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l. INTRODUCCION. 

Entümoeba histolytica, es un prot ozoario con 

pseudópodos que pertenece al (ilum Sarcodina. clase 

Rhizopode a , s ubclase Lobosia, orden Amoebida, famI­

l ia Endomoebidae, género Entamoeba (1). 

El t r ofozoito de este o rg anismo mide 7 y 60 

IJ m (promedio 25 .uill) de diametro (1). En el cito--­

plasr.Jd ( generalmente bien diferenciado) ocurre la 

formación de lobopodOS digitifor~es en forma erupt~ 

va. con movimientos unidireccionales y progresivos. 

El nucleo vesicular aparece como un 

de identificar mediante microscopia 

de fases (2 , 3,4). 

[1 endoplasma de E.his t o ly tica 

anillo fieil 

de contraste 

contiene en 

al~o complejo vacuolar y sistema tubular relaciona ­

do a los procesos pinocfticos (3). 

Estudios realizados de la estructura ultrami­

crosópica de E.histolytica, han revelado el escaso 

desarrollo de l os organillos citoplasmaticos de 

c~lulas e ucari6ticas p.e. mitocondrias, aparato 

de Golgi. reticulo esdop l asmlco rugoso, centriolos 

y microtubu l os (5,6,7). El reticulo endoplasmico 

hasta poco desarrollado, y Jos ribosomas generalnle~ 
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te se encuent ran libres e n el citoplasma. En cambio, 

otra clase de orga nelo s, las vac uolas, so n muy numero sas 

en el ci t oplasma , l a mayor parte de e ll as son vacuo l as 

digestivas; ot ra s probab lemente son ! isosolRiJ S (7). la 

moti!;dad celular en am ib as ha s id o relacionada con 

prote fnas co ntr!et; les del tipo de la act inomio si na 

(8). El nüc leo tiene un diámetro de 4 - 7 )Jm y la me mbr! 

na nuclear muestra una dob l e me mbran a inte rr umpida por 

numerosos poros nucleares de apr okimadamente 6S nanóme­

tros de diámetro co n una densidad media de 35 poros 

por micrómetro c uad r ado (5). El nú c leo teiU do JIIue slra 

una membrana, i nmediatament e adosada a ella gránul os 

per ; fericos. un endo$oma relativamente pequeno local i za 

do centralmente sob r e una matri z difusa co nte niendo 

granulos dispersos de cromat ina (g). 

la multip l icac ión_ tanto de la s forma s come n­

sal e invasora es por división binaria. El enquistamie~ 

to se rea l i za s1emp re en e l i nterior del intestino gru! 

so. Los quistes son genera lmente esféricos, pe r o puede n 

tomar la forma ovoi de o l igeramente asimétrica. Su di A­

metro var1a segiin pertenezcan a una o a ot ra de las 

diferentes capas de E. his toly tica que se co nocen; ge- ­

nera l mente son de 5 a 20 mic ra s de diAmetro (9.10). 
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El ciclo biologico de Lhistolytica consta 

de las fases de trofOloito. prequiste, metaquiste y 

quiste. la primera es la infectiviI. las dos siguientes 

son intermedias y el 

infectante (JI). En 

amiba tetranucleada 

qui ste es 1 a forma res; stente e 

el proceso de exquisUmiento. la 

emerge de un qui ste a traves de 

un poro pequeño de l a pared del quiste. la amiba meta-­

quistica tetranucleada produce una generación nueva 

de trofozoitos mediante una serie diversa de divisiones 

nucleares y citop l ásmicas generalmente ocho amebulas 

uninucleadas (9 ) . 

E.histo lyt ica 

y en cultivo requiere 

es esencialmente anaeróbica 

de un bajo potenc i a 1 de óx i do 

reducción para crecer. Sin embargo. son capaces de con ­

sumir oxigeno aún careciendo de mitocondrias (12,13) 

y crecer en una atmósfera conteniendo oxigeno arriba 

del 51: (J4). 

El cultivo de E.histolytica en medios artifi­

ciales se ha logrado cronológicamente en tres etapas: 

los cultivos polixenicos donde el c ult ivo del parasito 

se realiza en asociación con la flora bacteriana intes­

tinal (15). los cultivos mo noxeni cos, se logran en aso­

ciación con una especie bacteriana como la Bacteroides 
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symbiosus (16) o con el protozoario Trypanosoma cruz; 

(17). Los cultivos a~enicos de E.h i sto l ytica se real; - ­

lan sin la asociación con otros microorganismos y se 

iniciaron en 1961 (18). El cultivo axenico ilmibiano 

ha sido importante para rea l izar estudios bioquímicos 

e inmunológicos sobre E. hi stolyticiI (19). 

Los medios de cultivo más usados con éxito 

son los monofásicos TP S - 1 (tripticilsa Panmede sue ­

ro - vitaminas) y el !VI - S - 33 (Tripticasa - Extracto 

de levadura - Hierro - Suero). (20,21,22). 

los mecanismos de virulencia de E.histolytica 

incluyen la producci6n de enzimas u otros productos 

citotaxicos: hialuronidasa, colagenasa, hemolisina, 

fosfalasa ác i da, fosfolipasiI, tripsina, ami lasa, malta­

sa, glutaminasa, estearasa y deshidrogenasa succinica , 

deshidrogenasa malica, diaforasa alcalina, ribonuclea s a 

(23,24,25), una actividad fagocitica extraordinaria 

(4); citotoxicidad mediada por contacto (26); altos 

indicios de recambio en la memb r ana (27); aglut1nación 

con concavalina (28);a umento de viru l encia al cultivar 

en presencia de bacterias o colesterol (29); mimetismo 

antigénico (30); composición lipidica del parásito (11) 

inducción de respuesta humora l po l ic l onal (31); activi­

dad de co l agenasa inhibible por suero (32). 
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E. histolytica tiel"le propiedades citotódcas 

y puede causar la lisis de leucocitos depel"ldiel"ldes de 

cOl"ltacto. Tambiél"l se ha demostrado que el l"Ieutrófi lo 

tiene propiedades citotóxicas y puede a su vez lisar 

l os trofozoitos amibianos (JJ). Los trofozoitos SOI"l 

i nmovilizados por suero il"lmune, sin embargo cuando se 

tratan por segunda vez con un mismo suero antiamibiano, 

no presental"l el fenómeno de inmovilización. Lo anterior 

puede deberse a cambios de los antigenos de superficie, 

la cual se encuentra relacionado co n c i erta capacidad 

pra evadir la respu e sta del sistema inmune (27). 

