

y Roseman, 1975). 

En animales mult icelulares, la adhesión celular es un proceso 

fundamental pa r a establecer la a r quitectura de tej i dos y Ór ganos. 
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Se c ree que la anormal idad en las propiedades adhesivas de las 

cé lulas es causa de alter aciones importantes, como metástasis cancerosas 

y mal formac iones ontogenéticas (Aoyama ~al., 1980) . 

c. Si stema i nmune. Est e sist ema implica la máxima sofisticación 

en cuanto a especif icidad, div er s idad y memoria . Muchas es tructuras 

dif erentes i nt e r vienen en el reconocimiento , pero el sitio de unión 

de los - antígenos es la estructura clave para la es pecificidad de 

las respuestas i nmunes . Las moléculas que reconocen a los ant ígenos 

son l as inmunoglobu l i nas, secretadas a la sangre y al líquido 

in terce l ular por linfocitos B. 

Los linfoci t os B tienen sitios de unión para complejos 

antígeno-ant icuerpo aislados y unid os a complemento. Las células 

T t ienen es tructuras de superficie para l a interacción con otras 

células T, células B y mac r ófagos (cf. Greaves, 1975). 

d. Microorganismos patógenos. La infección de las bacterias por 

bacteriófagos y de cé lulas animales por virus y otros microorganismos 

patógenos y parási tos , son otros ejemplos de interacción. En la 

mayoría de l os casos el reconocimiento parece i nvolucrar a moléculas 

espec íficas de la superf icie celular como se describirá adelante . 

B. Métodos para el estudio de la adhesión intercelular 

Para el estudio de la adhesión intercelular se han utilizado 

ensayos muy variados; en general con algunos se obtienen medic iones 

cuantitativas de l a adhesividad celular y con otros se tiene información 

cuantitativa acerca de diferencias cualitativas . El término "medición" 

se usa cuando se determina cuanti tativamente la fuerza de la adhesión 

celular, es decir, la contribución total de los mecanismos adhesivos 

in volucrados (Garrad y Nicol, 1981). 

Los ensayos de adhesión se pueden agrupa r de acuerdo al método 

en tres categorías: 1) rupt ur a de adhesiones, 2) formación de adhesiones 

Y ensayos de agregac ión y 3) medició n de adhesiones ex istentes 

en el equilibrio. 



7 

Ruptura de adhesiones 

Este método permite medir l a fuerza necesaria para obtener 

la separ ación de las células, ya sea de algún sust r a t o o de otras 

células, por medio de una fuerza generad a en el medio de i ncubación 

(Garrod y Nícol, 1981). 

Formación de adhesiones y ensayos de agregación 

El método más común para estudiar la adhesión celular consis t e 

en seguir la ag regación de las células en suspensión, la cuál es 

fácil de cuantificar y proporciona una comparación Úti l de las 

propiedades celulares adhesivas . Los ensayos son los siguientes 

(cf. Fraz i er y Glaser, 1979): 

1) Desapa rición de células individuales en agregados. Usado para 

medir la especificidad de agentes bloqueadores o promotores de 

la adhesión, como lectinas, anticuerpos y membranas. 

2) Unión de células individuales o pequeños agregados a células 

inmovilizadas o agregados grandes. Util para parámetros mecánicos. 

3) Formac ión de agregados mixtos o segregados a partir de células 

marcadas diferencialmente. Requiere la separación manual de agregados 

individuales. 

4) Unión de membranas plasmáticas a las células. Se cuantifica 

fácilmente con membranas marcadas; sin embargo, pueden no retenerse 

los componentes adhesivos de la superficie original o éstos pueden 

esta r alterados. 

5) Medición del tamaño de agregados después de una incubac i ón prolongada 

in vitro. Ut i l para estudiar procesos complejos de diferenciación 

y sobrevida, aunqu e puede no reflejar la adhesividad celular, sino 

los efectos de hormonas y nutrientes sobre las células. 

La forma más popular de llevar a cabo los ensayos de ag regación 

es la mediada por ro tación o giro . En cuanto a la forma de medir 
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la agregación, la más simple es por inspección visual de la suspensión, 

sin conteo, aunque el método más directo es el conteo visual de 

la disminución de células individuales en un hema tímetro. La cuantifi­

cación visual directa tiene el mérito de que da información acerca 

de la integridad de las células; sin embargo , es tediosa por lo 

que se han adoptado técnicas de conteo más rápido. 

La adhesividad total no puede ser medida por experimentos 

de agr egación , porque: 1) se forman diferentes tipos de uniones 

a diferentes velocidades después de que las células han establecido 

contacto, y 2) una vez que la formación de un tipo particular de 

unión ha empezado, continúa progresivamente. La mayoría de los 

es tudios de agregación sólo relacionan los eventos iniciales de 

la adhesión celular; ésta debe involucrar la inte racción de uno 

o más tipos de receptores y de uno o más tipos de mecanismo s completa­

mente independientes. La formación de la unión debe proseguir entonces 

por un secuestro de receptores similares, ag ruparni en to de los mismos 

y movimiento lateral de estos dentro de la bicapa fl uida. Por lo 

tanto , los exper imentos de agregación deben servir corno un medio 

para estudiar la función de los receptores involucrados en la adhesión 

inicial. Estos pueden ser o no los mi s mos receptores que estén 

involucrados en la adhesión tardía (cf. Frazier y Glaser, 1979; 

cf. Garrod y Nicol, 1981). 

Medición de adhesiones existe~tes en el equilibrio 

Este tipo de medición es una variación de la técnica para 

la medición de la tensión superficial. Se ha utilizado con tejidos 

de embriones de pollo, se forman agregados o fragmentos de tejido 

de un taman o definido al equilibrio, bajo una fuerza centrífuga; 

el incremento en el área superficial de los ag regados es medido 

y usado para computar la energía libre interfacial específica de 

los agregados, lo cual da una medida de la adhesividad celular. 

Este método no es Útil para investigar las bases moleculares 

de la adhesión celular, pero es de gran utilidad para estudiar 

el comportamiento celular en la morfogénesis (Garrod y Nicol, 1981). 
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C. Mecanismos de adhesión célula-célula 

A continuación se descri ben algunos de los factores moleculares 

que han sido identificados e involucrados en la adhesión intercelular 

(cf. Frazier y Glaser, 1979 ; cf. Garrad y Nicol, 1981). 

Uniones intercelulares 

La est r uctura de las uniones celulares de diferentes tipos 

de vertebrados es muy constante . Se acepta que las interacciones 

son completamente específicas para el tipo celular, lo que puede 

explicar la no especificidad de la adhesión celular. 

El modelo más reciente para la estructura de las uniones 

comunicantes sugiere que hay proteínas con pesos moleculares (PM ) 

de 25,000 a 30,000 , arregladas en hexámeros que constituyen las 

subunidades estructurales de la unión, conocidas como conexones. 

Los desmosomas contienen 75% de prot eína separable en más de 20 

polipéptidos PAS positivos con PM de 130 ,000 a 140,000 . La nat uraleza 

de estos desmosomas varía entre diferentes tipos de células epi t eliales . 

Fertilización 

En Saccharomyces cerevisiae, las interacciones cel ulares pueden 

ser facilitadas por la liberación de factores semejantes a hormonas. 

Las levaduras del tipo a liberan un polipéptido de PM de 1,000 

a 2,000 que inhibe el ciclo celular en el tipo complementario , 

. ~; es t a inhibic ión del ciclo facilita el apareamiento. En la superficie 

de células no fertilizadas del erizo de mar existen glucoproteínas 

que reconocen una lectina del espermatozoide activado llamada bindina . 

Esponjas 

De células de Microciona prolifera, !:!· patherna y Haliclona 

acculata se ha aislado un fac t or de agr egación (AF), que promueve 

la agr egación de células disociadas de la misma especie. Cont iene 

cantidades apr oximadamente iguales de proteína y carbohidra to y 

parece tener un PM de 20,000 ,000; su actividad es dest ruida por 
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glucoronidasa y es inh ibida por ácido glucorónico . Los receptores 

son proteínas con PM entre 45 ,000 y 60 ,000 (Frazier y Glaser, 1979). 

El si t ema de cohesión de Geodia cydonium es más complicado : 

a) exi ste un AF con PM de 23 ,000; b) un receptor que está 

predomi nan temente fo rmado por ca rbohidratos , con PM de 15 ,000 Y 

cuya act i vidad es des truida por 8-gl ucoronidasa asociada a la 

membrana y restaurada por una glucoroniltransferasa ; c) existe 

una gl uc oproteína con PM de 180 ,000 que inhibe al AF llamada r eceptor 

de ant i -agregación; d ) finalmente, existe una lectina es pecífi ca 

por galactosa, que inhi be al receptor de anti~agregación (Frazier 

y Glaser, 1979). 

Hongos mucilaginosos celulares 

El est ud io de los mecanismos adhesi vos de estos hongos es t á 

más avanzado que en ningún otro grupo de organi smos (Frazie r y 

Glaser, 1979) . 

l. Dictyostelium discoideum contiene mecanismos de agregación 

múltiples: a) sit ios de contacto A, qu·e aparecen en el momento 

de la agregación quimiotác t i ca y son responsables de la cohesión 

término-terminal de las células; son glucoproteínas que unen concana­

val ina A, tienen un PM de 80,000 a 90,000 y ha y 3 X 105 por célula. 

Absorben l a actividad i nh i bitoria de la adhesión por fragment os 

Fab; b) s itios de contacto B, que están presentes en la célula 

vegetativa , persiten durante la agregación y están involucrados 

en l a cohesión látero-la te ral ; c) GP
150 , una glucopro teína de 150 ,000 

de PM que une conca navali na A. Los fragmentos Fab anti- GP
150 

inhiben 

l a adhesión celular; d) una glucoproteína con PM de 95, 000 aparece 

después del estadio de agregación; absorbe la actividad inhibitoria 

de l a adhesión por fr agmentos Fab producidos contra la membrana 

plasmá tica; e) discoid ina I es una lectina con cuatro s ubunidades 

con PM de 26,000; f) discoidina II, es también una l ec tina con 

PM de 24,000. Tanto la discoidi na I como l a discoidina II aglut i na 

eritrocitos de carner o y este efecto es i nhi bido por carbohidratos 

de la confi guración O-galactosa; g) una glucoproteína que une concana-
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valina A y cuyo PM no se conoce a6n; inhibe completamente la adhesi.6n 

de células de la fase vegetativa; h) un factor de PM muy bajo (1,000) 

que tiene la misma funci6n que la glucoproteína anterior; e i) 

un factor i nhibidor de la agregaci6n (AIF) que tiene un PM de 1,000 

a 1, 300 y que inhibe la formaci.6n de contactos durante la agregaci6n 

quirniotáctica. 

2. Polysphondylium pallidum posee var ias lectinas llamadas 

palid i nas . Se han estudiado tres y la principal tiene un PM nativo 

promedio de 250,000 con subunidades de 25,000; es inhibida por 

galactosa. 

3 . Dictyostelium mucoroides produce una lec tina princ i pal, 

la mucoroidina I con PM de 24,000 a 26,000. 

La adhesi6n intercelular es más complicada de l o que generalmente 

se supone, ya que cualquier tipo celular dado posee diferentes 

mecanismos de adhesi6n. Las glucoproteínas parecen ser los receptores 

más comunes, sin embargo, la adhesi6n celular no puede ser explicada 

en términos de un solo mecani smo, como un factor de agregaci6n, 

una molécula de adhesi6n celular, una cognina, una interacci 6n 

ligando-receptor o una glucos-iltransferasa (Garrod y Nicol, 1981). 

D. Carbohidratos más comunes en la superficie de células de mamífero 

Como se ha descrito anteriormente, si la adhesi6n intercelular 

depende de recept ores específicos, al menos una de las moléculas 

que inte r accionan en este reconocimiento es una proteína o glucoproteína 

(Frazier y Glaser, 1979) y como se describirá posteriormente, en 

general los receptores en la superficie de la célula huésped para 

los microorganismos pat6genos, contienen carbohidratos. En la Tabla 

se muestran algunas de las unidades de disacáridos más comunes 

que se han aislado de la superficie de células de mamíferos . La 

_mayoría de los carbohidratos de estos disacáridos son de la· serie 

D-, e intervienen en muchos de los mecanismos conocidos de adhesi6n 

i ntercelular y de adhesi6n de microorganismos pat6genos . Como se 
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TABLA l. Unidades de disacárido aisladas de carbohidratos 
comple jos de mamíferos (Fasman, 1975) . 

Disa c á rido 

G a J. ( a, 1 -+ 3 ) G a 1 

Ga l (a, 1->4 )Gal 

G a 1 ( í3 , 1 _,.3 ) G a 1 NA e 

Ga 1 ( 8, 1-+) )G lcNAc 

Ga l( 8, 1->4 )GlcNAc 

G a 1 NA e ( a, 1 -+3 ) G a 1 

Ga lNAc( B, J.-+-4 )Ga l 

G 1 e NA e ( B, 1 -+-2 ) Man 

Glc NAc( 8, 1-+-3)Ga l 

GlcNAc ( 8, l-+-4)G al 

GlcNA c( 8,l -+6)Gal 

Gl cNAc( B, l-+6)GalNAC 

Fue( a, l-+-2)Gal 

Fue( a, l-+-3) GlcNAc 

Fue (a, l -+-4 )GlcNAc 
Man ( a, l -+-J ) Man 

Ne uNAc/NeuNGly(a,2 -+-3)Ga l 

NeuNAc/NeuNGly(a,2-+-8)NeuNAc 

Origen 

Tri hexosil c er ami da de ra ta ; 
Pen taglicosi l c er amida del 
eritroc i to de co ne jo; GS B. 

Di galactos i lceramida humana; 
Trih e xosilceramida humana . 

GMl ; GDla . 

Le 8
• 

Va r ios GS. 

GS A; Le 8
; 

Pentaglicosilce r a mi da del 
conejo . 

Vario s ga ngliósidos. 

Glu coproteína MN del 
e rit rocito. 

Varios GS; GMl hepático. 

G del bazo de bovino . 

GS H; Le 8
• 

Le 8
• 

GS A, B y H; Leb tipos 1 y 2 . 

Le 8
, Leb tipo 2. 

Le 8
; Leb tipo l. 

GMl hepáti co . 

GM l; GM2; GM3' 

GDlb; GD2; GD3; GTla; GTlb. 

Abre via turas: Fue (L-fucosa); G (gang liósido); Ga l 
(galactosa ) ; GalNAc (N-a cet il- ga lac tosamin a) ; GlcNAc 
(N-acetil-glucosamina); GS (grupo sa nguíne o) ; Le 
(antí gen o Lewis ); Man (manos a); NeuNAc (á cido N- acetil ­
neuramínico); Ne u NG ly (á cido N- gl icol il -neuramíni co) . 
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puede ver el origen de estos carbohidratos es una glucoproteina 

o un glucolipido. 

E. Adhesión de microorganismos patógenos 

La virulencia de los microorganismos se define como su capacidad 

relativa para evadir las defensas del huésped y producir enfermedad; 

es el resultado de la interacción de muchas variables, tanto del 

germen patógeno como del huésped. Entre las variables comunes a 

muchos microorganismos en la producción de enfermadad se encuentran : 

la adhesión, la proliferación local, la colonización , el daño del 

t e jido, la invasión y la diseminación; entre las variables del 

hués¡Jed para evitar la infección se encuentran las defensas genéticas 

y las inmune especificas y no epecíficas (Sparling, 1983). 

Mediante la adhesión los gérmenes pueden establecerse, mantenerse 

y reproducirse en los tejidos y tienen la posibilidad de invadirlos 

y de resistir las defensas norm·ales del huésped (Costerton et al., 

1978; Lindley, 1980). Muchos estudios de interacción entre bacterias 

y células animales muestran que la adhesión resulta de la asociación 

entre moléculas especificas de la ~uperf icie de las bacterias 

-las adhesinas- y los receptores correspondintes en las células 

del huésped . A las bacterias que t i enen este mecanismo de adhesión 

se les denomina "patógenos adherentes " (Cheney et al., 1979), grupo 

que incluye a los que se adhieren a la mucosa intestinal, al aparato 

genitourinario, al aparato respiratorio, a las válvulas cardiacas, 

a la mucosa oral y a los dientes. Una propiedad de estas especies 

bacterianas es la de aglutinar glóbulos rojos (GR) de varias especies 

mediante sus adhesinas (Banai et al., 1978; Evans et al., 1977; 

Feldner et~·, 1979). 

Se han identificado muchas adhesinas bacterianas; los receptores 

de estas adhesinas se encuentran en la superf i cie de los órganos 

afectados y en general contienen residuos de carbohidratos especí'ficos 

(Gibbons ~al., 1975; Janes y Freter, 1976; Ofeck et~., 1977) . 
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Su dist ribución determina muchos de los tropi smos de especie y 

de tejido para las bacterias (Sparl i ng, 1983). La inmunización 

con adhesinas causa disminución o pérdida de la virulencia (Acres 

~ al., 1979; Isaac so n ~ al. , 1980; Morgan et al., 1978; Morris 

et al., 1980; Nagy , 1980; Nagy et al. , 1978; Yancey et al., 1979). 

Las adhes i nas y los receptores están determinados genéticamente 

(de Gr aaf ~ al. , 1980; flr skov y <1r skov, 1966; Will iams ~ al. , 

1978) . La ausencia de recept ores de termina r esis t encia natural 

a la infección bacteriana (Sellwood et al ., 1975) . 

Los estudios de in teracción ent re bact eriófagos , virus animales, 

hongos y protozoarios con células del huésped, demuestran también 

que la adhesión depende de moléculas específicas de las superficies 

de estos gérmenes patógenos y de sus células huésped. 

Métodos para el estudio de la adhesión de los microorganismos patógenos 

Se ha usado una gr an variedad de modelos experimentales para 

el estud io in vitro de la adhesión de l os patógenos adherentes; 

estos modelos son más Útiles para determina r las bases molecul ar es 

y algunos de los mecanismos adhesivos que un patógeno dado puede 

exhibir . Su empleo se basa en que la adhesi ón es un fenómeno real 

que depende de la presencia de adhesinas y r eceptores específicos 

de la superficie celular. Se ha encontrado que las condiciones 

de cultivo de los mic roorganismos modifica considerablemente la 

producción de adhesinas; algunos gérmenes pueden sintetizar más 

de una adhesina que puede tener una función específica en algún 

momento de su ciclo vital y no necesar iamen te en el huésped. Por 

otra parte , las condiciones de los ensayos in vitro y las propiedades 

fisicoquímicas de l a superfic ie de los gérmenes pueden ser manipuladas 

de tal manera que puede hacerse que cualquier microorganismo se 

adhiera a cualquier superficie. Lo más importante es entonces , 

definir s i la adhesión observada in vitro juega algún papel en 

la vi rulencia del pátogeno en estudio (Freter y Jones, 1983). 
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La adhesión de los gérmenes patógenos y la identificación 

de los mecanismos adhesivos han sido realizados con el empleo de 

los siguientes modelos experimentales: 1) suspensiones de 

microorganismos y una gran variedad de tipos celulares, 2) monocapas 

de muchos tipos celulares, 3) monocapas de células epiteliales 

hechas a partir de explantes, 4) explantes de tej i do, 5) cultivos 

de órganos, 6) bordes de cepillo de intestino, 7) membranas celulares, 

8) mutantes no adhesivas bien caracterizadas, 9) células infectadas 

con virus, 10) vidrio, 11) plástico, 12) superficies inertes, 13) 

técnicas de agregación, 14) hemaglutinación (HA), 15) microscopí a 

óptica y electrónica , y 16) con el uso de inhibidores específicos 

de la adhesión, como carbohidratos, lectinas y anticuerpos específicos. 

En general los criterios necesarios para seleccionar un modelo 

de adhesión son: 1) que la adhesión exista y pueda ser cuantificada 

y 2) que el sistema pueda ser manipulado para identif icar y aislar 

los mecanismos fisicoquímicos y moleculares involucrados. 

Los GR son muy usados porque sus receptores en general son 

similares a los receptores naturales (Jones e Isaacson, 1983) . 

Originalmente, la prueba de hemag l utinación se relacionó con la 

presencia o ausencia de una adhesina o con la adhesión natural 

que existía en el tejido in vivo ; en esos casos constituyó una 

medida conveniente y rápida de la adhesüidad, Sin embargo, cuando 

esta prueba se usa para el aislamiento de factores de adhesión, 

puede ser potencialmente errónea ya que : 1) algunas bacterias se 

agregan espontáneamente y puede haber pruebas f a lsas positivas ; 

2) algunos individuos producen GR no reactivos, lo que puede resultar 

en pruebas falsas negativas; y 3) algunas cepas que producen la 

misma ad he si na y que dan una HA con una especie de GR, pueden producir 

HA positiva o negativa con otras especies. Por lo tanto , para un 

estudio inicial deben probarse una gran variedad de GR y de condici_ones 

de los ensayos (Freter y Jones, 1983). 

La cuantificación de la adhesión debe reflejar la proporción 

de células del germen patógeno que se puede adherir a las células 

blanco; ésto const i tuye una medida de su adhesividad. La cuan t ificación 
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de l a ·adhesión en términos del número de células-sust r ato con un 

número dado de gérme nes adheridos, es mas bien una medida de la 

r eceptividad del sustrato que de lu adhesividad del microorganismo; 

las dHei·encia s en receptividad pueden reflejar diferencias en 

la producción de receptores , que pueden estar r elacionadas con 

el genotipo de las células de los i ndividuos de las que fueron 

ob ten idas y por lo tanto, pueden encontrarse r esistencias naturales 

(Freter v Jones, 1983). 

La asociación de un microorga nismo con su órgano blanco es 

el r esultado de un equilibrio final entre reacc iones sinérgicas 

y antagónicas. El entendimiento de estas reacciones requie re del 

empleo Je sistemas más comp l ejos, como los animales de experimentación 

en los que pueda analizarse la secuencia completa de eventos necesarios 

pa ra que un microorganismo colonice su órgano blanco. Dichos eventos 

son : 1) el contacto activo o pasivo con la superf icie mucosa, 2) 

la pene t ración ac t iva o pasiva del moco , 3) la adhesión a la s uper f ic ie 

de la célu la epi telial, y 4) la multipl icación y diseminación del 

germen patógeno. Po r lo t anto , el entendimien to satisfactorio del 

papel de cualquier mecan i smo ad hesi vo , requiere no sólo la elucidación 

de s us bases mol ec ulares y bioquímicas, s i no también requiere e l 

entendjmiento de su interacción precisa con todos los mecanismos 

existentes, tanto de virulencia del germen patógeno, como de defensa 

del hués ped en la secuencia de e ventos de la infección (Freter 

y Jones , 1983). 

Mecanismos de adhesión de los microorganismos patógenos 

l. Bac t erias patógenas 

En general, las adhesinas son pili (fimbrias) de l a superficie 

de las bacterias Gram-, y son fibrillas de l a s uperficie de las 

bacterias Gram + ( Beachey , 1981) . Los pili pueden se r de dos clases: 

rígidos y flexibles; tienen un d;i.ámet ro de 2 a 10 nm, y miden hasta 

4 Um de la rgo. Son pol ímeros de proteínas , compuestos por subunidades 
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idénticas unidas por puentes de hidrógeno o por interacciones 

hidrofóbicas. 

En general los receptores de l as bacterias patógenas contienen 

carbohidratos; a veces es un sólo residuo el responsable de la 

adhesión y otras veces son cadenas de oligosacáridos (Beachey, 

1981). La mayoría de los receptores conocidos contienen a los sigue intes 

carbohidratos: Gal, GalNAc, GlcNAc, Man, Fue y NeuNAc, que son 

de la configuración D-, excepto la L-f ucosa (Tabla l). La natu raleza 

de los receptores de las adhesinas bacterianas ha sido sugerida 

por el uso de los siguientes enfoques experimentales: 1) inhibi ción 

de la adhesión por carbohidratos o por lec tinas de especificidad 

conocida; 2) inhibición de la adhesión por tratamiento enzimático 

específico del sustrato; 3) pérdida de la actividad de inhibidores 

complejos, después de que éstos han sido degradados y 4) inhibición 

de la adhesión por un receptor potencial ligado a una superficie 

inerte (Janes e Isaacson, 1983). 

