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útiles tanto en el desarrollo de métodos eficaces para el diag 

nóstico de la enfermedad, asi como para el empleo en la elabo­

ración de u.na posible vacuna. Dentro de estos estudios se en­

cuentran los realizados por Isibasi y cols. (2J), Ellos extr~ 

jeron una molécula de naturaleza polisacarídica, que denomina­

ron lipopeptidofosfoglicana (LPFG); ésta demostró ser lnmunog~ 

nica, por lo que despertó el interés de saber si podría parti­

cipar en los mecanismos de protección del AHA. 

Basado en lo anterior, este trabajo tiene como objetivo ~ 

valuar la actividad protectora de la LPFG, en la formación de 

abscesos hepáticos amibianos, utilizando un modelo experimen -

tal animal (hámsters). 
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ANTECEDENTES 

Definición de amibiasis 

Se denomina amibiasis al estado resultante de albergar .J21-

tamoeba histolytica, con o sin manifestaciones clínicas (57). Es 

una enfermedad cosmopolita, se estima que afecta a un 10% de -

la población mundial, y su incidencia difiere de una región a 

otra (12, 57). 

Etioloda 

EJ. trofozoi to de ];_. histolytica (forma vegeta ti va), se alo­

ja en el intestino, reproduciéndose por fisión binaria. Bajo 

condiciones desfavorables, los trofozoítos se diferencian en -

quistes (fase infectiva), y se eliminan en la materia fecal. 

La transmisión de un huésped a otro se realiza por via oral, -

al ingerir los quistes en vehículos tales como agua y alimen -

tos contaminados. 



Ciclo biológico de ~· histolytica 

Sale en 
heces 

Sale en 
diarrea 

QUISTE 

forma infectants 

(Ingerido por vis oral) 

/ ~ 
META QUISTE 

(liberado en el intestino delgado) 

QUISTE i 
TROFOZOITO 

PREQUISTE 
(en el intestino delgado) 

TROFOZOITO / 
TROFOZOITOS 

(colonización del intestino grueso) 

'· 

Trofozoito: es una fase altamente dinámica y pleomórfica, 

con movimientos característicos mediante la emisión de seudóp~ 

dos rápidos, digitiformes, largos y anchos. Su tamaño en cul­

tivo in~ varía de 15 a 30 µm, dependiendo de las condicio­

nes del medio. La membrana plasmática es similar a la de otrm 

células eucarióticas, con una cubierta celular apenas detecta­

ble. El citoplasma contiene diferentes organelos: cuerpos den 

sos, ribosomas y polisomas, gránulos osmiófiloa, cuerpos heli­

coidales y cuerpos tubulares; vacuolas alimenticias y vesiou -

la&, cuyas membranas poseen la misma estructura que la membra­

na plasmática; presenta también lisosomas activos especializa-



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

de Golgi, y su retículo endoplásmico consiste de vesículas fi­

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

un nucleolo central y cromatina periférica. La envoltura nu -

clear presenta gran cantidad de poros. 

Prequiste: cuando las condiciones del medio ambiente en -

las que se encuentra el trofozoíto son desfavorables para su -

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

toa no digeridos, se reviste de una doble membrana refringente 

que le confiere resistencia, formándose así el prequiste. Pr~ 

senta un sólo núcleo, además puede contener una masa de glucó­

geno y barras cromatoidales. 

Quiste: conforme transcurre el tiempo, en el interior del 

prequiste hay actividad metabólica, por dos mitosis consecuti­

vas de un núcleo se originan 4, quedando al final del proceso 

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

con un diámetro de 8 a 20 µm, y una pared de 125 ~ 150 nm de -

grosor. Su membrana plasmática frecuentemente presenta profun 

,_das invaginaciones y en su citoplasma se obs_erva_n _pol_irriboso­

mas, vacuolas y depósitos de glucógeno. 

Metaquiste: en un medio neutro o ligeramente alcalino (y 

combinado con la acción de loa jugos digestivos), se debilita 

la pared del quiste, y permite que la amiba multinucleada se -

escurra hacia el exterior por una pequeña hendidura de la pa -

red que lo envuelve, liberándose así el metaquiste (26). 
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Pato genia 
:.· .. '-· ·:'.' ', ·, 

E~tre los factores pa togéilicos' d~>1á amibi.i.'~iá se pueden·· 

enumerar: 

1) ColoniZaci6n del .Tntesti~() por ·una .cepa amibiana virulenta. 

2) • Conta~ta;t() intimo por ~dh~ren~i.a a la mucosa intesti~al. 
3l. Des.tr.ucci6n de las barreras intestinales por enzimas o pro-

ductos t6xicos. 

41 Lisis de las cllulas intestinales y de las células inflama~ 

torias del huésped, lo cual lleva a la interrupci6n de la -

mucosa intestinal, úlceras del colon, y a una posterior in­

vasión de tejidos más profundos, y/o invasi6n de 6rganos -­

más distantes, principalmente el hígado (42). 

Diferenciación ~ ~ patógenas ~ !12. patógenas 

En análisis microscópico de heces fecales, de pacientes -

con amibiasis intestinal e individuos sanos, se encuentran fr~ 

cuentemente quistes de §. histolytica: este hallazgo hizo pensar 

en la existencia de dos cepas amibianas: una pat6gena y otra -

no pat6gena, sin embargo, por la observación de las diferen 

cias morfológicas de lo~ quistes, no fue posible confirmar esa 

hipótesis, ya que los quistes provenientes tanto de individuos 

sanos como enfermos, presentaban las mismas características. 

En 1968, Robinson (43) describió un método de cultivo mo­

noxénico de amibas, que permiti6 transformar los quistes de §. 

histolytica en trofozoi tos. Por el método de Robinson fue po -

sible obtener grandes cantidader de trofozol.tos. Este hecho -



? 