La respu e sta inmune de l huésped hacia la ami­

ba puede considerarse desde tres difer e ntes enf oques; 

como pape l protector, como la capacidad para producir 

lesiones y el diagnóstico se r ológico de la e nfermedad 

(34) . 

la expresión de la patogenicidad (virulencia) 

pa r ece depender de factores del parásito y huésped. 

Los facto r es significativos del huésped son 

los siguientes: Raza; los negros SOI"l infectados más 

frecuentemente 

los abscesos 
'" ,,, 

h e páticos 

blancos en Africa ( 35 ) ; Sexo; 

amibianos 

frecuentes 

Dieta; l a 

hombres '"' 

son tres veces 

las mujeres 

más 

(36) ; 

deficiencia pro t e'inas, a Ha s dietas 



carbohidratos, 

en ratas (37). 
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incrementan la coloni za ción amibiana 

Una ingesta eHesiva diaria de l ec he tiene 

un efecto protector en humanos (38). Asl tambH~n un 

exceso de colesterol incrementa la virulencia amibiana 

( 11,29); Embarazo., Estudios en Nigeria han demostrado 

que es un factor predisponente para la amibiasis colóni 

ca (39); Stress., Su presencia en ratas las hace más 

susceptibles a la amibiasis (4); Es tado inmunoló9i~0., 

mal nutrición y una terapia inmunosupresora provoca 

un decremento e n la inmunidad mediada por celulas (41); 

Habitat., lugares en donde predomina la baja cultura 

de los habitantes, el hacinamiento, la promiscuidad 

y e l fecalismo incrementan la frecuencia de pacientes 

en amibiasis (42); se ha visto que en paises donde 

la enfermedad es endémica , ésta tiende a tener curso 

clinico mucho más leve en indhiduos nathos del pais, 

no así en visitantes provenientes de areas donde la 

amibiasis e s muy rara. El efecto puede deberse a causas 

únicas o combinadas. la inmunidad adquirida puede ser 

un factor muy importante (43). 

La Organización Mundial de la Salud define 

la amibiasis como la prevalencia de Lhistolytica en 



el interior de un huésped, la amibiasis puede ser asin-

to matica e n la mayoría de los casos o bien sintomatica. 

Martínez Baéz ('1'1) divide la amibiasis de 

los humanos en invasiva y no invasiva. La amibiasis 

no invasiva, es la de aquellos individuos que tienen 

E.histolyt ica en el i ntestino grueso, sin presentar 

cuadro clínico y por 10 mismo son llamados po r tadores 

sanos. En esios casos, los proto zoarios viven como co--

mensales en la luz del intestino, y los quistes son 

elim i nados con las heces y son una fuente de contagio -

tan importante como los enfermos con amibiasis invasora. --La amibiasis invasora que de signa todos los procesos 

patológicos causados por la penetración de amibas pató­

!lena s en los tejidos del hombre , puede pre sentarse con 

una localización intestinal y extraintestinal. La prim! 

rol es la mas frec uente y l esiona principalmente el colón 

descendente y el c i ego. la amibiasis e~traintestinal 

es una enfermedad m~s grave, po co frecuente, las lesio -

nes generalmente son hepatlcas, pulmonares, cerebr ale s 

y cutaneas ('1S). 

La agresividad de E.histolytica sobre las 

células de Ii} mucosa intestin;¡l y leucocito s se basa 

en un mecanismo de acción doble; uno, I i} poderosa acti-
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vi dad citolitica ejercida por medio de sustancias que 

actúan al contacto directo con la célula blanca a cier­

ta distancia. El otro mecanismo 10 constituye la fagoc~ 

tosis y la digestión rapida en las células ingeridas 

(1 g). 

Estudios sobre las fases iniciales de la in~­

teracción entre trofozoHos de E. histolytica y la 

mucosa intestinal de cobayo, sugieren que los trofozoi­

tos penetran la barrera epitelial del intestino exclusi 

vamente en las zonas de menor resistencia mecanica re-­

presentadas por las regiones interglandulares de desca­

mación (46). 

Algunas de las pruebas serológicas utilizadas 

para confirmar el diagnóstico de amibiasis extraintesti 

nal son la inmunodifusion en gel agarosa, fijacion de 

complemento, inmunof lu orescencia indirecta, aglutina-­

ción de l.ltex, contrainmunoeletrofóresis, ensayo inmun~ 

lógico especifico con enzimas 1 igada a anticuerpos 

(ELISA) y hemaglutinación pasiva (47). 

La nemaglutinación pasiva e indirecta (HAI) 

es muy sensible ya que permite detectar pequeñas canti­

dades de anticuerpo, los eritrocitos de carnero al tra­

tarse con una solución dil u ida de .lcido tantco ad quie- -
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proteinas antigenicas y 

son aglutinables por el 

antisuero especifico dirigido contra la proteina absor­

bida (47). 

Tanimoto y Cols (48) demostraron la formación 

de abscesos hep.iticos en el hamster con inoculación 

directa con trofozoítos provenientes de cu ltivos axeni­

cos , Tsutsumi y Cols (49) perfeccionaron el modelo al 

emplear la inoculaciÓ n vIa portal, logrando la reprodu~ 

ción constante de les iones, Que evolucionaron hacia 

abscesos en similares a l os encontrados en l as fases 

finales de la amibiasis hepatica en el humano. Ambos 

modelos han servido de evidencia para demostrar la pre­

sencia de reacción inflamatoria en la amibiasis invaso­

ra, y segun sus observaciones, esta reacción no sólo 

esta presente en lo s estados i n iciales de la lesión 

hepatica, sino que la misma lisis de las celu la s infla­

matorias es lo que provoca la extensa destrucción del 

higado. Seis horas despues de i nst al arse las amibas 

al higado, la reacción inflamatoria a l rededor de los 

trofozoitos es notab l e y empieza a observarse lisis 

de las celulas inflamatorias, acentuindose rapid am ente 

en el transcurso de las horas. los leucocitos muertos 
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son sustituidos por macrófagos, que finalmente son lisa 

dos. Esta infl amación granulomatosa evoluciona rápida-­

mente hacia la necrosis; donde areas cada vez más gran­

des del higado se necrosan, las lesiones confluyen en-­

tre si y pr oducen al cabo de una semana uno O va rios 

abscesos. 

