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"4tiles tanto en el desarrollo de métodos eficaces para el diag
néstico de la enfermedad, asi como para el empleoc en la elabo-
racién de una posible vacuna. Dentro de estos estudios se en-
cuentran los realizados por Isibasi y cols. (23). Ellos extra
jeron una molécula de naturaleza polisacaridica, que denomina-
ron lipopeptidofosfoglicana (LPFG); ésta demostré ser inmunogé
nica, por lo que despertd el interés de saber si podrim parti-

cipar en los mecanismos de proteccidn del AHA.

Basado en lo anterior, este trabajo tiene come objetivo g
valuar le actividad protectora de la LPFG, en la formacidn de
abscesos hepAticos amibianos, utilizando un modelo experimen. -

tal animal (hémsters).



ANTECEDENTES

Definicién de amibiasis

Se denomina amibiasis al estado resultante de albergar En-
tamoeba histolytica, con o sin manifestaciones clinicas (57). Es
una enfermedad cosmopolita, se estima que afecta a un 10% de -
la poblacidén mundial, y su incidencia difiere de una regién a

otra (12, 57).

Etiologia

El trofozoito de E. histolytica (forma vegetativa), se alo-
ja en el intestino, reproduciéndose por fisién binaria. Bajo
condiciones desfavorables, los trofozoitos se diferencian en -
quistes (fase infectiva), y se eliminan en la materia fecal.
La transmisién de un huésped a otro se realiza por via oral, -
al ingerir los quistes en vehiculos tales como agua y alimen -

tos contaminados.
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Ciclo biolégico de E. histolytica

QUISTE

forma infectante
(Ingerido por via oral)

METAQUISTE
(l1iberado en el intestino delgado)

QUISTE ¢
pale en TROFOZOITO
PREQUISTE +—
(en el intestino delgado)
Sale en
diarrea TROFOZOITO @——

TROFOZOITOS

(colonizacién del intestino grueso)

Trofozofto: es una fase altamente dindmica y pleomdrfica,
con movimientos caracter{sticos mediante la emisién de seudépo

dos rdpidos, digitiformes, largos y anchos. Su tamafio en cul-

tivo in vitro varia de 15 a 30 um, dependiendo de las condicio-
nes del medio. La membrana plasmética es similar a la de otres
células eucaridticas, con una cubierta celular apenas detecta-
ble. El citoplasma contiene diferentes organelos: cuerpos den
sos, ribosomas y polisomas, grdnulos osmiéfilos, cuerpos heli-
coidales y cuerpos tubulares; vacuolas alimenticias y vesicu -
11&&, cuyas membranas poseen la misma estructura que la membra-

na’plasmética; presenta también lisosomas activos especializa-



dos. de superficie. La amiba carece de mitocondria y aparato =-

de Golgi, y su reticulo endopldsmico consiste de vesiculas fi-

nas rodeadas de algunos ribosomas. El nicleo es ovalado, con

un nucleolo central y cromatina periférica.

clear presenta gran cantidad de poros.

La envoltura nu -

Prequiste: cuando las condiciones del medio ambiente en -

las que se encuentra el trofozoito son desfavorables para su -

vida, éste empieza a inmovilizarse, se despren de los alimen -

tos no digeridos, se reviste de una doble membrana refringente

i que le confiere resistencia, formidndose asi
~‘genta un sdlo nficleo, ademds puede contener

geno Y barras cromatoidales.

Quiste: conforme transcurre el tiempo,
prequiste hay actividad metabdlica, por dos

“vas de un nicleo se originan 4, quedando al

el prequiste. Pre

una masa de glucd-

en el interior del

mitosis consecuti-

final del proceso

el quiste maduro. Este presenta una forma esférica u.oval, -=

con un diémetro_de 8 a 20 pm, y una pared de 125 a 150fnm de -

gfosor. Su membrana plasmética frecuentemente‘presenté profun

©das invaginaciones y en su citoplasma se,obqeryénrpgljrriboso:

’maé, vacuolas y depdsitos de glucégeno.

Metaquiste: en .un medio neutro o ligeramente alcalino (y

combinado con la accidén de los jugos digestivos), se debilita

la pﬂred'del quiste, y permite que la amiba

multinucleada se -

escurra hacia sl exterior por una pequefia hendidura de la pa -

red que lo envuelve, liberédndose asi el metaquiste (26).



,Patogenia
Entre los fact T

'fenumernr

‘v?);Conbactac o intimo por a herencia a la nucosa intestinal.

:iDestruccion de las barreras 1ntestinales por enzimas 0 pro-
*;ducbos toxicos.r' : :

ﬁf Ei Lisis ‘de las células intestinales y de las células inflama-
‘ ‘ torias del huésped, lo cual lleva a la interrupcidén de la -
mucosa intestinal, {(lceras del colon, y a una posterior in-
‘vasién de tejidos mis profundos, y/o invasién de érganos --

més distantes, principalmente el higado (42).

Diferenciacidn entre amibas patdgenas y no patdgenas

En andlisis microscdpico de heces fecales, de pacientes -
con amibiasis intestinal e individuos sanos, se encuentran fre
cuentemente quistes de E. histolytica: este hallazgo hizo pensar
éh la existencia de dos cepas amibianas: una patégena y otra -
‘no patdgena,-sin embargo, por la observacidn de las diferen -
cias morfoldgicas de los quistes, no fue posible confirmar esa
ﬁipéfesis,Aya que los quistes provenientes tanto de individuos
“sanos como ehfermos, presentaban las mismas caracteristicas. )

: En 1968, Robinson (43) describié un método de cultivo .mo-
noxénico de amibag, que permitid transformar los quiéteS‘de:E. X
1stolx§ica en trofozoitos, Pof el método de Robihsohjfue'poﬂr .

sible obtener grandea cantidades‘de trofozoitos. ,Eqie hgchd ff




fapermigis‘éﬁe Sargeaunt 'y Williams (44), empleando el comporta-
“niento elactroforétice de 4 isoenzimas de la amiba, pudieran -
enconérar que la marca de patogenicidad estd dada por el corri

~miento electroforético en beta de la iscenzima fosfoglucomuta-
sa 'y rédpida en hexoquinasa. AdemAs de separar amibas patége -

nas de no patégenas, Sargeaunt y cols. pudieron hacer una cla-

sificaciédn general de los trofozoitos, por lo que fue necesa -

rio emplear el término de zimodemo.
En la actualidad, la técnica de zimodemo es la lUnica ca -
paz de distinguwir amibas patdgenas de'no patéghéas, sin embar-
go, no es posible aplicarla en 1aboratorios de rutina, debido

a su elevado costo.

Mecanismos inmunes contra la amiba

Los mecanismos inmunes humanos en contra del pardsito, -~
aln no han sido totalmente establecidos.

En la mayoria de los individuos infectados E. histolytica -
habita como un comensal y.las condiciones que llevan al desa -
rrollo de la enfermedad invasiva son multifactoriales y estan
relacionados con el balance entre los mecanismos patbgenos del
parésito y los mecanismos de defensa del huésped, ya sean es -
tos inmunes o no.