Bacterias que se adhieren al intestino 

a. Escherichia coli enterotoxigénica (ECET). La presencia 

de adhesinas en cepas de ECET está asociada al serotipo O y a la 

producción de entero toxina. Se han identificado ocho adhesinas 

en estas cepas de K· coli: 1) el antígeno factor de colonización 

(CFA/I) de cepas de humanos; hemaglutina (HA) GR de humano, bovino 

y pollo y también se adhiere a bordes de cepillo de intestino de 

conejo; 2) el CFA/II de cepas de humano, HA GR de bovino y pollo; 

3) el pilus E8775 de cepas de humanos, HA GR de humano y bovino; 

4) el antígeno K88 de cepas de humanos y cerdos, del cual se han 

identificado tres variedades serotípicas: K88ab, K88ac y K38ad; 

los antígenos K88ab y K88ac HA GR de cobayo y el K88ab además HA 

GR de pollo; S) el antígeno K99 de cepas de cerdos, bovinos y carneros, 

HA GR de caballo y carnero; 6) el antígeno 987P de cepas de .cerdos 

y conejos adultos, para el cual no se ha reportado un patrón específico 

de HA; 7) el antígeno F41 de cepas de cerdos y bovinos, HA GR de 
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humano grupo A, de cobayo, caballo y carnero y 8) el factor de 

adhesión (AF/Rl) de l a cepa RDEC-1 de conejos, para e l que tampoco 

se conoce un pa trón específ ico de HA . Para la cepa RDEC-1 también 

se ha sugerido la participación del antígeno K en la adhesión a 

células del epitelio de los folí culos l i nf oides del i ntestino de 

conejo. La HA producida por todas es tas adhesinas es resistente 

a manosa (MRHA ) , no se observa con bacterias cultivadas a temperatu ras 

inferiores a 18ºC, es eluída a 37°C y se des truye por calentamiento 

a 65ºC por 30 min ( Arbuthnott y Smyth, 1979; Beachey, 1981; Cantey 

~ ~ .• 1981; Cheney ~ al., 1983; Dean e Isaacson, 1982 ; de Graaf 

y Roorda , 1982; Deneke ~ al., 1984; Gaastra y de Graaf, 1982 ; 

loman y Cantey , 1983 y 1984; Jones e Isaac son, 1983; Morri s et 

~· , 1982; Thomas et .i!.!_., 1982) . 

El receptor de los antígenos CFA/I, CFA/I I , K88, K99 y 987P 

es común, se localiza en el gangliósido GM2 y su estructura activa 

es: GalNAc( 8 1 -+- 4)(2 a NeuNAc] Ga l( 13 1 -+- 4)Glc - Cer. Se ha reportado 

inhibición de la adhesión de los antígenos CFA / I y K99 por Ne uNAc 

y por el gangliósido GM
2

; el antígeno K88 es inhibido por 13-Gal, 

GalNAc , Glc NAc, Glc , Fue, galactósidos, por el gangliósido GM1 
y por una glucoproteína con especifici dad por GalNAc y GlcNAc (Beachey, 

1981; Janes e Isaacson, 1983; Gaastra y de Graaf, 1982). Para el 

antígeno 987P se ha reportado un posible receptor que es sensible 

a la oxidación con peryodato y digestión con pronasa (Dean e Isaacson, 

1982) . Fina lmente, se han descrito cinco fenotipos para los receptores 

del antígeno K88 en bordes de cepillo del intestino de cerdos: 

el A, que adhiere a los antígenos K88ab, K88ac y K88ad; el B, adhiere 

a K88ab y K88ac; el C, a K88ab y K88ad; el D, sólo al antígeno 

K88ad ; y el F. , a ninguno y es el que determina la r esis tencia natura l 

a la infección bacteriana (Bulsma et .i!.!_., 1982; Sellwood et al., 

1975). 

b. Vibr io cholerae . Tanto el flagelo como el antígeno O parecen 

estar involucrados en la adhesión (Arbuthnott y Smyth, 1979; Attridge 

y Rowley, 1983). Las cepas clásicas (Inaba u Ogawa) HA GR humanos, 

mientras que l as cepas El Tor, HA GR de pollo. El receptor pa r a 
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V. cholerae parece contener Fue y Man; se ha r epo r tado i.nhibición 

de la adhesión y de la HA por estos dos carbohid r atos, por un digeridc 

pépti co de mucosa intestinal de conejo, L-f ucósido , L-Gal, altas 

concent raciones de Fru, Glc y Sac y por glucoproteínas de la leche 

humana (Hol mgren .e t al., 1983; Janes e Isaac son, 1983). 

e. Otras bacterias intestinales. Se ha sugerido que e l flagelo , 

el antígeno O y las fimbrias de tipo 1 de Salmonella _!:yphimurium 

son responsables de su adhesión, mientras que para Shigella flexner i 

sólo son las fimbrias de tipo l; el recep tor de ambas cepas contiene 

Man (Arbuthnott y Smyth , 1979; Jones e Isaacson, 1983) . Aeromonas 

hydroQhila, que también HA GR humanos parece tener seis mecan ismos 

diferentes de adhesión inhibibles por : 1) Fue, 2) Gal, 3) Man , 

4) Fue o Man, mediado por pili, 5) Fue o Man, independiente de 

pili, y 6) Gal+ Man (Atkinson y Trust, 1980 ) . 

Bacterias que se adhieren al aparato respiratorio 

a. Myco2lasma Qneumoniae. Su adhesión a células epiteliales 

cil iadas de la tráquea humana es mediada por la prote ína Pl, l ocalizada 

en un organelo diferenciado de la superficie de la bacteria y que 

tiene un PM de 165 ,000; t ambién se ha sugerido que otras proteínas 

con PM de 25 ,000 a 45,000 intervienen en la adhesión (Krause y 

Baseman, 1983 ; Lei th y Baseman, 1984). Los receptores con tienen 

residuos de NeuNAc y el r eceptor en los GR es la glicoforina (Bana i 

~ al., 1980 ; Baseman et al., 1982; Beachey , 1981; Jones e Isaac son , 

1983). La adhesión es inhi bida por sialoglucoproteínas humanas 

como la ceruloplasmina y el orosomucoide, así como por gangliósidos 

de cerebro de bovino (Chandle r ~ al., 1982). 

b. Otros micoplasmas. 1) Tanto la fracción de NeuNAc , como 

la f r acción hidrofóbica de l a glicoforina, son sitios activos receptores 

para el M. galliseQticum, patógeno de aves de corral (Banai e t 

al., 1978). 2) ~· Qulmonis de r oedores no tiene organelo de adhesión ; 

su adhesión a linfocitos de bazo de ra t a y l a HA de GR humanos 
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no es sensiblP a neuraminidasa, ni es inhibida por ca rbohidratos 

simples o complejos o po r gluc oproteínas, por lo que se ha sugerido 

la pe1rticipac ión de interacciones hidrofób i cas en el mecanismo 

de adhesió n ( 'lin ion ~ ~·, 1984). 3 ) 'l . hominis, ~l. salivarius 

y ~· dispar se adhieren a células HeLa mediante receptores resisten tes 

a neur aminldasa ; los receptores de N· homi nis y M. salivarius son 

sensibles a enzimas prot eolít icas ( Collier, 1983) . 4) Los receptore s 

de M. svnoviae conti enen residuos de Neu~Ac (Collier, 1983). 

Bacte r ias que se adhieren al aparato genitourinario 

a . Escherichia coli uropa togénica (ECL'P) sensible a manosa 

('IS). Se conoce una gran variedad de cepas de ECUP cuya adhesión 

v HA son MS, v de las que se han identificado las siguientes adhesinas: 

1) las fimbrias de tipo o pili comunes; 2) algunos antígenos 

K, como el Kl, K2, K3, Kl2 y Kl3, que son polisacáridos; y 3) pili 

sensibles a hexosas, GlcNAc y NeuNAc . Estas adhesinas se adhieren 

a glucolipidos de las células epiteliales de la vejiga urinaria, 

de GR de cobavo, \. a levaduras y glucop.roteínas que contienen ~la n 

( Arbuthnott v Smyth, 1979; Beachey, 1981; Davis et al., 1981; Normark 

~ ~·. 1983). 

b. Escherichia coli uropatogénica (ECUP) resistente a manosa 

(~IR ) . La pr-esencia de adhesinas MR está asoci ad a a los serotipos 

O, la produc c ión de hemolisinas y colicina V, y la resistenc ia 

a la actividad bactericida de l suero. La capacidad de las cepas 

ECL'P-~IR rara adherirse a las células u roe pi teliales, correlaciona 

con su capacidad para H . .\ GR humanos en presencia de Man (MRllA). 

La adhesión Jel 90% de estas cepas es med iada por pi li; 10% de 

las cepas s on no-piliadas. Por otra parte, el 90% de estas cepas 

t ienen la adhesina P; ésta adhesina reconoce a glucolípidos que 

contienen el siguiente disacárido: Gal( ci 1-+ 4)GalS determinan te 

an tigénico del sistema de grupos sanguíneos P. Esta estructura 

también se ha identificado en dos gangl iósidos que es tán normalmente 

presentes en células uroepiteliales v GR humanos; la trihexosilceramida 
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y la globotet r osilceramida cuya es truc tura es : GalNAc( a 1 + 3)GalNAc 

(S 1 +3)Gal(a l + 4)Gal( B l+ 4) - Glc-Cer . El 10% r es tante de las 

cepas de ECUP-MR reconocen r eceptores di fere ntes al antígeno P, 

y estas especificidades se l laman colectivamen t e ad hesinas X (Beachey, 

1981 ; Janes e Isaac son, 1983 ; Labigne-Rousse l ~ ~· , 1984; No rmark 

et al . , 1983) . Existen además se i s fimb rias (F7 a Fl 2) en cepas 

de ECUP-MR, que son muy semejantes a las fimbr ias de tipo (MS ; 

Klemm ~ ~·, 1983) . 

c . Neisseria gonorrhoeae . Se ha sugerido la presencia de pi l i 

que funcionan como efectores primarios de la adhesión de .!'i_. gonorrhoeae 

a células eucar ióticas, y se ha involucrado a la prot eí na PII en 

etapas posteriores de la adhesión y la invasión (Sugasawara e t 

al. , 1983) . La cepa P9 tiene pili a y Y implicados en la adhesión 

a células bucales epiteliales humanas y a células epitel i ales de 

conjuntiva de Chang (Virji y Heckels, 1984) . El recep tor de eslas 

adhesinas y de la cepa 201 tiene l a siguiente estructura: Gal 

( B 1 + 3)Ga lNAc( B 1 + 4)Gal; la adhesión es inhibida por gangliós i do s 

que contienen Gal (Beachey, 1981; Janes e Isaacson, 1983). 

Bacterias que se adhieren a la mucosa or a l y a l os dientes 

a. Streptococcus mutans . Esta bacteria posee dos mecanismos 

de adhesión; uno dependiente de polisacáridos y enzimas bacter ianas, 

y el otro dependiente de proteínas. 

1) La adhesión inicial por el primer mecani smo depende de la 

presencia 

película 

de glucoproteínas de la saliva , las cuales 

delgada sobre el esma lte den tal y promueven l a 

forman una 

agregación 

bac teriana. Cuando S. mutans se encuentra en presenc ia de sacarosa, 

produce abundantes polímeros de gl ucana y f ruc tana; l as glucanas 

son producida s por glucosiltransfe rasa s (GT), que pueden ser 

constitutivas de l a bacteria o encontrarse libres. 

Para la ad hesión de las bacterias se requiere la acción de 

l as GT, las cuales son mul ti va len t es , es deci r, se unen a las glucanas 

y entre sí mismas y de esta man er a promueven la agregación forman 
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la placa dental . Por el metabolismo bac t eriano se liberan ácidos 

que dañan el esmalte y promueven la caries dental (Fukushima et 

~ .• 1982 ; lnoue ~al., 1982 ; J ones e Isaacson, 1983) . 

2) El mecanismo dependiente de proteínas implica la adhesi6n 

bacteriana a residuos de a - galac t6sidos y residuos bás icos de 

l as glucoprote ínas sa livales; se inhibe por Gal, Mel, a -galact6sido 

y aminas. La adhesi6n es independiente de la síntesis de glucanas , 

au nq ue su presencia incrementa considerablemente la adhesi6n (van 

Houte, 1983 ). 

b. Streptococcus sanguis. También la adhesi6n inicial es 

mediada po r una película delgada de glucoproteínas salivales sobre 

e l esmalte dental . Se han propuesto tres mecanismos di ferentes 

para la ad hesi6n de S. sangu is: 1) una proteína de la superficie 

con PM de 70,000 a 90,000; 2) ad hesinas especificas por NeuNAc; 

y 3) el ácido 

tipos: i6nicas, 

de la secuencia 

lipot eicoico. Las i nteracciones parecen ser de tres 

hidrof6bicas y tipo lectina . Esta última depende 

de carbohidratos Ne uNAc (a 2 ~3)Gal( B 1 ~ 3)GalNAc, 

es inhibida por t ratamiento del sustra t o con neuraminidasa , y por 

compuestos que contienen residuos de NeuNAc (Liljemark y Bloomquist, 

1981; Morris y McBride, 1984 ; Murray ~ al., 1982, citado por Morris 

y McBride, 1984). 

c. Streptococcus salivarius. Coloniza principalmente la parte 

dor sal de la lengua, el epitelio bucal y en ocasiones la superficie 

denta l mediante componentes de la sa liva. Se han aislado dos proteínas 

asoc iadas a la pared celular; el antígeno b, que tiene un PM de 

320,000 y el antígeno c, formado por tres glucoproteínas con PM 

de 220,000 a 280 ,000 (Weerkamp y Jacobs, 1982). 

d. Streptococcus pyogenes. La adhesi6n es ·mediada por el 

ácido lipoteicoico; l a parte activa de la molécula es la fracci6n 

de ácidos grasos que for ma complejos con la proteína M de la bacteria; 

de esta manera, la fr acci6n lipídica puede estar tanto en la membrana 

como fuera de la bacter ia pa ra interaccionar con l os r ecept or es, 
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En células epiteliales bucales humanas , estos receptores parecen 

ser proteínas o glucoproteínas que cont i enen s itios de unión para 

ácidos grasos, similares a los de l a albúmina (Beac hey, 1981). 

e . Actinomyces . En cepas de A. viscosus y A. naeslundii de. 

humanos, se ha encontrado una l ec tina que par t icipa en la adhesión 

de estas bacterias a células epiteliales bucales humanas y en la 

coagregación con algunas cepas de S. sanguis en la placa dental. 

Dicha lectina está asociada a pili que tiene dos antígenos ( 1 y 

2); la actividad está relacionada con el antígeno 2, y es inhibida 

por Lac, metil- 8 -galactósido y GalNAc, pero no por metil- a -

galactósido, ce lobiosa , GlcNAc, Fue o Man, por lo que se sugie r e 

que la unión 8 -glucosídica es la responsable de la actividad de 

esta lectina en la adhesión (Brennan et &·, 1984; Revis et a]c• , 

1982). 

2. Bacteriófagos y virus animal es 

Bacteriófagos 

Se han identificado sitios bacterianos de unión para varios 

fagos ; un residuo Gal-1- a -Man para el fago E15 , un grupo O-acetilo 

para el fago G341, Glc ligada a heptosa para el fago Pl, GlcNAc 

para el fago Félix O. Es interesante que la gran mayoría de fagos 

son semejantes a las lect inas en su especifi cidad por ciertas 

conformaciones de sacáridos. Los f agos de cadena sencilla de RNA 

(Q 8 , MS2, Rl 7) se unen específicamente a los lados de los pi li 

F, mientras que los 

extremo de los pili 

fagos de DNA de cadena sencilla se unen al 

(Greaves, 1975) . En el sistema ~· coli-TS el 

lipoglicopéptido es el receptor ·para el virus; compuestos similares 

se combinan con los fagos T2 , T3, T4, T6 y T7. El sitio receptor 

para el fago 77 de Staphylococcus ~ es un mucopépt i do (Rosato 

y Cameron, 1964). 
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Virus animales 

Los virus animales ti enen un espec tro de huésped selectivo 

y su pene tración i mpl ica r eceptores celulares que parecen ser gluco­

prote ínas . El sitio de unión del adenovirus tipo 2 para células 

HeLa es una glucoproteína con PM de 40,000 a 42,000, que se localiza 

en los doce vértices del virión (Svenson ~ al., 1981). Se han 

propuesto dos mecanismos para la infección de monocitos humanos 

por el virus del dengue; receptores celulares sensibles e insensi bles 

a tripsina; éste último es un receptor Fe (Daughaday et .§l_., 1981). 

Los virus de la encefalomiocarditis y de la influenza HA GR humanos; 

las sialoglucoproteínas, espec i almente la glicoforina A, son sitios 

r eceptores y la parte activa es el NeuNAc (Burness y Pardoe, 1981). 

La proteína VP 1 es la adhesina de l os virus de tipo A12 que producen 

la enfermedad de pies y hoca (Baxt ~al., 1984). 

3 . Hongos 

Candida albicans 

Los informes acerca de los mecanismos adhesivos de hongos 

son escasos . La mayoría se refiere a f . albicans, patógeno oportunista 

que coloniza frecuentemente las superficies mucosas humanas. Se 

hd s ugerido la presencia de moléculas con Man, tanto en la superficie 

de este hongo como en las células epiteliales bucales humanas, 

en el mecanismo de adhesión (Sandin et al., 1982). Por parte de 

f. albicans se ha pr opuesto a una manoproteína y en las células 

epiteliales a una glucoproteína; la adhesión es inhibida por tratamiento 

de las levaduras y células con a -manosidasa , papaína, tripsina 

y quimiotripsina (Lee y King, 1983; Sobel ~al., 1981 ) . 

Cryptococcus neoformans 

Este hongo es otro de los pocos patógenos para los que se 

ha es t ablecido un factor de virulencia : el polisacárido capsular. 
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El hongo resiste la fagocitosis si tiene el polisacárido, se cree 

que por impedir la adhesión de fagocitos (Krozel, 1977). 

4. Protozoarios parásitos 

Plasmodia 

Dos interacciones inde pend ientes contribu ye n a la endocitosis 

de éstos parásitos por los GR. La primera interacción es la adhesión 

pasiva y sin orientación específica del parásito en la membrana 

del GR; es reversible y está mediada por uniones débiles . La segunda 

interacción es la invasión, que involucra la formaci ón de una adhesión 

fuerte, orientación específica del parási to por su extremo apical 

en la membrana del GR y un marcado rearreglo del citoesqueleto 

del GR (Friedman ~ al ., 1984). 

a. Plasmodium falci parum. Se 

sialoglucoproteínas, principalmente la 

en l a primera interacción o adhesión de 

merozoítos; la adhesión es inhibida por 

ha sugerido 

glicoforina, 

los GR humanos 

que la s 

participan 

con los 

tratamiento del GR con 

neuramini dasa y tripsina (Friedman et al. , 1984). En la segunda 

interacción o invasión interviene la banda 3 del GR; las porcione_s 

activas son las cadenas laterales de polilactosamina (polímeros 

de Gal y GlcNAc) de la eritroglicana de esta proteína (Friedman 

et al., 1985) . 

b. Plasmodium vivax . El grupo sanguíneo Duffy parece ser 

el receptor en el GR; la mayoría de los africanos son inmunes a 
este parásito, lo cual parece deberse al hecho de que son del tipo 

Fy a b ; es decir , no poseen el determinante antigénico del grupo 

sanguíneo Duffy (Allen, 1984). 

c. Plasmodium knowle s i. Invade GR humanos y Rhesus. No r equiere 

NeuNAc pa r a la invasión y el tratamiento con pronasa y quimiotripsina 

inhi ben l a adhesión (Greaves , 1975) . Para los GR humanos el antígeno 
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Du f fy pa rece estar implicado en l a adhesi6n in i c ia l , y pa r a la 

invasi6n de GR Rhesus l a banda 3 parece ser la responsable, ya 

que an t ic uer pos monoc lonales contra esta prote í na i nhiben l a invasi6n, 

pero nC> la adhesi6n (Mille r ~.i!l·• 1983). 

Le ishma nia 

Los meca ni smos que se han pr opuesto son dos; uno de tipo 

lec t ina •: ot ro medi.ado por complemento. Se propone qu e los promas tigo tes 

(forma ext race lula r flage l ada, infectante) act ivan al complemento; 

la proteína esa sirve por una parte, como un agen te qu imiotáctico 

pa ra los mac r 6fago s , y po r la otra, como un ligando, ya que s e 

une al promastigot e y a l receptor para el complemento de la superficie 

del mec r6fago (Brav , 1983) . 

a . Lei shmania tropica. La 

(forma intracelular no flagelada) 

i nteracci6n de los amastigotes 

con monoci to s humanos de sangre 

pe r ifé r ica de pende de proteínas o glucoproteínas de ambas super ficies . 

El pretra tamiento del parásito con tripsina, quimiotripsina , pronasa 

y neuraminidasa , inhibe la adhesi6n; el pretratamiento con B -

galactosidasa produce un incremento en la capac idad de adhesi6n 

a los monocitos. El pretratamiento de los monocitos con pronasa 

y quimiotripsina inhibe la adhesión de amastigotes no tratados 

( ~vler y Suzuki , 1983) . 

b. Leishmania mexicana maxicana . Los promas tigotes contienen 

un ligando similar a la aglutinina de germen de trigo , que reconoce 

a un r ecep tor con Glc NAc de la superficie del macrófago . Este receptor 

es sensible a t ripsina, citocalasina B y glutaraldehido. El pretrata­

miento del promas t i gote con enzimas pr oteolít icas descubre un receptor 

para un componente del s uero que se une a un receptor Fe de la 

superficie del macr6fago (Bray, 1983) . 

c . Leishmania mexicana amazonens is . Por microscopía electr6nica 

se ha estudiado la adh esión de l as formas intracel ul a r es de este 
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parásito a la membrana de l a vacuola fagocítica del macrófago. 

Se ha observado un rearreglo de las partículas intramembrana les 

en l as zonas de contacto qu e semejan una unión comunicante (Benchimol 

y De Souza, 1981). 

Trypanosoma congolense Broden 

Los sitios de unión se encuentran en la parte apica l del 

parásito, son proteínas sensibles a tripsina y quimiotripsina y 

reconocen residuos de NeuNA¿ en GR de bovino, carnero y cabra (Banks, 

1979) . 

Giard ias 

Para Giardia muris y Giardia duodenal is se ha sugerido la 

participación de proteínas contráctiles del citoesqueleto en el 

mecanismo de adhesión a bordes de cep i llo de intestino. La actina , 

et-actinina, miosina y tropomiosina, que se encuentran en la periferia 

del disco ventral, en la cresta lateral del di sco ventral y ~n 

los axonemas del flagelo pos tero-lateral, parecen estar involuc radas 

en tres mecanismos de ad hesión propuestos y que aún r equieren veri­

ficación experimental: 1) actividad flagelar, 2) adhesión por el 

flanco ventrolateral y 3) deslizamiento de microtúbulos (Feely 

et al., 1982). 

De la serie de antecedentes que se acaban de mencionar acerca 

de los mecanismos de adhesión de los microorganismos patógenos , 

se puede concluir lo s iguiente: 

1) de manera simila r a l o que ocurre en la adhesión i ntercelular, 

los mecanismos de adhesión de los microorganismos patógenos ' son 

múltiples y complejos . Un germen pat ógeno o una célula huésped 

dados pueden tener va rios mecanismos ¡;a ra l a adhes i ón y es tos pueden 



28 

además ser compa rtidos; un r ecep t or puede ser f uncional para diferen te s 

microorganismos patógenos, 

2) [3s g!ucoproteinas y los glucolip i dos son los receptores 

más comu nes v la espec ific jdad de la ad hesión es t á de t e r mi nada 

por combinaciones especiales de los ca rbohid r a t os presentes e n 

estas mol éculas , que además contienen a los azúcares más comu nes 

en l os seres vi vos. En gene r al, los rece pto r es son cadenas de oligo­

sacá r i dos; rara vez es un solo residuo de carbohidra t o el r esponsable 

de la adhesión . 