,permiti6 que Sargeaunt 7 Williams (44), empleando el comporta­

miento electroforético de 4 isoenzimas de la amiba, pudieran -

encontrar que la marca de patogenicidad está dada por el corri 

miento electroforético en beta de la isoenzima fosfoglucomuta­

sa y rápida en hexoquinasa. Además de separar amibas pat6ge -

nas de no pat6genas, Sargeaunt y cols. pudieron hacer una cla­

sificaci6n general de los trofozoítos, por lo que fue necesa -

rio emplear el término de zimodemo. 

En la actualidad, la técnica de zimodemo es la Única ca -

paz de distinguir amibas pat6genas de no pat6gneas, sin embar­

go, no es posible aplicarla en laboratorios de rutina, debido 

a su elevado costo. 

Mecanismos ~ ~ la ~ 

Loa mecanismos inmunes humanos en contra del parásito, -­

aún no han sido totalmente establecidos. 

En la mayoría de los individuos infectados ]!;. histolytica -

habita como un comensal y.las condiciones que llevan al desa -

rrollo de la enfermedad invasiva son multifactoriales y están 

relacionados con el balance entre los mecanismos pat6genos del 

parásito y los mecanismos de defensa del huésped, ya sean es -

tos inmunes o no. 

En el huésped humano, ]!;. histolytica es capaz de inducir 

una respuesta inmune tanto humoral como celular sin embargo, 

aún no se ha establecido cuál de estos mecanismos inmunes es -

el responsable de limitar la invasión amibiana o de proveer in 

munidad en contra de la enfermedad invasiva recurrente (52). 
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La respuesta inmune humoral (27, JO) se desarrolla con la 

enfermedad invasiva, como lo demuestran estudios seroepidemio­

lÓgicos, en donde del 81 a 100% de los pacientes con amibiasis 

.intestinal o con AHA desarrollan anticuerpos IgG circulantes -

especificas contra ];. histolytica. Otros estudios demostraron -

la presencia de coproanticuerpos de la clase IgA en pacientes 

con amibiasis intestinal (13). 

Una respuesta serológica positiva sólo es una indicación 

de la invasión por el parásito, ya sea presente o pasada, aun­

que régularmente los títulos más altos se presentan con el de­

sarrollo reciente de la enfermedad invasiva, y la presencia de 

tales anticuerpos puede llegar a durar desde 9 hasta 11 aftas -

(19,.20)¡ no hay evidencias que indiquen que el titulo de los 

anticuerpos correlaciones con el estado cllnico del paciente -

(19). 

Antígenos amibianos 

La caracterización antigénica de ];. histolyt.ica, ha sido u­

no de los aspectos de mayor importancia en el estudio de la a­

mibiasis. 

En 1968, Diamond (9) describió el cultivo axénico de ];. -

histolytica, lo que permitió un rápido avance de los estudios 

bioquímicos, inmunológicos y patológicos de la amibiasis. 

Alikhan y Meerovitch (4) en 1968, empleando trofozoitos -

sonicados de §. histolytica, obtuvieron bandas de precipitación 

tanto co~ sueros de pacientes, como con sueros de conejo anti­

§. histolytica, y observaron reacciones de identidad con otras -. 
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especies smibianas. Sin embargo, en 1969 Lunde y Diamond (JJ), 

al emplear antígeno total preparado mediante homogenización de 

trofozoitos cultivados axénicamente, establecieron patrones in 

munoelectroforéticos de diferentes cepas amibianas, y obtuvie­

ron evidencias de que .!!;. histolytica es inmunológicamente dife -

rente. de otras amibas de morfología similar. Más tarde, Alam 

y Ahmad (2), con técnicas similares, demostraron la heteroge -

neidad de la composición antigénica de los trofozoítos, y 

Krupp (31) mediante el empleo de pruebas inmunológicas con BU!!_ 

ros de pacientes de diferentes regiones geográficas, identifi­

có 14 antígenos en trofozoí tos de !!· histolytica. 

Antígenos de superficie del trofozoíto 

Se piensa que los antígenos de];. histolytica localizados -

en la superficie celular, son los más importantes para inducir 

la respuesta inmune, debido a que son los primeros en interac­

cionar con el sistema inmune del huésped. La existencia a im­

portancia de los antígenos de superficie ha sido demostrada -­

con pruebas como: inmovilización del trofozoito con suero inmll 

ne (5), por la union del suero inmune fluoresceinado al trofo­

zoito intacto (7), y por la lisis de los trofozoltos mediada -

por· anticuerpos y complemento (22). A partir de las Últimas -

décadas comenzaron los estudios acerca de la naturaleza de es­

tos antígenos. 

En 1978, Perkhouse y cole. (4~) dem~straron que los prin­

cipales antígenos de. membrana de !· histolytica que son recono-
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cides por sueros de pacientes, son de naturaleza glicoproteica. 

En 1980 Sawney y cola. (46), por medio de cromatografía -

exclusión molecular, purificaron parcialmente un antígeno gli­

coproteico de la porción soluble del antígeno total de trofOZQ 

itos obtenidos por cultivo axénico de !;. histolytica, esta molé­

cula es de peso molecular elevado y con propiedades de hemagl~ 

tinación y precipitación, similares a las mostradas por el ex­

tracto crudo, 

Por otro lado, Martinez Palomo y cola. (35), demostraron 

que la membrana plasmática de .§. histolytica co?tiene residuos -

de manosa y/o glucosa, ya que los trofozoltos en presencia de 

Concanavalina A se aglutinaban. En estudios posteriores, se -

reportó que esta aglutinación era de mayor intensidad con las 

cepas patógenas de !;. histolytica, lo que sugiere la existencia 

de moléculas polisacarldicas sobre la superficie celular que -

tuvieran relación con la patogenicidad. Se han reportado 2 mQ 

léculas diferentes que participan en la adherencia de los tr-o­

fozoi tos a las células de hámster, éstas pueden ser inhibidas 

por N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina respectivamen 

te (36). 