En 1971 Ch évez y cols, representaron la activl 

dad fibrinogenica y fibrinolftica de trofozoitos de 

E. histolytica sobre plasma humano (50 ) . 

En la am ibiasis invasora existe lln estadio 

de migración i nt rav ascular que le permite instalarse 

en tejidos extraintestinales principalmente en e l hIga­

do. Tambien se ha vist o de la existencia de mallas de 

fibrina alrededor de los trofozoitos en los estudios 

avanzados de la l esión intestinal (Sil. As; como la 

presencia de trombosis en la mi crovasculatura de la 

lám ina propia intestin al (52, 53). 

En el homb re como en otros seres v i vos inclu­

yendo los animales de experimentación. el papel del 

sistema de coagulación en la inflamac ió n es notable; 

sirve como un detector de daño tisular, con capacidad 

para instalar rápidamente una barrera mecánica, termi-­

nando su activación en la form ac'ión de una malla de 

fibrina y plaquetas. Ta l sistema brinda un soporte es-­

tructural sobre el cual pueden movilizarse las celu l as 
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encargadas de la repación tisular (54). 

En procesos infecciosos, el sistema de coagu­

lacion permite además d1rigir las defensas Cel ulares 

del huesped al fo co de invasión (55). 

Investigaciones previas en nuestro lab orato - ­

rio, han permitido definir que trofoloftos viables de 

E. histo l ytica logran sobrevivir inc l uidos e n coág ulos 

de fibrina, siendo este un modelo útil para caracteri-­

zar in vivo la dinámica inflamatoria especifica como 

respuesta a r. histolytica. 



11. H 1 PO T E S 1 S 

Durante la formación de abscesos hepáticos 

en hamsters i noculados intraportalmente exi s te 

una inflamación aguda. Entonces trofOloltos 

viables de E.histolytica i nclu I dos en un 

coágulo de fibri na implantado subcuntáneamente 

provocar6n una respue sta inflamatoria espec Ifica 

hacia e l protozoario. 

PREGUNTAS. 

Cómo es l a dinámica inflamatoria y cómo influye 

la inmunidad humoral en hamsters previamente 

inoculados con trofozoítos viables de 

E. histo l ytica. 
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111. O B JET 1 V O S. 

Caracterizar la respuesta i nf lamatoria en un 

modelo de amibiasis experimerrtal mediante la im-­

plantación de co águlos con trofozoitos amibianos 

viables i ncluidos. 

(valuar la in fluencia de la inoculación previa 

sobre las características del infiltrado i nflama­

torio en un modelo de amibiasis experimental. 
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IV. MATERIAL Y METOOOS. 

l. Cultivo axenico de trofozoítos de E.histolyt ic a 

E. histolytica cepa HM-I :IMS S se cultivo axen i ­

camente en medio TYI-S-33 de acuerdo a la meto­

dología descrita por Diamond (21). 

1.1 Preparacion del medio de cultivo. 

Los constit uyentes del medio de cultivo TY I -S­

-33 son; 

Biosate peptone (BBl Microbiology Sistems) 30 gr. 

Dextrosa (Baker-Mexico S.A.) 5 gr. 

Cloruro de Sodio (Merclo:-Mexic o S.A.) 2 gr. 

fosfato Monobásico de Potasio (Baker-Mexico SA) 0.6 gr. 

fosfato Oibásico de Potasio (Baker-Mexico S.A.) gr. 

Cistefna (Merck) gr. 

Acido Ascórbico (Sigma-Mexico S.A.) 0.2 gr. 

Citrato ferrico de Amonio (fisher Sci entific) 0.022B gr. 

En un matráz Erlenmeyer de 1000 ml verter 870 ml. 

de agua re ci én desionizada, agregar y disolver -

cada uno de los react i vos. 

Ajustar el pH a 6.B con hidroxido de sodio iN. 

filtrar con papel whatman No. 

Verter aproximadamente 75 mI. del medio en 10 

frascos de vidrio de 125 ml. previamente lavados 

con extran liquido (Merck-~exico). 
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Esterilizar a 121 Q C durante 15 mino 

¡nact ivar suero bovino (Microl~b) por c~lentamiento a -

56°C durante 30 minutos. En condiciones de esterilidad 

~gregar al r¡Jedio 15 mI de suero bovino illactiv~do y 

3 mI de mezcla vit~mínica NCTC-107 (Microlab) en cada 

fr~s co. 

1.2 Siembra y cosecha de los trofozoftos. 

Tom~r los tubos lJxlOO (Pyrex) de cultivo de ~mibas 

que se ellcuentr~n en l~ fase logarftmi c~ de s u des a 

rrollo y su~erg;rlos dur~nte 5 mino en bafio de hie­

lo, con 10 cual se f~vorece el desprendimiento de 

los trofozoítos de las p~redes. 

En 9 tubos IhlOO (Py rex ) agregar ~pro~im~dame nte 

la mI. de medio de cultivo, inocular c~da uno de 

los tubos con 150,000 amibas. P~ra obtener grandes 

c ~ntidades de trofozoitos, se siembra en frascos 

de 75 mI los cuales sembrados con 300,000 amibas. 

Para cultivos de 250 mI se util i z~n recipientes 

de 500 mI (COSTAR) se siembra en ellos la pastilla 

conteniendo itpro~im~damente 2,000,000 de amiba s. 

obtenida del tubo de cultivo de amibas en c rec imien 

to logitritmico y centrifugado a 2,000 rpm durante 

5 min a 4 "C. 
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[n cualquiera de l os casos, el inoculo se mezcld 

suavemente para homenei zar. Se incu ban a 37 °C duran 

te 72 a 96 horas hasta que al c ancen la fase 109! 

rítmic a de crecim i ento. 

Para cosechar los cul tivos, los recipientes se 5U-­

mergen en baño de h ie l o durante 5 mino las amibas 

se concentran mediante centrifugación a 2,000 rpm 

durante 5 mio a 5°C. Se desecha el sobrenadan te 

y se resuspende el paquete amibiano en 10 mI de 

soluc1ó n salina 0.851 ó en amortiguador de fosfatos 

salino pH 7.2 

2. Animales. 

Se ut i lizaron en el estudio 30 hamster machoS dora­

dos O~esocricetus auratus) de 8-10 semanas de edad, 

con un peso promedio de 80gr, mantenidos en el 810-

terio del Hospita l Infantil de México con productos 

purina (Purina, S.A.) yagua "ad libitum". 