3 ) finalment e , los determinantes antigénicos de los grupos 

sanguí neos también partic i pan de manera importante en la adhesión 

de los mic r oorga nismo s patógenos . 

r . Gr upos sa nguíneos implicados en la adhesión de microorganismos 
patógenos 

Como s e descr i bió anter iorment e , se sabe que el grupo sangu íneo 

(GS) participa en la ad hes ión de a l gun os microorganismos patógenos: 

e l GS humano A, en la adhesión del antí'geno F41 de ECET (Gaastra 

de Gr aa f, 1982) ; l os GS M y P en l a adhesión de a lgunas cepas 

de ECUP (Labigne-Rousse l et al., 1984); y el a ntíge no Duffy en 

la adhes i ón de algunos plasmod i a (Mi lle r et ~·, 1983) . Los ca racteres 

de l os GS son transmitidos por herencia mendeliana s imple, y los 

determi na ntes ant igénicos, que son producto de genes a lé licos o 

interre l acionados, han s ido c l asi f i cados den tro de diversos sistemas 

de GS específicos. A continuación describiremos el sistema de grupos 

sanguíneos ABO, de gran i nterés en este tra ba jo. 

Sistema ABO 

Existen tres especif i cidades de GS en el mecani smo ABO detectables 

t anto en los GR como en las secrec iones v líquido tisula res: A, 

B, H. En el GR es t as s ubstancias so n glucolípidos y en las s ec rec iones 
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s on glucoproteínas, Los g l ucolíp id os ac tivos con t i.e ne n ác idos grasos, 

esfingosi na, Glc y tre s carbohid ratos más que determinan la mayoría 

de las especificidades de cada GS : Ga l, GalNAc y L-fuc. Las gluco­

proteínas de las secreciones t iene n un P't pr omedio de 2 X 105-10
6

, 

85% de carbohidratos, 15% de a :ninoácidos y contiene n l os tre s carbo­

hidra tos s efia lados . En la Ta bl a 2 se muest r an las di f e rencia s en 

los carbohidratos, qUe de terminan las e s pecif icidade s de estos 

GS . Como puede observarse , ex i ste una molécula prec ursora que e s 

modificad a sucesivamente en e l e xtremo no r educ t or , lo c ual determini'i 

cada una de las espec i ficidades descritas , Un resi duo Ct -Fue e s 

el determinante específico H; también puede observarse que la Única 

diferencia que determi na las especificidades de las substancias 

A y B, es el grupo a ceta mido del átomo de car bono 2 de GalNAc y 

que distingue a este a z úcar de Gal. Las substancias A y B no se 

e nc ue ntran en las secreciones, a menos que e s t é n pr esentes e n e l 

GR, pero 20% de los individuos que sí tienen e stos GS e n el GR 

no secretan la su bstancia correspondiente . La sec reción e s t á controlada 

por un par de genes alélicos : Se se, heredados e n fo rma independiente 

de los genes ABO y que no influyen en la expres i ón de estos genes 

en el GR . Los caracteres SeSe y Sese resultan en secreción; sese 

re s ulta en no secreción. El material activo H depende de los gene s 

alélicos Hh; esta es la s ubstanc ia que bajo l a i nfluencia de los 

ge nes A y B se transforma en subs t a ncia s acti vas A y B, respectivamente 

(Tabla 2). Para cada grupo sanguí neo se han descrito muc hos determinan­

tes antigé nicos en los GR . Los del sistema ABO son l os siguie nt e s : 

A, B, H, A
1

, AJ' AEL , AEND, AM, AX, AY, B3, BEL, BX (Allen, 1984 ; 

Watkins , 1966). 

G. Entamoeba hi s to1ytic a 

E. histol vtica es la espec i e del géne r o Entamoeba que mejor 

s e conoce. Es uno de los ~rotozoarios que c on mavo r frec ue nc ia 

parasi t a n al hu mano, en el que causan la di sent e rí a amib~a na o 

amibiasis . 



1' .\ :3 1. .\ ?. . Estruc tu ras pa rc i. ales de las ca de nas Je 
carbohidratos de l o s g ru pos sanguíneos ABHª 

S ub sta ncia Es tru c tur a 
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Pr e c '.! rsor Gal ( Sl +3)G l c \J Ac ( 3 1 +3 )G al( S 1-+3 )GalNAc 

H ~ a l(61-+3)GlcNAc(61+3)Gal(61-+3) GalNAc 

Fuc(al+2) 

A GaUA c (al+3)G a l ( Bl+3 ) Gl cN Ac ( 61+3 )Gal ( 61-+3)Ga l NAc 
1 
Fue ( a1 -+2) 

B Ga 1 ( al -+3) Ga 1 ( 61 -+3 ) G le ~ A e ( 61-+3)Ga 1 ( 61 -+3 ) Ga 1 NA e 
1 
Fu e ( ei:l -+2) 

ªEl e n l ace e ntr e Ga l v GlcN Ac es ( 61-+3) para las cade nas 
r i p o 1 , ~- ( Sl ->4 ) p a r a 1 a s d e t i p o 2 • 
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1. Hi.s tor ia 

El parásito §. histolytica fué encontrado y descrito por primera 

vez po r Lesh en 1875 , quien lo aisl6 de un paciente ruso con disenteria 

cr6nica , en l a provincia de Arcángel , cerca del círculo polar Arti co . 

Fué doce a ños después cuando debido al trabaje de varios Lnves­

tigadores , principalmente Kartulis, que se demostr6 el papel pat6geno 

de es te parásito . En l 891 Councilma n y Lafleur dieron una descri pci6n 

clín ica y pato l6gica delallada de la disentería amib i ana . Po r olra 

parte, en 1913 ~alker y Sellards demostraron conclusivamente, que 

E. coli era una especie no pat6gena y que É!· histolytica sí lo 

era (Martínez-Palomo , 1982). 

Durante la década pasada , hubo un gran auge en el número de 

invest igaciones sobre amibiasis debido a varios facto r es: 1) e l 

conocimiento de la necesidad de estudiar los aspectos básicos de 

la biología de este parásito potencialmente letal; 2) el estable­

c i miento de centros multidisciplinarios pa ra el estudio de la amibiasis , 

en Africa del sur por Elsdon-Dew y en México por Sepúlveda; y 

3) la introducci6n del cultivo axénico de ]. . histolytica por Diamond 

en 1968. Como r esultado de la investigaci6n sobre amibiasis, . se 

ha obtenido informaci6n acerca de la estructura fina, bioquímica , 

cultivo in vitro y diferencias entre ce pas de .!:'.· histolytica. De 

manera similar el análisis de los factores de virulencia, ha propor­

cionado informaci6n de el mecan ismo por el c ual las amibas i nvaden 

y destruyen los tejidos mientras soportan la respuesta inmune del 

huésped (Mart1nez-Palomo, 1982) . 

2. Clasificaci6n 

La clasificaci6n taxon6mica de E. histolytica es la sigui en te 

(Honigberg et ~l·, 1964): 



Phylum: Pro tozoa 

Subphylum: Sarcomastigofora 

Superclase : Sarcodina 

Clase : Rhi zopoda 

Subclase: Lobosia 

Orden : Amoebida 

Género: Entamoe ba 

especie: I· histolytica 

3. Mor fología 
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E. histol vtica presenta dos fases durante su ciclo vi tal ; 

una activa de crecimiento y reproducci6n representada por el trofozoíto 

v otra qui stic a a ~ravés de la cual se disemina la infecci6n. 

El lrofozoíto es una célula al tamente di námica, cuya f orma 

v movilidad son muy sensibles a los cambios medioambientales . Su 

tama ño varía entre 7 y 40 IJm de diámetro. Su citoplasma está bien 

diferenciado en un endoplasma granuloso y un ectoplasma hialino. 

Se caracteriza por formar pseud6podos en su superficie, tener un 

núcleo promi nente con cromatina periférica fina y un endososma 

central, a bundantes vacuolas y vesículas embebidas en la matr iz 

cHoplásmica, gránulos de gluc6geno ,. polirribosomas (Sepúlveda 

,. ~lart ínez-Palomo, 1982). 

El quiste es generalmente esférico . Su tamaño varía entre 

5 a 20 u de diámetro y está recubierto por una pared hialina. 

Contiene de uno a cuat r o núcleos vesiculares prominentes con end osomas 

má s o menos centrales. Presenta barras cromatoidales ala rgadas, 

compuestas po: ácido ribonucléico y gluc6geno (Cheng, 19 78). 

4. Ciclo biológico 

E. histo lvt ica vive en el intestino grueso del humano , en 

cuya luz se encuentran los trofozoi t os que en ocaciones pueden 

i nvadi r a la mucosa, ingi r iendo las células epiteliales. En el 

interior de la mucosa producen úlceras , y t ales ulceraciones de 
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la pared intestinal pueden originar cuadros de disentería amibiana 

o bien un daño muy l ocalizado sin manifestaciones cl ínicas . En 

ocasiones las amibas penetran a los capilares y se transportan 

en la corriente sanguínea a distintas zonas del c uerpo; el hígado , 

los pulmones y en ciertas ocaciones a l cerebro. Las amibas que 

permanecen en la luz del intestino pueden ser expulsadas en heces 

líquidas o semilíquidas en tanto que son todavía trofozoítos , o 

bien pueden redondearse y ser expulsados como quistes , por medio 

de los cuales se disemina la infecci6n (Markell y Voge, 1984). 

Cuando un quiste viable penetra en el intestino grueso- se 

lleva a cabo el exquistamiento, emergiendo una amiba tet ra nucleada 

denominada metaqu lstica , que mediante una s erie de divisiones nucleares 

y citoplásmica s da origen a ocho amébulas un i nucleadas o troiozoítos 

j6venes qu e pos teriormente crecen. Los t r ofozoítos se dividen por 

bipart ici6n forma ndo amibas pequeñas conoc idas como for mas prequísticas 

que poster iormente secretan una pared res istente y se enquistan 

( Kudo , 1979 ) . 

5. Epidemiología 

E. hi stolytica se e ncuentra ampliamente difundida en todas 

las áreas del mundo , lo mismo en regiones tropicales que subtropica les 

y templadas, aunque es más pr eva len te en las regiones cálidas 

(Kudo, 1979). Por tal motivo, se considera que la amibiasis es 

la mas cosmopolita de todas las enfermedades parasitarias (Markell 

y Voge , 1984) . Sin embargo, tratándose de cualquier regi6n, l a 

ami biasis es más frecue nte en los sitios donde predomina el hacinamien to 

y las malas condic iones de sanidad • 

. México es uno de los países que presenta una de las más altas 

pr evalencia s de amibiasis , siendo ésta "la enferme dad parasitaria 

más 

de 

importante que se encuentra 

salud pú blica, t an t o por s u 

entre los principales problemas 

frecuen cia como enfermedad y las 

pérdidas econ6micas que origina" ( Biagi , 1976). 

La amibiasis en México oc upa el cuarto lugar como ca usa de 

muerte ( Br andt y Pérez- Tamavo , 1970 ) ; pr ovoca defunc iones en ni ños 
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y adultos jóvenes en la etapa productiva de la vida (Biagi, 1976). 

6 . Adhesión de los trofozoitos 

La adhesión de los trofozoitos de E. histolytica a célul as 

an imales también ha sido estudiada mediante 

ex perimentales que se describen a continuación. 

Estudios microscópicos 

diversos enfoques 

Grif f in (1972 ) es tudió biopsias de lesiones ami bianas de l 

colori de pac i entes con disentería; ana li zó tan to la mucosa colónica 

como el contenido del lumen del colon y describió que las amibas 

rara ve z s e vieron en co ntacto directo con la mucosa , pero las 

observó en contacto con GR y células inflamatorias . 

Takeuchi y Phillips ( 1975) estud iaron en coba yos libres de 

gérmenes, la infección intestinal por trofozoítos de !;_. histolytica 

aislados de un paciente con col i tis amibiana aguda v mantenidos 

en cultivo mixto por l a rgo tiempo; a los 7-1 2 días después de la 

inocu l ación, encontraron amibas en contacto más o men os estrecho 

con las células del ep i telio interglandular o con el epitelio de 

las cri ptas. Este contacto produjo progresi vamente un aplanamiento 

v desapa ric ión de las microvel losidades intestinales, separación 

de las células que es t uv ieron en contacto con las amibas, producc ión 

de espac ios por los cuales l as amihas invadieron el epitelio 

interglandular y posteriormente el epi telio de las criptas, hasta 

l legar a la lámina propia. 

Mora Galindo ~ al. ( 1978) realizaron ex¡:,erimentos de interacción 

ent re trofozoí t os de E. histolytica v láminas epi teliales de mucosa 

cecal de cobayos; encont raron que durante los 30 min iniciales 

de incu bac ión, los trofo zo itos se adhirieron en mucho menor número 

a la regióri luminal del epitelio que a l a reg ión basal de las lámi na s 

y a partir de los 30 min sólo pa r ecieron penetrar las láminas 

epiteliales a través de las r egiones interglandulares en los sitios 
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de descamación celular. Concluve r on que los t r ofozoítos se adhieren 

primero a las zonas de descamación del ep i telio interglandular 

para después invadirlo. 

Posteriormente :-lora Gal indo ~ _i!l . (1982 ) rea li zaron un estudio 

cinético con el mismo sis tema experimenta l pero aislaron a l a mucosa 

cecal en cámaras de Ussing; encon t r a r on que a los 30 min de i nteracción 

los trofozoitos se ad hir i eron indist i ntamente al epi t elio interglandu l ar 

o al epiteli o de las c r iptas . A les 40 min, el 90% de los trofozoitos 

se adhir ió al e pitelio i nt er gl andular y después de 60 mi_n la mayoría 

de ellos se local izó en microulcerac i ones del epi telio interg l and ula r. 

En todo el estudio las criptas permanecieron intactas. 

Tr eviño-Manzo et al. (1978 ) observaron que después de s i ete 

dias de haber inoc ulado trofozoi t os de E. histolvtica en el ciego 

de co bayos rec ién nacidos , aquellos rara vez se encontraban adheridos 

a la s upe r ficie epitelial del borde l ibre de las mic rovellosidades 

intestinales, pero en cambio parecían haberse desplazado hacia 

la profundidad de las glándulas colónicas ocupando asi toda su 

luz y poniéndose en contacto con las células de l epitelio y posterior­

mente con l a lámina propia. 

McCaul y Bi rd (1 977) anal iza r on po r microscopia electrónica 

de barrido la morfología de la superf icie de amibas adheridas al 

vidrio de cubreobje t os en donde los trofozoítos fueron cult i vados ; 

observaron microf ilopodios tanto en l os bordes como en la s superf i cies 

infer io r es de contacto . 

Gonzáles-Robles y Martinez-Palomo (1 983) también estudiaron 

por mic r oscopia electrónica de barr i do la mor fo l ogía de trofozoitos 

de _!:;_. histolytica sob r e superficies de plás t ico y células MDCK . 

Encontraron diferencias cuantitativas en la morfología de trofozoítos 

de diferentes cepas y un incremento en las espec i alizaciones de 

la s upe r f ic ie de los parásitos cuando estaban asociados con bac t e r ias 

(estomas endoc iticos y filcpodios ) ; la superficie basa l i nvol ucrada 

en la adhesión al sustrato sólo mostró f ilopodios pequeños en el 

borde exte rno . 
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Kobiler y ~irelman (1981) estudiaron la adhesión de trofozoítos 

de K· histolytica a monocapas de una l ínea epitelial de intestino 

humano (Henle 407-CCL6) y encontraron l os siguientes cambios en 

l a superficie de los trofozoí tos adheridos: invag i naciones endocí ticas 

en la superf i cie, vesiculaciones protruven tes , pseudópodos y lo 

que parecieron ser tubos pseudopodiales . Después de 15 min de i nter­

acción, se formar on filopodios que adhirieron a las amibas a la 

monocapa y formaron conexiones estables con ésta. 

Adhesión a monocapas, GR y leucocitos 

Knight (1977), Knight et al. (1974) y ~kCaul y Bird (1977) 

han estudiado la interacción entre trofozoítos de K· histolytica 

y monoc apas de células de riñón de cone jo (RK13), y observaron 

qu e se requiere el · contacto entre los trofozoítos y la monocapa 

para que ésta se dañe. El daño celular progresivo consistió en 

el alargamiento de las microvellosidades, erosión de la superficie 

ce lular y desaparición de las células. 

Ea ton et al. ( 1970) hiciron expe rimentos de interacción entre 

los trofozoítos y las líneas celulares RK13, de hígado de Chang 

y Hela; describieron que el efecto citolítico fué dependiente del 

contacto y propusieron la existencia .de organelos (lisosomas) que 

contenían enzimas res ponsables de la citólisis a los que llamaron 

" lisosomas activos de superficie" o "gatillos de superficie". 

Orozco (1978) ha sugerido que la adhesión de las amibas a 

cultivos de hepatoci tos y de células MDCK precede al dañ o celular 

y és te a l a fagocitosis de las células blanco. También ha encontrado 

que la velocidad de adhesión de diferentes cepas amibianas a GR 

y monoca pas de cé lulas MDCK es semejante y no tiene relación con 

la virulencia amibiana (Orozco, 1981). 

Ravdin ~al. (1980) también han suge r ido que el efecto ci topático 

de las amibas se lleva a cabo en tres etapas: contacto, efecto 

ci toleteal y fagocitos i s. Las citocalasinas A, B y D inhiben la 
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des trucci6n de las células CHO, lo que sugiere la participaci6n 

de microfilamentos en el daño dependiente de contacto . 

Jarumilinta y Kradolfer (1964) estudiaron la interacci6n entre 

trofozoitos de E. histolytica y leucocitos de humano, carnero , 

cobayo , conejo, hámst er , pollo, rata y rat6n; encon traron que la 

adhesi6n de las ami bas a los leucocitos produce en éstos un daño 

progresivo que se lleva a cabo en 2 a 10 min y consiste en disminuci6n 

de la movilidad y actividad de la superficie de los leucocitos, 

degranulaci6n, licuefacci6n del citoplasma, redondearniento del 

n6cleo, salida de material citoplásmico y muerte; la membrana celula r 

pareci6 no sufrir cambios. 

Guerrant et al. (1981) analizaron también la interacci6n entre 

amibas y leucocitos polimorfonucleares humanos y encontraron que 

la cit6lisis ocurria después del contacto. Al .incubar a la cepa 

HM-1 (de mayor virulencia) con los leucocitos observaron una r áp ida 

destrucción de los mismos, a6n con una relaci6n de 1000 leucocitos 

por amiba; encontraron resultados opuestos al mezclar a la cepa 

303 (de menor ~irulencia) con 300 leucocitos por amiba. 

Caracterizaci6n de la adhesi6n 

Michel y Hohman (1979) estudiaron la influencia de colchicina, 

vinblastina y citocalasina B sobre la adhesi6n de ].. histolytica 

a superficies de vidrio; sus resultados sugieren que la adhesi6n 

está mediada al menos parcialmente por microfilamentos contráctiles 

del citoesqueleto, sensibles a citocalasina B. 

Gillin y Diamond (1980) estudiaron los requerimientos ·orgánicos 

para la adhesión a vidrio, alargamiento y movilidad de l os trofozoitos 

de ].. histolytica; propusieron un medio definido de mantenimiento, 

el MM-1, que no permite el crecimiento de las amibas pero l as mantiene 

vivas , adhe rentes y móviles durante 12 a 24 horas. El Tris-HCl 

fué para ellos el me jor amortiguador (pH 6ptimo 6 .9 a 7.0); encont ra ron 

además un requer imiento absoluto y altamente especifico de cisteina 
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y icido asc6rbico. Estudiaron también los efectos de la cisteina 

y de la t ensi6n de oxigeno sob r e l a adhesi6n de los trofozoitos 

al vidrio, la adhesi6n fué mayo r en l a fase logarítmica de crecimien to 

y requi r i6 cisteina, la cual aument6 la velocidad de adhesi6n durante 

l as 2 horas iniciales de incubac i 6n v protegi6 l a ~ia bilidad de 

los trofozoitos en presencia de oxigeno . 

Kobi l er y Mirelman (1981) caracteri za r on la adhesi6n de t rofozoitos 

de E. histol vt ica a l a linea celula r de in testino humano, Henle 

407- CCL6 . Encontraron que la adhesi 6n fué 6ptima a l os 15 min de 

i ncubaci6 n a 35-37ºC, y que hubo una cor relaci6n linea l entre l a 

adhesi6n y la concentraci6n de trofozoitos hasta con 1 amiba/célula 

epitelial . La adhesi6n dependi6 del pH y la fuer za i6n ica (FI) ; 

a pH 5 . 7 la adhesi6n no se modificó cuando se cambi 6 la FI del 

med i o (c on amort iguador de fosfat os 0.2, 2 o 20 mM) ; a pH 7 . 4 la 

adhesión fué simi l ar a la observada con un pH de 5.7 y fosfatos 

0 . 2 a 2 ID_'!, pero disminu y6 tres veces con fosfatos 20 mM . La fijaci6n 

de la monocapa con gluta r a ldehido no afec t6 la adhesi6n, pero ésta 

si fué i nhi bida al fija r a las 2mibas . La adhesi6n fué simi l a r 

en ensavos rea l izados con rotaci6n constan t e (75 r pm) durante 15 

ni n, que en condiciones estacionarias du rante 30 min; f ué mayor 

con trofozoitos de fase loga rítmica que de fase estacionaria, y 

s imi l ar par~ dos cepas de ~· histolytica; fué inhibida por citocalasina 

B (1 X 10-5 M) , t emperaturas menores de 5º C, EDTA y EGTA 00 nu' I) . 

Conc luye ron que la amiba tiene en s u s uperficie un microambiente 

acidico, que s6lo se afecta por amortiguadores fuertes; estos modifican 

el pH de la superficie e inhiben l a adhesi6n. Sugirieron ademis 

que la ad hesi6n depende de microfilament os y que el componente 

r esponsable de la mi sma esti en la amiba. 

Ca no-~Jan c e ra (1981) y L6pez-Revilla y Cano-Mancera ( 1982), 

han caracteri zado y definido las condiciones 6ptimas para la adhesi6n 

de trofozoí tos de ~· histol vt ica a GR humanos en suspensi6n. Desarro­

lla ron un medio sa lino: salino-HEPES (HEPES 20 mM, glucosa 5 . 5 

~~. NaCl 120 nu~ , CaC1
2 

4 mM, MgC1
2 

1 nu~ . pH 7.3 ) y bajo estas condicio­

nes encontra ron que l a adhesi 6n amibi ana a los GR es muy eficient e, 

ya qu e l a mayoría de las amibas fo rmaron compl ejos con l os GR después 
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de sólo 5 min a 37ºC , en mezclas que se mantuvieron con agitación 

constante (30 ciclos/mi.n) y que contenían 104 amibas y 106 GR por 

ml. La velocidad de adhesión dependió de las concentraciones de 

amibas y GR, pero no de los gru pos sanguíneos mayores ABO. La adhesión 

se inhibió si los trofozoítos eran fijados con glutaraldehido, 

pero sólo disminuyó ligeramente si los GR es taban previamente fijados; 

también disminuyó en ausencia de glucosa y fue inhibida en funci ón 
-7 de la concentración de citocalasina B (DI 50 : 3 X 10 M) y de los 

inhibid ores metabólicos batofenant rolina y 8-hidroxiquinoleína . 

De éstos resultados concluyeron que la adhesión de E. histolytica 

es un proceso activo que depende del citoesqueleto amibiano, de 

la producción de energía metabólica y de la movilidad de ligandos 

de superficie, tanto de la amiba como del GR . 

