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RES UH EN 

Estudios "in vitro" empleando células de ovario de 

hámster han estableci do los si.uientes eventos secuenciales 

durante el proceso de patogenicidad de Entamoeba 

histolytica: adhesión a la célula blanco, secreción 

extracel ular de enzimas y por último la fagocitosis. Asi 

mismo actualmente se ha detectado una actividad de 

col~genasa localizada en los gránulos de secreción del 

parásito, cuando éste es activado con colágena tipo Por 
) 

lo tanto, la aparición de estos gránulos podría estar 

in volucrado en el proceso invasor de este parásito hacia los 

tejidos del hospedero. Consecuentemente, resulta de interés 

estudiar la secuenc ia de las diferentes etapas de activac ión 

durante el proceso de secreción en este protozoario. 

Se emp l ea r on ensayos inmunoenzimáticos <ELlSAl con 

el sistema de proteina A-biotinilada y estreptoavidina-

peroxidasa. Asi mismo, se prepararon anti cuer pos 

policlonales de borrego anti-gránulos y se probaron en 

antigeno amibiano normal y activado por 3,6 y 15 h con 

colágena tipo l. Observándose que el reconocimiento de los 

anticuerpos va disminuyendo conforme aumenta el tiempo de 

incubación con la colágena. Por inmunofluorescencia 

indirecl a emp l eand o el sistema de proteina A- biotini l ada y 

avidina-fluo r e sc einada se o bservó que en trofozoit os no 

a·· tlvad o s la fl u~ r es cencia se distri buye en la me mbrana 

RESUHEN

Estudios "in vitro" empleando células de ovario de

hamster han establecido los siguientes eventos secuenciales

durante el proceso de patogenicidad de Entamoeba

histolgtica: adhesión a la celula blanco, secreción

extracelular de enzimas y por último la fagocitcsis. Asi

mismo actualmente se ha detectado una actividad de

colagenasa localizada en los gránulos de secreción del

parásito, cuando este es activado con colàgena tipo I . Por

lo tania, la aparición de estos grónulos podria estar

involucrado en el proceso invasor de este parásito hacia los

tejidos del hospedero. Consecuentemente, resulta de interes

estudiar la secuencia de las diferentes etapas de activación

durante el proceso de secreción en este protoaoario.

Se emplearon ensayos inmunoenaimátioos (ELISA) con

el sistema de proteina A-biotinilada y estreptoavidina~

peroxidaaa. Asi mismo. se prepararon anticuerpos

policlonales de borrego anti-gránulos y se probaron en

antígeno amibianc normal y activado por 3.5 v 15 h con

colagena tipo l. Observandose que el reconocimiento de los

anticuerpos va disminuyendo conforme aumenta el tiempo de

incubación con la colágena. Por inmunofluorescencia

indirecta empleando el sistema de proteina A-biotinilada y

avidlna-fluoresceinada se observó que en trofosoitos no

a tlvadcs la flucrescencìa se distribuye en la membrana



plasmá t ica, citoplasma y en el núcleo. Después de activar a 

las células por 3 h, la fluorescencia se localizó muy 

tenuemente en la me mbrana plasmática y en forma granular en 

el citoplasma. A las 6 h se apreció la fluorescencia 

ampliamente distribuida en el citoplasma en gránulos muy 

pequenos. Finalmente, a las 15 h se detectaron los 

componentes de los gránulos perfectamente localizados en la 

membrana plasmáti c a y de manera muy difusa en el citoplasma. 

También se observó una disminución de las células marcadas 

por fluorescencia en este ensayo. En paralelo se observó un 

reconocimiento de la cromatina condensada en células 

marcadas únicamente con avidina-fluoresceinada, observándose 

una distribución heterogénea en los núcleos de los 

trofozoitos normales. En las células activadas por 3 h se 

observó en un gran porcentaje de los trofozoitos la 

fluorescencia en todo el núcleo de manera homogénea. Después 

de 6 h, la fluorescencia se polarizó en la perifieria de la 

membrana nuc1ear, finalmente, a las 15 h la cromatina 

condensada se encontró en forma granular inmersa en todo el 

nucleoplasma. Resultados de inmunotransferencia de antigenos 

normales incubados con el anti-gránulos han revelado el 

reconocimiento de bandas de proteinas que oscilan entre 100 

y 143 kDa mientras que en los antigenos activados a las 6 y 

15 h se observó la aparición de bandas marcadamente 

enriquecidas c uyos pesos moleculares principalmente se 

encue ntran entre 100 y 105 kDa. 

plasmática, citoplasma y en el núcleo. Despues de activar a

las celulas por S h, Ia fluorescencia se localizó muy

tenuemente en la membrana plasmática y en forma granular en

el citoplasma. A las 5 h se apreció Ia fluorescencia

ampliamente distribuida en el citoplasma en granulos muy

pequeños. Finalmente, a las 15 h se detectaron los

componentes de los granulos perfectamente localizados en la

membrana plasmática y de manera muy difusa en el citoplasma.