En el huésped humano, E. histolytica es capaz de inducir -
una respuesta inmune tanto humoral como celular sin embargo,
alin no se ha establecido cuidl de estos mecanismos inmunes es -
el ;esponsable de limitar la invasidén amibiana o de proveer in

munidad en contra de la enfermedad invasiva recurrente (52).



La respuéstébinmune humoral (27, 30) se desarrolla con 1la
:éﬁferﬁedad~invasiva, como lo demuestran estudios seroepidemio-
>j16gic0§,'en donde del 81 a 100% de los pacientes con amibiasis
iiﬂtestinal o con AHA desarrollan anticuerpos IgG clrculantes -
: eéﬁécificos contra E. histolytica. Otros estudios demostraron -

1a,préaencia de coproanticuerpos de la clase IgA en pacientes
“eon amibiasis intestinal (13).

" “Una respuesta seroldgica positiva sblo es una indicacién
de la ‘invasién por el parésito, ya sea presente o pasada, aun-
qﬁg régulnrmente los t{tulos mis altos se prqsentan con el de-

bﬁSarfoiio reciente de la enfermedad invasiva, y la presencia de
‘f t;}esléﬁtlcuérpos puede llegar a durar desde 9 hasta 11 afios -
P (19,,20);»no hay evidencias que indiquen que el titulo de los
ivhqy;gﬁérﬁbs correlaciocnes con el estado clinico del paciente -
Cav.
TVA;tigenos amibianos
: La caracterizacidén antigénica de E. histolytiea, ha gido u-
7 Wn§7de71os aspectos de mayor importancia en el estudio de la a-
mibiasis. 7 .
En 1968, Diamond (9) describid el cultivo axénico de E. -
histolytica, 1o que permitid un rdpido avance de los estudios --
'bioquimicos. 1nmun016g}cos y patoldgicos de la amibiasis.
Alikhan y 'Meerovitch (4) en 1968, empleando trofozoitos -
son;éadbé de E. histolytica, obtuvieron bandas de precipitacidn
»téntd'coﬁ suerds de pacientes, como con sueros de conejo anti-

g,lﬁfiol‘ich, y observaron reacciones de identidad con otras -



especies amibianas. BSin embargo, en 1969 Lunde y Diamond {33),
al emplear antigeno total preparado mediante homogenizacidn de
trofozoitos cultivados axénicamente, establecieron patrones in
munoelectroforéticos de diferentes cepas amibianas, y obtuvie-
ron evidencias de que E. histolytica es inmunoldégicamente dife -
rente de otras amibas de morfologia similar. Mas tarde, Alam

y Ahmed (2), con técnicas similares, demostraron la heteroge -
neidad de la composicién antigénica de los trofozoitos, y -
“Krupp {31) mediante el empleo de pruebas inmunolbgicas con sue
ros de pacientes de diferentes regiones geogréficas, identifi-

cd 14 antigenos en trofozoitos de E. histolytica.

Antigenos de superficie del trofozoito

Se piensa que los antigenos de E. histolytica localizados -
‘en la superficie celular, son los mds importantes para inducir
la respuesta inmune, debido a que son los primeros en interac-
cionar con el sistema inmune del huésped. La existencia e im~-
portancia de los antigenos de superficie ha sido demostrada --
con pruebas como: inmovilizacién del trofozoito con suero inmu
ne (5), por la union del sueroc inmune fluoresceinado al trofo-
zoito intacto (7), y por la lisis de los trofozoitos pediada -
por anticuerpos y complemento (22). A partir de las Gltimas -
décadas comenzaron los estudios. acerca ée la naturaleza de es-

tos antigenos.

En 1978, Perkhouse y colsg‘(L§)~aémgatraron que los prin-

cipales antigenos de membrana qe»fE.ﬁﬂétoixtica que son recono-




cidos por sueros de pacientes, son de naturaleza glicoproteica

En 1980 Sawney y cols. (46), por medio de cromatografia -
exclusidén molecular, purificaron parcialmente un antigeno gli-
coproteico de la porcidn soluble del antigeno total de trofozpo
itos obtenidos por cultivo axénico de E. histolytica, esta molé-
cula es de peso molecular elevado y con propiedades de hemaglu
tinacidn y prgcipihacién, similares a las mostradas por el ex-
tracto crudo.

Por otro lado, Martinez Palomo y cols. (35), demostraron
que la membrana plasmdtica de E. histolytica coptiene reslduos -
de manosa y/o glucosa, ya queé los trofozoitos en presencig de
Concanavalina A se aglutinaban. En estudios posteriofes, se -
reportd que esta aglutinﬁcién era de mayor intensidad con las
cepas patdgenas de E. histolytica, lo que sugiere la existencia
de moléculas polisacarfdicas sobre la superficie celular que -
tuvieran relacidn con la patogenicidad. Se han reportado 2 mg
léculas diferentes que participan en la adherencia de los tro-
fozoitos a las células de hidmster, éstas pueden ser inhibidas
por N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina respectivamen
te (36).

En 1980 Aley y cols. (3), desarrollaron una metodologia -
para la separacibén de las membranas plasmiticas de los trofo -
zoitos Ae E. histolytica , basada en la unidn especifica de la.-
Concanavalina A, a los componentes glucoproteinicos de la mem-
brana del trofozoito intacto, caracterizando asi 6 glicoprotei

nas de la cepa HNI-IMSS y 4 de la cepa HK9:NIH.
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En 1982, Isibasi y,colé. (23) extrajeron una molécula de
.copﬁosicién polisacaridica a partir de trofozoitos de E. his -
tolytica cultivados axénicamente, el estudio quimico de esta -
molécula indicd la presencia de azicares aminados (glucosa, -
manosa, xilosa y galactosa) en un gg%, aminodcidos en un 8%,
lipidos en un 2% y fosfatos en 1%, por lo cual la denominaron
lipopeptidofosfoglicana (LPFG) (25). La localizacién de la -
LPFG se determind por inmunoflucrescencia indirecta e inmunope
roxidasa, encontréndose en.la superficie de los trofozoitos -
de E. histolytica (24). Asi mismo se han detectado anticuerpos
anti-LPFG tanto de la clase IgMAcomo de le clase IgG, en el -
suerc de pacientes con AHA, también de la clase IgAs en el ca_
lostro de mujeres mexicanas en buerperio (41,1).

Se puede concluir de los datos existentes en la literatu
ra que a la fecha no se ha purificado ningin antigeno de natu
raleza proteica que participe en los mecanismos de proteccidn
y/o diagndéstico de la amibiasis. ‘La falta de antigenos puros
ha limitado la correcta interpretacidén de los estudios epide-
miolégicos (55). Aunque en los trabajos més recientes se ha
eféctpado'Ik‘iaéntiTiCacién de-algunas proteinas de la membra
na Qel trofozoito, nadie ha aislado y caracterizado a ningin Ag.
,aﬁ15¥ano e; particular, siendo la LPFG el Gnico antigeno puri

ficA¢o coh‘gl que se cuenta.