Posibles mecanismos de adhesión 

Kobiler y Mirelman (1980) encontraron una actividad de l ectina 

en extractos totales y una fracción membranal de varias cepas de 

E. histolytica que aglutina GR de humano grupos sanguíneos ABO, 

carnero , cobayo, ~onejo y rata. Esta actividad es dependiente de 

pH (5. 7-6.0); sensible a la temperatura (lOOºC por 10 min, 37ºC 

por 2 h o 4°C por varias horas); sensible a la oxidación (prevenida 

con 8-mercaptoetanol 5 mM) y a la proteólisis (prevenida con PMSF 

5 µM); no parece correlacionar con la virulencia , ya que la actividad 

es ma yor en las cepas HSC y HK-9 (de menor virulencia), que en 

las cepas 200 y HM-1 (de mayor virulencia). El 50% de la actividad 

hemagluti nante (HA) es inhibida por oligosacáridos de quitina, 

principalmente el trímero y tetrámero de GlcNAc (25 µM), lo que 

sugiere el requ erimiento de al menos dos unidades de GlcNAc; también 

es inhibida por GlcNAc pero a una concentración > 50 m.~. y no 

es inhibida por otros monosacáridos, disacáridos o ami noazúcares. 

También Kobiler et al. (1981) han reportado que la actüidad 

de l ec tina es inhibida por suero de bovino (0.1%) y macromoléculas 

que contienen GlcNAc, como quitina (2.5 Ug/ml), moco del colon 



40 

de conejos (50 µg/ml), IgA de calos tro humano (50 µg/ml) y sub~nidades 

de peptidoglicano que cont i enen GlcNAc-NeuN Ac (100 µg/ml); asimismo 

por IgG de suero de pacientes con anticue rpos antiamibianos . 

Kobiler y Mirelman ( 1981) encontraron qu e la adhesión de 

!'._. histolytica a monocapas de la línea celular Henle 407-CCL6 , 

fué inhibida por quitina (0.2 mg/ml), pept iglicano (1 mg/ml), IgA 

de calostro huma no (5 mg/ml) y por el trímero (1 mg/ml) y tetrámero 

(0 . 2 mg /ml) de GlcNAc ; la aglutinina de germen de trigo (específica 

por GlcNAc y NeuNAc) inhibió 50% la adhesión (1 mg / ml). Al preincubar 

la monocapa con una fracción membrana! amibiana enriquec i da con 

la ac tiv i dad de lectina (1 mg de prote ína/ml), se inhibió el 40% 

de la ad hes i ón. Sueros inmunes descomplementados o la fracción 

de IgG del suero de pacientes con historia de amibiasis inhibieron 

l a adh es ión r existió correlación entre el grado de inhibición 

v la concentrac ión de anticuerpos específicos contra l a lec t i na. 

La adhesión a GR fué inhibida por oligosacáridos de quitina (0.2 

M) y la adhesión a secciones de colon de cobayo fué inhibida por 

baj as concentraciones de suero, peptidoglicano, quitina y los oligo­

sacáridos de quit i na; no hubo inhi bic ión de la adhesión a las monocapas 

ni a GR por GlcNAc , GalNAc , NeuNAc u otros gluc oconjugados. 

Por toda la serie de datos que acabamos de mencionar, estos 

autores han sugerido que la lectina amibiana podría participar 

en l a adhesión a cél~las animales (Mi relman y Kobiler, 1981 ). 

Orozco ~ a l. (1982) estudiaron l a adhesión de trofozoítos 

de !'._. histolytica a monocapas de células MDCK y láminas epiteliales 

de intestino de cobayo; describieron que la adhesión de varias 

cepas am ibianas f ué semejante y no hubo diferencias en la adhesión 

de 

La 

las amibas a 

preincubac i ón 

monocapas intactas 

de las amibas con 

o fijadas 

GlcNAc 2 (2 

con glutaraldehido. 

mg / ml ) inhibió al 

50% la adhes ión y el efecto ci topático; otros compuestos como GlcNAc , 

a-metil-manósido (m-Man ) , almidón o concanavalina A, no tuvieron 

efec to inhibitorio sobre la adhesión o destrucción de las monocapas. 

Sugirieron que la actividad de lectina descri t a por Kobi l er y Mirelman 

(1980) podr ía participar en l a adhesión, que l a virulencia de las 
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ce pas se expresa en un evento posterior a la adhesión (citólisis 

y fag ocitosis), y que la movilidad de los receptores celulares 

no es requerida para l a ad hesión. De manera similar, Orozco et 

al. (198 2) y García-Rivera ~ al. (1982 ) analizaron la adhesión 

de algunas cepas y clonas de E. histolytica a GR y monocapas de 

células Henle 407-CCL6. La ad hesión de las clonas fué aproximadamente 

el 10% de l a observada para las cepas de E. histolytica ; estas 

clonas también mostraron una disminución en la capacidad de fagocitosi s , 

destrucción de las monocapas, producción de abscesos hepát icos 

y en l a actividad de la lectina descrita. La fagocitosis de GR 

correlacionó con la virulencia de las cepas y fué inhibida al preincubar 

los trofozoítos con GlcNAc 2 y GlcNAc 2_3 . No encontraron inhibición 

de la adhesión o la fagocitosis por GlcNAc, Glc, m-Man o Sac. 

Bracha et al. (1982 ) y Bracha y Mirelman (1983 ) han estudiado 

la adhesión de E. histolytica a bac terias, y han propues to la existencia 

de dos mecanismos de adhesión: uno dependiente de Man y otro dependiente 

de una actividad de lec tina específi ca por GalNAc . La ad hesión 

de E. coli 7343 y Serratia marcescens (bacter i a MS) a la amiba 

es inhibida por m-Man (0.5%) y por preincubación de las amibas 

con concanavalina A· 
' la adhesión se observa con bacterias y amibas 

i ntactas o fijadas con glutaraldehido. La adhesión de Shigella 

flexneri y Staphylococcus aureus (bacteria MR ) se observa al prei ncubar 

las bacterias con concanava lina A y es inhibida por m-Man. Al opsonizar 

a estas dos especies bacterianas con an tisueros específicos, también 

es posible observar su adhes ión a l as amibas ; ésta no parece depender 

de receptores Fe pi para el complemento, ya que existe con fragmentos 

Fab, suero descomplementado y en presencia de EDTA, pero es inhi bida 

por citocalasina B y a SºC . Los 

peptidogl icano (1 mg/ml) , Gal 

oligosacáridos de quitina (S mg/ml), 

(10 mg/ml), GalNAc (1 mg /ml) y Lac 

( 20 mg/ml) inhibieron l a adhesión, pero no hubo e fecto inhibitorio 

por Man o Glc. f!_. coli 055 y Salmonella greenside OSO (bacteria 

MR) no opsonizadas , también se adhieren a la amiba; la adhesión 

es inhibid a por fij ac ión de los tro fozo ítos con g l u ta ra l~ehido, 

Gal (10 mg/ml ) , Lac (10 mg/ml), tiod i galactósido, GalNAc (lO mg/ ml), 

asialofetuína (1 mg/ml) y lipopolisacárido de f!_. coli 055 ( 4 mg/ml). 

No existe inhibic i ón de la adhesión de estas bac terias por Man 

ni por oligosacári <l os de quiti na. 
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Ra vdi n y Gue rra nt (1981 ) es tudiaron la adhesión del· histol vtica 

a células CHO y GR de humano, bovino y ca rnero . La a dhesión, citólisis 

v fagocitosis fuer on inhibidas por las ci t ocalasinas B y D (50% 

de i nhib ición con 2 X 10-5 >I) , y a 4ºC. La adhesión no requirió 

cat iones divalentes ; fue similar c on GR humanos de los GS ABO, 

y e l do ble de la observada con GR de bov i no y carnero; no dependi ó 

de r ecep tores Fe ni para el complemento; tampoco fué afectada por 

tratamiento de l as amibas con tripsina. Exis t i ó 50% de inhibición 

de la adhesión a células CHO con GalNAc (4.5 m.'I), Gal (1 5 mM) y 

D-Fuc (180 111!'!), después de 2 horas de incubac ión a 4ºC; la inhibición 

fué obse rvada al preincubar a las amibas, pero no a las célula s 

CHO c on Gal'IAc y fué reversible con GalNAc 45 llh"I; hubo t a mbi én 

inhibición de la ci tólisis a concentraciones 45-180 mM ¡le este 

carbohidrato y de la adhesión de las amibas a GR (88% de inhi bición 

con 45 ra.'1 y 16.4% con 4.5 rTu'I). No existió inhibición de la ad hes ión 

a células CHO o GR por GlcNAc, GlcNAc
3

, Xil, Glc, Man, NeuNAc, 

Mal o m-'1an. También se observó la desaparición de células CHO 

sin lisis previa, lo que sugirió la fa goc itosis de células intactas. 

Estos autores prop usieron que la adhesión amibiana a células CHO 

y GR , med iada por GalNAc , es un mecani smo necesario para la c itólisis 

pero no pa ra la fagocitosis y que exis ten receptores simi lares 

para l a adhesión amibiana en las células CHO y los GR. También 

han suger i do que la actividad de lectina descrita por Kobiler y 

Mirelman (1980 ) podría no estar involucrada en la adhesión de amibas 

enteras 'i células blanco porque GlcNAc
3 

1.5 mM no inhibió la ad hesión 

de los trofozoítos a células CHO ni a GR. 

Fi nalmente, Cano-Ma ncera (1981 ) ha encontrado inhibición 

pare ial ( 23%) de la adhesión de I· histol vtica a GR humanos , por 

GlcNAc (50 r.:·I). 

Modelo matemático 

Recientemente Hernández-Lerma e t ~· (1982) han postul ado 

un model o matemático para la adhesión de amibas a eri t rocitos . 
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El modelo se ha desarrollado partiend o de observaciones hechas 

en el sistema experimental que el los emplearon, en el cual las 

amibas y los GR se encuentran en suspensión y dadas las características 

del propio sistema, l as colisiones entre las células son eventos 

que suceden al azar ; es decir, la adhes ión amib iana puede ser analizada 

como una reacción del siguiente tipo: 

pae pA
1
e pA2e pAn-1 

a + e Al ... A2 ... ... A 
+ <- + n 

qAl qA2 qA3 qA n 

En la primera e tapa , amibas l i bres (a) i nte raccionan con 

eritrocitos l i bres (e), con una tasa de asociación p, para formar 

los complejos amiba-eritrocito A1, es decir, amibas con un sólo 

eritrocito adherido. Si la reacción es reversi ble , los complejos 

A
1 

se separan , con una tasa de disociación q, en la amiba y ·el 

eritrocito originales. Análogamente en la segunda etapa l os complejos 

A1 interaccionan con eritrocitos libres para formar complejos A2 , 

es decir, amibas con dos eritroci t os adheridos ; existen las r espec tivas 

tasas de asociación y disoc iación , ésta últ ima si se supone también 

que el proceso es reversible . Se consider a que a lo más "n" er itrocitos 

pueden estar adheridos a una amiba; por l o tanto, la reacción consiste 

de "n" etapas similares a las dos primeras ya descritas. 

De los anteceden tes que se acaban de describir sobre la adhesión 

de trofozoítos de ~· histolytica a las células animales, se pueden 

concluir los siguientes hechos más importantes: 

1) la mayoría de los estudios microscópicos han revel ado el 

contacto de los trofozoítos con las células epitel ial es de la mucosa 

intestinal y s uger ido dos mecanismos para la invasión i ntes t inal 

por las amibas : el primero sugiere que la invasión se lleva a cabo 

a través de l epitelio inte r gl andular y el segundo sugiere que es 

a través de las glándulas colónicas; t ambién se ha observado l a 

existencia de microfilopodios en los trof ozoítos que est~blecen 

un firme con tac t o con las células blanco. 



44 

2) Los estud i os de adhesión a monocapas, GR y leucocitos 

indican que el contacto de los trofozo ítos con las células animales 

precede a la citólisis y ésta a la f agocitosis . 

3) La adhesión ha sido analizada con el uso de s i s temas experi­

mentales que han var iado en los sigui entes aspectos: l as cepas 

y cé l ulas animales usadas, las condiciones de cultivo de las amibas 

y las cé lulas, as í como su tratamiento previo a los exper imentos ; 

las concentraciones y proporciones de amibas presentes en l as mezclas 

de inc ubación; los medios de incubación y l os sistemas ex perimentales 

usado s . Como s ucede con la adhesión de otros mi croorganismos patógenos, 

todas l as condiciones usadas pueden modificar la expres ión y eficiencia 

de la adhes i ón de E. histolytica y los resultados obtenidos en 

un modelo experimental podrían no observarse o no ser comparables 

a los obser vad os en otros sistemas. 

4) La adhesión amibiana es un evento muy eficiente ; depende 

del t i empo y de l a t emperatura de incubación , del pH y la fuerza 

(Ca2+ i ónica del medio, de la presencia de cationes divalentes 

y Mg
2
+) en el medio de incubación y de la concentración y proporción, 

tanto de amibas como de células blanco en l a s mezc las de incubación. 

La adhesión depende de la fase de crecimiento de l os cultivos amibianos 

y se inhibe al fijar a las amibas pero no a las células blanco; 

no parece depender de los GS mayores ABO de los GR humanos. Además, 

es un proceso activo que depende del citoesqueleto amibiano, de 
la producción de energía metabólica de pa rte de las amibas y de 
la movilidad de ligand os de la superficie, tanto de las amibas 
como de los GR. 

5) Se han sugerido dos posibles mecanismos para l a adhesión 

de E. histoly tica a células animales: uno mediado por GlcNAc y 

otro por GalNAc; pa r a la adhesión amibiana a bacterias, t ambi én 

se han sugerido dos mecanismos: uno dependiente de Man y ot r o de 

GalNAc . 

6) El a nálisis matemático de l a ad hesión de los trofo zoítos 

de ~· histolytica a eritrocitos , propone que se trata de un proceso 

reversible. Es te modelo puede ser emp leado para definir más precisamente 

los eventos ciné ticos de la adhesión amibiana . 
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II. OBJETIVOS 

A. Generales 

El objetivo general de este trabajo fué continuar con la 

caracterización de la adhesión 

a gl6bulos rojos (GR) humanos 

iniciada en el laboratorio por 

t ratar de contribuir: 

de trofozoitos de E. histolytica 

(utilizados como células blanco), 

Cano-Mancera (1981). De esta forma 

a) al conocimiento de las cualidades fisicoquimicas y molecu l ares 

de la adhesión de los trofozoitos de f:_. histolytica a células animales 

y 

b) a definir el papel de l a adhesión en la virulencia amibiana 

ya que la adhesión de los trofozoitos a la superficie celular. es 

el evento inicial de la citólisis y fagocitosis y parece ser deter­

minante para la colonización del intestino por las amibas. La adhesipn 

podría ser necesaria, aunque quizá no suficiente para la virulencia 

amibiana, como tal vez ocurre en los portadores asintomáticos de 

E. histolytica; por otra parte, la ad hesión amibiana parece ser 

similar a la de otros microorganismos patógenos, esto es, depender 

de la asociación de adhesinas y receptores celulares, determinados 

gené ticamente tanto en las amibas como en células animales. 

Para lograr el objetivo de este proyecto, se dividió al presente 

trabajo en los objetivos particulares que a continuación se indican. 
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B. Pa rt.i culares 

l. Determinar la veloc idad in icial de adhesi6n (V0 ) de los 

trofozoítos de~· hi stol yt ica a los GR en fun ci6n de: 

a) la concent raci6n de GR y 

b) la cepa amibiana. 

2 . Carac t eriza r la cinética de adhesi6n de los t r of ozoítos 

de E. histolytica a l os GR, en condiciones de velocidad submáxima. 

3. Explorar s i var iaba l a v0 de GR a trofozoítos que ya tuvieran 

l , 2, 3, . .. , n GR adheridos . 

4. Explorar el posible efecto inhibitor io específico de carbo­

hidratos sobre la adhesi6n de los trofozoitos de E. his t olytica 

a GR humanos . 
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III. MATERIALES 

A. Origen de los reactivos 

Se obtuvieron de J .T. Baker de México, S.A. (grado reactivo): 

citrato trisódico dihidratado, cloruro de sodio, fosfato dibás i co 

de potasio, fosfato dibásico de sodio heptahidratado, fosfato monobásico 

de potasio y fosfato monobásico de sodio monohidrat ado. 

De J.T . Baker Chemical Company (Phill i psburg, New Jersey, 

E. U.A.), se obtuvieron el glutaraldehido y la azida de sodio . De 

Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, E.U.A.), se obtuvieron: 

L-cisteína, 8-D-fructosa, a -D-fucosa, D-galactosa, a -D-glucosa, a -

lactosa, mal tosa monohidra ta da , D-manosa, a -D-meli biosa, a - metil-D- ma­

nósido, N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-B -D­

manosamina monohidratada, sacarosa y D-xilosa . 

Se adquirió Panmede de Paines and Byrne, Ltd. 

Inglaterra); peptona de caseína purificada, de Bioxon 

S.A. ; y ácido ascórbico , de Sigma de México, S.A. 

(Greenford, 

de México , 

El suero de caballo se preparó en el laboratorio a parti r 

de sangre de equinos obtenida en el ras tro de Izta palapa, D.F. 

B. Material biológico 

Gl óbulos r ojos (GR) 

De humanos adultos , gru pos sanguíneos A, Bu O ( todos Rh+ ) . 
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CepJs Je En t dmoeb: _ 1istolnica 

llK -cl (Di a" ·'"1d, 1068), HM-1 ( Diamond, 1972), HM-2 (De la To r re 

el _<'!__~ · , l9i '- ), H'l-3 (De la Torre ~ al., 1974) y H:-1- 38 (M . De la 

Torre , com unicaci6 n personal ) . 

C. Pr eparación del medio de cultivo TPS- 1 

La composici6n de l medio TPS- 1 correspo nde a l a descrita por 

Jiamond ( 1968) , excepto en la mezcla vitamínica, que no se añadió 

(! Spe7-Revilla v Rodríguez-Báez , 1981) . 

~ledio basal TP 

Peptona de caseína purificada 5 . 0 g ; Panmede 10 . 0 g; D- gl ucosa 

2 . 5 g; L-cisteína 0 . 5 g ; ácido ascó r bico 0.1 g; NaCl 2 . 5 g; 

KH 2Po4 0 . 3 g; K2HP04 0 . 5 g . 

Se 'lle¿cta r on y disolvie r on los ccmponentes con 100 ml de agua 

Lridesti lada ca lient e (60°C), se añadi6 agua t r ides t ilada (25ºC) 

'.as t a un vo l umen de 450 ml , se aj ustó e l pH con NaOH 10 N, añadido 

~o ta J got a mi ent ra s la solución se agitaba magné ticamen t e; se 

afo ró l a mezc l a a 500 ml, se depositar on 11 ml de medio en t ubos 

para cultirn (de boros ilica t o , 16 

Corning) y se esterilizar on 20 min 

X 125 mm, con tapón de r osca , 
-2 en el autoclave a 15 lb •pulg , 

se cerra ron bien los tapones y los tubos se almacenaron en la obscu r idad 

a temoe ra Lura ambiente no más de dos semanas . 

Preparaci ó;i al mac enamiento del s uero de caballo 

l:l sue ro (congelado a -20 ºC en frascos con 400 ml) se sume r gió 

e n un baño de ag ua a 36 ºC has ta descongela rlo , y luego se calentó 

po r inmersión dura nte JO min en un baño de agua a 56ºC , con agitaciones 

pe ri ód~cas ; las botellas se secaron por fu e r a y se distr i buyó el 

s uero en fr ac c i ones de 10 ml a frascos es t ériles de borosil icato 

con tapón de rosca (Wheaton) ; se incubaron los recipientes a 36ºC 
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por 5 días para compro bar su es teril idad y de spué s se almacena r on 

a -20ºC con el cuello cubierto con cinta ad hesiva. 

Medio TPS-1 completo 

Se añadieron asépticamente 1 o 2 ml de suero a cada tubo con 

11 ml de med io TP (concentración final del suero: 9% o 16%, v/v), 

se mezclaron bien e i nmedia t amen te después se inocularon l os tu bos 

con trofozoítos. 

D. Composición y preparación de soluciones 

Cit rato-fosfato-glucosa (CPD) 

Citrato tri sódico · 2H20 30 g; NaHl04 · H20 0.13 g; glucosa 

2 g. 

Los componentes se mezclaron y di sol vieron con agua bides lilada, 

se ajustó el pH a 6. 9 con HCl 5 N añadido gota a gota, se aforó 

la solución a 1000 ml y se distribuyó en botellas para dilución 

de leche (de borosilicato con tapón de rosca , Corning) en muestras 
-2 de 100 ml. Las botellas se esterilizaron 15 min a 15 lb •pulg 

se apretaron bien los tapones y se almacenaron a temperatura ambiente . 

NaCl 0 .1 5 M 

NaCl 9 g . 

Se disolvió el NaCl con 800 ml de agua bidestilada , se aj ustó 

el pH a 7 .4 con NaOH 0 .1 N añadido go ta a gota y se aforó la sol uc ión 

a 1000 ml. La solución se dist r i buyó en botellas pa ra diluc i ón 

de leche (de borosilicato, con tapón de rosca, Corn i ng) en mue·stras 

de 100 ml; las botellas se esteri liza ron 20 min a 20 lb •pulg- 2 

se les apretaron los tapones y se almacena r on a temperatura ambiente . 



Solución para fijar glóbulos roj os (Bin g ~al., 1967) 

Na
2

HP0
4

•7H
2
0 40 .2 g . Se di so lvió el Na 2HP04 con agua bides tilada , 

s e a jus t ó el pH a 8 .2 y se aforó a 1000 ml . 

2 . NaCl 0 .15 M 

3 . Glula raldeh i do a l 25% 

Pre paración: se mezcló un volumen de la solución de Na 2HP04 
O.I S M ron 9 vol6menes de NaCl 0.15 M y 5 vol6menes de agua bidestilada . 

A 24 pa rt es de es t a solución, se les añadió una parte de glutaraldehido 

al 25% y se usó dicha mezcla inmediatamente. 

Salino amortiguado con fosfatos (PBS) 

Lo s componente s se mezclaron y di solvieron con agua bidestilada, 

se ajustó el pH a 7 .4 con NaOH 10 N añadido gota a gota y se aforó 

la solución a 1000 ml. El PBS se distribuyó en botellas para dilución 

de leche (de borosilicato, con tapón de rosca, Corning) , en f racciones 
-2 de 100 ml; se es terilizaron las botellas 20 min a 20 lb ·pulg ; 

se l es apreta r on los tapones y se almacenaron a temperatura ambiente. 

Az ida de sodio al 1% 

NaN
3 

1 g. 

Se disolvió la NaN3 con agua bidestilada y se aforó a 100 

ml, La solución s e colocó en una botella para dilución de leche 

( de bo ros i licato , con tapón de rosca, Corning) y se almacenó a 

t emperatura ambiente. 
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IV. METODOS 

A. Cultivos amibianos axénicos 

El tratamiento del material, la preparación del medio TPS-1 , 

y los métodos de cultivo que se citan aquí, son los que se usan 

actualmente en el laboratorio (López-Revilla y Rodríguez-Báez , 

1981). 

Cultivos resiembras y cosechas 

Se cult ivaron las cepas HK-9 y HM-3 con ml de suero por 

tubo (concentración final del suero: 9% v/v) y las cepas HM-1, 

HM-2 y HM-38 con 2 ml de suero por tubo (concentración final del 

suero: 16% v/v). Los cultivos amibianos se incubaron a 36ºC. Antes 

de cada resiembra se observaron con el microscopio invertido (Olympus, 

modelo CK) para comprobar el buen estado morfológico y la movilidad 

de las amibas; se agitaron suavemente, se determinó l a concentración 

amibiana con una cámara de Neubauer y se inoculó un número conocido 

de amibas en tubos con medio TPS-1 fresco. 

Se enfriaron l os cultivos en agua-hielo por 5 min, y se cosecharon 

las amibas mediante centrifugación a 90 _g_ por 3 min a 2SºC (500 

rpm, centrífuga Damon/IEC modelo CRU 5000, cabezal No . 269). 