Tambien se observo una disminución de las celulas marcadas

por fluorescencia en este ensayo. En paralelo se observó un

reconocimiento de la cromatina condensada en celulas

marcadas únicamente con avidina-fluorescainada, observándose

una distribución heterogónea en los núcleos de los

trofozoitos normales. En las celulas activadas por 3 h se

observó en un gran porcentaje de los trcfozoitos la

fluorescencia en todo el núcleo de manera homogénea. Despues

de B h, la fluorescencia se polarizó en la perifieria de la

membrana nuclear, finalmente, a las 15 h la cromatina

condensada se encontró en forma granular inmersa en todo el

nuclecplasma. Resultados de Inmunotransferencia de antígenos

normales incubados con el anti-granolos han revelado el

reconocimiento de bandas de proteinas que oscilan entre 100

y IAS kDa mientras que en los antígenos activados a las S y

15 h se observó la aparición de bandas marcadamente

enriquecidas cuyos pesos moleculares principalmente se

encuentran entre 100 y 105 kDa.



~ séo s resultados nos sugieren que los gránulo s son 

secretados al medio e xtrace lular, que este even to es 

re gulado por un estimulo, asi mism o , que e xiste 

probablemente un proceso de sintesis y/o de maduración de 

las proteinas de s e creción que aparecen de acue rdo al tiempo 

de activaci ón , por último se sugiere un proceso de 

sincronización en !.a organ ización de la cromatina condensada 

durante la activación con colágena tipo 

de l os gránulos en este parásito. 

111 

para la secreción 

estos resultados nos sugieren que los granulos son

secretados al medio extracelular, que este evento es

regulado por un estimulo, asi mismo, que existe

probablemente un proceso de sintesis yfo de maduración de

las proteinas de secreción que aparecen

de activación, por último se sugiere un

sincronización en La organización de la

durante la activación con colagena tipo

de los granulos en este parásito.

de acuerdo al tiempo

proceso de

cromatina condensada

I para la secreción



JI> JNTRODUCCJON 

El proceso evolutivo abarca una serie de cambios 

continuos en la diversidad y adapta<:ión de las poblaciones 

de organismos, lo que confiere mayor éxito a una determinada 

población sujeta a la Selección Natural. De las 

asociaciones interespecíficas, el parasitismo en su 

coevolución propicia adaptaciones que son unilateralmente 

producidas por el parásito, ya que éste se enfrenta a 

barrer~s mecánicas o fisicoquimicas presentes en el 

microhabitat formado por el hospedero CPrice, 1980>, 

causándole un impacto negativo Por tanto se ha 

establecido esta relactón como la capacidad del parásito 

para vivir en el hospedero, explotando parte o todos los 

nutrimentos de éste causándole daffo CPrice, 1980>. 

De las tendencias evolutivas que surgen en el 

parasitismo está la especificidad por el hospedero, 

encontrándose parásitos que han mantenido un amplio espectro 

hacia el tipo de hospedero y otros, de tan mínimo espectro, 

que se limitan a uno solo CHalvorsen, 1978>. Esta 

especificid ad se establece por adaptaciones estrechamente 

ligadas al medio bioquímico y fisiológico del hospedero, 

asegurando la sobrevivencia del parásito ya sea por el 

desarrollo de un grado de virulencia; como factor de 

especia li zación, o un ciclo reproductivo complejo CPrice, 

i977). De a cuerdo a la complejidad del ciclo de vida del 

parási t o se determina el número de hospederos que puede 

II) INTRODUCCION

El proceso evolutivo abarca una serie de cambios

continuos en la diversidad y adaptación de las poblaciones

de organismos, lo que confiere mayor exito a una determinada

población sujeta a la Selección Natural. De las

asociaciones interespecificas, el parasitismo en su

coevolución propicia adaptaciones que son unilateralmente

producidas por el parásito, ya que este se enfrenta a

barrefias mecánicas o fisicoquimicas presentes en el

microhabitat formado por el hospedero (Price, 1950),

causándole un impacto negativo . Por tanto se ha

establecido esta relación como la capacidad del parásito

para vivir en el hospederc, explotando parte o todos los

nutrimentos de este causándole daño (Price, lado).