Modelos sxperimentales de proteccidn

"En los estudios donde se utilizd el.-hédmster como modelo -
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expérimental, se demostréfque al deprimir la inmunidad celular
con-tratamientos con: esteroides, timectomia neonatal, esple -
nectonia, radiacién,ksilica, globulina antimacréfago o antilin
foeitica, se provocaba un aumento en la formacién de abscesos
hepéticos (15, 16'y 17). En otros modelos se observd que ha -
bia cierto grado de protéccién cuando s¢ inmunizaba previamen-
te con el bacilo.de Calmette-Guerrin o cuando hablia existido u
,lna 1nfeccion prsvia con - Trichinella spirallis(37).

La 1nmunizacion previa con preparaciones proteicas amibia
nas conferia resistencia a la amiblasis invasiva (47, 48, 51,
53y 54 ” v
. Por otro lado. se encontrd que los macréfagos de sangre -
‘périferica, células de bazo y éélulas,mononucleares pefitonea-
;lés de himster previamente inmunizados mataban-a los. trofozoi-
tos in vitre. ( 18).

Antigeno crudo y trofozoitos vivos de E. histolytica induje
ron inmunidad protectora contra la inoculacién intrahepatica -
de anibas virulentas en hidmster (49). Se obtuvo también pro-
teccidn parcial, cuando se inoculd a hédmster con suero humano
iﬁﬁﬁne (50). ' : B

Todas estas observaciones indican gque los mecanismos inmu
nes celulares son los responsables tanto:de limitar el tamano
y diseminacién de los abscesos hepaticos amib1anos. como de e-

vitar su recurrencia, lo que ha servido como base para efec -
tuar los estudios en humanos.. v

Los antigenos amibianos méds usados’ hasta la fecha han si-

,
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do células completas y sus homogenizados, asi como fracciones
solubles o particuladas obtenidas a partir de los trofozoitos.
Alin no se ha trabajado con un antigeno amibiano purificado pa-

ra evaluar su actividad protectora.
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E. HISTOLYTICA - : LPFG EN SUERO DE HAMSTER
~ _ Eleccién del método © _ Obtencién de anti-¥globuli
: < ) i i na de hAmster conjugado a
— Estandarizacidn de do- peroxidasa.

~sis infectiva

= Influencia. del sexo



MATERTAL Y METODOS

I.- OBTENCION DE LOS ANTIGENOS

Cultivo de trofozoitos de Entamoeba histolytica

Se cultivaron trofozoitos de E. histolytica cepa HMI:IMSS - :
en medio axénico de Diamond (9). Posteriormente se cosechan - .

en su fase exponencial de crecimiento.

Obtencién de la lipopeptidofosfoglicana

Los trofozoitos de E. histolytica son cosechados‘centrifu- :
'gando a 1,000 xg durante 10 minutos. Dicho paquete es iavédo :
3 veces con solucién salina isotdénica (SSI, NaCl 0.85%). A =~
continuacién_es sometido a lisis por congelamiento-descongela-
miento, hasta que microscédpicamente se observa‘ruptura total,
posteriormente se realiza una ultracentrifugacién a 100.000 xg
durante 2 horas, y la pastilla es resuspendida en agua desti-
lada.

Tanto la pastilla como el sobrenadante obtenidos de la u}l
tracentrifugacién se les hace una extraccién con fenol de écqu
do con la técnica de Westphal-Jann (56), la cual consiste en -
‘tratar ambas preparaciones con fenol al 901 1:1 v/v (concentra
cién final de fenol del 45%). La mezcla obtenida se somete a
‘un calentamiento a 68°C durante 15" minutos en bano Maria, con

agitaclon constante,. se de;a enfriar y centrlfuga a Aa, 000 Xg -

durante 45 mlnutos, Y. se sepa
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La fase fendlica es desechada.

Las fases acuosas obtenidas (tanto de la pastilla como -.
del sobrenadante) son dializadas exhaustivamente 3 dias contra
agua corriente y 1 dia contra agua destilada, hasta eliminar -
los residuos de fenol. Posteriormente se someten a una ultra-
centrifugacién a 100,000 xg durante 2 horas. Las fracciones -
de las pastillas se resuspenden en el menor volumen de agua --
destilada. Las /4 fracciones son liofilizadas y mantenidas a -
20°C hasta su uso (figuta 1).

Las fracciones Pa-S y S-S son las més ricas en polisacari
dos antigénicos y presentan minima contaminacién de glucdgeno
(25). En el rendimiento final hay mayor cantidad de la frac -
cién Pa-8, por tal razdén se decidid trabajar con ésta. Para -
gu uso en inmunizaciones se diluye en SSI (NaCl 0.85%) estéril

a la concentracién deseada.
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" EXTRAGCION Y PURIFICACION DEL ANTIGENO POLISACARIDO (LPFG)

Trorfozoitos de  Entamoeba histolytica concentrados
T (lavados 3 veces con SSI)

Ruptura por:
- Congelamiento Descongelamiento

Centrifugacién 100,000 xg/2 horas

. PASTILLA : SOBRENADANTE

Extraccién fenol-agua (3x) Extraccién fenol-agua (3x)

: Centrifugacién 1,000 xg/45 min Centrifugacién 1,000 xg/45 min

Fase fendlica Fase acuosa. Fase fendlica Fase acuosa |
Didlisis contra Didlisis contra
agua destilada agua destilada
Fase acuosa libre de fenol Fase acuosa libre de fenol
Centrifugacién 100,000 xg/2h Centrifugacidén 100,000 xg/2h

'éastilla Sobrenadante ;’Pastilla Sobrenadante

IPg—Pa l | Pa-S. l o . S-Pa . .,s-s

Figurav1.'



Caracterizacidén de la LPFG

a) Caracterizacién quimica:

- Para la cuantificacién de carbohidratos, se utilizd la

prueba del Fenol-sulfirico (11), empleando una curva esténdar

con glucosa.

. - La concentracién de proteinas se determind por el méto-

do de Lowry (32), uando albimina sérica bovina como estindar

Jb)iCaractefizgcién inmunolégica

. 7 'Se realizé la prueba de ensayo inmunoenzimdtico (ELISA).

rInmﬁnizandg conejos -blancos Nueva Zelanda, de un peso promedio

de 2‘a'2.5 Kg. con LPFG, enulsificada en adyuvante completo de

“ Freund (ACF), volumen 1:1, siguiendo el siguiente esquema de -

'inmunizacién:

Dia . -, Inoculacién intradérmica de LPFG
0 T2 mg.. Sangria (control negativo)
15 ’ L 1_mé. ‘

22 . ;_ 1 mg.

29 3 1 mg.

'36<—~7—— 1.mg.

3 1 og.

50 }1 ng.

57 g ’

64" mgs

Se procedis-a kantriﬁugaf;péfa pbt§hér el suero anti-LPFG
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Técnica de. ELISA
Reactivos:
- Solucién reguladora de recubrimiento, amortiguador de carbo-
natos 0.01 M, pH=9.6
Ne.CO. 7 g.
NaHCO, 2.8 g.
Agua aforar a 1 1.
- Solucidén reguladora de fosfatos-salina (PBS);-N491 0.15:'M, =
-fosfatos 0.01 M, pH=7.4 . . L

NaCl 8.5 g. . i
KsHPOy 1.74 g.