Mantenimiento de las cepas 

Cada cepa amibiana se mantuvo mediante pases seriados a tres 

tubos en cada resiembra ("cultivos de referencia"); de l mejor tubo 

(en caso de que los cultivos de referencia tuvierán aspecto diferente) 

se inocularon trofozoítos a cada uno de tres tubos para mantener 
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los cultivos . Los tubos de la pen~ltima res iembra se conserva ron 

hasta comp r oba r el c recimiento de las amibas y ausencia de contaminación 

en los cu l tivos recién sembrados. Los cu ltivos masivos para obtener 

su ficie ntes t r ofozoitos para los ex perimen tos se realizaron también 

en Lubos , a partir de Jos cultivos de refe r enc ia . 

B. Obtención y manejo de los gl óbulos roj os 

Todas las manipulac iones fu e ron asépticas y el mate rial y 

l as soluciones usadas estériles . 

Colección de sangr e 

Se aplicó un to rn iquete en un brazo del donador de t ipo Rh+ 

y gruµo sanguíneo (A , B u O) conocido. Con una jeringa (aguja calibre 

20 ) se obtuvieron 10 ml de s angre por punción venosa . Se qui tó 

1~ aguja para evi tar la hemóli s is y se vació la sangre inmedia tamente 

en un tubo cónico Falcan de 50 ml que cont enía 20 ml de CPD. Se 

ta pó el tubo y se agi tó suavemente la mezcla . 

Lavado , obtención y almacenamiento del paquete globular 

La mezcla de sangre con solución CPD se cent rifugó 20 min 

a 2000 _g_ (2800 rpm , centr ífuga c línica IEC, cabezal No . 215) v 

s e lavaron tres veces los glóbulos r ojos por centrifugació n bajo 

las mi s mas co nd iciones , cada vez con 45 ml de solución de NaCl 

0.15 M; después de 

sobrenada nte liqui do 

cada centr ifugación se 

y el sedimento blanc o 

aspiró y descar t ó e l 

( l eucocitos) depositado 

sobre la pastilla de glóbulos r ojos. Des pués de la última centrifugación 

se re suspendió el paquete globular a una concentración de 50% ( v / v) 

con solución de NaCl 0 . 15 M, par a proceder a su fijación inmediata . 
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Fijación 

Los glóbulos rojos empacados al 50% (v/v) con NaCl 0.15 M, 

se enfriaron a 4ºC y se añadieron lentamente a 25-50 volúmenes 

de la solución para fijar los glóbulos rojos preenfriada a 4ºC; 

l a . mezcla se mantuvo 30 min en agi tación magnética 

de éste tiempo se comprobó la buena morfología 

con un microscopio de cont raste de fases (Zeiss 

s uave y al cabo 

de los glóbulos 

Standard). Los 

glóbulos rojos fijados se centrifugaron 20 min a 2000 .8. y temperat ura 

ambiente, y se lavaron por centrifugación cinco veces sucesivas 

con NaCl 0.15 M y cinco veces más con agua bidestilada . Se resuspendie­

ron a una concentración final de 4 X 108 por ml en NaCl 0.15 

M-Na N
3 

0.2% y de ésta mezc la se repartieron muest ras de 0 . 5 ml 

en tubos Eppendorf de 1.5 ml que se almacenaron a 4ºC . 

C. Adhesión de los trofozoítos a los glóbulos rojos 

Procedimiento general 

Preparación de los glóbulos rojos. Se emplearon GR humanos 

fijados, de grupo sanguíneo A, B u O (de un sólo lote cada grupo 

sanguíneo; almacenados en NaCl 0.1 5 M-NaN3 O. 2% a 4 ºC). Los glóbulos 

rojos se centrifugaron 5 min a 1440 .8. ·(2000 rpm, centrífuga Damon/IEC, 

Modelo CRU 5000, cabezal No . 269) y temperatura ambiente, se aspiró 

cuidadosamente el sobrenadante y se descartó. El paquete globular 

se lavó tres veces por centrifugación (condiciones descritas antes) 

con 5 ml de medio de cult i vo TP (concentración final : 40 X 106 

GR / ml ) y a part ir de esta mezcla se prepararon suspensiones en 

medio TP con la concentración de GR requerida en cada experimento. 

Preparación de los trofozoítos. Se obtuvieron amibas en fase 

logarí tmica de las cepas HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 y HM-38 cultivadas 

en medio TPS-1. Los trofozoítos se lavaron por centrifugación con 

10 ml de medio TP, 3 mi n a 90 .8. ( 500 rpm, cent d. fuga Damon/IEC, 

modelo 5000, cabeza l No . 269) y temperatura ambi ente ; el so brenadan te 
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se descartó l a pa s Lilla de trofozoitos se resuspendió suave y 

cuidadosamen LP con a 5 ml de medio TP (dependiendo del tamaño 

de la mi sma pastilla) . Se determinó l a concen tración de l a suspensión 

amibiana con una cámara de Neubauer y se prepararon s uspensiones 

diluidas con medio TP que tuviera la concentración amibiana deseada . 

Cinética de adhesión. Las suspensiones de GR y las de amibas 

se preincubaron separadamente 5 mio a temperatura ambiente en tubos 

Eppendorf de 5 ml. Para inicia r la ad hesión se mezcló rápidamente 

la suspensión de GR con la suspensión de amibas; la mezcla se mar¡ tuvo 

con agitación suave y constante (30 ciclos por mio, en un me zclador 

Lab-Tek Aliquot Mixer) y a tiempos preestablecidos de incubación 

se tomaron muestras de 0 .5 ml que se añadieron inmedia t amente a 

tubos Eppendorf (de 1.5 ml) que contenian O.OSO ml de glutaraldehido 

al 25%, para su fijación . Los tubos s e centrifugaron 6 mio a 1440 

R ( 2000 rpm , centrifuga Damon/IEC, modelo CRU 5000, cabezal No . 

269) y se eliminó el sobrenadante po r aspiración . El sedimento 

se suspendió con 0.025 ml de PBS , se colocaron las células sobre 

un po rtaobjetos, se cubrieron y se determinó microscópicamente 

( contraste de fa ses , objetivo 40X) la adhesión, como el porcentaje 

de amibas que tenían glóbulos r ojos adheridos en 200 amibas de 

las muestras de cada tiempo. 

D. Cinética de adhesión de trofozoitos de la cepa HK-9 de Entamoeba 
histolytica a glóbulos rojos humanos (condiciones iniciales) 

Estos experimentos fueron similares a los r ea l izados previamente 

por Cano-~12 ncera (tesis doctoral, comunicación personal) . Bajo 

el procedimiento general de la cinética de adhesión se prepararon 

suspensiones de 2. 5 ml con 2 X 104 amibas/ml (de la cepa HK-9), 

y ot ra s del mismo ~olumen con 2 X 106 GR/ml (grupo sang ui neo O, 

Rh+). Se 1 b mezc aron am as suspensiones, de manera que se obtuvo 

una mezcla de 5 ml, con 10
4 

amibas/ml y 100 GR/amiba . De l a mezcla 

se tomaron muestras a los 0.2, 2, 5, 10, 15, 20, 40 y 60 min de 

incubación, se f ija ron y se determinó el po rc enta je de adhesión . 
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E. Efecto de la concentración de glóbulos rojos sobre la velocidad 
inicial de adhesión de tro fozo ítos de la cepa HK-9 

La pr eparación de GR y de ami bas se hi zo como se desc ribió 

en el procedimiento general de adhesión. Se utili zar on trofozoítos 

de la cepa HK-9 en suspensiones de 2. 5 ml en med io TP a una concen tra­

ción de 2 X 104 amibas/ml y GR del grupo sanguíneo O, Rh+ en suspensio­

nes de 2. 5 ml en medio TP que tenían de 2 X 105 a 2 X 106 GR/ml. 

Para iniciar el experimento, se mezclaron cada una de las 

suspensiones de GR con cada una de las de amibas, de modo que se 

10
4 amibas/ml obtuvieron mezclas con concentraciones fi.nales de 

y 1, 2' 4' 6, 8 y 10 X 10
5 GR / ml; las relaciones GR/amiba fueron: 

10, 20 , 40, 60, 80 y 100 respectivamente . Las mezclas se mantu vieron 

en agitación suave y constante, se tomaron muest ras a l os 0 . 2, 

2 y 5 min de incubación y se fijaron inmediatamente con glutaraldehido . 

Después de 2 h de fijación , las muestras se manejaron como se describió 

en el procedimeinto general y en ellas se determinó microscópicamente 

la adhesión . 

Se ca lculó l a velocidad inicial de adhesión (V0) con la ecuación: 

v0 (Adhesión2 mi n - Adhesión0 •2 min) / 1. 8 min . 

En experimentos posteriores para estudiar e l efecto de concen­

traciones más bajas de GR , se emplearon las sigu i entes concentraciones 

finales en las mezclas de i ncubación: 1, 2, 5 , 10 y 20 X 10
4 GR/ml; 

la 

es, 

concentración fi nal 

104 amibas/rol. La 

de trofozoítos se mantuvo constante, esto 

relación GR/amiba fué entonces: 1, 2 , 5 , 

10 y 20 respectivamente. Se tomaron muestras únicamente a los 5 

y 10 min de incubación. 

Se calculó la velocidad inicial de adhesión (V0 ) con la ecuación: 

v0 (Adhesi ón10 min - Adhesión5 min)/S min . 
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veloc idad 
Entamoeba 

Se prepa r a ron sus pensiones amibianas de las ce pas : HK-9 , H~l-1, 

mt- 2 , H~l-3 HM- 38 en med io TP; y ot r as de GR grupo sanguíneo O, 

también en medio TP, de la forma como se desc r ibió e n el procedimento 

ge ne ral. Para la me zcla 

una de l as s uspensiones 

de incubación se emplea ron 

amibianas con 2 X 104 ami bas 

ml de . cada 

y ,·olúmenes 

igua l es de s uspensiones de GR con concentraciones finales que variaron 

desde 104 hasta 6 X 105 por ml . Cada ml de s us pensión de GR se 

mezcló con cada ml de suspensión ami biana, de manera que se obtuvieron 

me ~ clas co n co ncentraciones celulares finales de 104 am ibas/ml 

y las s iguien tes r e l aciones GR / amiba: 1, 5 , 20, 40 y 60 . Las mezclas 

se ma ntu ,·ieror. en i ncubación a t empera tura ambiente y con agi tación 

sua ve durante 5 min. Se tomaron muest r as que se fijaron con 

gl utaraldehido y en ellas se determinó mic r oscópicamente la adhes ión. 

Se c3lculó l a veloc idad inicia l de adhesión (V0 ) con la ecuación: 

v0 Ad hesión5 min/5 mi n. 

Los resulta dos se a justa r on con el método de regresión lineal, 

1· la s pendientes (constante de ve l ocidad "A") de la ecuación obt enida 

para cada ce pa se com pararon estadísticamente con la prueba ~ de 

Student de dos colas v (n-1) grados de libertad, en donde n = No . 

de pare s . 

G. Ci né ti ca de adhesión de trofozoítos de la cepa HK-9 ba jo cond i c iones 
de velocidad submix i ma 

Se rea li zaron ci néti cas de adhesión con sus pens iones de trofozoítos 

de l a cepa HK-9 y GR gru po sanguíneo O, con concent r aciones finales 

de 10
4 

ami ba s/ml r 1, 2 o 5 X 104 GR/ml. Se tomaron muestras a 

l os 5 , 10 , 15, 20 , 25 , 30 y 40 mi n de incubación , y se de terminó 

e n ellas l a proporción de complejos amiba- GR , media nte observación 

mi c roscópica . 
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H. Cinética de adhesión de trofozoítos de cinco cepas a GR humanos 
de los grupos sanguíneos mayores ABO, bajo condiciones de velocidad 
submáxima 

Se efectuaron cinéticas de adhesión con trofo zoítos de las 

cepas HK-9 , HM-1, HM-2, HM-3 y HM-38; y eritrocitos de los grupos 

sa nguíneos (GS) A, B u O. 

Bajo el procedimien t o general de adhesión se prepararon 

suspensiones con 2 X 10
4 

amibas/ml. Se mezclaron 2.5 ml de cada 

una de las suspensiones de GR de los diferentes GS , con 2.5 ml 

de cada una de las suspensiones de trofozoítos. La incubación se 

realizó durante 40 min; se tomaron muestras cada 5 min durante 

la primera media hora y una 6ltima al término de la incubación. 

Las muestras se fijaron y se determinó en ellas el porcentaje de 

adhesión. 

Para observar la influencia de la cepa ami biana sobre l a cinética 

de adhesión, se promediaron los porcentajes de adhesión obtenidos 

en las cinéticas hechas con eritrocitos de los tres GS mayores 

ABO . 

Se realizó regresión lineal con la adhesión obteni da a los 

5, 10 y 15 min de incubación. Las pendientes (velocidad inicial 

de adhesión 11 V
0

11
) de la ecuación obtenida para cada cepa se compararon 

estadísticamente con la prueba ~ de Student de dos colas y (n-1) 

grados de libertad, en donde n = No. de pares . 

I. Cuantificación del porcentaje de amibas con uno o más eritrocitos 
adheridos en las cinéticas de adhesión 

Se determina r on los porcentajes de amibas con uno o más GR 

adheridos, a partir de las cinéticas de adhesión hechas con trofozoítos 

de las cepas HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 y HM-38; y GR de los GS mayores 

ABO. Se promediaron los por centa j es de adhesión obtenidos co.n l os 

e r itrocitos de los tres GS , para cada población ami biana. 
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J . Efecto de carhohidraLos sobr e la adhesi6n de l os trofozoitos 

Se emplearon tro f ozoit os de l as cepas : HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 

\ H"l - 38 ; y eritrocitos de los GS mayores ABO . Se prepararon s uspensiones 

co n 105 GR/ml y 2 X 104 amibas /ml en medio TP s in ca rbohidratos 

(cont rol) o un o de los s iguien tes carbohidratos ( SO mM): Xil, Fu e , 

Fru, Gal, Gl c , Man, m- Ma n, Lac, Mel, Mal, Sac , GalNAc , GlcNAc o 

Ma nNAc . Se preincub6 a las suspensiones celulares por 5 mi n a 

temperatura ambi ent e . Para in icia r la adhesi6n se mezcló ráp i damente 

ml de la sus pens ión de GR con ml de suspens ión de amibas y 

se obtuvieron mez c l as con 104 amibas/ml v 5 GR/amiba, que se mantu vie r on 

a temperatura ambient e con agitación suave durante 10 min . Se tomar on 

muestras que s e fi ja ron con glutaraldehido y en ellas se de terminó 

mi croscópicamente el po rcentaje de adhesión . 

K. Efecto de la concentración de cuatro carbohidratos inhibitorios 
sob r e l a adhesión ami biana 

Se utilizaron suspensiones amibianas de 1 ml con 2 X 104 amibas 

de las cepas HK-9 , IL'l-1, HM- 2 , HM-3 y HM-38; y suspensiones de 

GR del mismo volumen con 105 eritrocitos . Las s uspens iones se hic ieron 

e n medio TP solo (cont r ol ) y en soluciones de l os carbohidratos 

GalN,\c , Ga l, Man NAc y GlcNAc (disueltos en medio TP) 

co ncent raciones finales en las mezclas variaron desde 5 X 

cuyas 
10-2 

M hasta 10-lO M. Las mezclas se incubaron durante 10 min a tem peratura 

ambient e ,, con agitación suave. En las muestras fijadas se determi nó 

el porcentaj e de adhesión. 



59 

V. RESULTADO S 

A. Cinetica de adhesión de trofozoítos de la cepa HK-9 de Entamoeba 
histolytica a glóbuloi rojos humanos (condiciones iniciales) 

La primera serie de experimentos tuvo como finalidad, reproducir 

la cinética de adhesión amibiana a glóbulos rojos humanos obtenida 

anteriormente en el laboratorio por Cano-Mancera (tesis doctoral, 

comunicac ión personal); en la que se observó que la adhesión aumentó 

rápidamente durante los primeros 5 min, después se incrementó en 

forma asintótica en función del tiempo de incubación y cuya velocidad 

inicial era de 12 %/min. 

El modelo experimental inicial consistió 

X 10
6 GR con un ml de una suspensión de 5 

suspens ión de 5 X 104 amibas, para 

10
4 

amibas/ml y una relación de 

en: 1) mezclar 2.5 

volumen igual de una 

una concentración de 

amiba; 2) incubar la 

obtener 

100 GR por 

mezcla con agitación suave y constante; 3) tomar a tiempos 

predeterminados muestras que se fijaron inmediatamente con 

glutaraldehido y 4) determinar mediante observación al microscopi o 

los porcentajes de adhesión (i .e., la proporción de los complejos 

amiba-GR) en función del tiempo (Fig . l). 

Los resultados obtenidos en estos experimen t os fueron similares 

a los de Cano-Mancera, es decir, la adhesión aumentó en función 

del tiempo de incubación -hubo 40% de complejos amiba-GR en los 

primeros 5 min y 90% a los 60 min de incubación (Fig. 2)- y las 

velocidades de adhesión fueron 7 %/min en el intervalo de 0.2 a 

2 min, 8.7 %/mi. n en el intervalo de 2 a 5 min y 3 . 9 %/mi.n en el 

intervalo 5 a 10 mi n (calculadas a partir de los porcentajes de 

adhesión de la Fig . 2, con la ecuac i ón: V = (Adhesión t
2 

- Adhesión 

t 1) / ( t
2 

- t 
1
); en dond e V es la velocidad de ad hes j_Ón , la adhes ión 

se expresa porcentua lmente y e l tiempo en min). 



FIGURA l. Aspecto microscój>ico de los glóbulos 

rojo s adheridos a los trofozoitos de .E. histolytica. 

Se d i stinguen claramente amibas libres (a), eritrocitos 

libres (RBC) ~ complejos amiba-eritrocito (a-RBC). 

Contraste de fases, (Cortesía de López-Revilla 

y Cano-Mancera ) . 
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FIGURA 2 . Ci nética de a dhes i ón de t rofozo í tos 

de la ce pa HK -9 de Entamoeba his to lytica a gló bu l os 

rojo s h um a no s ( c o nd icj. o ne s iniciales). Se me zclaron 

vo lúmene s igual es de un a suspens ió n amibiana con 

ot r as de g l óbulos rojos ( GR); l a s co n c entr a cion es 

fi na les en las mezclas f uer o n 10 4 amibas/ml y 10 6 

GR/m l. Las mez c las se i ncub aro n a 25ºC co n agitación 

suave . Se t omar on muestras a los tiempos i ndicados 

y se fijar o n con glutaraldehid o . Cad a símbolo r ep r esen ta 

el pr o med io y la de sviación est,ndar de los porcentajes 

de adhesión obtenidos en cua tro expe rimento s inde-

pendi entes . 
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Por Jo tanto, se concl uyó que la ci nética de adhesión sí era 

reprn<luc ible, aunque la velocidad i nicia l de adhesi.ón (\'0 ) encontrada 

bajo las condici ones de este sistema experimental era muv alta 

pa ra poder cuantificarla en fo rma pr ecisa . Por t al moti\·o, co n 

el objeto de obtener condiciones adecuadas para la det er minación 

l a \' o fuese precisa de la v0 , 

menor, se decidió 

de incubación . 

es Jecir, condiciones con 

dismin ui r la concentración 

las que 

de GR en las mezclas 

B. Efecto de la concentración de glóbulos rojos sobre la velocidad 
inicial de ad hesión de trofozoítos de la cepa HK-9 

1) 105 a 106 por ml 

Pa ra anal iza r el efecto de una menor concentración de GR sobre 

la \·0 , se hicieron experimentos a tiempos cortos (0 .2, 2 y 5 min) 

con trofozoí tos de la cepa HK-9 y er itrocitos del grupo sanguíneo 

O. La concentración amibiana en las mezclas de incubación se mantuvo 
4 

constante (10 amibas/ml ) , mientras que l a de los GR se varió desde 

10
5 hasta 106 por ml. 

Se encon tró qt?e la adhes ión 

la concentración de 

10
6 GR po r ml a los 

eritrocitos . Fué 

aume ntó proporcionalmente 

similar con 4 X 105 

105 hasta 106 GR por 2 min, \' con 6 X 

con 

hasta 

ml a 

los 5 :nin de i ncuba ción; desde los 2 min 

6 X 10
5 que con 105 GR por rnl; 

hubo seis 

con 105 
\·eces mayor 

y 2 X 105 GR 

(Fig . 3 ) . Con 

adhesión 

po r ml. , 

con 

0 . 2 ~o hubo adhesión de tectable a los 

hasta 10
6 GR por ml, la proporción de 

min 

ó 105 comple j os amiba-GR 

fué simila r a la encontrada ante r iormente por Cano-Mancera 

a 48 %) con 10
6 

GR/ml (comunicación personal ) , mien tras que 

105 GR / ml fué de so lamente 8% . 

( 40 

con 

Las evidencias anteriores ind icaron que la \ ' o sí dependía 

de la concentración de GR \. empezaba a dismi nui r con concentrac iones 5 . 
menores de 6 X 10 GR/ml . Al calc ula r las velocidad es de adhesión 

para los intenalos de 0.2 a 2 min y de :2 a 5 min de incubación, 



FIG UR A J . Efec to de la c o ncen tración de glóbulos 

rojos sobre la cinética de adhesión de trofo zoítos 

de la ce~a HK-9 . Se 

de amibas (10
4

/ml) y 

de GR (por ml): 105 

10 5 ( • ) ' 6 X 10
5 

u só un a conc ent ración fi j a 

la s · siguientes concentra cio nes 

( • ) , 2 X 105 ( • ) , 4 X 

( Ó ), 8 X 10
5 

( 0 ) y 10
6 

( D. ) . Incub ación como en l a Fig.2. 
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se observó que éstas aumentaron en for ma directamente proporcional 

con la concent ración de GR cuando ésta estu \'o entre 10
5 

y 4 X 10
5 

por ml e inclusive hasta 6 X 105 GR / ml, al considera r el intervalo 

de 2 a 5 min (Fig. 4). Mediante análisis de regresión l i neal de 

la velocidad de adhesión obtenida en dichos intervalos de concentración 

eritrocítica , se obtuvieron las siguientes ecuaciones de velocidad: 

2. 51 X 10-5 
vo.2 a 2 min (GR/ml ) 0.60, (r 2 0.99) y 

1.52 X 10-5 (GR/ml) 0.27 ' (r 2 0 . 99) . V 5 min + 2 a 

Por lo tanto, la velocidad calculada en el intervalo más corto 

de tiempo (0.2 a 2 min) fué 1.7 veces mayor que la velocidad en 

el intervalo mayor (2 a 5 min). Sin embargo, con concentraciones 

mayores de GR, ambas V 
0 

t uvieron valores similares, máximos 

(9.5 %/min) y constantes (Fig. 4). 

Es tos hallazgos fueron de gran trasce ndencia para el trabajo 

subsecuente , ya que indicaban que bajo las condiciones experimentales 

previas a este trabajo, la v
0 

había sido "máxima" e implicaban 
5 que con concentraciones de GR menores de 6 X 10 por ml, se tendrían 

condic iones de velocidad de adhesión "$ubmáxima" que permitirían , 

po r una parte, medir con mayor precisión la v
0

, y por la otra, 

explotar estas nuevas condiciones del sistema en la caracterización 

ulterior de la adhesión amibiana y sobre todo del efecto de sus 

inhibidores, a los que debería ser mucho más sensible . 

2) 104 a 6 X 105 GR por ml 

Para afinar estos resultados y asegurar que en adelante se 

trabaja ría en las condiciones más convenientes de velocidad submáxirna, 

se probaron concentraciones aún menores de GR. Se hizo un experimento 

en el que la concentración final de GR varió desde 104 hasta 6 

X 105 por ml. La mezcla de adhesión se incubó únicamente por 5 

min debido a que: 1) en tiempos menores de 2 min y con concentraciones 

menores de 2 X 105 GR/ml, la adhesión fué mínima (ver Fig . 2) y 

2) el medir la adhesión a tiempos mayores de 5 min no ga ranti zaba 

l a exactitud requerida de l a velocidad i nicial. 