De las tendencias evolutivas que surgen en el

parasitismo está la especificidad por el hospederc,

encontrándose parásitos que han mantenido un amplio espectro

hacia el tipo de hospedero y otros, de tan minimo espectro,

que se limitan a uno solo iHalvörsen, 1975). Esta

especificidad se establece por adaptaciones estrechamente

ligadas al medio bioquímico y fisiológico del hospederc,

asegurando la sobrevivencia del parásito ya sea por el

desarrollo de un grado de virulencia; como factor de

especialización, o un ciclo reproductivo complejo (Price,

l9??l. De acuerdo a la complejidad del ciclo de vida del

parásito se determina el número de hospederos que puede



infectar, encontrando que existen parásitos que pueden 

alojarse en más de un hospedero, según el estado infectivo 

del ciclo de vida del par á sito. 

La parasitología en los últimos aftos ha tomado 

gran importancia debido a la existencia de una gran cantidad 

de estos organismos y a los estragos que provocan en el 

hombre o en l os anima l es. Los estudios al respecto abarcan 

aspectos celulares, moleculares, bioquím i cos y genéticos. 

Dentro de estos parásitos se encuentra el 

protozoario Entamoeba histolytica que es responsable de la 

amibiasis y tiene como único reservorio y fuente de 

infección al hombre. Sin embargo, se ha reportado que 

primates en cautiverio presentan síntomas clínicos de la 

enfermedad CLoomis y col s., 1983J. Esta enfermedad es 

ampliamente distribuida en todo el mundo, siendo más 

frecuente en los trópicos por existir en forma endémica. 

Su distribución se encuentra principalmente localizada en 

zonas pobres y en unidades carentes de servicios médicos; 

como son instituciones mentales de salud y orfanatos. La 

am i biasis es un problema social y de salud en ciertas áreas 

de Africa, Asia y América Latina. <Martínez-Palomo y 

Martinez-Baez, 1981 >. 

La amibiasis se ha asociado aproximadamente a unos 

500 mil Ione s de infecciones anuales en la población mundia l 

( Walsh, 1979 ) . 

En los últimos aftos la situación se muestra más 

ag rav an te e n l as poblaciones rurales y en áreas urbanas 
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infectar, encontrando que existen parásitos que pueden

alojarse en más de un hospederc, según el estado infectivo

del ciclo de vida del parásito.

La parasitologia en los últimos años ha tomado

gran importancia debido a la existencia de una gran cantidad

de estos organismos Y a los estragos que provocan en el

hombre o en los animales. Los estudios al respecto abarcan

aspectos celulares, moleculares, bioquímicos Y genéticos.

Dentro de estos parásitos se encuentra el

protozoario Entgmoebg higìglïtiga que es responsable de la

amibiasis y tiene como único reservorio y fuente de

infección al hombre. Sin embargo, se ha reportado que

primates en cautiverio presentan sintomas clinicos de la

enfermedad iLoomis y cole., 1583). Esta enfermedad es

ampliamente distribuida en todo el mundo. siendo más

frecuente en los trópicos por existir en forma endémica.

Su distribución se encuentra principalmente localizada en

zonas pobres y en unidades carentes de servicios medicos;

como son instituciones mentales de salud y orfanatos. La

amibiasis es un problema social y de salud en ciertas áreas

de Africa, Asia y America Latina. (Martinez-Palomo v

Martinez-Baez. 1SB1l.

La amibiasis se ha asociado aproximadamente a unos

SUD millones de infecciones anuales en la población mundial

lüalsh, iS?9l.

En los últimos años la situación se muestra más

agravante en las poblaciones rurales v en áreas urbanas



formadas por emigrantes, ya que esta gente se encuentra en 

constante interacción con focos de contaminación, lo cual 

facilita la dispersión de este parásito entre sus habitantes 

<Martinez-Palomo y Martinez-Baez, 1983). 

a> PATOLOGJA DE ,LA AMIBJASIS HUMANA 

~ histolytica es el agente causal de la amibiasis 

y se sabe que ésta vive como comensal en el intestino, lo 
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cua se conoce como " amibiasis de lumen " sin embargo esta 

amiba puede invadir la mucosa intestinal produciendo 

disenteria o amebomas y lesiones extraintestinales, 

conocidas como "amibiasis invasora "· Se ha estimado que 

aproximadamente un 10% de la población mundial alberga a 

este parásito <Rough, 1969). Sin embargo, la inherente 

subjetividad de los exámenes de muestras fecales limitan en 

gran par t e este valor. Reportes clinicos realizados en 

hospitales generales, han concluido que la amibiasis 

invasora afecta a todo el suroeste de Asia, el sur y 

suroeste de Africa y la parte oeste y sur de América 

<Eldson-Dew, 1971). En México se detectó esta enfermedad 

desde el 1.6% al 2.1% de todos los pacientes admitidos en 

h os pital es Generales <Alvarez-Alva y Saldivar, 1971 ). Asi 

mismo se ha establecido que esta enfermedad ocupa los 

primeros lugares por causa de muerte <Peréz-Tamayo y Brandt, 

1971 J , En nuestro pais, una serie de estudi o s s erológ icos 

r ev ela ron qu e esta e n fermedad es de carácter endémico 

CGut i errez y col s., 1976). 