3 . Formac ión de coágulos conteniendo trofozoftos via-­

tles de E.histolyt1ca. 

los coagulos se obtuvieron mezclando 0.5 mI de una 

solución de fibrinógeno de cerdo (Sigma) a una con­

centración de 5 mg/ml en solución sa l ina 0.85 1 , 

0.5 mI de una suspensión de lx l 06 trofozoitos vi--
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vos de E. histolytica en solución sal i na 0.851 y 

0.1 mI de trombina humana (lafon) a una concentra --

ción de u/m 1 . 

4. Esquema de inoculación e implante (Ver esquema 1) 

Los hamster en estudio se dividieron aleatoriamente 

en 6 grupos de 5 animales cada uno. Tres grupos fu! 

ron inoculados por via intraperitoneal con una sus­

pensión de lxl 06 trofozoitos viables de E. histoly­

tica. los tres restantes sirvieron de te stigo. De -

los grupos inoculados, el primero recibió una dos is 

de inoculación, el segundo dos dosis y el tercero 

tres dosis, con intervalos de 7 dlas entre los mis­

mos. Ocho dias después del ¡¡ltimo inoculo, previa 

anestesia con tiopental sódico (ZO th. Century 

Chemical de Méx ico), se implantó en cada animal 

un coag ulo de fibrina previa abertura de la cavidad 

abdo~inal subcutánea por medio de una incisión lon­

gitudinal aproximada de Z cm . conteniendo en su ma­

triz lxl06 trofozoitos viables de E.histolytica 

cepa HM-I; IMS cultivados axénicamente en medio 

formulado por Diamond TYI-5-33. 

las i ncis iones subc utánea s fueron cerradas con sutu 

ra quirúrgica absorbible esterilizada (Ethicon). 

" 



Una semana post-implantación, los animales fueron -

sacrificados previa anestesia en camara de eter die 

tetico (Merck-M~xico), procedi~ndose a ret i rar los 

coagulos colocandose i nmed iatamente en viales de -­

centel leo conteniendo 0.5 ml de solución de Hank's 

pH 7.2 Y 0.1 ml de luminol 5-amino-2,J-dinitro 1,4-

-f talazinadiona (CeH70Z) (Eastman Kodak Col. Se r! 

gistró la quimioluminiscencia durante una hora en -

un contador de centelleo liquido (Packard-TRI-CARB­

-JOOC and JOOCD). 

Las un idades de Quimiolumlniscencia, cuentas por 

minuto (cpm) se calcularon determinando el area bajo 

la cuva. 

De cada uno de los hamsters se obtuvieron muestras -

de suero para determinar los niveles de anticuerpos 

antiamibianos por la t~cnica de hemaglutinación ind i 

recta (HAI). 

5 . Cuantificación de la quimioluminiscencia. 

la quimioluminiscencia puede ser leida en un conta­

dor de centelleo 11quido para partículas be t a o en 

un luminómetro, este ültimo es un equipo especial-­

mente diseñado para pruebas de quimioluminiscencia 

(56). 
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Se utilizó un co ntador de centelleo líqu id o "(Packard 

TRI-CARB-300C and 300 COl. 

La detecc i ón de la emisión de fotones duran te la fa-

gocitosis (r e portada por el co ntador como cuentas -

por minuto (CPM) se comporta con una c i nética, la -

cual llega a un to pe máximo para posteriormente 

descender hasta su punto de partida, pudiéndose gra-

ficar como una curva. 

los res ul tados pueden expresarse como a l tura de un -

pico o como área baja la curva, siendo por ello nece 

sario realizar ci né ticas de producción de luz en ca­

da experi me nto. 

El contador de centelleo líquido Packard que se em­

p l eó , es un equipo que c uenta con programas defini ­

dos especialmente diseñado para l a lectura de ra--­

diactividad . la en erg la de Tos fo t ones emitidos du­

rante l a fagocitosis coinc id ió con la producida por 

el H3 y por e ll o es co nvenient e e scoge r un pr ograma 

que i ncluya l a región para lect ur as de H3 . 

Como es importante trazar un a c urva de producción de 

l uz , se prog r ama el co ntador de centelleo liquido 

para que cada mu e stra l a lea poco tiempo y durante 

cic l os repetidos. 
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6. Hemaglutinacion indirecta. (HAI) . 

la técnica de hemaglutinacion pasiva e indirecta 

(HAI), es muy sensible Q~e permite detecta r peQ~eños 

tit~los de antic~erpos. 

los eritrocitos de carnero son tratados co n ~na sol~ 

cion d;l~ida de ácido tánico y adq~ieren la propie­

dad de absorber proteína y IJna vez revest'idos con 

ella son aglutinables por el antislJero especifico 

dirig ido contra el antígeno absorbido (57). 

El reactivo de HA! utilizado fue preparado con antí 

geno de E.histolytica cepa HM-I :IMSS. 

6.1 Soluciones. 

a) Anticudgulante de Alsever. 

Disolver 2.5 gr de dextrosa, 0.8 gr de citra­

to de sodio (dihidratado), 5S mg de ác ido 

cftrico (monohidratado) y 420 mg de c l oruro 

de sodio en 100 ml de agua destilada. 

Esterilizar 10 min 10 libras de presion a 

lZPC . 

b) Gl óbulos rojos de carnero . 

Mezc l ar la sangre de carnero con un volumen 

igual de anti coagulante de Alsever guardar 

a 4"(. Se utilizan l os aritrocitos de 8 a 

21 dfas de almacenaje, se descartan antes 
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si presentan hem6lisis. 

c) Acido tanico (Ma l linckrodt Chemical Works). 

Preparar una so l uci6n 1:20 000, disolviendo 

50 mg de acido Ucnico en 5 mI de soluci6n 

sali na 1:100. 