En 1980 Aley y cola. (J), desarrollaron una metodología -

para la separación de las membranas plasmáticas de los trofo -

zoi tos de .§. histolytica , basada en la uni6n especifica de la -

Concanavalina A, a los componentes glucoproteinicoa de la mem­

brana del trofozolto intacto, caracterizando as! 6 glicoprotei 

nas de la cepa HNI-IMSS y 4 de la cepa HK9:NIH. 
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En 1982, Isibasi y cols. (23) extrajeron una molécula de 

composición polisacaridica a partir de trofozoí tos de ];. Jll!!. -

tolytica cultivados axénicamente, el estudio químico de esta -

molécula indicó la presencia de azúcares aminados (glucosa, -

manosa, xilosa y galactosa) en un a9%, aminoácidos en un 8%, 

lipidos en un 2% y fosfatos en 1%, por lo cual la denominaron 

lipopeptidofosfoglicana (LPFG) (25). La localización de la -

LPFG se determinó por inmunofluorescencia indirecta e inmunop~ 

roxidasa, encontrándose en. la superficie de los trofozoítos -

de ];. histo1Ytica (24). Así mismo se han detectado anticuerpos 

anti-LPFG tanto de la clase IgM como de la clase IgG, en el -

suero de pacientes con AHA, también de la clase IgAs en el C.!!,~ 

lastro de mujeres mexicanas en puerperio (41,1). 

Se puede c~ncluir de los datos existentes en la literat~ 

ra que a la fecha no se ha purificado ningún antígeno de nat~ 

raleza proteica que participe en los mecanismos de protección 

y/o diagnóstico de la amibiasis. La falta de antígenos pur~s 

ha limitado la correcta interpretación de los estudios epide­

miológicos (55), Aunque en los trabajos más recientes se ha 

efectuado 19. identificación de algunas proteínas de la membr.!!. 

na del trofozoito, nadie ha aislado y caracterizado a ningún Ag. 

amibiano en particular, siendo la LPFG el único antígeno puri 

ficado con el que se cuenta. 

Modelos experimentales de protección 

En los estudios donde se utilizó el hámster como modelo -
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experimental, se demostró que ~l deprimir la inmunidad celular 

con tratamientos con: asteroides, timectomia neonatal, esple -

nectomia, radiación, sílica, globulina antimacrófago o antilin 

focítica, se provocaba un aumento en la formación de abscesos 

hepáticos (15, 16 y 17). En otros modelos se observó que ha -

bía cierto grado de protección cuando sé inmunizaba previamen­

te con el bacilo de Calmette-Guerrin o cuando había existido ~ 

na infección ·previa con Trichinella spirallis (37). 

La inmúnizac.ión previa con preparaciones proteicas amibi~ 

nas confería resistencia a la amibiasis invasiva (47, 48, 51, 

53 y 54). 

Por otro lado, se encontró que los macrófagos de sangre -

periférica, células de bazo y ~élulas mononucleares peritonea-

· 1es de hámster previamente inmunizados mataban a los trofozoí­

tos in .Yll!:g. ( 18). 

Antígeno crudo y trofozoítos vivos de ~· histolytica induj_!! 

ron inmunidad protectora contra ia inoculación intrahepática -

de amibas virulentas en hámster (49). Se obtuvo también pro­

tección parcial, cuando se inoculó a hámster con suero humano 

inmune ( 50). 

Todas estas observaciones indican que los mecanismos inmE 

nes celulares son los responsables tanto de limitar el tamaño 

y diseminación de los abscesos hepáticos amibianos, como de e­

vitar su recurrencia, lo que ha servido .como ba~e para efec 

tuar los estudios en humanos. 

Los antígenos amibianos más 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. 

Aún no se ha trabajado con un antigeno amibiano purificado pa­

ra evaluar su actividad protectora. 



ESQUEMA DE TRABAJO 

OBTENCION DEL ANTIGENO 

(LPFG) 

l 
INMUNIZAR HAMSTERS 

/ 
RETO CON TROFOZOITOS DE 

.§. HISTOLYTICA 

Elecc'i.ón del método 

Estand.arización de do­
sis infectiva 

Influencia del sexo 

\ 
DETERMINAR ANTICUERPOS ANTI­

LPFG EN SUERO DE HAMSTER 

Obtención de anti-~globuli 
na de hámster conjugado a 
peroxidasa. 



14 

MATERIAL X METODOS 

I.- OBTENCION DE LOS ANTIGENOS 

Cultivo de trofozoitos de Entamoeba histol.ytica 

Se cultiva ron ti;ofozoi tos de ];. histolytica cepa HMI: IMSS -

en medio axlnico de Diamond (9). Posteriormente se cosechan -

en su fase exponencial de crecimiento. 

Obtención de la lipopeptidofosfoglicana 

Los trofozoítos de ];. histolytics son cosechados centrifu­

gando a 1,000 xg durante 10 minutos. Dicho paquete es lavado 

J veces con solución salina isotónica (SSI, NaCl 0.85%). A --

continuación es sometido a lisis por congelamiento-descongela­

miento, hasta que microscópicamente se observa ruptura total, 

posteriormente se realiza una ultracentrifugación a 100,000 xg 

durante 2 horas, y la pastilla es resuspendida en agu~ d~sti­

lada. 

Tanto la pastilla como el sobrenadante obtenidos de la ul 

tracentrifugación se les hace una'extracción con fenal de acue~ 

do con la técnica de Westphal-Jann (56), la cual consiste en -

·tratar ambas preparaciones con fenal al 90% 1 :1 v/v (concentr~ 

ción final de fenal del 45%). La mezcla obtenida se somete a 

·un calentamiento a 68ºC durante 15 · minuto's en bañ-0 Maria, con 

agitación constante. se deja enfd.lir y centrifuga a>1 ,000 xg -

durante 45 minutos, y s,e sepa.r'a:··i.a:· fase- acuosa de .la fenólica. 
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La fase fenólica 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

centrifugación 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 -

20ºC hasta su uso (figuta 1 ), 

Las fracciones Pa-S y S-S son las más ricas en polisacári 

dos antigénicos y presentan minima contaminación de glucógeno 

(25). En el rendimiento final hay mayor cantidad de lá frac -

ción Pa-S, por tal razón se decidió trabajar con ésta. Para -

su uso en inmunizaciones se diluye en SSI (NaCl 0.85%) estéril 

a la concentración deseada. 