FIGURA 4. Efecto de la c oncentr ació n de gÚbulos 

rojos sobre l a velocidad inici al de adhe sió n de 

trofo zo ítos de la ce J.> a HK-9. La vel oc i dad ini c ial 

de adhesión se calculó con los re s ultados de la 

Fig.3 y la ecuación V (Adh esió n t 2 Adhesión 

t
1
)/(t

2 
- t

1
), en donde V es la velocidad de a dhesión 

ca lculada con los datos de la adhesión encontrada 

a los tiempos tl 

la s mezclas de 

para los perí odo s 

2 min a 5 min ( . ) . 
y t2 de s pués de haber 

adhesión. Velocidad es 

de 0.2 mi n a 2 mi n 

ef ec tuado 

calculadas 

O ) y de 
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Ba jo estas condiciones se encontró que la aumentó 

propon ionalmente con l a concentración de GR dur ante todo el inter valo 

de concen traciones probadas. Este hallazgo resultó inte resante 

para el análisis de la adhes ión amibiana, porque i ndi caba que la 

c in~tica de adhesión pod ría analiza r se a velocidad submáxima en 

un intervalo l ineal bas tante amplio de concentraciones de GR , y 

bajo tales condiciones podría carac terizarse mejor . 

Por lo tan tc , con estos experimentos se pudo concluir qu e 

finalmente se contaba con las condiciones que def inían un sistema 

sensible y preciso para la medic ión de la v0 • Estas condiciones 

eran: l) 104 ami bas/ml, 2) 104 a 6 X 105 GR por ml y 3) un periodo 

de incubación de 5 min. 

La veloc idad determinada a los 5 min de i.ncubación, se utilizó 

subsecuen temente como el valor mínimo conveniente para ca lcular 

la v
0

, porque a t iempo s más cortos la v0 er a mínima y a tiempos 

más largos no se garant izaba s u cuantif icación apr opiada . La v0 
obteni da con las condiciones iniciales de incubación para l a cepa 

HK- 9 (9.5 %/min; ver Fig . 4), disminuyó 31.7 veces (0.3 %/min), 

cuando se utilizó 1 GR/ami ba . 

Las nuevas condiciones que hicie ron al sistema más sensibles , 

s e utilizaron inmediatamente para comparar la v0 de diferentes 

tepas amibianas. 

C. Efecto de la concentración de glóbulos ro jos sobre la velocidad 
inicial de adhesión de trofozoítos de cinco cepas de Entamoe ba 
histol yt ica 

Para conocer la v
0 

de diferentes cepas de .§_. histolytica, 

se incubaron mezclas que contenían 104 amibas (cepas HK-9, HM-1, 
4 HM-2, HM-3 y HM-38) y 1-60 X 10 GR por ml a temperatura ambiente ; 

a los 5 min se fijaron muestras con glutara ldehido y s e deter mi nó 

e n ellas la propor ción de complejos amiba-GR. Se calculó la v0 
con la ec uac ión: v0 = Adhesión5 mi n/5 min . 
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La adhesión en todos los casos aumentó en forma directamente 

proporcional a la concentración de GR y se distinguieron claramente 

dos grupos: el de las cepas HK-9 y HM-3 con VO má s altas y el de 

l as cepas HM-1, HM- 2 y HM-38 con VO meno res (Fig . S). Mediante 

regresión por mín i mos cuadrados de los experimentos respectivos, 

se obtuvie ron las ecuaciones que desc riben la v0 de cada cepa en 

función de la concentración de GR (Tabla 3). 

Con es t os r esul tados se vi ó que las v0 de los trofozoítos 

de las cepas HK- 9 y HM-3 fu eron más altas y similares 2ntre ellas 

y en promedio 2.3, 4.3 y 7.S veces mayores que las de los trofozoí tos 

de las cepas HM-1 , HM-2 y HM-38 respectivamente. 

Las constantes de velocidad ("A") obtenidas con las ecuaciones 

de cada cepa se compararon estadísticamente para ver s i eran 

significativamente (p ::_ O. OS) similares o diferentes entre sí. 

Los resultados (Tabla 4) no most raron diferencias significativas 

entre las constantes de velocidad de los trofozoítos de las cepas 

HK-9 y HM-3 (p ª 0.19), pero indicaron que los parAmetros respectivos 

de ambas sí er an significa tivamente diferentes a los de los trofozoí tos 

de las cepas HM-1, HM- 2 y HM-38 (p < O. OS); por último, el análisis 

estadístico probó que las constantes de velocidad de los trofozoítos 

de las tres últimas cepas también eran significativamente diferentes 

entre sí (p <O . OS) . 

De estos experimentos se concluyó que la v0 : 1) es directament e 

proporcional a la concentración de GR en el intervalo de 104 a 

6 X lOS por ml , 2) es semejante y máxima para trofozoí tos de l as 

cepas HK-9 y HM-3, y menor para las cepas HM-1, HM-2 y HM-38, 3) 

es un parámetro específico de cepa y , por lo tanto, 4) constituye 

un criterio adec uado para comparar la adhesión de di versas cepas 

amibianas . 

Una ve z concluida esta fase experimental se exploró la cinética 

de adhesión amibiana por tiempos más largos bajo las nuevas condiGiones 

experimentales que aseguraban velocidad submáxima y linearidad 

en función del tiempo de incubación. 



FIGUl<I 5 . Efecto de la concentración de glóbulo s 

_ro j os s abre la velocidad inicial de adhesión de 

trofozoítos de cinco cepas de Entamoeba his tolyt i ca. 

La concentración amibiana en las mezclas de incubación 

se man t uvo fija (10 4 amibas/ml). Se tomaron muestras 

a l o s S r.Jin de incubación y se calculó la velocidad 

i nic ial de adhesión con la ecuación v0 = Adhesión 5 min / 

5 min, Los símbolos represent a n el promedio de 

la velocidad inicial de adhesión calculada en 

experimentos hechos por triplicado con trofozoítos 

de las cepas HK-9 ( 0 ) , HM-1 ( • ) , HM-2 ( 0 ) , HM-3 

( b. ) y HM-38 ( • ) • 
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TABLA 3. Ecuaciones de la velocidad inicial de 
adhesión de cinco cepas de 
].. histolytica 

Coefic i ente 
correlación 

Cepa Ecuación a (r2) 

HK-9 14.0 X 10-6 (GR/ml) + 0.33 0.99 

HM-1 5.8 X 10-6 (GR/rol) + 0.18 0.99 

HM-2 3 . 1 X 10-6 (GR/ml) + 0.17 0.93 

HM-3 12.8 X 10-6 (GR/ml) + 0.25 0.99 

HM-38 1.8 X 10-6 (GR/ml) + 0.22 0.90 

ªCalculada a partir de los experimentos de la 
Fig. 5 

de 

v0 ( %/ min) A (GR/ml) + b; en donde v0 velocidad inicial de adhesión; A = constante 
de vel ocidad ; b =ordenada al origen obtenida 
por extrapolación. 
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TABLA 4. Comparación de las constantes de 
velocidad de la adhesión (A) de 
trof ozoí t os de _¡;;_. histolytica a 
GR humanos 

Grupos 
comparativos a A 

pb de cepas A X 10- 6 rel ativa 

HK-9 14.0 ± 0 . 8 1.00 
HM-1 5.8 ± o . 7 0 .41 <0.02 
HM-2 3. 1 ± 0.5 0.22 <o.oos 
HM-3 12 .8 ± 0 . 6 0 . 91 0.19 
HM-3 8 l. 8 ± 0 .4 o. 13 <0 . 005 

HM-1 5.8 ± 0 . 7 l. 00 
HM-2 3 . 1 ± 0 . 5 0.53 <0 . 005 
HM- 3 12 . 8 ± 0 .6 2 . 21 <0 . 01 
HM- 38 l. 8 ± 0.4 o . 31 <0 . 02 

HM-2 3 . 1 ± 0.5 l. 00 
HM-3 12.8 ± 0 . 6 4 . 13 <0 .005 
HM- 38 l. 8 ± 0 .4 0.58 <o.os 

HM- 3 12.8 ± 0.6 1.00 
HM- 38 1.8 ± 0.4 o. 14 <0.00 5 

ª Dat os de la Tabla 3 
bO btenida con l a prueba de t de Stud e n·t 

de dos colas y (n-1) grados de 
libe rtad. 
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D. Ciné tica de adhesión de trofozoítos de l a cepa HK-9 ba jo condiciones 
de velocidad submáxima 

Para defini r las condic i ones ba jo las cuales las curvas de 

la c i nética de adhesión con velocidad submáxima fueran lineales, 

se hi cieron experimentos con 104 ami bas/ml de la cepa HK-9 (una 

de las dos más rápidas) y 104. 2 X 104 y 5 X 104 GR por ml, porque 

con ellas se obtuvo anteriormente la VO má s baja (ver Fig. S). 

La i ncubación se llevó a cabo durante 40 min; se tomaron muestras 

cada 5 min durante los primeros 30 min y una úl tima muestra al 

término de la incubac i ón. 

con 

Los resultados se muestran en la Fig . 6. Las cinéticas hechas 

104 
y 2 X 104 GR por ml fueron similares; en ellas., la adhesión 

duran t e los primeros 10 mi n de incubación fué menor del 10%; de 

los 10 a los 30 min la cinética de adhesión fué lineal y llegó 

al 45%; a l os 40 min ya no hubo incremento de la adhesión . En cambio, 

con 5 X 104 GR/ml la cinética fué lineal y más rápida durante los 

primeros 15 min de incubación; en los tiempos posteriores la adhesión 

aumen t ó también linealmente y llegó al 67% a los 40 min. 

, 4 / . , , Se concluyo que 5 X 10 GR ml era la concentracion mas apropiada 

para r ealizar el estudio comparativo de las cinéticas de adhesión 

de l as cinco cepas, porque a esa concentración la v
0 

fué constante 

(ver Fig . 5), lo que se manifestó por la linearidad de la curva 

y porque hubo mayor adhesión en un intervalo más amplio de tiempo 

(15 min) que en las cinéticas hechas con 104 y 2 X 104 GR por ml; 

lo que hacía suponer que con cepas más lentas que HK-9 también 

se podr ía cuantificar la adhesión. 



FIGURA 6 . Ci nética de adhe s ión de trofozoito s d e 

la cep a 

Se us ó 

ml) y 

GR (por . ) . 
HK -9 
un a 

las 

ml): 

Los 

bajo condicione s de velocidad submáxima . 

c once ntra c ión fija de amibas (10 4 por 

sigu ientes concentraciones 

104 ( .. ) , 2 X 10
4 

( • ) 

slmbolos repre s entan e l 

finales 

o 5 · X 

prom ed i o 

d e 
104 

d e 

adhesi6n de dos experimentos. 
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E. Cinética de adhesión de trofozoítos de cinco cepas amibianas 
a GR humanos de los grupos sanguíneos mayores ABO, bajo condiciones 
de velocidad submáxima 

Con el propósito de comparar la cinética de adhesión de di f erentes 

cepas de E. hi stolytica, y obtener ecuaciones particulares con 

las que se determinaran parámetros de adhesión con la mayor precisión ; 

se incubaron mezclas que contenían 104 amibas/ml, de las cepas: 

HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 o HM-38; y 5 X 10
4 GR/ml de los GS mayores 

A, B u O. 

No hubo diferencias notables en la adhesión de los trofozoítos 

a los eritrocitos de los tres GS utilizados, excepto para las cepas 

HK-9 y HM-3, donde las curvas de adhesión a GR "O" se s epararon 

claramente de las curvas de los GR "A" y "B" a partir de l os 10 

min de incubación (Fig. 7). 

Estos resultados sugieren que : 1) la ad hesión de trofozoítos 

de las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 parece estar mediada por componentes 

comunes en los GR, que son di.ferentes a los determinantes de los 

GS mayores ABO y 2) la adhesi ón de trofozoítos de las . cepas HK-9 

y HM-3 pudiese ser similar a la de las primeras cepas (particularmente 

para el GS O), y estar mediada t ambién por los determinantes antigénicos 

de los GS A (GalNAc) y B (Gal; ver Tabla 2). 

Para contar con una curva específica y r epresentativa de 

la cinética de adhesión de cada cepa amibiana a los GR, se promediaron 

los porcentajes de adhesión obtenidos en cada tiempo con los tres 

GS para cada cepa (Fig. 8). 

En todos los casos la adhesión durante los primeros 15 min 

fué proporcional al tiempo de incubación y más rápida que a t i.empos 

posteriores. A los 5 min de incubación la adhesión promedi o fué 

de 13.5% y 10.2% para las cepas HK-9 y HM-3 respectivamente, mien.tras 

que la adhesión promedio para los trofozoítos de las cepas HM-1 , 

HM-2 y HM-38 fué 3.2%, 2.8% y 2.1% respectivamente. La ad hes ión 

promedio de los trofozoítos de las cepas HK-9 y HM-3 a los 15 min 

de incubación permaneció superior (30.5% y 27.3% respectivamente) 

a la de HM-1 (10.9%), HM-2 (10.6%) y HM-38 (10%). 



FIGURA 7. Infl uencia del grupo sang uín eo mayor de 

los GR so bre la adhesión a trofozoítos de cinco 

cepas amibianas, bajo condiciones de velocidad subméxima. 

Se incubaron me zc las con 10 4 amibas/ml y 5 GR/amiba 

de cada uno de los GS mayores O (O), A (O) o 

B ( /::;. ) • A los tiempos indica dos se fijaron muestras 

con _ glutaraldehido y en ellas se determinó la adhesión . 

Los símbolos representan el promedio de la ad hesión 

de tres experimentos. 
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FIGURA 8 . Cinética de adhesión de trofozoítos 

de cinco cepas bajo condici ones de velocidad 

Se promediaron los porcenta jes de sub máxima. 

.adhesión 

hechos con 

encontrados en los nueve experimentos 

los tres GS para cada cepa (descritos 

7). Cinéticas d e trofozoítos de las en la Fig. 

ce pas HK-9 

HM-3 ( /'::,. ) y 

( 0 ) , HM-1 • ) , HM- 2 ( 0 ) , 
HM-38 ( • ) • 
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Por regresión con mínimos cuad r ados , se obtuvieron las ecuaciones 

particu l ares que describen la 

cada ce pa durante l os primeros 

GR/ml y 104 amibas/ml (Tabla 5) . 

cinética de adhesión promedio de 

15 min de incubación con 5 X 10
4 

Las velocidades iniciales promedio obtenidas con l as ecuaciones 

se compara r on estadísticamente (Tabla 6). Las cepas HK-9 y HM-3 

no fueron significativamente diferentes entre sí (p = 0.96), pero 

sí difir ieron de las cepas HM-1, HM-2 y HM- 38 , que a su vez fueron 

similares entre ellas. 

·Con estos resultados se observó que había perfecta correlación 

entre la v
0 

(ver Fig. 5) y la cinética de adhesión (ver Fig. 8 ); 

es decir, los trofozoítos de las cepas HK-9 y HM-3 que tuvieron 

la mayor V 
0 

correspondieron a los ma yores porcentajes de adhesión, 

mientras que las cinéticas de l as cepas HM-1, HM-2. y HM-38 cuyas 

v0 fu eron menores , permanecieron igualmente bajas . 

Las conclusiones de esta serie de experimentos sobre la cinét ica 

de adhesión de diferentes cepas amibianas fueron: 1) la V 
0 

de la 

cinét ica de adhesión es 

incubac ión (15 min ) , con 

directamente 

5 GR/amiba y 

propor cional al 

10
4 amibas/ml; 

tiempo de 

2) existe 

correlación entre v
0 

y la cinética de adhesión de cada cepa amibiana 

y ambas permiten es tablecer do s grupos de cepas amibianas: el primero, 

con l as velocidades de adhesión más altas, formado por las cepas 

HK-9 y HM-3; y e l 

y HM-38 con menores 

cons tituido por l as cepas HM- 1, HM-2 

3) se confirmó el hallazgo previo de 

que la v0 es un parámetro específico que permite distingui r entre 

diferentes cepas amibianas. 

Con esta parte del trabajo se terminaron de definir las 

condiciones que hicieron a los ensayos de adhesión más sensibles 

y precisos de manera que pudieran explorarse y cuantificarse ~ejor 

aspectos tales como: la adhesión sucesiva de GR a complejos amiba-GR 

y el efecto de inhibidores específicos de la adhesión amibiana. 



TAB LA 5 . Ecuaciones de la adhesión 
amibia na en condiciones de 
velocidad submáxima 

Coeficien te de 
correalación 

Cepa Ecuación a ( r2) 

HK-9 l. 69 ( t) + 5 . 5 0 . 95 

HM-1 o. 77 ( t ) + 0 . 004 0.92 

HM - 2 0 . 75 ( t ) - 0.3 0 . 90 

HM - 3 l. 7 1 ( t ) + 3 . 1 0 . 91 

HM - 38 0 .44 ( t) - 0.3 0 . 90 

él Calcula da a part ir de los experimentos 
de la Fig . 8 . 

Adhesión( %) = v0 (t) + b; en donde v0 
vel oci dad in icial de a dhe sió n; t 
tiempo de i ncubación (en min); b 
o rd enada al o rigen obtenida po r 
ext r ap ol ació n. 
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TABLA 6. Comparación de las velocidades 
iniciales de adhesión a GR 
humanos de trofozoítos de 

~· histolytica 

Grupos Velocidad inicial de 
comparativos adhesión 

pb de cepas Absolutaª Relativa 

HK-9 l. 69 ± 0 . 5 1.00 
HM-1 o. 77 ± 0.2 0 .4 6 <o.os 
HM-2 0.7S ± 0.2 0 .44 <o.os 
HM - 3 l. 7 l ± 0.3 l. o 1 0.96 
HM-38 0 . 74 ± 0.2 0.44 <0.02 

HM-1 o. 77 ± 0 . 2 1.00 
HM-2 0.75 ± 0.2 0 . 97 0.53 
HM-3 l. 71 ± 0.3 2.22 <0.01 
HM-38 0 . 74 ± 0.2 0.96 o. 77 

HM-2 0.7S ± 0.2 1.00 
HM-3 l. 71 ± 0.3 2. 28 <0.02 
HM-38 0.74 ± 0.2 0.96 0.93 

HM-3 1.71 ± 0.3 l. 00 
HM-38 0.74 ± 0.2 0.43 <0.01 

ªDa tos de la Tabla 5. 

bObtenidos con la prueba de !_ de Student 
de dos colas y (n-1) grados de 
l ibertad . 
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F. Cinética de formación de comple jos de adhesi ón específicos 

El modelo matemático de la adhesión de amibas a eritrocitos 

desarrollado por Hernánd ez-Lerma et al. (1982), pos tula l a existencia 

de etapas discretas en la f ormación de complejos de adhesión en 

las que las amibas se unen sucesivamente a uno, dos, tres, 

n GR cuyas tasas de asoc i ación y disociac ión son constantes . 

Para tratar de averiguar experimentalmente si esta suposición 

era cierta, se trató de analizar s i la velocidad de adhesión de 

los eritrocitos unido s sucesivamente a las amibas era 

cons tante . Para ello, en los experimentos descritos en 

an t erior para las cinéticas de adhesión bajo condiciones 

submáxima , se cuant i fica r on los diferentes complejos 

es decir, los porcentajes de amibas que tenían uno, 

en realidad 

el apartado 

de velocidad 

de adhesión, 

dos , tres o 

más GR adheridos en las muestras de cada tiempo de incubación y 

de cada GS usado. 

Se encontró adhesión de los trofozoítos de las cinco cepas 

a un solo GR (comple jos A1) desde los 5 min, l a cual se incrementó 

en for ma asintótica en función del tiempo de incubación y como 

se es peraba por las condiciones experimentales, r epresentó el mayor 

porcentaje del total de los complejos de adhesión con dos (A2), 
tres (A3)' cuatro (A4) y cinco (A5) GR por amiba (Fig. 9). 

Se observó la aparición de complejos con dos GR (A
2

) desde 

los 5 min, pero solamente para las cepas HK-9 y HM-3; su incremento 

al igual que el de los complejos A
1 

fué claramente asintótico en 

fun ción del tiempo de incubación, y a los 40 min representaban 

el 11.7% (HK-9) y 6.9% (HM-3) del total de complejos. Para las 

cepas HM-1, HM-2 y HM-38 l a aparición de estos complejos fué posterior 

a los 5 min; 

incubación y 

complejos a 

9) . 

su i ncremento fué lineal 

representó solamente 2.2%, 

l os 40 min de i ncubación, 

a lo largo del tiempo de 

2.3% y 0.9% del total de 

respectivamente (ver Fig . 

Los complejos con tres GR adheridos (A
3

) tuvieron una aparición 

mu y l en ta y en la mayoría de l as cepas se apreciaron a partir de 
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FIGURA Q. Cinética de formación de complejos de amibas 

con uno o má s GR adheridos. De los experimetos descritos 

en la k' . • J.g . 7 también se cuantificó el número de amibas 

que tenían uno o ) . dos • ) . tres 

( o ) . cuatro ( • o cinc o /:}. ) GR adheridos. La 

figura repr e s en ta el promedio de los nueve experimentos 

hechos con lo s tres GS en cada cepa amibiana. 
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Jos JO min de i ncubación (ver Fig. 9). La proporción de complejos 

AJ en las cepas HK-9 ( 5.5%) y HM-J (l. J% ) fué mayor que las de 

l as ce pas restant es, a los 40 min de incubac ión. 

l ~ fo rmación de complejos A4 y A5 se encontró 6nicamente 

con Lrofozoitos de la cepa HK-9; sin embargo, su n6mero fué tan 

bajo que tales resultados no pudieron analizarse con confianza. 

Estos resul tados i ndican que en este sistema experimental; 

la adhes ]Ón de los GR es un evento secuencial, y que las cepas 

que t ienen mayor VO y los mayores porcentajes de adhesión , son 

tamhi~n l as que más GR pueden adherir a su superficie. 

Por ot ra pa rte, el análisis de la relaci ón entre l os complejos 

(An+l A
0

) , es decir, la relación entre A1 con la población inicial 

de amibas ( A1/A0), A1 con A2 (A 2/A 1) y A2 con AJ (AJ/A2); mostró 

que tales relac iones fueron lineales durante los primeros 15 o 

20 mi n de incubación (Fig. 10) . 

Las pendientes de las curvas formadas por las relaciones 

A
1

/ A
0 

y A
2

/A 1, en las cepas HM-2 y HM-J8 fueron semejantes entre 

s i (O .007); el valor de las pendientes fué aprox imadamente el doble 

(O. OlJ) en la cepa HM-J para las mismas relaciones e inc luso para 

la relación A3/A2• En cambio, las pendientes de las curvas formadas 

por la relación A/ A1 de las cepas HK-9 y HM-1, tuvieron un valor 

cercano al doble del de las pendientes obtenidas en la relación 

A1/A0 (0.017 y O.OlJ, respectivamente). 

Las conclusiones generales de esta etapa del trabajo son 

las siguientes: 

1) Exi s ten dos grupos con característ icas c l aramente opuestas 

en las cinco cepas de J;:_ . histolytica que hemos estudiado: a) el 

de las cepas HK-9 y HM-J que tienen la mayor v
0

, los mayores porcentajes 

de adhesión, que adhieren el mayor n6mero de GR, y cuya adhesión 

a GR "O" es diferente a la adhes ión de GR "A" y "B"; y b) el de 

l as ce pas HM- 1, HM- 2 y HM- J8 qu e t i enen menor V 
0

, l os menores 

po rcentaj es de adhesión , que adhie r en so lamente uno o dos GR, y 



FIGURA 10. _R_e_l_a_c_i_ó_n~~-d_e~~-c_o_m~p_l_e_j~o_s __ ~_d_e~~ª~d_h_e_s_i_ó_n 

(A n+l /A n ) en función del tiempo. Rela ciones entre 

comp le jo s de amiba s co n un GR adhe r ido (A 1 ) y amibas 

libres (A0 ), A¡IA0 ( O ) ; complej o s d e amibas con 

dos GR adheridos (A 2 ) y c omplejos A1 , A2/ A1 e ) ; 
y complej os de amibas co n tres GR adheridos (A

3
) 

y co mplejos A2 , A3 /A 2 (O). 