KH, PO, 1.46 g.

Agua aforar a 1 1.

~ Solucién bloqueadora PBS-Gelatina 1%

Gelatina bacteriolégica 1 g.
PBS 1

~ Soluciédn
Tween 20

PBS

- Solucién:
Tween 20
Ggl&@;na'
pBs
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1:sustrato, citratos.0.05 M, pHi=.

forar a 1°1.°

Sustrato{péf&yﬁeroxidasa

>"‘ O;feﬁiléhdiamina 6 nmg.
Hi0, &l 307 0.01 ml.
Regulador de citratos 12 ml.

= Solucién bloqueadora para el susﬁr@id;

“H.804 2.5 N,
H:504 concentrade 69.4 ml. e L

‘H;O, . aforar a 11..:

Se utilizaron placas de poliestirenc. de 96 pozos (NUNC -
X fInmunoplate I, Dinamarca). :
;- -Se usd LPFG a las siguientes concentraciones: 50, 25, . -
12,5,76.25, 3.125, 1.56,.0.78, 0.39 y 0.195 pg/ml. Los pozos

“se.recubrieron con cada una de estas concentraciones.

& LPFG en 100 ul de solucidn

amortiguadora de carbonatos.

rag.de incubacién a temperatura ambiente,

llcisﬁ.PBS—Gelatina en todos los pozos,

quhente es agregado el suero anti-LPFG
€100 plfeﬁ‘las siguientes diluciones: -1:50, -
1:860Jy 1:1600.  Se dejd ihcubando:dufan—




te 2 horas.a 37“04

anti-LPFG
| 4 A0

Ag

Pasado este tiempo, las placas son lavadas 3 veces con -
PBS-Tween. Después del lltimo lavado se les agregd el conjuga
do de suero de cabra anti-¥globulina total de conejo unida a -
peroxidasa, diluido 1:1000 en PBS-Tween-Gelatina (0.1 ml en ca’

da pozo). Todo lo anterior se mantuvo por 2 horas a 37°C.

l )% xf anti-fglobulina unida a’ peroxidasa

Una vez lavadas las placas,'es agregado el sustrato para .

peroxidasa. Este se dejo incuband 'duranbe 20 minutos a tempe

jratura ambiente ¥ al final la Veac ion”se;detuvo con una. goha'

’jde H1804. 2 5 N “, ‘placasifu ,q;dag;a;49o,nm en un apa-
‘frato de’ ELISA (Minireader I

dinatec, Virginia, USA).

Pozos tesiigdé:

- Pozqﬂ#v9’: testigo del suero

- Pozo-#in testigo del antigeno

- Pozo #IJ1~'testigo del e nju d

- Obtencién del antigeno crudo

Loa trofozoitos de hiatolxtica se éqsechadréehtrifugando
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a 1 000 xg durante 10 minutos. El paquete. de amibas es 1avado
3 veces: con SSI (NaCl 0. 85%), para posteriormente someter 8
congelamLento-descongelamiento hasta que se observa mlcrgscopl
éaménte ruptura total de los trofozoitos.

L se determina cantidad de proteinas por el método de Lowry
;(32’} ¥y Bradford con azul de Coomasie G-250 (6), en ambos.ca ~

sos-el estédndar es albimina sérica bovina.

IT.- FORMACION DE AHA A TRAVES DE' LA INOCULACION DE TROFOZOITOS.
DE E. histolytica g e

“Animal de experimentacién’

Se utilizaron hémstér’dbré Y
tus) de ambos sexos. mantenidos e

Nacional de Higiene.

“Inbculo -

1 r,convpéntéba;;
id;menﬁé es

on isbdineff

:expone . para inocularle
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‘amibasqlentamenbe con uné Jeringa piﬁhdérmica. Al retirar la
jeringa 1entémente, én'el iugar de la lesidn se coloca una pe-
qﬁgia‘térunda mojada ‘en ‘SSI (NaCl.0.85%). Una vez controlada
la ‘hemorragia se retira’la torunda y se cierra la pared abdomi
nal, primero cosiendo el peritoneo con Catgut calibre 00 y ==

después la piel con seda.

. Método ‘de inoculacidn en vena porta para producir AHA

Se mantiene el hdmster en ayuno, 12 horas previas a la ci
rugia; se anestesia, rasura y desinfecta para luego hacer una
incisidén longitudinal en la cavidad abdominal de aproximadamen
te 4 cm. Con una torunda mediana mojada en SSI, son acomoda -
dos los intestinos sobre el abdomen, de tal manera que sea mis
fdcil la localizacidn de la vena porta. Con SSI se humedecen

" constantemente dichos dérganos para que no haya deshidratacién.
o Upé'vez localizada la vena porta, se inoculan lentamente las a

S L
mibas a través de una jeringa hipodérmica. En el lugar de la

lesidn se coloca un fragmento de esponja de gelatina (Gelfoam),
para que al retirar la aguja no haya hemorragia abundante. -

Posteriormente hay que cerrar la pared abdominal.

Sacrificio de los hdmsters

Terminada la operacién, los animales son aislados. Trans

: ; g ; % .
currida una semana, el hamster es sacrificado en cAmara de & -

tér,/coh'el'fihﬂde5gbfir el abdomen:y observar la formacién de

AHAL
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III.- ENSAYOS PARA DETERMINAR EL MEJOR METODO DE FORMACION DE
AHA

Se utilizaron 16 hémster por experimento, con un peso prg

medioc de 90 g. y una edad de 7 a 8 semanas.

Método No. de hamsters Dosis de trofozoitos
Intrahepatico 1:x 108 /.150 a1,
Intrahepatico _513710?,('75,p1.7

Vena porta j06 / 150 nl.

© 5ok 105 /75 w1y

~ o
N
®

Vena porta

La prueba se repitié 2 veces.

IV,.- ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA

Se utilizaron 18 hamsters por experimento, con un‘peso =
promedio de 90 g. y una edad de 7 a 8 semanas.

La via de inoculacién fue intrahepdtica.

No. de hémsters Dosis de trofozoitos

2 x 10°% / 300 ul.
6 1 x 10% / 150 pi.
5 x 10% / 75 pl.

La prueba se repitld 5 veces.
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V.- DETERMINACION DE LA RELACION ENTRE SEXO Y CARACTERISTICAS
" DE LOS AHA FORMADOS

Se utilizaron 24 hdmsters por experiﬁento, con un peso -
promedio de 90 g. y una edad de 7 a 8 semanas.

La via de inoculecién fue intrahepatica.

No. de hamsters BEX0 Dosis de trofozoitos
6 1 x 108 7 150 j1;
6 1 x 108 / 150 p1.
6 2 x 10% /300 1.
6 2 x 108/ 300 pl.

La prueba se repitd 5 'veces.

VI.- INMUNIZACION DE HAMSTERS CON/LPFG

- Esquema de inmunizacién con SSI/ 7

Se utilizaron 30 hémsters, con un peéo,promédio de. 70 ‘g,

¥y una edad de 4 a 5 semanas.

Dia inmunizacidn LPFG (pg]1d ulL) h o trofozoitos .