EXTRACCION J. PURIFICACION DEL ANTIGENO POLISACÁRIDO (LPFG) 

Trofozoitos de Entamoeba histolytica concentrados 

(lavados 3 veces con SSI) 

Ruptura por: 1 

Congelamiento 1 Descongelamiento 

Centrifugación 100,000 xg/2 horas 

/ \, 
PASTILLA SOBRENADANTE 

16 

Extracciónifenol-agua (Jx) Extracción feno~-agua (Jx) 

Centrifugati.ón 1 ,000 xg/45 min Centrifugació~ ~ ,000 xg/45 min 

¡ \. I \ 
Fase fenólica Fnse acuosa Fase fenólica Fase acuosa 

Diálisis central Diálisis central 
agua destilada agua destilada 

Fase acuosa libre de fenol Fase acuosa libre de fenol 

1 
Centrifugación 100,000 xg/2h 

\ -/ 
Pastilla Sobrenadan te 

Centrifugación 

/\ 
Pastilla Sobrenadan te 

1 
100,000 xg/2h 

Figura 1. 
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Caracterización de la LPFG 

a) Caracterización química: 

- Para la cuantificación de carbohidratos, se utilizó la 

pr.ueba del Fenol-sulfÚrico ( 11), empleando una curva estándar 

con glucosa. 

, - La concentración de proteínas se determinó por el méto­

do de Lowry (32), uando albúmina sérica bovina como estándar. 

_ b) Caracterización inmunológica 

Se realizó la prueba de ensayo inmunoenzimático (ELISA), 

Inmunizando conejos blancos Nueva Zelanda, de un peso promedio 

de 2 a·2,5 Kg. con LPFG1 emulsificada en adyuvante completo de 

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

inmunización: 

Día 

o 
1 5 

22 

29 

36.-

43 

50 

57 

64 

71 

Inoculación intradérmica de LPFG 

2 mg. Sangría (control negativo) 

1 mg. 

mg. 

mg. 

1 mg. 

mg • 

. 1 mg. 

mg. 

1 mg. 

Sangiia-d~ conej~. 
. .• . ' ; 

Se procedi{ a· centrH.ugar. P,RÍ"a ·obtener el suero an ti-LPFG 
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Técnica de ELISA 

Reactivos: 

- Solución regulado.ra de recubrimiento, amortiguador de carbo­

natos 0.01 M, pH=9.6 

Na,co, 

NaHCO, 

Agua 

7 g. 

2.8 g. 

aforar a 1 l. 

- Solución reguladora de fosfatos-salina (PBS), NaCl o .. 15 M, ;.. 

·fosfatos 0.01 M, pH=7.4 

NaCl 8.5 g. 

1. 74 g. 

1.46 g. 

Agua arórar a l. 

- Solución bloqueadora PBS-Gelstina'1% 

Gelatina bacteriológica 1 g. 

PBS 100. mi. 

- Solución de lavado PBS.:.Tween 0;1x; 

Tween 20 o. 1 mL .. ;..";~'!!_--
PBS 1 ºº ml. :·;\_-. 

- Solución diluyente ~ssS~3ln '.6'..1 % . - Gelátina 

Tween 20 ;;·. ·• :•'d.1 :ml.. 

Gelatina bacieriológica~ ~6.5:g. 

PBS 100.ml; 



- Solución reguladora pára .,el sustrato, citratos .0.05 M, pH 
.·2· 

Citrato··¡~e· sodió. '29:g• 

;4,1 g.' 

·aforar a 1 l. 

Sustrato para peroxidasa 

O~fenilendiamina 

H,o, al 30% 

6 mg. 

0.01 ml. 

Regulador de citratos 12 ml. 

- Solución bloqueadora para el sustrato; -H,SO• ·2.5- N. 

H, SO, concentrado 69, 4 ml.· 

H,O aforar a 11. 

Se utilizaran placas de poliestireno d~ 96 pozos (NUNC 

Inmunoplate I, Dinamarca), 

19 

Se usó LPFG a las siguientes concentraciones: 50, 25, 

12.5, 6.25, 3.125, 1.56 1 0.78, 0,39 y 0.195 µg/ml. Los pozos 

se recubrieron con cada una de estas concentraciones. 

J A LPFG en 100 µl de solución 

. '~~:·, .. ::~~:<. 
D~sptié".;~ec_ 1"2 ;~;6ras de incubación a temperatura ambiente, 

amortiguadora de carbonatos • 

se colocó ;:'lÓo/µiY:'C!'~::'~olució~ PBS-Gelatina en todos los pozos, 
.e ··- •¡"'•· 

durante 1 .ho;¡;:,.\~,p~-~~erformente es agregado el suero anti-LPFG 

·_ en•un vol~merild'.;)1oó' ¡.tl en las siguientes diluciones: 1: 50, -

1 :100; 1 :200,'1.;'400, 1 :800 y 1 :1600. Se dejó incubando duran-



20 

te 2 horas a 37ºC. 

1 anti-LPFG 
~ 

Ag 

Pasado este tiempo, las placas son lavadas 3 veces con 

PBS-Tween. Después del último lavado se les agregó el conjug~ 

do de suero de cabra anti-rglobulina total de conejo unida a -

peroxidasa, diluido 1:1000 en PBS-Tween-Gelatina (0.1 ml en c~ 

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

):: anti-iglobulina unida a peroxidasa 

Una vez lavadas las placas, es agregado el sustrato para 

peroxidasa. Este se dejó incubando· durante 20 minutos a temp!!_ 

ra tura. ambiente y al -final la_ reaicióri--se detuvo con una gota 
: - . . ' '', : ' '~ - ' 

de Í!.so. 2.5 N. Las pl,acas rü-~rcin: leÍda~ a 490 nm en un apa-

rato de ELISA (Minir~ade~ II, ~'in~tec, Virginia, USA). 