Tomar I mI de la solución anterior y llevarlo 

a 19.9 mI de solución salina. 

d) Amortiguador de fosfatos salino (PBS) pH 7 . 2 

a 100 mI de sa l ina normal añadir 24 mI de 

Mezclar y ajustar el pH a 7.2 si es necesario. 

el Amortiguador de fosfatos sali no (PHSl pH 6.4 

Mezclar 100 mI de solución salina norma l , 32.2 

mI de Na 2H0 4 0. 15 M Y 67.8 mI de KH2 P04 0.15 M 

Ajustar el pH a 6,4 si se requiere. 

Las dos so l uciones de fosfato 0,15 M se esteri 

l izaron por separado, mediante filtraci6n a 

través de una membrana de acetato de celulosa 

de poros de 0 . 22 micras de diámetro (Milipore). 

Después se guardaro n a 4G C hasta el mome nto de 

su uso. 

fl Antfgeno total. 

lavar los trofozottos 6 veces con so l ución sa-

1ina isotónica a l O.85 l pH 7.2 o con P8S pH 

7.2 
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Romper las c~ lul as por congelación a -170 °C 

y descongelamiento a 37 °C alternadas, y homo­

geneizar. 

g) Anti s uer o. 

¡nactivar el complemento por ca lent amiento 

a 56°C durante 30 mino 

h) Diluyente StfC-PBC al lf. . 

Preparar 50 mI mezclando 500 ul de StfC má s 

49,500 mI de PBS pH 7.2 

6.2 Desarrollo. 

los eritrocitos se lavar on S veCes, mezclánd~ 

l os con 10 mI de so lu ción amortiguadora de 

fosfatos PBS pH 7.2 fr'a, mediante centrífug! 

ción a 2500 rpm durante S min a 4° C y se re-­

suspendieron 3 mI del paquete ce l uar en 97 

mI de la misma solución amortiguadora. 

la solución de ácido táni co 1: 20,000 se pre - ­

par6 y mantuvo en baño de hielo. 

En un tubo de ensayo se mezc la ron 3 mI de la 

suspens i 6n de GRC al 21 más 3 mI de una so lu­

ción de ácido tánico 1:20,000 y se mantuvo 

en baño de hielo durante 15 mino 

Se agitó por inver sión cada S mino 
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Los GRC tratados se lavaron tres veces con 

PBS pH 7.2 Y se resuspendieron en 2 ml de 

soJuci6n salina isot6nica a PBS 0.15 M pH64. 

l os GRC tanados se sensibilizaron con antíge-

no amibiano, para lo cual se deposito ml 

de er'itrocitos en un tubo conteniendo mI 

d,1 antígeno di lufdo 00" 4 mi d, PBS pH 6.4. 

Lo suspension " ag'ito y " dejó '" reposo, 

" incubó , JPC durante IS min y " mezc 1 ó 

pO' inversión cada S mino 

Lo' eritrocitos " lavaron do. veces 00" PBS-

-SNC pH 7.2 para eliminar el ant1geno libre 

y finalmente se resuspendieron en 6 ml de 

SNC-PBS pH 7.2 

Para titular los sueros en una placa de micro 

titulación se realizaron diluciones seriadas 

modulo 2 x del antisuero con PBS - SNC pH 7.2 

los volumenes dilu1dos fueron de 50 ul para1! 

lamente se probaron GRC sin sensibi l izar, 

así como contro l es, suero positivos y negati­

vos. 

los resultados se interpretaron a los 60 mino 

El titulo se define como el recíproco de la 
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mayor dilución del suero a la que se observa 

aglutinación de los eritrocitos. 

La~maglutinación que se presentó en cada po · 

lO se consideró de la siguiente manera: 

HAI (+): Una aglutinacipón compacta, granular 

o una pelicula delg ada y difusa de 

eritrocitos aglutinados cubriendo el 

fondo del pOlO, lo s bOrdes de la pe~ 

licula pueden estar doblados, amala~ 

dos o desgrarrados a veces, o bien 

un estrecho anillo de eritrocitos rO 

de ando una película difusa de celu-~ 

las aglutinadas. 

HAI (-): Anillo grueso de eritrocitos o un dis 

creto botón rojo en el fondo del tubo 

o bien un botón de eritrocitos bien -

definidos. 

7 . Histopato l ogfa. 

7.1 Inclusión en parafina (58): los coágulos que 

se extrajeron de los hamster inoculados y tes­

tigo se fijaron en fOrmol al 101 y se incluye­

ron en parafina para obtener los cortes y lu ~ 

go teñirlos . El estudio mi c r oscópico se llevó 
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a cabo en el Departamento de Patología del HOSD ~ 

tal Infantil de Mé~ico. 

7.2 Fijaci(¡n: Se utilizó formol al ID l neutro, e: 

cual tiene por objeto coagular las fluidos pro-­

teicos de las c é lulas, endurecer los geles, e 

inactivar enzimas, además de que el formol tiene 

un efecto antiséptico. 

7.3 Deshidratación:Consiste en e~traer el agua del 

tejido pasandolo por dHerentes concentraciones 

del alcohol, al 601 , 70 ::: , BOl y 901 en forma 

progresiva hasta que el agua haya sido reempla!! 

da por la ultima concentración, a interval os 

de l hr. ca da uno. 

7.4 Aclaración: [n este paso se substituye el alcOh e l 

90 ' por Xilol, el cual es 50lubte tanto en alco­

hol como en parafina. 

En este punt o como el anterior se llevaron a ca ­

bo en un Histochinet 40 American Optical Model o 

l/P800D TISSUE PRDCSESOR. 

7.5 Inclusión: [1 Xilol es desplazado por la paraf i ­

na fundida, a una temperatura de 58-60 ° C, form~~ 

dose un bloque que incluye el tejido. 



7.6 Corte: El bloque se monta en el microtomo AO 

American Optical T¡PE 820 Microtome para efectuar 

cortes con grosor de 3-5 micras. dependiendo de 

la téc nica a efectuar, después de los cortes se 

montan sobre portaobjetos. 

7.7 Aclaración; En coagulo cortado se inicia la rehi­

dratación. sustituyendo la parafina por el Xilol. 

7.8 Rehidratación: la hidratación es necesaria para 

poder teñir el tejido. ya que la mayoría de los 

co lorante s sólo actuan en el medio acuoso. Para 

ésto el tejido pasa por las concentraciones de 

alcohol mencionadas en orden descende nt e hasta 

llegar al agua. 