0 intraperitoneal 10, 50 - -
7 intraperitoneal 10, 5Q“y OO e -
4 --- 1 x108

_ ““via intrahepdtica
21 Sacrificio de los animaie§;~i’" o
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Como grupos testigos se emplearon:

1) Hamsters inoculados con trofozoitos de E. histolytica -

6

1 x 107 el dia del reto.

2) Himsters inmunizados con SSI esherilf‘de acuerdo al es

quema de inmunizacién, y retados con: 1 x 106

E. histolytica.

egtrofozoltoa de

~ Esquenma de inmunizacidén con adyuvante

Se forma una emulsién de 1 mg de LPEG

{como adyuvante).

Dia inmunizacidn LPFG (mg) ‘

0 intraperitoneal
7 intraperitoneal
4 intraperitoneal
21 - -

zoitos de

E. histolxgica
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- VII.- DETERMINACION Y TITULACION DE ANTICUERPOS. ANTI-LPFG EN -
 SUERO DE HAMSTER INMUNIZADO

Obtencién del conjugado de himster

- Se obtuvieron ¥globulinas de hédmster por precipitacidn
‘ al 332 con sulfato de amonio. La cuantificacién de proteinas
fue determinada por el método de Lowry (32), utilizando como -

‘estdndar alblmina sérica bovina.

‘"~ Se inmunizd una cabra de un peso aproximado de 25 Kg -~
con globulinas de himster (1 mg’Kg de peso),. emulsificado en

ACF.'volumen 1:1, siguiendo el siguiente esquema de inmuniza -

..cibn:.
;ig;‘ Inoculacidn intradérmica de Yglobulinas de himster
moE e 30 ng.
: ' 30 ng.
30 mg. &
30 wg.
“158f}' ERN ) Sangria de cabra

Se procedio a cantritugar para obtener el suero y poste -

fcon sulfato de amonio.

- Preparacion del conJugado con peroxidasa
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te:parA ﬁéstérig;méﬂﬁe:filﬁtarfpor una columna de Sephadex® -~
6-25"(fino), equilibrada con SSI al 0.B5%. Se recolectaron -
las fraceiones coloreadas (rojizas) que contenian la peroxida-
sa.

Las ¥globulinas anti-ﬁémster, previamente dlalizadas con-
tra SSI 0.85%, se concentraron a 5 mg/ml. Se adiciond a la sg
lucidén de peroxidasa 1 m)l de {globulinas anti~hémster, para ~
posteriormente agregar 0.1 ml de amortiguasdor de carbonatos 1M
a pit = 9.5, se mantiene la preparacidn por 2/ horas a 4°C.

Finalmente después de adicionar 0.1 ml de solucidn de 1li-

sina 1 M, se dializa contra PBS durante 12 horas.

Titulacidn del conjugado por ELISA

S§‘inlizé tglobulinas de hdmster a una concentracidn de
‘15mé/mi,?§ formar diluciones seriadas de: 1:50, 1:100, 1:200,
1:400}f1{800, 1:1600 y 1:3200, en awmortiguador de carbonatos.

”Sé agregd el conjugado en las siguientes concentraciones:

1:50, 1:100, 1:200, 1:400,-1:800 y 1:3200, diluido en amortigua
dor /PBS-Tween-Gelatina. )

Pozos testigos:
~ Pozo H 't testigov§
- Pozo 12: testigoide

Titulacidn ‘de ‘anticuerpo

 Previo.al reto’ con



vieron 2 ml de sangre de los hamsters que siguieron el esguema

de inmunizacidn de LPFG con adyuvante.

Por el método de ELISA, se determind la presencia de anti

cuerpos anti-LPFG de los sueros de hamster inmunizados:

El antigeno (LPFG), se fijd en placas de poliestireno, a

una concentracién de 5 pg/ml, colocando 100 pl por pozo.

Se agregaron los sueros de hAmster en las sigulentes dilu
clones: 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 y 1:1600, en a-
mortiguador PBS-Tween-Gelatina, (100 pl por pozo):

1) Sueros de hamster inmunizados con LPFG

2) Suero de hédmster inmunizados con Ag. total.

3) Suero de hédmster normal {testigo negativo).

Como control positivo se utilizd suero de conejo anti-LPFG.

Los conjugados a utilizar fueron los respectivos para co-

nejo y hémster.
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RESULTADOS

Caracterizacidn quimica de los antigenos

Lipopeptidofosfoglicana

“Z Determinacibén de’

sulfirico:

B

! la"‘jtgyblajk y"



1
A ). 00
B .00
c .00
 _D .01

E .00
F 0.01

or

Tabla 1.‘:

(9®) DIdT-T3UB OI8TMS 8P UQTONTIQ

ot
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Log. dilucién del”suero anti-LPFG

- Deterninacidn de la antigenicidad de la LPFG

Concentracion de LPFG: -V'SOvug/ml; #25 ug/mly a12.5 ug/ml; 96.25 ug/ml;

. A3.1)25"ug/m1; ©1.56 ug/ml; -d.78ti1g/ml y . 0.195 ug/ml.

fFigui‘a 2,04 B i S el ‘ .
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ones, hepaticas, se clas;ficaroﬁ e

i 1§31AHA en:

: Solamente uno. baia
:area bien‘circunacrita, pequena,’

“de con51stencia dura.

+4 Abscesos medianos~ De 2 a: 3. abscesos

en un solo ldbulo y caracterizado

critas, de aproximadamenteVB m

de consistencia dura.

+ 4+ o+ Abscesos grandes: De 2:a.

lébulo (confluentes o aisladcs), de color blanco -ama

rillento, de consistencia dura, ademas con adheren -

cia al diafragma.y 1&; asas intesbinglgs,(extension

de las lesiones).

o+ 4+ Abscesos. muy ‘grandes:

los lébulos, con neérosié otal del 1obulo inoculado.

El higado presentaba ademas

u erosas adherencias -

con el diafragma, la pared bdomi al y las asas in -

testlnales



Figura /4. Absceso hepdtico amibiano en hédmster

(Absceso mediano + +).




|

Figura 5. Absceso hepdtico amibiano en hémster

(Absceso grande + + +).

Figura 6. Absceso hepdtico amibiano en hamster
(Absceso muy grande + + + +).
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Eleccidn del método para formar AHA

Los resultados se encuentran en la figura 7.

Forma de los abscesos:

Los hémsters inoculados por via intrahepétién. en general
formaron abscesos del tipo grande ( + .+ + ); mientras que los
inoculados por la vena porta foraron abscesos del tipo muy -
grande ( + + + + ),

En algunos de los hamsters inoculad§$‘d0 manera intraveno

sa, hubo infeccidén de la herida quirdrgica.