Pozos testigos: 
---- -~-·-: __ -:"~~.-¡~:º. ~,:\ ,-.; ~~:;;~ ;.·:·;h~- --- ' 

- Pozo # 9 : tes~igo del suero. 

- Pozo I 10: testigo del ~~tl~~no. 
- Pozo # 11: testigo-del conjugado; 

Obtención del antígeno cr_udo-

· Los trofozoi tos de .i:;. histoÍytica se cosechan centrifugando 
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a 1,000 xg durante 10 minutos. El paquete da amibas es lavado 

3 ·veces con SSI (NaCl 0.85%), para posteriormente someter a -­

congalamianto-descongelamiento hasta que se observa microscópi 

camente ruptura total de los trofozoitos. 

Se determina cantidad de proteínas por el método de Lowry 

(32), y Bradford con azul de Coomasie G-250 (6), en ambos ca -

sos el estándar es albúmina sérica bovina. 

II.- FORMACION DE AHA A TRAVES DE LA INOC_ULACION DE TROFOZOITOS 

DE _¡;;. histolytica 

Animal de experimentación 

Se 

.Jill§.) de ambos sexos, 

Nacional de 

Inóculo 

de aproximadamente 1 cm• El hígado se' expone para inocularle 
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amibas 'lentamente con una jeringa hip
0

odérmica. Al retirar la 

jeringa lentamente, en el lugar de la lesión se coloca una pe­

que~a tbrunda mojada en SS! (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 ~eda. 

Método de inoculación en vena porta para producir AHA 

Se mantiene el hlmster en ayuno, 12 horas previas a la el 

rugía; se anestesia, rasura y desinfecta para luego hacer una 

incisión longitudinal en la cavidad abdominar de aproximadamea 

te 4 cm. Con una torunda mediana mojada en SS!, son acomoda -

dos los intestinos sobre el abdomen, de tal manera que sea más 

fácil la localización de la vena porta. Con SS! se humedecen 

constantemente dichos órganos para que no haya deshidratación. 

Una vez localizada la vena porta, se inoculan lentamente las.~ 

" mÍba~ a través de 'una jeringa hipodérmica. En el lugar de la 

lesión 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 hámsters 

Terminada la operación, los animales son aislados. Tren_!! 

currida una semana, el hámster ~s sacrificado en cámara de é -

t~r, ~on el firi de abrir el abdomen y observar la formación de 

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

AHA 

Se utilizaron 16 hámster por experimento, con un peso pr2 

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

Método No. de hámsters Dosis de trofozoitos 

Intrahepático 4 ·x 106 / 150 µl. 

Intrahepático 4 .5 X 105 / 75 µl. 

Vena porta 4 1. X 106 / 150 µl. 

Vena porta 4 5 .X 105 / 75 ul" 

La prueba se repitió 2 veces. 

IV.- ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA 

Se utilizaron 18 hámsters por experimento, con un peso 

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

La vía de inoculación fue intrahepática. 

No. de hámsters Dosis de· trofozoí to.s 

6 2 X 1c6 / 300 µl. 

6 X 106 / 150 µl. 

6 5 X 105 / 75 µl. 

La prueba se repitió 5 veces. 
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V.- DETERMINACION DE LA RELACION ENTRE SEXO Y CARACTERISTICAS 

DE LOS AHA FORMADOS 

Se utilizaron 24 hámsters por experimento, con un peso 

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

La via de inoculación fue intrahepática. 

No. de hámsters ~ Dosis de trofozoi tos 

6 X 106 1 150 µl. 

6 X 106 I 150 µl. 

6 2 X 1a6 I 300 µl. 

6 2 X 1a6 300 µl. 

La prueba se repitó 5 "veces. 

VI.- INMUNIZACION DE HAMSTERS CON LPFG 

·- Esquema de inmunización con SSI 

Se utilizaron JO hámsters, con un peso promedio de 70 g. 

y una edad de 4 a semanas. 

Día inmunización trofozoitos 

O intraperitoneal 10, 50 y 100 -~::.-

7 intraperitoneal 10, 50 y 1 ºº~ 
14 X 106 

via intrahepática 

21 Sacrificio de l~s animales. 
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Como grupos testigos se emplearon: 

1) Hámsters inoculados con trofozoítos de §. histolytica -

1 x 106 el día del reto. 

2) Hámsters inmunizados con SSI estéril¡' de acuerdo al e~ 

quema de inmunización, y retados con: 1' x <106 'cie', trofozoí tos de 

§. histolytica. 

- Esquema de inmunización con adyuvante 

Se forma una emulsión de 

{como adyuvante). 

inmunización 

O intraperitoneal 

7 intraperitoneal 

14 

21 

intraperitoneal 

LPFG (mg) 

vía 

28 
·,·--

Sacrificio de los animales. ¡:', ,:, ;;;;, 

Como grupos -testigos se emplearori:"~:~ ,;*cC::fC: ;,::·~~· 

1) Hámsters inmunizados con AlfoH)i (f\,7 ;Dg/ml SS¡l, de ~ 

cuerdo al esq~ema de inmunización, •Y r~~ad~~;~ci~'n'1;;ic 1'06 trof,g_ 

.. :L~.' , ... _.'.~-;·:: _Jt-.~;r zoí t.;s de §. histolyt,ica 
-·· ·-_,~.\: ·'<-<'.:,-: <~--; ,;:~r-

2i Hámsters inmunizados eón antígéno i~~~f: s~· f~_rm,;: una: 

emulsión de Ag total (extracto de a~ib:,c~iple·{~) ~.más L?: mg;-

de Al(OH),, en un volumen ~inal de 1 ml• 

1 Jt 

-·3)-Hámsters inoculado_s c_on trofozoítos_ c:le ];. 'h~s~~1rtica· -

106 • 
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VII.- DETERMINACION Y TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-LPFG EN -

SUERO DE HAMSTER INMUNIZADO 

Obtención del conjugado de hámster 

- Se obtuvieron ~globulinas de hámster por precipitación 

al 33% con sulfato de amonio. La cuantificación de proteínas 

fue determinada por el método de Lowry (32), utilizando como -

estándar albúmina sérica bovina. 