7.9 Tinción:Para el estudio histopatológico del corte 

de los coagulas, la tinción con la técnica de 

hematoxilina-casina fué usada. las observaciones 

se realizaron en un microscopio de lu z (leitz 

Orthoplam. 956430) empleando los objetivos de 

6.3 x. la x. 25 x, 40 X. 
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bles del lIlis mo proto zoario. 
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Y. R E S U l T A DOS . 

al Quimio lu~ j niscencia. 

la respuesta en porcentaje de quimiolumini~ 

ce nc ia obtenidas en los grupos estudiados -

se representa en la tabla 1, (fl g.I). En 

los primeros grupos de hamster inoculados 

previamente con E.histolytica, a los 16 

di as la quimioluminiscencia descendió nota­

b l emente en comparación con los que no la 

fueron , dicha diferencia se ma ntuvo hasta 

los 36 dias, de acuerdo con el analisis 

estadfstico de T de Stud ent ambos gr upos 

fueron diferentes con una p 0.05. 

b) Histopato l og ia . 

la presencia de trafozoltos de E.histo l ytica 

en co agulas de fibrina e s seguida por l a ad­

hesión de l eucocitos polimorfonucleares en 

l a pe riferia de l coag ulo y seguida por la 

quimiotaxis activa de éstos últimos en for­

ma ce ntrfpeta hacia los agr egad os amibianos. 

F i g. 3 

A los 16 dias, en e l gr up o uno, de l os hams­

ters no inoculados, la i nf i ltrac ión por PMN 
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se ve i ncrementada hacia el centro del coa­

gulo . Numero sos PMNs destr uidp s co n abunda n 

te cari orresis y pic nosis se obse rvan en 

esta zona, con pocos lIIo nonu c l e ares en la 

per iferia . fig. 4 

En el grupo dos, a lo s 24 d las s e observa 

respuesta inflamatoria notable. En la por-­

ción media del coagulo s e di sti nguen en 

PMNs co n c ario r re sis. Numerosos mo nonuclea­

res en la periferia con la misma estructura 

nuclear. fig. S., no asl en el tercer g rupo 

a l que ya después de 32 dlas se dist ingue 

infiltrado inflamatorio notable, principal­

mente en el cent r o de la l esión e n el qu e 

se distinguen numerosos PMNs destruidos. 

En la periferia escasos mono nu c leares. Fig . 6 

l a amp l ific ación de la anterior muestra nume 

r osas cé lulas in fl amatorias como PMNs y mono 

nucleares con cariorresis y picnosis. Fig.6a. 

En aquellOS grup os de ha mster, que fueron 

previamente inoc ulad os con trofozoitos via - ­

bIes de E. histolytica, el primer grupo pre­

senta comparativamente un descenso e n el ;n-
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filtrado inflamatorio dado por PMNs y mono­

nucleares. En el centro del coágulo de la -

izquierda PMNs con cariorresis, picno s is 

y necrosis. Fig. 7. A mayor aumento, en 

la zona central del coágulo se distinguen 

restos de amibas y en la contraesquina num! 

rosos PMNs con carriorresis y pi cnos i s. 

Fig. 7a. Así también para el grupo dos, 

donde se ve una delgada capa de PMNs mfgra~ 

do centripetamente hacia el centro del coa­

gulo, con escasos mononucleares en perife-­

ria Fig. 8 Y Fig. 8a., donde se distingue 

principalmente moderada infiltración por 

PMNs hacia la aglomeración residual amib i a­

na central. El grupo tres, en la zona cen-­

tral del coágulo amibas residuales y escasez 

de ellas. 

[n la periferia se distingue moderado infil 

trado inflamatorio por PMNs destruidos, 

con cariorresis y picnosis, escasos mononu· 

cleares en forma continua a la capa PMNs 

con la misma morfologfa: Fig. 9 
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A ~ayor au~ento en la zona central. am ib as 

enteras y residuales, con PMNs con cariorr! 

sis y picnosis en la ppriferia. Fig. 9a. 

c) Tftulos de anticuerpos. 

la i noculación de Lhistolytica en hamster 

a los cuales se les implantó un coagulo 

de trofozottos yiables de E.histolytica 

parece haber afectado el grado de inf iltra ­

ción por PMNs. No hubo correlación entre 

los tftulos de anticllerpos y el grado de 

infiltración por PMNs. la tabla 11 mllestra 

los grllpo s noinOClllados, los cllales presen­

taron IIn títlllo general de 1:512 (Fig.2) . 

En cambio los Qlle si lo flleron, SIIS t tt ulos 

se fueron incrementando de 1:512-1024 mien­

tras que disminuye el grado de inflamación . 

• 
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T A B L A 1 

QUIMIOLUMINISCENCIA . Respuesta de fagocitosis hacia E.histolytica 

16 

INOCULADOª 

NO INOCULADOb 

DIAS DE IMPLANTE 

24 

5 

23 

32 

3 

19 

a. Grupo de hamsters inoculados intraperitonealmente -

con 1 x 106 trofozoítos viables obtenidos de cultivo 

axénico en crecimiento logarítmico. 

b. Grupo de hamsters no inoculados. 

c. Porcentaje de quimioluminiscencia en cuentas por mi-

nuto (CPM). 
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Fig. 1 Respuesta fagocitica expresada en % de CPM de unidades de quimi~ 

lumi ni scencia hacia el antígeno amibiano en e! coágulo de fibrina conte 

niendo en su matriz 1 x 106 trofozoftos viables de E. histolytica. -
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Fíe¡. 2. liemd glutinación ind ir ecta (HAI). Aglut1ndC1 0 '1 

de eritrocitos recublertos con ant íg eno de E.nistolytl C! 

en una placa de microtitulaciÓn. Se 1lustra un suero 

cero positivo (.) y und r eacción cero negativo (1). 
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Fi g. J . Migración del Infiltrado In flamat orio dado pri~ 

c l palmente por PMNs (Ps) hacia lo s agregados amibianos 

( Al. HeH, X 250 . 



, . Ms ; 

" "" """ , " , , 
.".' 
.' .. " . , 
, , 

#i..': ~ 
;., 

• ,. .-

~
·:"." -c "" 

.. ~ ,; 

" .... 

-41 -

Fig .4. Grupos con t rol a los 16 dias . Las celulas resp o~ 

sables de la reacción Inflamatoria se ven incrementadas 

hac i a el centro (C) del coagulo. 