Estandarizaeidn deila dosis-infestiva

sos del tiPO grande (- +'+ + ) en u'mayoriﬁ'y solamente algu -

nos dal tipo muv grande ( +oEE )vy ﬁediano (+%+ ),

Con la dosls 5 x 105 se for aron abscesos del tipo media

ne ( i)y algunos de‘l tip grande ( + + Py ) ¥y ‘algunos del L1

po microabsceso ( + ).
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V7277570770 =
[LTCAITTT AT =

' Intrahepatico

00
66,6 1
50

ormar AHA

osis de trofozoitos

Eleccidn dsl método’ para

Figura 7 B
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Formacién de AHA

11111

Sy

A%

5 x 10°

100
76.6)
50

de trofozoitos

Figura' 8, '



;VL:carécteristicas de los AHA formados
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El sexo. no influyd en la incidencia y magnitud de los AHA

formados por inoculacién intrahepidtica de trofozoitos de E. his- .

tolytica . . Tabla 2.
AHA - Magnitid'de AHA
Dosis de : i ORI
trofozoftos | goio - (z)  (1)$ i

E.histolytica

e

1 x 108




Inmunizacién de LPFG en SSI
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S AHA - Magnitud de AHA
"Grupo : (2)
inmunigado R _ PR i+
Testigo g 0" ‘75

negativo 3 Fn

ss1 0. 66,6 | 33.3
10 pg LPFG 0 200 [£60:
50 pg LPFG' ‘o 100 33.3 | 66.6
100 pg LPFG 0 {00 25 75

- Tabla 3.



Inmunizacién de LPFG con_adyuvante

AHA Magnitud de AHA
(%) (%)

- + + ++ ++4+ ++++
Testigo
negativo 0 100 33.3 66.6
Adyuvante 0 100 25 50 25
‘Ag.total | 25 75
4. mg LPFG | 0 | 100 25

Tabla 4.

40
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3;Dflucién,del-ponjugédo,

0,88

0.60

|.-0.84

0.56

076

.f,:1;26 B 0.‘9‘7

“ai497 oes

0.66

0.55

0:57:

115 ] 0.8

107 oier

C0.z1 | 0i16

éonjugado a .peroxidasa
por el método de’ ELISA, i
’ T De0L

(*conju

qiri,vna'é ‘de hémster,
inti%hdmster), ”

J93sEBY 3p SBUTTNGoTdY, op uorONTIg

L7
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Figura 9.:

D. 0.

1.8

globulinas de hémsier

conjugado’ de cabra dnhi-‘iglbbuiinés de’ e

mater’ i
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N LPFG Ag. total Testigo s. C.

Dilucién N anti-LPFG
X o X a X T

1:25 0,13410,01 |"0,118 [ 0.04 0.140 | 0.03 0.42
1:50 0.084(0.02 0.132] 0.03 0,092 | 0.04 0.32
1:100 0.110] 0,04 0.118 | 0.03 0.084 | 0.05 0.25
1:200 0.094 | 0.02 0.108 | 0.01 0.076 | 0.05 0.23
1:400 0.092 ] 0.02 0.0961 0.01 0.080§ 0.03 0.17

X o= media'de los. sueros i

o= desviacion estandar'

LPFG = sueros inmunizados con LPFG

“Ag. botal sueros lnmunizados con Ag
.Testigo ="gilero de hamster no inmunizado

‘S.C anti LPFG = suero de coneJo antiz LPFG (+)

Tabla'é.



0.4

0.2

0. & 490 mm

Determinacidén de anticuerpos anti-LPFG

en suero de hAmster

25 50 100 200 400 800 1600 1/dilucién
Suero de hédmster:[Zinmunizado con LPFG; inmunizado con Ag. total; [] testigo negativo;
B Suero de conejo anti-LPFG {+).

Figura 10. : g
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DISCUSION

La membrana citoplasmética de E. histolytica contieng glicg
proteinas y glicolipidos. La lipopeptidofosfoglicana (iPFG) -
~es un glicolipido con propiedades inmunogénicas durante la ami
biasis invasiva, pues se encuentran anticuerpos especif&cos de
isotipo IgM, IgG e IgA contra ella en el suero de paci%ntes -
con absceso hepatico amibiano (41). Ademas hay IgA de secre -
cion anti-LPFG en el calostro de mujeres normales durante el -
puerperio fisioldgico (1). La LPFG tiene la capacidad de esti
mular a los linfocitos de pacientes con AHA produciendo factor
inhibidor de la migracliofin de leucocitos (LIF) (8). Los ante-
' cedentes previos y el hecho de que la LPFG esté situada en la
. ‘superficie (24), hacen de ella un antigeno interesante para es

tudiar su comportamiento inmunolégico en un medelo animal.

“El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad

,de la LPFG ‘de inducir-proteccion en 1a formacidén de abscesos

I

en el tlempo que ‘se estudio
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mismo esquena  que la LPFG. £aﬁpocd,ihdﬁjof1; prBﬁdééiSﬁVdéfan-

ticuerpos anti- LPFG.

c) Ambos antigenos aparentemente bajovestas condiciones.

fueron incapaces de inducir proteccion en la formacion de AHA.

Las razones por 1&5 cuales 1a LPFG ‘no. estimulo 1n produc-

cion de anticuerpos especificos, podrian ser 1as siguientes.

10 mg de antigeno por dia (21).
empleado con los hémsters,siasiinm nizac

‘de LPFG cada semana ... ... il

LPFG se encuentre bajo: el control genebico jklos hamster co’ s
rrespondan a-1las: especies incapaces de montar respuasta hacia
la molecula.. Este tipo de regulacion se' ha descrito para (<] ‘4

tros polisacaridos bacterianos en’ otras especies animales (29)



ESTA rssrs HO DERE .,
SALR DE [A BI3LIBTECK

'4) LéAbroducéi6n de anticuerpos especificos anti-LPFG en -
;fpaéiehtés ébh'AHh; asi como en mujeres en puerperio fisiolégi-
.~co; se: debe probablemente a que la LPFG se encuentra en asocia

fzciones de‘tipo ionxcas fuertes con proteinas de la membrana cji

mtoplasmu ica de,la “amiba. Algo semejante ocurre con el lipopg

Llisacarido (LPS) de las bacterias gram negativas y las protel

;' nas de membrana exLerna (LO) Si lo anterior es cierto, se --

ipotesis ‘de que se ‘forme un complejo acarrea-

‘1.dor-hapbeno (39) y bajo esta forma la region polisacaridica ag

'¥ t1varis al linfocito B, mlentras que la parte proteica active-

focitos TCDL Estos 11nfocitos activados secreta

IL 5 [ IL 6, moleculas indispensables para’la dife-

estimular la” proliferaclon de linfocitos de sangre peziferica

coh AHA (14)

en pacientby

La falta de respuesta humoral a’ la LPFG "~ es la. causa proba
.ble de su incapacidad para actuar como inmunogeno protector. =
Sinlembargo,‘en un -futuro deberd evaluarse ‘el papel que juegan
Aibs anticuerpos anti-amiba, en la inmunidad protectora.  Para
ésﬁo deberd trabajarse con el ﬁ@delo eiperimental de héméte;s,» 

~administrando en forma pasiva suero heterdlogo humano o de .co-
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nejo, anti-amiba total o anti~LPFG.