- Se inmunizó una cabra de un peso aproximado de 25 Kg 

con giobulinas de hámster (1 mg/Kg de peso),. emulsificado en 

ACF, volumen 1:1, siguiendo ~l siguiente esquema de inmuniza -

Ción: 

Dia, ·Inoculación intradérmica de ?íglobulinas de hámster 

o 30 mg. 

7 30 mg. 

'i4 30 mg. 

21 30 mg. 

28 Sangria de cabra 

si.procedi6 a centrifugar para obtener el suero y poste -

riormente purificar las f¡globulinas por precipitación ·a:i~33% -­

·con sulfato de amonio. 

- Preparación del conjugado con peroxidasa· 
;;.' 

Se disolvieron 10.mg. de peroxidasa·en 0.2.ml.·.d(f ~,i'utaral 

dehido al 1% en amortiguador de fosf!l.tos O. t M(-pHE;;, ~·~·a 
La preparaci n es m.an tenida por 1 B horas a tempera tur~ ambien-
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te para posterio~mente filtrar por una columna de Sephadex 

G-25 (fin~), ·equili~~ada con SSI al 0.85%. Se recolectaron 

las fracciones coloreadas (rojizas) que contenian· la peroxida-

sa. 

Las ~globulinas anti-hámster, previamente dializadas con­

tra SSI 0.85%, se concentraron a 5 mg/ml. Se adicionó a la S.2 

lución de peroxidasa 1 ml de ~globulinas anti-hárnster, para -

posteriormente agregar 0.1 ml de amortiguador de carbonatos 1M 

a pH ~ 9.5, se mantiene la preparación por 24 horas a 4•c. 

Finalmente después de adicionar 0.1 ml de solución de 11-

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

Titulación del conjugado por ELISA 

$~ utilizó \globulinas de hárnster a una concentración de 

mg/rn.l, 'y formar diluciones seriadas de: 1: 50. 1:, 00. 1: 200, 

1:400, 1iBOO, 1:1600 y 1:3200, en amortiguador de carbonatos. 

S~ agreg6 el conjugado en las siguientes concentraciones: 

1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800y 1:3200, diluido en amortigu~ 

dor PBS-Tween-Gelatina. 

Pozos testigos: 

- Pozo H : testigo de-antigeno~ 

- Pozo 12: testigo de c~njugad~. 

Titulación de ant~cu"orpd~' a:~i..'.t~Fa:ian' su,ªtº de hámster •. 
-~~" :- - ' ,,:·.\ :. /:~;;'; > 
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vieron 2 ml de sangre de los hámsters que siguieron el esquema 

de inmunización de LPFG con adyuvante. 

Por el método de ELISA, se determinó la presencia de ant1 

cuerpos anti-LPFG de los sueros de hámster inmunizados: 

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

una concentración de 5 µg/ml, colocando 100 µl por pozo. 

Se agregaron los sueros de hámster en las siguientes dil~ 

cienes: 1 :25, 1 :50, 1 :100, 1 :200, 1 :400, 1 :800 y 1 :1600, en a­

mortiguador PBS-Tween-Gelatina, (100 µl por pozo): 

1) Sueros de hámster inmunizados con LPFG 

2) Suero de hámster inmunizados con Ag. total. 

J) Suero de hámster normal (testigo negativo). 

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

Los conjugados a utilizar fueron los respectivos para co­

nejo y hámster. 
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RESULTADOS 

Caracterización guímica .!!!!. ~ antígenos 

Lipopeptidofosfoglicana 

- Determináción de carbohidratos por el método de_ fenal. -

y 

-antígeno -
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·o.o; a 490 nm. 

2.0 2.3 2.6 2.9 3.2 

Determinacibn d~ la ~tigenicidad de la LPFG 

Concentración de LPFG: • 50 ug/ml; "-25 ug/ml; A 12.5 ug/ntl_¡ :i 6.25 ug/ml¡ 

• 3.1,25 ug/ml; 111.56 ug/ml¡ •O. 78 ·üg/ml y 0.195 ug/ml. 

. Figura 2. 



CLASIFICACION DE:.:LOS. AHA fil!. EL HAMSTER (magnitud) 

.. 
t• o-•• 

Pára ·de'ahrl.~1r''.1a's ·J.esiones hepáticas, se clasificaron 

los· A,H~· ·~~-- 4·,·.ftip~~s -~~;i.rJ:~:e~tes.: "'* 

+ 

t t 

+ + t 

+ + t + 

ár;a bien circunscrita' peque;¡ a' de. c~·1oéb1~·~c~ y -

de consistencia dura. 
~:~·:? <\-> _,, --
- - \;.:,:. 

--- =-~-'--- -· - -.-7:_ ~-,,-;.·;:.", 

Abscesos medianos: De 2 a 3 abscesos·,· lo'éalizados -

en un solo lóbulo y caracte~izadcí ~o~i'área's c'irduns~ 
cri tas, de aproximadamente f m.m_, d~>~~"ioi'.'bl.anco y :. 

de consistencia dura. 

Abscesos g·randes: De 2 a 3-•loéalizados en el.mismo 

lóbulo (confluentes o aisla_dos), de color :blanco-ara!!. 

rillento, de consistencia dura, ademá~ con adheren -

cia al diafragma y la:s asas inf.es~inaias· (ext~nsión 
de las lesiones). 

Abscesos 1!!.l!.'l grandes: Múltiples ábsceaos._~en .todos -

los lóbulos, con necrosis t6tal del.lóbulo inoculado. 