9 0 
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cuya adhesión no es infuída por los GS mayores ABO . 

2) Por lo tanto, las características antes señaladas constituyen 

parámetros específicos de adhesión para las cepas de E. histolytica. 

G. Efecto de carbohidra tos sobre la adhesión de los trofozoítos 
a glóbulos rojos de los grupos sanguíneos mayores ABO 

Uno de los criterios más usados para conocer la naturaleza 

de las moléculas involucradas en la adhesión de los gérmenes patógenos, 

consiste en usar carbohidratos con la idea de observar posibles 

efectos inhibitorios competitivos de los mismos sobre la adhesión. 

Basados en estos hechos, en esta etapa del trabajo se usó este 

enfoque, como uno de los criterios iniciales para conocer la na turaleza 

de l as moléculas involucradas en el reconocimiento de loL~ GR por 

los trofozoítos de ,!';_. histolyt ica. 

Para estos experimentos se utilizaron catorce monosacáridos 

o disacáridos, entre los que se encuentran los seis carbohidratos 

más comunes en la superficie de las células de mamífero (ver Tabla 

1) y que forman parte de los receptores de otros microorganismos 

patógenos. 

Debido a que esta sección del trabajo es la más extensa, se 

ha dividido en cinco partes que se describen a continuaci.Ón. 

l. Efecto general de los carbohidratos a concentración fija (50 mM) 

Para la realización de estos experimentos, se incubaron mezclas 

con 10
4 

amibas/ml (cepas: HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 o HM-38 ) con ~ 
GR/amiba (de los GS A, B u O), por 10 min a temperatura ambiente 

en medio TP con o sin carbohidrato (50 mM). 

Los catorce carbohidratos empleados, se dividieron en cuatro 

grupos principales: 1) grupo Gal en el que se incluyó a la Gal 

y sus análogos (GalNAc , Lac, Mel y Fue); 2) grupo Glc en el que 

TESIS CON 
FALLAD E ORIGEN 
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cuya adhesión no es i nfuída por l os GS mayores ABO . 

2) Por lo tanto, las características antes señaladas constit uyen 

parámetros específicos de adhesión para las cepas de E. histolytica. 

G. Efecto de carbohidratos sobre la adhesión de los trofozoítos 
a glóbulos rojos de los grupos sanguíneos mayores ABO 

Uno de los cr iterios más usados para conocer la na turaleza 

de las moléculas involucradas en la adhesión de los gérmenes patógenos, 

consiste en usar carbohidratos con la idea de observar posibles 

efectos inhibitorios competitivos de los mismos sobre la adhesi ón. 

Basados en es t os hechos, en esta etapa del traba j o se usó este 

enfoque, como uno de los criterios iniciales para conocer l a na turaleza 

de las moléculas involucradas en el reconocimiento de los GR por 

los trofozoítos de ].. histolytica. 

Para estos experimentos se ut ilizaron catorce monosacá ridos 

o disacáridos, entre los que se encuentran los seis carbohi dratos 

más comunes en la superficie de las células de mamífero (ver Tabla 

1) y que forman parte de los receptores de otros microorganismos 

patógenos. 

Debido a que esta sección del trabajo es l a ' mas extensa, se 

ha dividido en cinco partes que se describen a continuación . 

l. Efecto general de los carbohidratos a concentración fi ja (SO mM) 

Para la realización de estos experimentos, se incubaron mezclas 

con 104 amibas/ml (cepas: HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 o HM-38) con '.i 

GR/amiba (de los GS A, B u O), por 10 min a temperatura ambiente 

en medio TP con o sin carbohidrato ( SO mM). 

Los catorce carbohidratos empleados, se dividieron en cuatro 

grupos principales: 1) grupo 

y sus análogos (Gal NAc, Lac, 

Gal en e l que se incluyó a la Gal 

Mel y Fue); 2) grupo Glc en el que 
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se incluyó a la Glc y sus análogos ( GlcNAc , Mal y Sac) ; 3) grupo 

Man en el que estaban Man y dos análogos (ManNAc y m- Man) y 4) 

l as pentosas Fru y Xil . 

Se encont r ó i nhibición de la adhesión amibiana por todos los 

carbohidratos utilizados (Figs. 11 a 15). La adhesión generalmente 

fué inhibida en proporción semejant e por azúcares de un grupo dado , 

en todas las cepas y GS; sin embargo, exis tieron excepc iones que 

por ello constituyen hallazgos interesantes. A continuación se 

describen l os resultados por grupo de carbohidratos . 

Grupo~. La adhesión relativa de trofozoítos de las cepas 

HK-9, HM- 2, HM~3 y HM-38 en presencia de Mel, GalNAc, Lac y Gal 

siempre fué menor de 0.5 (Figs. 11, 13, 14 y 15 , respectivamente ) 

y para HM-1 menor de 0 .2 (Fig . 12) ; en cambio con D-Fuc , la adhesión 

fué menor de 0 .5 y llegó a ser mayor de 0 . 8 en casos como HM-2 

(Fig. 13) y HM-38 (Fig . 15) . 

Grupo Glc. La ad hesión fué poco inhibid a con Glc o sus análogos . 

GlcNAc fué el carbohidrat o que más la inhi bió, especialmente con 

la cepa HM-38 en dond e la adhesión relativa fu é 0.4 con los GS 

"A" y "B" , y O. 2 con el grupo "O" (F~g ~ 15). Sac y Mal inhibieton 

principalmente la adhesión de las cepas HM-1, HM-3 y HM-38 (Figs. 

12, 14 y 15 , respectivamente). La adhesión en presencia de Glc 

siempre fué mayor de 0. 8, la mayoría de las veces su efecto fué 

similar al control e incluso en ciertas ocaciones mayor, como en 

la cepa HK-9 con GR "A" y GR "B" (Fig . 11) y en HM-1 y HM-2 con 

GR "A" (Figs. 12 y 13, respectivamente) . 

Gruopo Man. Los carbohidratos de este grupo fueron más inhibi torios 

que los del grupo Glc, pero a la vez menos potentes que l os del 

grupo Gal. La adhesión de los trofozoítos a GR "A" fué poco inhibida 

en presencia de Man, m-Man y ManNAc, excepto en l a cepa HK-9 eu 

la que el mayor efecto i nhibitor io se observó con GR "B" (Fi~ 

11). 

Pentosas. La adhesión r elat iva de los trofozoítos cuando Xi 1 

o Fru estuvieron presentes, en genera l fué ma yor de 0 . 8, excep\ ., 
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FIGURA 11 . Efecto de dive rs os carb ohidratos a concentraci6n 

c onstante ( 50 mM) so br e la adh es i6n de trofozoítos 

de l a cepa HK-9 . Se prepara ron susupensio nes amibianas 

)' de GR de los GS O ( !!'§ ) , A ( O ) y B ( O ) en medio 

TP al q llC 

conc e n lr aci6n 

y 5 X 10
4 

se 

fi nal 

GR/ml 

adicio nar o n az úcares 

50 mM . Las me zclas co n 

se incubaron 10 min 

esp ecí ficos a 

104 amibas / ml 

a temperatura 

a mbien t e . Los símbo l os r eprese n tan re sul t a dos o b tenidos 

por tr ipli cado y no rm alizad o s con re s pe c to al control 

cor re s po ndiente (TP sin adiciones) en cada experimento . 
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~!GURA 12. Efecto de diversos car bohi dratos a co nce nt ración 

e o n s ta n t e_~(-=5-'0'----"m'""'M-'-'-) --'s'-o"-"-b"-r-=e---=1-=ª'----=ª-=d'-'h-'-e"-s=-=i-=Ó-'-n'----'d'--'e'----=t'-'r:...o=-=.f-=o-=z-=o'-'í"-t"--"o..::.s 

de la cepa HM-1. Co ndiciones como e n l a Fig. 11. Glóbulos 

rojos de los GS O ( ~ ) , A ([ji ) y B ( O ) . 
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FIGURA 13. Efecto de diversos carbohidratos a concentración 

constante (SO mM ) sobre la a dhesi ón de trofozoítos 

de la cepa HM-2 . Condiciones -co mo en · la Fig. 11. Glóbulos 

rojos d e los GS O ( ~ ) , A ( [§ ) y B ( O ) . 
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f l GU RA 14. Efec t o de dive r so s c a rb o h idratos a c onc e n tració n 

c o nstant e ( SO mM) so br e la ad hesió n de trofo zo íto s 

de l a ce pa HM-3 . Co ndicio nes co mo e n la Fig . 11. Glóbu los 

r oj os de los GS O ( rlll ) , A ( !§ ) y B ( O ) . 
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:= : r: 1 · 1~ 1\ 15 . Efecto de diversos carbohidratos a concentración 

l o ns la nte (50 mM2 sobre la adhesión de trofo zoí t os 

::l e la c e~ a HM-38. Condiciones como en la Fig. 11. 

Glób ul o s ro jo s de los GS o ~ ) , A ~ ) y B 

o ) . 
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con las cepas HM-1, HM-3 y HM-38 

respectivamente) . 
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GR "O" (F:igs . 12 , llf y 15, 

De estos experimentos se concluy6 qu e ex is ten t re s residuos 

de carbohi dratos involucrados en la adhesi6n amibiana; Ga l , Glc 

y Man , cuyo efecto inhibitorio se obse rv6 claramente. 

2. Análisis estadístico de la inhibici6n de la adhesi6n por l os 
carbohidratos usados a concentraci6n fija (50 mM) 

Se analiz6 el efecto inhibitorio de cada carbohidrato mediante 

la prueba de t de Student, comparando la adhesi6n ob tenid a en presencia 

de cada azúcar, con la obtenida para cada control . Se cr~sider6 

que la inhibici6n fué significativa para una p ~O.OS. 

Grupo Gal. Todos los carbohidratos de este grupo i nhibieron 

signHicativaltlente la adhesi6n de los trofozoí tos de las cinco 

cepas a los eritrocitos de l os tres GS utilizados (Fig. 16) . Lac 

i nhi bi6 la adhesi6n en mayor grado que el resto de los carbohidratos 

de este grupo, y su mayor efecto se encontr6 con la cepa HM-3 y 

los tres GS; mientras que GalNAc , Gal y Mel inhibieron principalmente 

la adhesi6n de la cepa HM-1. Fue en cambio, sólo tuvo efecto inhibitorio 

sobre la adhesión de la cepa HM-1 a GR "O" y GR "A", y de la cepa 

HM-2 también a GR "O". 

Grupo Man. Se observó inhibición significativa en la mayoría 

de los casos. Las ocaciones en que la adhesión no fué significativa, 

se observaron con los GR "A" y "B". Por otra parte, la inhibición 

observada con ManNAc , m-Man y Man , fué similar para todas las cepas 

(Fig. 17). 

Grupo Glc. Como sucedió para el grupo Man, los casos en los 

que la inhibición de la adhesión no fué significativa, se observaron 

co n los GR "Aº y "B". La adhesión de trofozoítos de la cepa HM- 2 

fué inhibida significativamente sólo por GlcNAc. Rara ve z Glc inhiti ió 

s i gnif icativamente la adhesión; Únicamente con la cepa HK-9 y GR 

"A", y con las cepas HM-1 y HM-38 y GR "O" (Fig. 18). 



105 

FIGURA 16. Efecto de galactosa o sus análogos so br e 

l a ad hes ión de trofozoítos de cinco cepas . Los resulta d os 

obte ni do s co n los carbohidratos GalNA c , Gal, Lac, 

Me l y Fue g raf ica dos en las Figs. 11 a 15 se r ea gruparon. 

l.a figura mue s tra el efecto de cada uno de dichos 

az úc ares sobre la adhesi ón de las ci nco cepas a e ritrocitos 

de lo s GS O ( ~ ) , A ( (E ) y B ( . O ) • Las flechas 

in d ica n los c asos en que la inhibición no fué significativa 

(p >O.OS). 
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FfG t !U 1 7 . Efecto de manosa o s u s análogos so br e la 

ad he s i ó n . __ d_e __ t_r_o_f_o_z_o_í_t_o_s __ d_e __ c_i_· _n_c_o __ c_e_p_a_s_. Los re s u 1 ta d os 

o bl e n i dos con los carbohidratos ManNAc, m- Man y Man 

grafie<:1d os en 

f igura muestra 

las Figs . 11 a 15, se reagrupar on . La 

el 

sob r e Ja ad h esión 

d e los GS O B ) , 
los cas os en que 

(p > 0.05). 

efecto 

de 

de cada un o de dichos azúcares, 

las ci nco ce pas a erit r ocitos 

A C IB ) y B ( O ) . La s flechas i nd i can 

la i nh ibición n o fué significati va 
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FTGllRA 18 . Ef ecto de glucos a o sus análogos sob re la 

_a_d_h_e_s_i_Ó_r_1 _d_e __ t_r_o_f _o_z_o_í_t_o_s __ d_e __ c_i_n_c_o __ c_e~p_a_s_. Los res u 1 t a do s 

o bt e n i dos co n lo s carbohidr a tos GlcNAc, Mal, Sac y 

Glc g r aficado s en las Figs. 11 a 15 se reagruparon. 

La figura mu estra el efe c to de cada uno de los azúcares 

men cio nados 

er itrocitos 

so bre la 

de los GS 

adhesión 

o 181 ) , 
de 

A 

las 

8 ) 

cinco cepas a 

y B O ) . Las 

flec has indican los caso s en que l a i nhibi ció n no fu~ 

significati va (p >O.OS) . 
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Pentosas. Se encontró inhibición significat i va sólo en r a r as 

ocac iones. Fru inhibió a la cepa HM- 3 con los tres GS , a la ce pa 

HM-1 cuando se incubó con GR "O" y "B", y sobre HM-38 con GI~ "O". 

Por otra parte, Xil únicame nte inhibió a las ce pas HM-1 y HM-38 

c on GR "O" (Fig. 19). 

Cor1 este análi s is estadíst ico se confirmó qu e los carbohidratos 

involucra dos princi pa lmente e n la ad hesión amibiana contienen resid uos 

de Gal, en seguida l os que contienen r esiduos de Man y finalme nte 

l os que t i enen residuos de Gl c . 

J . Frecue ncia general de inhibición de la adhesión de las cinco 
ce pas por los carbohidratos a concentración fija (SO mM) 

PRra co nocer cuáles ca rbohi dratos de cada g rupo participaron 

mayorme nl r• en l a inhi bi c ión de la adhesión , se cuantificó l a fr ecue ncia 

ge ne ral de inh ib ición significativa que produjo cada azúcar a partir 

de las o bse rvaciones de las Figs . 16 a 19 . La frecuencia máxima 

de inh i bición a la que se podía llegar era 15 (que representaba 

e l efecto inhibitorio significati vo e n los 15 experimentos hechos 

par a c ada carbohidrato con cinco cepas y l os tres GS mayores ABO). 

Estos resultados se r esumen e n la Fig. 20 . 

La frecuencia máxi ma de inhibición ocurrió co n cuatro azúcares 

de l g rupo Gal : Mel, GalNAc, Gal y Lac . 

La frecuencia global de i nh ibición de GlcNAc y m-Man fué similar 

para amhos (11/lS y 12/15, respectivamente) . La frecuencia inhibitoria 

de clan y ~lan NAc fué ma yor (9/1 5) que la de los a z úcares restant e s 

del gr upo Glc; Sa c inhibió oc ho veces, Mal siete vece s y sólo t r es 

(;lr . 

La me nor f rec uencia de inhibiciones se o btuvo c on Fru (6/15) , 

Fue (3/ 15) y Xil (2/15) . 
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FIGURA 19 . Efec t o de fr uc t osa y xilosa sobre la adh e sió n 

de t r ofozoitos de cinco cepas . Los resultado s obten Ldos 

con los carbohi dr atos Fru y Xil graficados en las Figs. 

1 1 a 15 se reagruparon . La figura representa el efec to 

de cada azúca r sobre la adhesió n de las ci nco cepas 

a eritroc ito s de los GS O ( lll ) , A y B ( 0 ) . 
Las flechas indi ca n los casos e n que la inhibición 

no fué significativa (p > O.OS) . 
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de la adhe sión F lGl1RA 20. Frecuencia general de inhibición 

de las cinco cepa s a GR de los grupos sanguíneos ABO 

por diversos carbohid rato s . Se analizó estadísticamente 

los resu l tados d e las Figs. 

cada 

11 a 15' comparando la 

la 

(sin 

obtenida con carbohidrato, co ntra ad hes ión 

ad hesión enc o ntrada en el co ntrol correspondiente 

adiciones) 

por cada 

en 

cepa 

frec uencia 

cada 

para 

uno de 

cada 

los 

cs. 
de in hibición 

experimentos 

Las barras 

la 

de cada carbohidrato, e n un 

significativa 

total d e 15 

realizado s 

repr ese nt an 

(p < O.OS) 

experimentos 

(cinco cepas y tres GS). Carbohidratos agrupad os por 

po see r un monosacárido común o ser a nálogos . 
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Est os hal lazgos confirmaron l a observac i 6n pr eliminar de que 

el grupo Gal era el que intervenía mayormente en .l a adhesi6n. e 

hizo suponer que l a principal adhesina amibiana media l a ad hesi6n 

a través del reconocimiento de los azúcares de ésLe g<upo. 

4. Frecuencia de inhibici6n de la adhesión de cada cepa amibiana 
por carbohidratos agrupados según s u composici6n 

Para observar c6mo era la inhi bici6n de cada cepa por cada 

uno de los grupos de carbohidratos; de manera similar, a partir 

de las Figs. 16 a 19 , se cuantific6 la frecuen cia de inhibici6n 

significa t i va de la adhesión que cada grupo de carbohid ra tos caus6 

en cada una de las cinco cepas estudiadas. De esta manera las 

frecuencias máximas que se podían obtener eran: 15 para e l gr upo 

Gal (cinco azúcares y tres GS), 12 para el grupo Glc (cuat r o azúcares 

y tres GS), 9 para el grupo Man (tres azúcares y tres GS) y 3 parn 

Xil o Fru. Estos resultados se resumen en la Fig. 21. 

Con Mel , GalNAc, Lac y Gal; se encontr6 l a misma frecuencia 

de inhibic ión para todas las cepas (1 2/ 15), las diferencias observadas 

para las cepas HM-1 (14/15) y HM-2 (13/15) corresponden a las 

inhibiciones encontradas con Fue. 

Los r es iduos de Glc inhibieron principalmente a la cepa HM-38 

(10/12) ; l e siguieron HM-1 (8/12) y HK-9 (5/12), y finalmente HM-2 

y HM-3 (3/12). 

En el grupo Man se separaron por una parte; l as cepas HK-9 

y HM-38 , que fueron similares y además con mayor frecuencia i nhibitoria 

(8/9) que el resto de las cepas; por ot ro lado , las cepas HM-1 

y HM-3 (6/9); y por úl timo HM-2 (4/9). 

Xil tuvo efectos significativos ünicamente sobre l as cepas 

HM- 1 y HM-38 (1/3); Fru, además de i nh ibir en ocaciones a HM-1 

(2/3) y a HM-38 (1/3), tuvo s iempre efecto sobre HM-3 ( 3/3) . 



11 7 

1- l Gl'RA 21 • frecuencia de i n hi bic ión d e la adhe s i ón 

d e cada ce pa a mibiana por ca rbohidratos ag rup ados seg6n 

su composición . La fig ur a r ep res en ta la frecuenc ia co n 

que cada grup o de ca rbohidr atos inhibió significativament e 

( p ~O . OS) l a a dhe si ón de cad a una de las cepas est ud ia da s , 

e n un t ola ] de 1 5 e xperimen tos para el g rup o Ga l (c i nc o 

azú c ares ) , 12 experime nto s para el grupo Glc (cuatr o 

a zúcares), 9 experiment o s par a e l g rupo Man (t r es a z 6cares ) 

y Lres expe rim e nto s para Xil o Fru . 
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Es tos hallazgos constituyen evi.denc i.ci c lara de L¡ue hay pa trones 

espe cíficos de cepa en la inhib ici.ón de la adhesión por difer e ntes 

carboh:i dratos . Estos patrones, a s u vez, probablemente indi can 

que ha y diferencias cua litat iva s y/o cua 11 t Lta t i vcis en las adhesinas 

amibi;; na s , las c uales qui zá t i enen tambié n ¡;rados varia bles de 

afini.dad por los a zúc a res inh i bitorios cor r e s po nd i en te ~ . 

5 . frecuen c ia de inhibición de l a adhes ió n de eri troci tos de los 
grupos sanguíneos mayo r es ABO a trofozo ítos de las cinco cepas , 
..PQE_ carbohidra tos agrupados según s u comp•Js ición 

De bi do a que los grupo s s a nguíneo s ma yores posee n distintos 

de l e r mi11Jn t es antigénicos , e r a i nteresante anali za: la fre c uencia 

de i nh j bición de ] os carbohidratos en relación con cada GS utili zado 

(J;; frec uenc i a de inhibición signifi ca tiva se obtuvo, a partir 

a e los Fi gs . 16 a 19). 

La fr ec uenc ia máxima de inhibición significativa correspondió , 

;:i 1 t o tal de e xper imentos realizados con cada grupo de ca rbohidratos 

c r1 las cinco cepas. Para el grupo Gal el máximo f ué 25 (cinco azúcares), 

pa ra el grupo Gl c fué 20 (cuatro azúcares)·, para el g rupo Ma n fué 

15 (tre s a zúcares) y para Xil o Fru fué 5 . Estos r esul tados se 

r esume n e n la Fig. 22 . 

Gene r a lme nte la i nhib ic ión fué mayo r cuando la a dhesión s e 

prncticó con GR "O", aunque e n ningún caso llegó a ser máxima . 

Con los ca rbohi dratos del grupo Gal, l as fre c uencia de i nhibición 

fué la misma para los tres GS ABO (20/25); las diferencias observadas 

c nLre l os GS "O" y "A" en el gr upo Gal, corresponden a las inhibiciones 

e nco nt r ada s con Fue. 

La frecue ncia de inh i bición por residuos de Glc y Man pa ra 

e l GS "O", fué 13/20 y 14 / 15, respec tivamente. En el grupo Glc, 

además fué igual .l a frecuencia i nhibitor ia para GS "A" y "B" (8/20). 

XiJ. sólo inh i bió a l GS "O", mientra s que Fue inhibió a l os 

tres GS ABO . 
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FIGURA 22 . Frecuen cia de inhibición de la a dh esión 

de e ritroc i t os de l os g rupos sanguí neo s ma yores ABO 

a trofozo íto s de cinc o cepas , por carbohidratos ag rupados 

según su composició n . La fi gura r ep re se nt a la frecuencia 

con qu e c ada grupo de carbohidra t os inhibió 

significati va mente (p :5. O.OS) la adhesi ón de los e ri trocitos 

de cada un o de los GS O, A y B en la s cinco cepas . 

El total de expe rimentos fué: 25 para e l grupo Gal, 

¿Q para el gr upo Glc , 

para Xil o Fru. 

15 para el grup o Man y ci nco 
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Estos hallazgos también cons tituyen una evidencia cla r a de 

que en la superficie de los GR de GS "O" existen diferencias 

cualitativas y /o cuan tita ti vas i nvo luc radas en el reconoc i miento 

de éstos GR por las ami bas; dichas diferencias se deben pr incipalmente 

a los residuo s de Glc y Man. El hecho de no habe r encontrado dife rencias 

con los ca rbohidratos más importantes de l grupo Ga l (Me l , GalNAc, 

Lac y Gal) no apoya la idea de que los determinantes antigénicos 

de los GS "A" (GalNAc) y "B" (Gal) participen de mane ra específica 

en la adhesión amibiana . 