Por otro lado, se ha sugerido que la respuesta inmune ce-
lular es el mecanismo mds importante para obtener inmunidad --
protectora en algunas parasitosis (38). Los polisacaridos no

. activan el sistema inmune celular. Si en un futuro se desea -
de nuevo analizar el papel de la LPFG como antigenc capaz de -
inducir érotec;ién, ésta deberd ser acoplada a una protefina -
con el fin de estimular tanto la respuesta inmune humoral como
la celular, simulando asi lo que ocurre en forma natural duran

te la infeccidn.
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CONCLUSIONES

1.- Bajo el esquema de inmunizacién utilizado, la lipopeptido-
fosfoglicana, aislada de Entamoeba histolytica, no estimuld -

la formacion de anticuerpos especificos en el hamster.

-2.- La LPFG no indujo proteccién en la formacién de abscesos -
hepédticos amibianos en el hamster, al ser éstos retados --

con trofozoitos de E. histolytica .



50

BIBLIOGRAFIA

Acosta, G. (1986) Determinscidn de anticuerpos anti-1li~
popeptidofosfoglicana de E. histolytica de la clase Igds, -
en calostro humano. Arch. Invest. Med. (Mex) 13, Supl.
3, 63-68.

Ahmad, S. y Bisati, S. (1976} 1In vitro interaction be ~
tween [Entamoeba histolytica and humoral antibodies. B. Se-
plilveda y L. S. Diamond (Eds). Procediente de la Confe -~
rencia Internacional de Amibiasis, Instituto Mexicano -~
del Seguro Social, México, D.F. pp 540~545.

Aley, S. B., Scott, W. A. y Cohn, Z. A. (1980) Plasma =
membrane of Entamoeba histolytica. J. Exp. Med. 152, 391 -
404. .

Alikhan, Z. y Meerovitch, E., (1970) Studies on the puri
fication of E., hitolytica antigen by gel filtration. Sonme
physiochemical properties of the isolated fraction. Can.
J. Microbiol. 16, 493-498.

Beltran, F., Biagi, F., Ortega, P. L. y Rivas, C. (1965)
Observaciones sobre la reaccidén de inmunofluorescencia y
la reaccién de inmovilizacidén de E. histolytica. Rev. Gas-
troenterologia. Mex. 30, 491-496.

Bradford M. (1976) A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein dye bindind. Annal Biochem. 72
248. . o

Calderédn, J., Mupoz, M. L. y Acosta, H. M. (1980) Surf
ce redistribution and release of antibody 1nduced cs.ps in
Entamoebae. J. Exp. ‘Med. 151 184 193. : ;




51

8.~ Cruz, M. S. (1988} Inmunoquimica de un antigeno de naturaleza poli-
sacaridica de la superficie de Entamoeba histolytica. Tesis de
doctorado. Escuela Nacional de Ciencias bioldgicas. I.P.N

"9.-~ Diamond, L. S. (1968) Techniques of axenic cultivation
of E. histolytica like amebae, J. Parasitol. 54, 1047- -~
1056,

10,- Dinarello, C. A. y Mier, J. W. (1987) Lymphokinas. N. -
Eng. J. Med. 317, 940-945.

11.- Dubok, M, Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Roberts, P. A.
© y Smith, E. (1956) Colorimetric method for determina . -
tion of sugars and related substances. ' Annal. Chem. . 28,
350-356.

12.- Elsdon-Dew, R. (1968) The epidemiology of amoebiasis.
Adv. Parasitol. 6, 1-62.

t3.- Elsdon-Dew, R. (1970) 'The serology of amoebiasis. -
Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 64, 18, ‘

14.~ Galindo, N., Ortiz, V., Blanco, F., Isibasi, A. (1988)
Incapacidad de la lipopeptidofosfoglicana aislada de g.#
histolytica de estimular la proliferacién de linfocitos. -
XXI Congreso Nac. de Microbiologia. Monterrey, N. L.

15.- Ghadirian, E. y Meerovitch, E. (1981) Effect of immuno-:
suppresion on the size and metastasis of amoebic liver, '- 
Infect Immun. ey

abscesses and metastlc foci,in hamsters.'
31, 571-573. i :

16.- Ghadirian, E. y Meerov
suppresion on the size
abscesses in hamstqrs

17.- Ghadirian, y4“
quirement for host defens




18.~

19.~

20.-

21.~

22.-

23.~

24 .-

52

moebiasis in the hamster. VPa.ra.srjr.‘te ; Ilﬁ:n'lunvoi."ﬁl., 219 -

225.

Ghadirian, E. y Meerovitch, E. (1982;) “In"vitro amoebi~
cidal activity of immune cells, Infect Immun. 36, 243
246, '

Healy, G. R., Kagan, I. G. y Gleason, N. N. (1970)  Use
of the indirect hemagglutination test in some studies of
seroepidemiology of amebiasis in the Western hemisphere.
Health Lab. Sei. 7, 109-116,

Healy, G. R., Visvesvara, G. S. y Kagan, I. G. (1974) -
Observations on the persistence of antibodies to E. histo~
lytica. Arch. Invest. Med. (mex) 5 Supl. 2, 495-500.

Howard, T. G. y Mitchison, N. A. (1975) Immunological -
tolerance. Prog. Allergy, 18-43.

Huldt, G., Davies, P., Allison, A. C. y Schorlemmer, H. -
U. (1979) Interactions between Entamoeba histolytica and
complement. Nature. 277, 214-216,

Isibasi, A., Cruz, M. S., Ramirez, A. y Kumate, J. (1982)
Inmunoquimica de una lipopeptidofosfoglicana extraidd de

trofozoitos de Entamoeba histolytica cepa HK9 cultivados en

medio axénico, utilizando el método del fend-agua. Arch.
Invest. Med. (Mex). 13, Supl. 3, 51-55,

Isibasi, A., Cruz, M. S., Sotoc, M.. Ramirez, A. y Kumate,
J. (1982) Localizacién en los trofozoitos de E. histoly-
tica de una lipopeptidofosfoglicana extraida por fenol-a~
gua de la cepa HK-9. Arch. Invest. Med. .  (Mex) A1‘3, Supl.:
3, 57-62. ~ ’ :



25.~

26.-

" 27.-

28.-~

29.-

30.-

S3h-

32.~

e Blo.,chnm. 3 7’; o

53

Isibasi, A., Cruz, M. S., Cottlieb, M. y Kumate, J. -
(1986) Purificacién de la porcidn polisacaridica de la -
lipopeptidofosfoglicana extraida de trofozoitos de FEnta-

moeba histolytica. Arch. Invest. Med. (Mex) 17, Supl/l, =~

73-79.

Jeffrey, H. C. y Leach, R. M. (1975) Atlas of medical -
helminthology and Protozoology. Churchill Livinston eds.
Edinburgh London. Second edition. pp 50.

Juniper, K., Worrel, C. L., Minshew, M. C., Roth, L. S.,
Cypert, H. y Lloyd, R. E. (1972) Serological diagnosis

“of amebiasis. Am., J. Trop. Med. Hyg. 21, 157-167.

Killion, J. W., Morrison (1970) Protection of C3H/He miw
from lethal S. typhimurium LT2 Infection by Immunization
with lipopolysaccharide - Lipid A. Associated Protein -
Complexes. Infect., Immun. 54, 1-8.