Se observan numerosos PMNs (P s ) destruidos con abundante 

cariorresls en esta zona, con pocos mononucleares (Ms ) -

en la periferia del coagulo (PC). H&E, x 63. 
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Fig. 5. Grupo control a l os 24 días . Respuesta inflama-

toria notable . En la región media (RM) del co~gulo se 

distinguen PMNs (Ps) con cariorresis, numerosos mononu-

cleares (Ms) en la periferia del co~gulo (PC) con la 

misma estructura nuclear. H&, X 63. 
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i nfiltrado i n -

flamatorio notable. principalmente en el centro (C ) 

en el que se distinguen numerosos PMNs (Ps ) y mono ' 

nucleares (Ms ) con alterac ión nuclear. Escasos mono 

nucleares en la periferia del coagulo (PC1.H&E . X63. 
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Fig. 6a. Grupo control a los 32 días. Mayor a umen 

to. Se muestran numerosas células inflamatorias 

como PMNs (Ps) y mononucleares (Ms). H&E, X 400. 
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Fig 7 . Primer grupo inoculado. A los 16 dias se 

observa un descenso en el infiltrado in flamat orio 

dado por PMNs (Ps) y mononucleares ( Ms ) . En el 

centro del coagulo de la i zquierda PM Ns con ca --

riorresls (Pe) y necrosis (N). H&E. X 63. 
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t i g . 7a . Zo na cen t ral . Ila yo r a ument o . En e l e x t~~ 

mo i nfer l0 r dere c ho se di sti nguen re s t os de aml-

~ a s eRA ) y e n la contr aesqu i na num e rosos PHNs ( Ps I 

con c ar io rres i s . H&E , X 160 . 
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Fig. 8. Grupo dos a los 24 días se observa una delgada 

capa de PMNs (CPs), migrando centripetamente hacia el 

centro del coágulo (C). con escasos mononucleares (Ms) 

en la periferia del coágulo (PC), H&E, X 63. 
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Fig. Sa. Grupo dos, a los 24 dias se distin gue prlnci-­

pa lmente moderada infi ltrac i ón por PMNs {Ps I hacia 

la aglomeración residual amibia na (ARA) . {pe ) Periferia 

del coagulo H&E, X 63. 
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Fig. 9 . Grupo tres, ¡¡ los 32 di as en la z o na central 

amibas res i duales ( AR ) y eSCdsez de ellas. En forma 

contigua moderado inf; ltrado d, PMN s destruidos 

ceo car;orres;s ( Pe) , escasos mononucleares 

en la periferia del coágulo ( pe ) con la misma morfolog'a 

nuclear. H&E. X 63. 
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Flg. 9a. Zona Central . Mayor aumento. Amibas en­

teras ( A( ) y resid ua les ( AR ) con PMNs (Ps ) des-­

tru;dos con carior re sis en la perife ri a H& E. X 250 . 
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TABLA 11 

TITULOS DE ANTICUERPOS ANTIAMIBIANOSª EN SUERO DE HAMSTER 

CON IMPLANTE SUBCUTANEOb DE COAGULO CON TROFOZOITOS VIA--

BLES DE E.histolytica CEPA HM-1. 

DIAS DE IMPLANTE 

16 24 32 

INOCULADOc l : 512 ( 5) d l: l 024 ( 5) l : 512 ( l) 

X: 512 X-=1024 l: l 024 ( 4) 

S=O S=O X-:921. 6 
S=228.9 

NO INOCULADO l : 512 ( 5) l : 51 2 ( 5) l : 51 2 ( 5) 

X-=512 X-=512 X-=512 
S=O S=O S=O 

a. Determinado mediante hemaglutinación indirecta (HAI) 

b. Coágulo de fibrinógeno de cerdo conteniendo en su matriz 

l X 106 de E. histolytica cepa HM-1 . 

c. Fueron inoculados intraperitonealmente con l X l 06 trofo 
-

zoítos viables de E. histolytica de la misma cepa. 

d. Número de animales a 1 os que se les determinó el título. 
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VI . D I S e u S ION. 

Oe acuerdo a la migracion celula r de PHNs 

hacia los cOdgulos que contienen trofo zoltos de 

E.histolytica, nuestros datos apoyan la existen­

cia de un proceso inflamatoria en la amibiasis 

extr a ;nt estinal. La ;noculacion prev i a con 

E. his to lytica influye sobre la in t ensidad 

de la respu e s ta inflamatoria. Ta l respuesta 

se asocia con una disminuc ió n no ta ble con 

el gr ado de infiltr ación de PMNs y mononuc l eares 

hacia el coágulo que contiene el parásito. 

l. presencia d, trofozoitos viabl e s d, 

E.histolytica en COágulos de fibrina es seguido 

por la infiltracion centripeta de leucocitos 

pollmorfonueleares h ae i a los conglo~erados 

amibianos , mientras la i nf iltración de 

mononucleares es moderada Fi g. 3. 

A los 16 y 24 di as de la inoculación , 

de PMNs e s principalmente 

7, 8, 9. A los 32 d i as 

la mi gración gradual 

hac ia e l centro Fig. 

la di~posieió n de los P~¡¡j s prefere nt emente 

central y en union estrecha con l os restos 

a~ibia nos Fig. 9a. 
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contraste en los grupos de animales 

que no f ueron previamente inoculados co n t ra fozoltos 

de ( . histolyt i ca se presentó una respuesta i nflamatoria 

significativamente mayor. Fig. 6. 

La destrucción de los trofozoltos amibia nos en 

e l modelo descrito al parecer está dad o por dos mecanis­

mos; mediante la participación de las resp uestas i nflam! 

torias y humoral. Aunque en los grupos inoc ul ados 

previamente con trofozoítos viab les de E.histolytica pr! 

sentaron títulos de anticuerpos antiam i bia nos r elativa­

mente altos, también presentaro n un i nf ilt rado inf l ama­

t orio significativo, que pudo habe r ten id o su particip! 

ció n en l a destrucción del par ásito. 

Los grupos no inocu l ados pre se ntaro n un 

increme nt o signi f icativ amente mayor del 

sus títu lo s no son significativamente 

inf i ltrado, 

menores a 

l os gru pos inoculados , y pudieron habe r tenido un 

papel antiamib i ano. 