El hígado presentaba. además. numerosas. adherencias 

con el diafragma, la par~d.abdciminal y las asas in -

testinales. 



Figura J. Absceso hepático amibiano en hámster 

(Microabsceso +). 

Figura 4. Absceso hepático amibiano en hámster 

(Absceso mediano + +). 
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Figura 5. Absceso hepático amibiano en hámster 

(Absceso grande + + +). 

··t~ .. ·.· .• 

.. 
'" 

··~ l 

Figura 6. Absceso hepático amibiano en hámster 

(Absceso muy grande + + + +). 

34 
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Elección ~ método para ~ fil 

Los resultados se encuentran en la figura ?. 

Forma de los abscesos: 

Los hámsters inoculados por via intrahepática, en general 

formaron abscesos del tipo grande ( + + + ); mientras que los 

inoculados por la vena porta roraron abscesos del tipo muy 

grande ( + + + + ). 

En algunos d~ los hámsters inoculados do manera intraven2 

sa, hubo infección de la herida quirúrgica. 

Estandarización d.e la· dosi's· illfectiva. 
e .·: .. --<:: '·.~.:. 

. . -:. ·.' ( . . ~ ' ' . ~ 

Los resultados ~~ ·.em~uentran en la figura 8. 

: -,/ . -. 
Forma de los apscesosi 

formaron sbsce -

sos del .tipo grande ( + + + : en:·.su mayor fa y solamente algu -

nos del tipo muy grande + + ·+ t ) y mediano ( + + ). 

Con la dosis 5 X 105 se formaron abácesos del tipo madi.!!. 

no + + ); algunos del tipo .. gr!inde ++ ·+ . ) y algunos del ti 
po microabsceso ( + ). 
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Intrahepático Vena porta 

100 

66.6 

50 

5x10 5 1x106 5x10 5 1x106 

Dosis de trofozoltos 

Elecci6n d~l m6todo para formar AHA 

Figura 7 



Formación de AHA 

(%) 

100. 

76 •. 

50 

5 X 10 5 1 X 10º 

Figura 8. 

Dosis de trofozoitos 

Estandarización ~ la dosis 

infectiva 

37 

2 X 106 
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Realción entre ·a~x·o., y características de los AHA formados 

El sexo no influyó en la incidencia y magnitud de los AHA 

formados por inoculación intrahepá ti ca de trofozoi tos de ]!;. his­

tolytica . Tabla 2. 

AHA 
Dosis de (%) 

trofozoi tos 
g. histolyti cR Sexo 

, X io6 

, X ia6 

2 X ia6 

2 X 106 o 66.6 16.6 

Tabla 2. 
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Inmunización de LPFG en SSI 

AHA Magnitud de AHA 
Grupo (%) 
inmunizado +++ ++++ 

Testigo o 75 
negativo 

SSI o 66.6 33,3 

1 O µg LPFG o :20 60 

50 µg LPFG. o 100 33,3 66.6 

100 µg LPFG o 100 25 75 

Tabla J. 
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Inmunización de LPFG con adyuvante 

AHA Magnitud de AHA 
(%) (%) 

- + + ++ +tt ++++ 

Testigo 
negativo o 100 JJ.J 66.6 

Adyuvante o 100 25 50 25 

'· Ag. total 25 75 50 25 

.· . 
-:; 

1 mg. LPFG o 100 75 25 

·· . 
. . · .. 

Tabla 4, 
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Flgura 9, 

D. O, 

1.B 

1 .?. 

Dilución del conjug;.do: • 1: 50, 01 :100, ,'' 

;;1 i3200. 
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1 .- ' LPFG Ag. total Testigo s. c. 
Dilución ant.i-LPFG 

;¡ rr ;¡ <r" ;¡ tT" 

1 :25 0.134 0.01 . 0.118 0.04 0.140 O.OJ 0.42 

1 :50 0,084 0.02 0.132 O.OJ 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 0.0?6 0.05 0.23 

1:400 0.092 0.02 0.096 0.01 0.080 0.03 0.1? 

1 :800 0.048 0.02 0.078 0.02 0.044 O.OJ O.O? . 
. 

1 :1600 0.060 O.OJ 0.052 0.02 0.044 0.02 0.02 

Determinación de ant.icuerpos"ant.i-LPFG en suero de hámst~r 

por el método de ELISA D."b. a 490 nm 

X media de los sueros 

~ = des~iación estándar 

LPFG = sus.ros inmunizados con LPFG. 

Ag. total = sueros inmunizados con Ag. t.ot.al-.(extrato de amiba). 

Testig6 =suero de hámster.no inmunizjdo 

S.C. ·anti.,;LPFG =.suero de conejo anti-LPFG ( +.). 

Tabla 6. 



0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

.O. a 490 nm 

Determinación de anticuerpos anti-LPFG 

en suero de hámeter 

25 50 100 200 /,00 800 1600 1/dilución 

Suero de hámster: (¿jinmunizado con LPFG; IS:! inmunizado con Ag. total; O te.stigo negativo; 

• Suero de conejo unti-LPFG ( +). 

Figura 1 O. 
,... 
; .... 
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DISCUSION '•: 

La membrana cito plasmática de .§. histolytica contienp glicg_ 
.J 

proteinas y glicolípidos. La lipopeptidofosfoglicana (LPFG) -

es un glicolipido con propiedades inmunogénicas durante la ami 

biasis invasiva, pues se encuentran anticuerpos específ~cos de 

isotipo IgM, IgG e IgA contra ella en el suero de pacientes 

con absceso hepático amibiano (41). Además hay IgA de secre -

ción anti-LPFG en el calostro de mujeres normales durante el -

puerperio fisiológico (1). La LPFG tiene la capacidad de estl 

mular a los linfocitos de pacientes con AHA p~oduciendo factor 

inhibidor de la migracionn 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 antígeno interesante para e~ 

tudiar su comportamiento inmunológico en un modelo animal. 