Knecht, J. C., Schiffman, G. y Austrian, R®. {(1970) Some
biclogical properties of Pneumococcus type 37 and the -~
chenistry of its capsular polysaccharide. J. Exp. Med. -~
132, 475. ‘ ’

Kotcher, b.,’Miranda, M.,,Garcia de Salgado. Vi (1970) .

Correlation of: clinical, parasitollcal and serological da"

ta of individuals infect.ed wibh Entamoeba istolﬂlca. Gas =
Lroenterologv.; 58 338 391

Krupp, I. : (1966) Immunoelectrophoretic analy41s of =

several brains offE.}ustolvtica. Am. J. Trop.‘Med Hyg.'
15, 349 854 : =

Lowry, 0. Hiy Rosenbrough N 3., Farr,:
(1951) “Protein meagurement with the Fol1
i




- 54

33.< Lunde, M. N., Chaparas, S. D. y Diamond, L. S. (1969) -
Skin test potency in guinea pigs of E. histolytica antigen
(histolyticin) prepared from axenically cultivated amoe -
bae. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 130, 455-458.

34.~ Martinez-Palomo, A. (1982) The biology of Entamoeba histo-

lytica. Research Studies Press/John Wiley, Chichester. pp.
11-31.

35.- Martinez-Palomo, A., Gonzdlez-Robles, A. y de la Torre, M
(1973) Selective agglutination of pathogenic strains of
Entamoeba histolytica induced by concanavalin A. Nature New
Biology. 245, 186-187.

36.- Martinez-Palomo, A., Pinto de Silva, P. y Chavez, B. -
(1976) Membrane structure of Entamgeba histolytica : Fine -
structure of freeze-fractured membranes. Journal of Ul -~
trastructural Research, 54, 148-158,

37.- Meerovitch, E. y Ghadirian, E. (1980) Efect of Trichine~
1ls spiralis infection on the experimental amebis liver -
abscess in hamsters. Arch. Invest. Med. {(Mex) 11, Supl
1, 185-188. ’

38.~ Mitchell, G. (1980) Responses to Infection with Metazom
and Protozoan Parasites in Mice. Advances in Immunology,
28, 451-465. :

39.- Moller, G. (1980)

éuprésién"y:tdléfén’cia a los haptenos
50, 110-120. " R sbneE

s of ‘the outer -.
ev. Microbiol,

40.- Osborn, M. J., Wu, H. €. (1980).
mepbrane of gram negative bAi:te;:-{ia’
34, 369-432. : o e




41

43.-

55

Pacheco, J. M. 4(1988) Deternminacidn de anticuerpos anti
lipopeptidofosfoglicana de E histolytica en el suero de -
pacientes con absceso hepdtico amibiano, usando un método
inmunoenzimatico (ELISA). Tesis de Licenciatura. FES- -
Cuautitlén, UNAM. '

Raudin, J. I. (1986) Pathogenesis of disease caused by

Entamoeba histolytica . Studies of adherence, secreted toxin:
and contact dependent cytolysis. Revs. Infect. Dis. 8,

247-260.

Robinson, G. L. (1968) The laboratory diagnosis of hu -

_man parasitic amoebae. Transactions of the Royal Society

444~
45.=
4L6.~

47~

of Tropical Medicine and Hygiene. 62, 285-294.

Sargeaunt, P. G, Y Williams, J. E. (1979) Electrophore
tic isoenzyme patterns of the pathogenic and non-pathoge-
nic intestinal amoebae of man. Transactions of the Royal
Soclety of Tropical Medicine and Hygiene. 73, 225-227.

Sargeaunt, P. G., Williams, J. E. y Grene, J. D. (1978)

The differentiation of invasive and non-invasive Entamoeba
histolytica by isoenzyme electrophoresis. Transactions of
the Royal Society of Trop. Med. Hyg. 72, 469-474.

Savhney, S., Chakravarti, R. N., Jain, P. y Vinayak, V. K
(1980) Immunogenicity of axenic Entamoeba histolytica anti
gen and its fractions. Transactions of the Royal Society
of Trop. Med. Hyg. 74, 26-29.

Sepleeda,‘B.; Arroyo, Begovich, A., Tanimoto-Weki, M., -
Martinez-Palomo A: y.Ortiz-Ortiz, L. (1978) Simposio:
Induccidn de inmunidéd protectora antiamibiana con nuevos

p éntigenos'en el hédmster con antigeno obtenido'de cultivo

Supl. T, 289-294.

axénico-de E. histolytica .” “Arch. Invest. Med. . (Mex) 2, -



48,-

49.-

50.-

51.-

52.-

53.-

54.-

56

Sepilveda, B., Tanimoto-Weki, M., Vdzquez-Saavedra, J. A.
y Lunde, L. (1971) Induccidn de inmunidad antiamibiana
en el hiamster con antigeno obtenido de cultivo axénico de
E. histolytica. Arch. Invest. Med. (Mex), 5, Supl. 2, -~
L41-446. '

Sepllveda, B.,, Arroyo-Begovich, A., Tanimoto-Weki, M. Mar
tinez-Palomo, A. y Ortiz-Ortiz, L. (1978) Induccidén de
inmunidad protectora antiamibiana con "nuevos™ antigenos
en el hamster lactante. Arch. Invest., Med. (Mex) 9, -
Supl. 1, 309-328. '

Sepilveda, B., Tanimoto-Weki, M., Calderdn, P. y de la Ha
R. (1974) 1Induccidén de inmunidad pasiva antiamibiana en
el hamster por la inyeccidn de suero inmune. Arch. Inves.
Med. (Mex) 5, Supl. 2, 451-456.

Tanimoto-Weki, M., VaAzquez-Saavedra, J. A., Calderén, La-
ra Pand, Aguirre-Garcfa, J. (1973) Inmunidad consecuti-
va a la inyeccidn de antigeno amibiano axénico en el héanms
ter. Arch. Invest. Med. {(Mex), 4, Supl. 1, 147-154.

Trissl, D. (1982) Inmunology of Entamoeba histolytica in =~
human and animal hosts. Rev. Infect. Dis. 4, 1154-1184.

Vézquez Smavedra, J. A., Tanimoto-Weki, M. Olivera-Lbpez,
J. L., Caracheo, R. F. y Cortés-Arcos, A. (1973). Inmu-
nidad consecutive a inyeccidén amibiana cruzada en el hams
ter. Arch. Invest. Med. (Mex) 4 Supl 1, 155-158.

Vinayak, V. K., Sawhney, S., Jain, P. y Chadravarti, R, I
(1980) Protective effects of crude and chromatographic
fracctions of axenic cultive of E. histolytica in guinea -
pigs. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 74, 483-487.



55.=

56.-

57.-

57

Walsh, A.'J. (1986) Problems in recognition and diagno-
sis of amebiasis. Estimation of the global magnitude of
morbility and mortality. Rev. Infect. Dis. 8, 228-238.

Westphal, 0., A. K. Jann. (1965) Bacterial lipopolysa -
charides. Extraction with phenol water and further appli
cations of the procedure. Methods in Carbohydrate Chemes
try. 5, 83.

World Health Organization (1969) Amoebiasis. Report of
a W.H.0. Expert Committee. W.H.0. Tech. Rep. Ser., No.
421,



	Portada
	Índice
	Antecedentes
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