Es tudio s realizados en nuestro lífborat orio 

han permitio c uentif ic ar la sobrevivencia de l evadura, 

bacter i as 

fibrina, 

y protozoarios 

resul tanda un 

inc l uidos 

modelo de 

en coagulos de 

mucha uti 1 ¡dad 

para evaluar in vivo la dinámica inf lama toria específica 
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de cada uno de ellos (60). la presencia de trofozoitos 

vivos o fijados con glutaraldehido de E.histolytica, 

en collgulos de 

en la región 

fibrina, e implantados subcutáneamente 

ventral de hamste r s es seguido por 

l a adhesión a las 3 horas por neutrófilos polimorfonu-­

c l eares en la periferia del coagulo y esto es seguido 

por una quimiotaxis activa, sin embargo no se han 

reportado quimioatractantes en los sobrenadantes 

de trofozoftos de E. histolytica crecidos axenicame n te 

(64) . A las 12 horas los PMNs se encuentran formando 

capas alrededor de los parasitos, y a las 48 horas 

la respuest~ celular e s debida a PMNs, en seguida 

lo s r;;o no nu c leares hace n 

son vi sto s en contacto 

vivos, al parecer se 

su aparición, 

directo con 

encargan de 

pero raramente 

los trofozoitos 

la remosión de 

de l o s restos celulares. Desafortunadamente despuis 

de 95 horas hay grandes depósitos de colageno alrededor 

de la lesión y dif i culta la observación del parásito. 

As; tambiin es notable la presencia de una capsula 

co mpuesta de fibroblastos y neovascularización. 

la adhes i ón sigue hasta la superficie del parasito 

que finaliza con la muerte del parasito o de los 

Pt~Ns o de ambos (60). 
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En abscesos hep~tic?j amibianos provocados 

por inoculaciones de trofozoitos 

a las 12 horas se muestra un a 

aguda, formada por un gran 

vivos por vi a portal 

infiltración cel u lar 

numero de leucocitos 

polimorfonucleares 

centralmente. En 

ve incrementada, 

rodeando 

las fases 

donde los 

lrofozoftos l oca liz ados 

tardias la necros i s se 

mononucleares y célu la s 

epiteloides reemplazan a l a mayor' a de los leucocitos. 

provocando el desarro l lo de gran u lomas caracterfsticO$. 

Al dia 7 los granulomas se asocian con una necrosis 

extensa (49). 

Parecen ser varios factores los que toman 

parte en la secuencia anterio r mente descrita; el 

comp lemento del huésped parece activarse por al guna 

via; asi se ha demostrado que el par~sito parece 

activar ambas vias del comp l eme nt o en au senc ia de 

anticuer pos especfficos (63). la liber ación en péptidos 

quimiotdcticos derivados de l os componentes del 

complemen to como e 5, 6 Y 7 activan quimiotaxis 

y fagocitosis de células in flamatorias (5 9). 

Lo anterior podrfa explicar parte no solo 

la destru cc ión del parásito. sino también la intensa 

migración de células inf lamatorias hacia la lesión. 
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Las diferencias en la respuesta de quimioluml 

nlscencia entre los grupos no inoculados y los inocula­

dos previamente con E. histolytica, pOdrían interpreta­

se como pre sencia de factores sollJbles (anticuerpos 

especHicos) que de alguna forma eleven o disminuyan 

la actividad metabó lica celular. 

Aparen temente 
" 

respuesta humar a 1 

nuestro modelo estuvo parcialmente inv olucrada . 

En l os animales inocul ados previamente a la impl antación 

del coágulo de tItulas de anticuerpos antiamibianos 

se fueron incrementando gradualmente, no así, pa ra 

los grupos co nt rol o tes tigo. donde se alcanzo un 

tItulo y este permanecio con sta nte. 

Las diferencias de los titulas de anticuerpos 

en los grup os de an imales inocu lad os parecen deberse 

, 
" 

inoculac i ón previa "" t rofozoítos vi ables 

de E. histolytica, mientras l os que no fueron inoculados 

el antígeno estuvo menos explJe sto al aparato inmune. 

d, 

para 

lado 

S~ han cuantificado qlJe una proporción 

200 PMNs por trofozofto amibiano 

destr uir trofozoftos de la cepa 

se requieren mas de 3000 PMNs 

son necesarios 

310. Por otro 

por amiba para 

destruir trofozoitos de la cepa HM-¡ de E.histolytica. 



La destrucc i ón de las amibas por PMNs no parece 

depender de l compleme nto ya que los ?M Ns tiene efecto 

ameb icida so c re cep<ls menos virulerltas en preserlc ia 

de suero activ ada como inact ivad a. l a destrucción de 

amibas por PMN s rl O de pendió de metabolismo dependierlte 

de oxigeno (61 ). 

El sistema del complemento como y a se 

mencionó anter iormente es otro fa c tor humoral i nvolucra 

do en la respuesta in~u ne contra E. histolytica. 

Experimen t os empleando suero fresco sin anticuerpos 

antiamibianos detectables pueden inducir lis i s de 

aproximadamente 49 1 de la población amibiana cuando 

se usó una dil uc ión 1 :3 . la l isis bajo estas co ndici ones 

ha mostrado se r un proceso dependiente de co mplemento 

por la via alt ern a (62). 

El modelo usado en el estudio ofrece ve nta j as: 

ev aluar la ~espuesta inflamatoria hacia algun os 

ant1genos como el de E. histolytica i nc l uidos en 

la matriz de l co águl o. 

" , I pre se nte estudio cuantificamos e l 

tipo y la dinámica de la respuesta ce l ular, aparenteme~ 

t e rel ac io nad a al proceso inflamatorio. Tal proceso 

inflamatorio fue afec t ado por la inmunización prev i a 
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co n trofozoitos viables de E. histolytica. 
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inoculados previamente con 

(. histolytica se observó 

una merlO" migración de PMNs hacia los COa9ulos 

que contenian en su matriz trofozoitos viable:; 

de E. h';tol ytica. 

La quimioluminiscencia presentó un decrement o 

en los a ni males que fueron inocu l ados previamen­

te con trofozo'itos viables de (. histo l ytica 

en comparación a l os no inoc u lados. 

la i ~ocu l ación de trofozoitos viab l es 

de E. h is tolytica estimuHi el aumento en 

el titulo de anticuerpo antiamib ianos determina­

dos mediante HAI y pareció influir en el 

decremento de la quimioluminiscencia y la 

migr ación de PMNs. 
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