El objetivo del presente· trabajo fue evaluar la capacidad 

de la LP.FG .de inducir. pro.tecci.ón ·en·· 1a formación de abscesos .!l 

mibianos én el liig0ado~de',hánl13~ers. 
Lo's:cr.e.~uftad6'~ ,1ü1.:¡~studi~+ruer.an los siguientes: 

· .. c¡ .•. :·:·l'· 

•a) ii •mg de'. LJ'FG administrada por via intrapedtoneal en -

hidróxido d.e a1um;,:nio como adyuvante, no estimuló en el háms -- . . . . . 

ter le. formación de anticuerpos especificas Cm'ecti.dos poi: ELIS}) 

en el tiempo que se estudió 

b) La iniunización c6n ant~geno total,de•amiba, bajo el -
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. . . 

mismo esquema que la LPFG, tampoco indujo._ la: proiiu"cción ·de an-

ticuerpos anti-LPFG. 

. . . ' 

c) Ambos antigenos aparentemente bajo esta~ condiciones, 

fueron incapaces de inducir protección en la formación· de AHA. 

Las razones por las cuales la LPFG.no estimuló la produc­

ción de anticuerpos especiricos, podrian ser las siguientes: 

1) Que .. el, núaiero';j-e ·:Í:nmunizaciones y la cantidad de anti­

geno admi;;i'strado ;;\l r~eI'.an·sufi~ientes- para inducir una res -

puesta inmun'e,._humo;al/•, - Esto resulta poco probable, pues otros 

polisa~~rid"él~-,Ya i'ae mism'as concl'ntr!l.ciones que las empleadas 
- •--.-_._-,,..:,-o;-: -~;=___ . • • 

con )a .:L_PFG~ son capaces 'de estimular una respuesta inmune con 

producción·. de' anticuerpos especificos (28). 

2)-La induc6iÓn de tolerancia a dosis altas.'de ·anti.geno. 

Esta posibilidad se puede descartar, ya que la inducc:iók; d~~- t.Q< 

lerancia especifica se obtiene con inm~ni~ácl~ne'~:. d~'1:1~~-~a/ 
0;~·_,_ -ts~. ~:,--. <·.,?> 

1 o mg de antígeno por dia (21). En ei est¡Uelllé. d~ r_11muniza'c,ión 

empleado con los hámsters, las ininunizáci.'Óne°ii• J:,f~;d~(.(I~:·:1 · .mg -

de LPFG cada semana. 
.~_ .'· .-;~i! " ~ ')' . :\':. ~:;.:~ 

:_~~-~ ~-\:_·:f~-'"~-~~- ~~'--~- ·- -
3) Otra posibilidad es que la re~pu~:~ta ;in~'i:ine;llacia la -

LPFG se encuentre bajo el control 
0

gené~i-~o y lo~; h~mst~r co 

rrespondan a las especies incapaces de montar respúesta hacia 

la molécúla. · Este ~ipo de regulación se ha des_cri"to para o 

tros. polisacáridos bacterianos .en otras especies animales (29 l. 
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4) La. producción de anticuerpos específicos anti-LPFG en -

pacientes con AÚ1 1 asi como en mujeres en puerperio fisiológi­

co, se: debe probablemente a que la LPFG se encuentra en asocl~ 

clones.de ~i~o iónicas fuertes con proteínas de la membrana el 
topla~·~áÚca.· de·'la amiba. Algo semejante ocurre con el lipop.Q 

lisaclri~o (LPS) de las bacterias gram negativas y las prote! 

nas de membrana .ext.erna (40). Si lo anterior es cierto, se -­

puad~: r~r~ ... ~ Ía hipótesis de que se forme un complejo acarrea­

d.or-haptenÓ.(J9) y bajo esta forma la región polisacaridica a~ 

tivar.ia·al. linfocito B, .. mientras que la P.arte proteica activa­

'rí.~ a:1o's"ühfocitcis TCD4. Estos linfocitos activados secret~ 
r1~n IL-4; IL-5 e IL-6, moléculas indispensables para la dife-

· .. , ·:.·. 
renciación de linfocitos B activados a células plasmáticas fo.!: 

maderas.de anticuerpos (10). Una posiblilidad en la falta de 

r;¡sph~sti'.humoral en los hámsters hacia la LPFG, es que duran­

te p~o~.e~·o de purificación se pierden los pé.ptidos :necesa -

rios· en .la inducción .de la respuesta inmune. Lo anterior se ~ 

P,ºYª enél hecho de que la molécula purific~da :no .. es ~a paz de 

esHiilutar~l~c:¡froTifer~é16'¿ de linfocitos, de'sarigre'.periférica 

en pacientei con AHA (14). 

La falta de respuesta humoral a la LPFG es la causa prob~ 

ble de su incapacidad para actuar como inmunógeno· protector. -· 

Sin.embargo, en un futuro deberá evaluarse el papel que juegan 

.los anticuerpos anti-amiba, en la inmunidad protectora. Para 

ésto deberá trabajarse con el ~odelo experimental de hámsters, 

administ1·~ndo en forma pasiva suero heter6logo humano o de ca-
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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 más importante para obtener inmunidad -­

protectora en algunas parasitosis (38), Los polisacáridos no 

activan el sistema inmune celular. Sí en un futuro se desea -

de nuevo analizar el papel de la LPFG como antígeno capaz de -

inducir protección, ésta deberá ser acoplada a una proteína 

con el fin de estimular tanto la respuesta inmune humoral como 

la celular, simulando así lo que ocurre en forma natural dura~ 

te la infección. 
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CONCLUSIONES 

1.- Bajo el esquema de inmunizaci6n utilizado, la lipopeptido­

fosfoglicana, aislada de F.ntamoeba histolytica, no estimul6 -

la formaci6n de anticuerpos específicos en el hámster. 

2.- La LPFG no indujo protecci6n en la formaci6n de abscesos -

hepáticos amibianos en el hámster, al ser éstos retados -­

con trofozoí tos de ~· histolytica 
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