H. Efecto de la concentración de Gal, GalNAc, GlcNAc y ManNAc sobre 
la adhesión amibiana 

Era importante conocer la potencia absoluta y relativa de 

los carbohidratos que fueron inhibidores significativos de l a adhesión 

(ver Fig. 20) . Sin embargo, como constituiría un trabajo demasiado 

extenso hacer los experimentos correspondientes con cada uno de 

tales carbohidratos , se seleccionaron Únicamente cuatro azúcares: 

del grupo Gal se escogió a la GalNAc y Gal; del grupo Glc a la 

GlcNAc que fué el azúcar má s inhibitorio; y del grupo Man, como 

no hubo diferencias entre el efecto observado con m-Man y ManÑAc 

( ver Fig . 20), se eligió a éste último carbohidrato porque también 

tiene un grupo acetamido en el carbono 2 de la molécula , como la 

Ga lNAc y l a GlcNAc. 

Se encontró que la adhesión disminuyó en relación directa 

con la concentración del carbohidrato empleado . Todas las curvas 

obtenidas fueron asintóticas con una sola inflexión, excepto para 

la cepa HM-3 en la cual las obtenidas con GalNAc y Ga l tend ieron 

a ser lineales, y para la cepa HM-38 en la cual la obtenida con 

GalNA~ pareció ser sigmoide . Se observó inhibic ión de la adhesión 

por GalNAc, Gal y ManNAc con concent raciones 10-7 M o mayores de 

cada carbohidrato; con GlcNAc no se observó inhi bición de la adhesión, 

con concentraciones menores de 10-S M (Fig . 23). 
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FI GU RA 23 . Efecto de la concentración de Gal, GalNA c , 

GlcNAc y ManNAc sobre la adhesión amibiana. Se pr obó 

el ef ecto de concentraciones variables de carbohidratos, 

cu yos efectos 

significativos 

10
4 amibas/ml 

el pro medio 

inhibitorios sobre 

a concentración 50 

5 GR/amiba. Los 

la adhesión fueron 

mM, en 

símbolos 

mezclas con 

representan y 

de tres experimento.s hechos con Gal 

( 0 ) , GalNAc ( . ) , ManNAc ( • ) y GlcNAc ( 0 ) . 
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Para comparar en forma precisa la potencia inhibitoria de 

los cuatro carbohidratos, se calculó la dosis inhibitoria media 

(DI
50

), es decir, la concentración con la que se obtuvo 50% de 

i nhibj.ción de la adhesión, mediante interpolación en cada una de 

la s curvas dosis-respuesta obtenidas . 

La Dl 
50 

de GalNAc fué en general mucho menor que la obtenida 

para los carbohidratos restantes; ésto significó que GalNAc fué 

el fohibidor más potente de l a adhesión en todas las cepas, excepto 

para la cepa HM-38, en la cual el inhibidor más potente fué ManNAc, 

cuya DI50 resultó ser l . 6 veces menor que la de GalNAc (Tabla 7). 

\. l cNAc f ué el menos potent e de los cuatro azúcares en todas la s 

ce pas s u DT 50 varió desde 14 .4 mM en la cepa HK-9 hasta 50 mM 

en las cepas HM-2 y HM-38 . 

El orden de mayor a menor potencia inhibitoria de los carbohidratos 

fué : 1) pa ra las cepas HK-9, HM-1 y HM-3, GalNAc ;> Gal > ManNAc 

> GlcNAc; 2) para la cepa HM-2, GalNAc > ManNAc > Gal > GlcNAc; 

y 3) para la cepa HM-38 , ManNAc > GalNAc > Gal > GlcNAc (Tabla 

7 ) . 

A pesar de que podría esperarse que Ús DI50 de Ga l y GalNAc 

fu e ran similares debido a su semejanza estructural, Gal fué menos 

µot ente que GalNAc (Tabla 8). Este hallazgo, junto con lo encontrado 

por Cano-Mance ra (tesis doctoral, comunicación personal), quien 

obse rvó qu e la i nhib i c i ón por GalNAc + Gal era de tipo "aditi vo"; 

es dec i r, que el efecto observado con la combinación de éstos 

carbohidratos era i gual a la suma de los efectos inhibitorios obse rvados 

con cad a ca rbohidra to en forma individual; sugi e ren que GalNAc 

y Ga l. puede n encontrarse en receptores diferentes. 

De estos resultados se concl uye que: 1) la inhibición de la 

adhes ión amibiana por carboh i dratos es especifica de ce pa ; 2) exis t en 

al menos tres residuos de carbohidratos que partic i pan en la adhesión 

a los GR humanos : Ga l , Ma n y Glc; y 3) los r esiduos de Ga l son 

los que part i c i pan de una ma nera má s i mportan te en la adhesión 

de la ma yo ría de las cepas , aunque hay ce pas en l as que los r esiduos 

de Man son los más importa ntes . 
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TABLA 7. Comparaci6n de la potenc ia inhibitoria 
de cuatro carbohidratos so br e la 
adhesi6n a GR humanos de ci nco cepas 
de ~ · histolytica 

DISO 
a 

( \J M) 

Carbohidrato HK -9 HM-1 HM-2 HM -3 HM-38 

GalNAc l. 3 18 681 so 237. 

Gal 2412 464 42 17 274 4 39 4 

Man NAc 3162 1468 1179 9006 147 

GlcNAc 14424 18302 50000 3831 2 50000 

ªConcentraci6n de cad a carbo hid rato qu e inhibe 
50% la adhesi6n. Cal c ulada por i nt erpo la ci6n 
a partir de los experimentos de la Fig . 23. 
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TABLA 8 . Diferencia entre 
la DJ 50 de Gal y GalNA c 
en las cinco ce pas 
amibia nas 

Cepa DI 50Gal/Dr 50GalNAc 

HK -9 18 55 

HM-1 26 

HM -2 6 

HM- 3 5 

HM- 38 18 

ªDatos experimentales en la 
Tabla 7. 
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Las conc lus iones generales ace r ca del efecLo de carbohidratos 

sobre la adhesión de E. histolyt ica a GR huma nos, son las siguientes: 

1) exis ten a] menos tres res1duos de ca rbohidratos i nvolucrados 

en l a adhesión de l os trofozoítos de E. histolytica a los GR humanos : 

Gal, Man y Glc . 

2) El orden de mayor a me nor pot ancia inhibi tor ia de éstos 

r esiduos de carbohidratos es: Gal > Man > Glc . 

3) Exi s ten patrones específicos de cepa amibiana en la inhibición 

por carbohidratos. 

4) Los determinantes antigénicos de los GS "A" y "B" no parecen 

partici par de manera específ ica en l a adhesión amibiana . 
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VI. DISCUSION 

El presente trabajo es una extensión de la caracterización 

de la adhesión de los trofozoítos de ].. histolytica a glóbulos 

rojos humanos iniciada en el laboratorio por Cano-Mancera (1981); 

y ha t enido como finalidad contribuir al conocimiento de las cualidades 

f i sicoquímicas y moleculares de la adhesión de E. histolytica a 

células animales , para tratar de definir el papel de la adhesión 

en la virulencia amibiana. Para ello, se dividió al trabajo en 

tres partes generales: en la primera, se afinó el modelo experimental 

para cuantificar la v
0

, obteniendo condiciones de velocidad submáxima 

e n la cinética de adhesión; en la segunda se investigó el posible 

cambio en la velocidad de adhesión de GR sucesivos a complejos 

amiba-GR; y una tercera etapa en la que se exploró el efecto inhibitorio 

de carbohi.dratos a concentración fija sobre la adhesión y además, 

se estud i ó 

la misma. 

la potencia inhibitoria de I a_zucares específicos sobre 

A. Cuantificación de la velocidad inicial de adhesión de trofozoítos 
a glóbulos rojos 

Pa ra cuantificar l a v0 se empleó el sistema experimental 

desarrollado previamente en el laboratorio (Cano-Mancera, 1981; 

López-Revilla y Cano-Mancera, 1982), en el que se utilizan mezclas 

de ami ba s y GR a concentración conocida, en suspensión. Este sistema, 

en contras t e con el utilizado por otros grupos (i.e., monocapas 

de célu las) ti ene las siguientes ventajas: 1) evita l a sed i mentación 

na tura] ( provocada por la fuerza de gr avedad) de los trofozoítos 

so bre las células , 2) permite que la colisión ent re amibas y GR 

ocur ra al azar, 3) permite estud i ar el proceso cinéticamente como 
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las r eacciones en tre s ustancias químicas en solución y po r l e tanto, 

4) permite cuantificar con precisión la v0 de los t ro f ozoítos de 

diferentes ce pas amibianas. 

Sabíamos entonces, que es te sis tema fu ncionaba como una reaccj Ón 

entre sustancias químicas en solución, obedeciendo a la ley de 

acción de masas; es decir, que l a formación de complejos 

amiba-eritrocito dependía de la concentración i nicial de amibas 

y GR; y por lo tanto , que la velocidad de adhesión 

por la concentrac ión celular (de ami bas y de GR) . 

las concentraciones que se usaban inicialmente e ran 

y 106 GR/ml, decidimos averiguar el efecto de la 

era modificada 

Debido a que 

104 
amibas/ml 

disminución en 

la concentración de GR sobre la velocidad de adhesión, ya que no 

parecía conveniente disminuir la concentración amibiana porque 

la cantidad que se observaba microscópicamente en las muestras 

de adhesión utilizand o 104 amibas/ml e ra apenas suficiente, y disminuir 

aún más su concentración dificultaría la observación y la confiabilidad 

de l os resultados . 

Efecto de la concentración de glóbulos rojos 

La de los trofozoítos fué 

concentración de GR (Fig. 4). Con 

directamente proporcional 

concentraciones entre 105 
a la 

y 6 
5 X 10 GR por ml, la v0 fué "submáxima " a diferencia de la v

0 
"máxima" 

obtenida en las condiciones del trabajo previo , en el que se emplearon 

106 GR/ml (Cano-Mancera , 1981; López-Revilla y Cano-Mancera, 1982) . 

Decidimos afinar estos resu l tados , y para 

intervalo de concentración de GR que fué desde 

ello probamos un 

104 hasta 6 X 105 

por ml. Bajo estas condiciones encontramos que la v
0 

fué directamente 

proporcional a la concentración de GR . Concluimos entonces , que 

teníamos las condiciones que definían un sistema sensible y preciso 

para la medición de la v0 . Estas condiciones fueron: 1) 104 amibas/ml , 

2) 104 a 6 X 105 GR por ml y 3) un período de incubación de 5 min. 
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Detido a que al disminuir la concentración de GR la velocidad 

fué submáxima, como habíamos prev isto, no fué necesario modificar 

la concentración de amibas . 

Bajo estas condiciones de ve locidad submáxima extendimos el 

estudio a cinco cepas de ~· histolyticé!_ (Fig . 5) . La v0 en tod os 

l os casos f ué proporcional a la concentración de GR en t odo el 

intevalo, v obtuvimos constantes de velocidad (A) que constituyen 

parámetros es pecíficos de cepa amibiana (Tab la 3 y 4). 

Po r ot r a parte , para definir las condiciones bajo las cuale s 

las cur vas de l a cinét ica de adhesión con veloc idad submáxima fueran 

lineales, se hicieron experimentos con tres de 

de GR que of recieron velocidad s ubmáxima (1, 2 

las concent raciones 
4 

y 5 X 10 GR por 

mJ ) y trofozoítos de la cepa HK-9 (una de las más rápidas). Encontramos 

que 5 X 10
4 t;R/ml era la concentración adecuada para rea lizar el 

estudi o compa rati vo de la cinética de adhesión de las cinco cepas 

amibianas ; ya que, la adhesión fué directamente proporcional al 

tiempo de incubación en un intervalo más amplio (15 min, Fig. 6). 

Cinética de adhesión de cinco cepas a GR humanos de los gr upos 

sanguíneos mayores ABO, bajo condiciones de velocidad submáxima 

Al analizar las ciét i cas de adhesión de cada cepa con GR de 

los GS mayores ABO en las nue va s condiciones de velocidad submáxima , 

no se encontraron diferencias en l a adhesión de los trofo zoítos 

a los GR de diferente GS; excepto en l as cepas HK-9 y HM-3 en donde 

hubo una clara separ ación entre las c inét icas obtenidas con GR 

''O" y l as obtenidas con GR "A" y GR "B" que a su vez fueron similares 

e ntre s í (Fig . 7). Este hallazgo sugiere que la adhesión de los 

trofozoítos de las cepas HM-1, HM- 2 y HM-38 pa r ece estar mediada 

po r componen tes comunes en l os GR , que son diferentes a l os 

dete rminantes de los GS mayores ABO y que la adhesión de trofo zoítos 

de las cepas HK- 9 y HM-3 pudiese ser similar al de las primeras 

cepas (particularmente para el GS "O" ), y esta r mediada también 

por los determinantes antigénicos de los GS "A" (GalNAc) y "B" 

(Ga l ) . 
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Bajo tales condiciones, las cinéticas de adhesjÓn promed i o 

resultantes de las cinéticas hechas con ~ acta una de las cepas y 

los tres GS, también fueron linea l es durante los 15 min iniciales 
#1 

de i ncubación (Fig . 8 ); y también constituye n parámetros específicos 

de cepa amibiana (Tabla 5 y 6). 

Cabe resaltar la clara separación de dos grupos de cepas amibianas: 

el primero, formado por HK-9 y HM-3 (con V 
0 

más a l t as y de valor 

similar) y el segundo constituído por las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 

(con v0 menores y con valores diferentes cada una). 

Estos hallazgos indicaron que no existe cor relación entre 

la v
0 

y l a virulencia amibiana. Así, por ejemplo, la cepa HM-1, 

reconocida como una de las más virulentas por su capacidad de formar 

abcesos hepáticos en el hígado de hámsters r ecién nacidos (Mattern 

y Keister, 1977 citados por Mirelman y Kobiler, 1981), por su efecto 

citotóxico en células de hígado de hámsters pequeños (Bos, 1979 

citado por Mirelman y Kobiler, 1981), y por la capacidad de fagocitar 

GR (Orozco et al., 1983) tuvo una V 
0 

2 . 2 veces menor que la de 

las cepas HK-9 y HM-3 que se sabe son menos virulentas por los 

criterios mencionados. 

Por lo tanto, parece que la adhesión de los trofozoítos a 

células animales es un factor quizá necesario pero no suficiente 

para la virulencia amibiana, ya que también debe ocurrir en las 

amibas de l os portadores asintomáticos . 

Las conclusiones de esta parte del trabajo fueron: 1) la v0 
y la cinética de adhesión constituyen parámetros es pecíficos de 

cepa amibiana, 2) existe n do s grupos de cepas amibianas, de acuerdo 

con los parámetros antes menc ionados: HK-9 y HM-3 (más rápidas 

y comparab l es entre ellas) y HM-1, HM-2 y HM- 38 (más lentas y diferentes 

entre ellas), y 3) no hay correlación direc t a entre la v0 específica 

de cepa y la virulencia amibiana. 

En r esumen, las nuevas condiciones establec idas mediante · los 

experimentos de esta primera parte fueron c ruciales . Por una partP, 

permitieron la cuantificación precisa de la v0 de cada ce pa amibiana 



133 

y por 10 tanto la comparación de este parámetro, y por la otra, 

vol vieron al sistema experimental más lento y con ello potencialmente 

má s sensible al efecto inhibitorio de ca rbohidratos que pudieran 

competir con la unión de las moléculas de la superficie amibiana 

involucradas en la adhesión. 

B. Cinética de formación de complejos de adhesión específicos 

Como el modelo matemático de la adhesión amibiana desarrollado 

por Hernández-Lerma et al. (1982) propone la existencia de tasas 

de asoc iación para la formación de complejos amiba-GR, qu]simos 

saber s i dichas tasas eran iguales o diferentes para la adhesión 

sucesiva de GR. 

1.vs resultados indicaron que bajo las condiciones de este 

sistema experimental la adhesión de los GR es un evento secuencial 

y que las cepas que tienen mayor V 
0 

y los mayores porcentajes de 

ad hesión son también las que más GR pueden adherir a su ¡mperficie 

(Fig. 9) . Por otra parte, el hecho d~ que las curvas obtenidas 

en el análisis de la relación entre los ·diferentes complejos de 

una cepa dada hayan sido paralelas entre sí; es decir, que sus 

pendientes hayan sido similares, parece indicar que la velocidad 

de adhesión de GR sucesivos no varía; sin embargo, ésto no debe 

tomarse como una evidencia totalmente concluyente debido a la baja 

cantidad de complejos con más de dos GR adheridos que se obtuvieron 

en estos experimentos. 

C. Efecto de carbohidratos sobre la adhesión amibiana 

En añ os recientes, las investigaciones r eferentes a los mecanismos 

el e adhe sión amibiana, han reportado datos interesantes. La posibilidad 

de que la lectina ami biana descrita por Kobiler y Mirelman (1980) 

- la cual es inh i bida por oligómeros de GlcNAc- participe en l a 

adhesión, ha sido apoyada por el traba jo de Orozco ~ !tl_. (1982), 
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en el que también se observó inhibición por GlcNAc 2 de la adhesión 

de los trofozoítos a cé lulas MDCK y láminas epiteliales de intestino 

de cobayo . Sin embargo, estos r esultados contras tan con los hal l azgos 

de Ravdin y Guerrant (1981), qui enes encontraron que l a ad hesión 

de trofozoítos a células CHO y a GR humnnos es inhibida por GalNAc 

pero no por oligómeros de GlcNAc. 

Como la participación de moléculas i nvolucradas en la adhesión 

amibiana dista mucho de haber sido aclarada, resultaba de interés 

explorar el efecto inhibitorio de una batería razonablemente a bundante 

de carbohidratos, entre los que se localizaran algunos de los azúcares 

má s comunes en la s uperficie de células de mamífero . Pa r a ello, 

se r ea lizaron experimentos en los que se probaron catorce carbohidratos 

(monosacáridos o disacár i dos), primero a concentración fija, sobre 

la adhesión amibiana a GR. 

Efecto ganeral de carbohidratos a concentración fija (SO mM) 

La adhesión amibiana fué inhibida por la mayoría de los 

carbohidratos utilizados en proporción semejante por azúcares de 

un grupo dado en todas las cepas amibianas y con todos los GS (Fig·s. 

11 a 15) . Estos datos sugieren que por lo menos existen tres residuos 

de carbohidratos involucrados en la adhesión: Gal, Man y Glc. 

Sin embargo, 

los carbohidratos 

la adhesión fué inhibida más frecuen temente por 

del grupo Gal, que por los de los demás grupos 

(Fig . 20). Esto concuerda con el efecto inhibitorio de GalNAc encontrado 

por Ravdin y Guerrant (1981), por lo que hace s uponer que Gal y 

s us aná logos son las principales moléculas impl icadas en l a ad hesión . 

Entre los azúca r es del grupo Gal se encontró además que Lac 

inhibió en mayor grado la adhesión (Fig. 16). Anali zando su fó r mula 

estructural (Fig. 24) , observamos que este carbohidrato consis t e 

de una molécula de Gal unid a por un enlace 1 + 4 a una mol6cula 

de Glc; es decir, existe un enlace 6 -glucosíd ico, e l cual parece 

hacer más eficiente la inhibición de la adhesión. 
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En las Figs. 24 a 26 se muestran las estructuras de cada uno 

de los carbohidratos utili zados en esta etapa experimental , en 

las que pueden analizarse las diferencias que existen entre las 

mismas, para cada grupo de carbohidratos. 

Se encontró que en la inhibic ión de l a adhesión por carbohidratos 

existen patrones específicos de cepa amibiana que pueden significar 

diferencias cualitativas y/o cuantitativas en las adhesinas amibianas 

(Fig . 21). 

También, s e encontraron evidencias claras a favor de la existencia 

de diferenc ias cualitativas y/o cuantitativas en l a superficie 

de los GR de GS "O", debidas principalmente a los r esiduos de Gl c 

f Man ( Fig. 22) . Creemos que los det erminantes antigénicos de l os 

GS "A" (GalNAc) y "B" (Gal), no participan de manera específica 

en la adhesión de los trofozoítos a los GR humanos, ya que el análisis 

es tadí st ico de la inhibición de la adhesión por el grupo Gal no 

reveló diferencias en la adhesión de las cinco cepas a los GR de 

los tres GS mayores ABO, pero sí hubo di ferencias debidas principalmente 

a los residuos de Glc y Man (Figs. 20 a 22). 

Efecto de la concentración de Gal, GalNAc, GlcNAc y ManNAc 

Al analizar el efecto de la concentración de Gal, Gal NAc, 

GlcN~c y Ma nNAc , encontramos patrones es pecíficos de cepa amibiana 

e n cua nto a la potencia inhibitoria de los azúcares, de manera 

que el orden de mayor a menor potencia i nh i bitor ia de los car bohidra tos 

f ué: 1 ) para las cepas HK-9, HM-1 y HM-3 , GanNAc > Gal > ManNAc 

> GlcNAc ; 2 ) para la ce pa HM-2, GalNAc > ManNAc > Gal > GlcNAc; 

y J) para la cepa llM-38 , Ma nNAc > GalNAc >Ga l > GlcNAc (Fig. 23 

y Tabla 7) . 

A pesar de que podría esperar se que las nr
50 

de Gal y GalNAc 

fueran similares de bido a s u semejanza estructu r a l (Fig . 24) , Gal 

fué menos potent e que GalNAc (Tabla 8). Este hallazgo, junto con 

lo enco nt rado por Cano- Mancera (tes i s doctora l , comu nicación pe rsonal), 

quién observó que l a inhibic ión por Ga l NAc + Ga l e r a de tipo "aditivo"; 



FI GURA 24 . F6rmulas estructurales de carbohidratos 

del grupo Gal. 
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FIGURA 25. Fórmulas estructurales 
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es decir, que el efecto observado ~on la combinación de es tos 

carbohi dratos era igual a l a suma de los efectos i.n hib itorios observados 

con cada carbohidrato en forma individual, sugieren que GalNAc 

y Ga l pueden encontrarse en receptores di fe rentes . 

Creemos que de bido a la gran batería de ca rbohidratos que 

se util izó , entre los que se encuentran los más comu nes en la superficie 

de las células de mamífero (Tabla 1) y que forman parte de los 

receptores de los microorganismos pa tógenos, es muy poco probable 

que en la adhesión de l as amibas a los GR humanos exista otro residuo 

de carbohidrato que participe en este reconocimiento. 

Finalmente, es importante mencionar que l a partic ipación del 

residuo de Man en la adhesión de ~· histolytica a células animales 

no ha sido descrito anteriormente, por lo que en el contexto de 

este trabajo, constituye un hallazgo interesante. 
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VII. CONCLUSIONES 

Las conclusiones del presente trabajo son las siguientes: 

1) Definimos las condiciones experimentales de velocidad submáxima 

'". e permiten la cuantificación precisa de parámetros de la cinética 

Je adhesión amibiana. 

21 La velocidad inicial de ad hesión, la cinética de adhesión, 

el número de glóbulos rojos adheridos y la adhesión a glóbulos 

roj os de diferente grupo sanguíneo son parámetros de adhesión 

específicos de cepa amibiana. 

3) Exixten dos grupos de cepas amibianas de acuerdo con los 

pa rámetros antes mencionados: HK-9 y HM-3 (más rápidas y comparables 

ent re ellas) y HM-1, HM-2 y HM-38 (más lentas y diferentes entre 

ellas). 

4) Los determinantes antigénicos de los grupos sanguíneos 

"A" y "B" no parecen participar de manera específica en la adhesión 

amibi.ana. 

5) No parece haber correlación directa entre los parámetros 

de adhesión es tudiados y la virulencia reportada de las cepas amibianas. 

6) La es pecífic i dad de la adhesión amibiana parece estar 

determinada por componentes de la superficie celular inhibibles 

por carbohidratos específicos. 

7 ) Ex i s ten al menos tres residuos de carbohidratos que participan 

en la adhesión amibiana : Gal, Man y Glc. 

8) El orden de mayor a menor potencia inh i bitoria de estos 

r esiduos de carbohidratos es: Gal >Man > Glc. 
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9) La participaci6n de residuos de Man constituye un hallazgo 

nuevo para la adhesi6n de E. histolytica a cé lu las a nimales . 

10) Los patrones de inhibici6n de la adh es i6n amibiana por 

ca rbohidratos son específicos de cepa . 
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