formadas por emigrantes, ya que esta gente se encuentra en

constante interacción con focos de contaminación, lo cual

facilita la dispersión de este parásito entre sus habitantes

(Martinez-Palomo v Martinez-Baez, 1983).

ai PATOLOGIA DE LA AHIBIASIS HUMANA

§¿_histolxt1ga es el agente causal de la amibiasis

v se sabe que esta vive como comensal en el intestino,Io

cua se conoce como " amibiasis de lumen ", sin embargo esta

amiba puede invadir la mucosa intestinal produciendo

disenteria o amebomas y lesiones extraintestinales,

conocidas como ”amibiasis invasora ". Se ha estimado que

aproximadamente un 10% de la población mundial alberga a

este parásito (Rough, 1969). Sin embargo, la inherente

subjetividad de los exámenes de muestras fecales limitan en

gran parte este valor. Reportes clinicos realizados en

hospitales generales, han concluido que le amibiasis

invasora afecta a todo el suroeste de Asia, el sur y

suroeste de Africa y la parte oeste y sur de America

lEldson-Dew, 19711. En Mexico se detectó esta enfermedad

desde el 1.6% al 2.1ì de todos los pacientes admitidos en

hospitales Generales lAlvarez~Alva y Saldivar, 1971). Asi

mismo se ha establecido que esta enfermedad ocupa los

primeros lugares por causa de muerte (Perez-Tamayo y Brandt,

1971). En nuestro pais, una serie de estudios serológicos

revelaron que esta enfermedad es de carácter endemico

:Gutierrez y cols., 1575).
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Los síntomas de la amibiasis pueden apa r ecer una o 

dos s emanas después de la infección . Le> in tens idc>d y 

natur a lezc>. de las manifestaciones 'son variables ya que 

frecuen te men te la diarrea no es severa y los síntomas 

generales son relativamente insignificantes. El desarrollo 

de la infección es gradual, presentándose dolores 

abdominales, cól ices, fiebre y las heces contienen sangre y 

moco, denominándose a este cuadro cllnico como disenteria 

(Juniper, 1978l . 

La infección amibiana en el intestino humano 

comprende desde la colonización luminal hasta la invasión de 

la mucosa. No obstante la mucosa colonica puede ser 

aparentemente normal presentando cambios no especif icos; en 

este caso al hospedero clinicamente se le denomina como 

"portador asintomático de quistes" (~anda, 1979>. Cuando 

se presentan complicaciones en la mucosa intestinal se 

provoca la formación de ulceraciones. En la etapa critica 

de e sta enfermedad las úlceras se hacen confluentes, 

desarrollándose con mayor frecuencia en el ciego y colon 

ascendent e <Adams y Mac Lead, 1977). En el colon 

transverso es relativamente menor ya que solamente se 

detect an estas u l ceraciones en un 10% de los casos. No 

obstante en un 70% de pacientes con colitis amibiana se han 

encont rado ulce raciones en áreas segmentales del colon, 

a u nq u e en un 35% s e han reportado en el colon entero 

<Castro, 1974). La progresión de las ulceraciones provoca 

perforaciones intestinales, l o c ual principalmente ocurre en 

Los sintomas de la amibiasis pueden aparecer una o

dos semanas despues de la infección. La intensidad y

1'*naturaleza de las manifestaciones son variables ya que

frecuentemente la diarrea no es severa y los sintomas

generales son relativamente insignificantes. EI desarrollo

de la infección es gradual, presentándose dolores

abdominales, eólicos, fiebre v las heces contienen sangre y

moco. denominándose a este cuadro clinico como disenterla

(Juniper, i9?dl.

La infección amibiana en el intestino humano

comprende desde la colonización luminal hasta la invasión de

la mucosa. No obstante la mucosa colonica puede ser

aparentemente normal presentando cambios no especificos; en

este caso al hospedero clínicamente se le denomina como

"portador asintomático de quistes" (Nanda, i9?9}. Cuando

se presentan complicaciones en la mucosa intestinal se

provoca la formación de ulceraciones. En la etapa critica

de esta enfermedad las úlceras se hacen confluentes,

desarrollándose con mayor frecuencia en el ciego y colon

ascendente lAdams y Hac Lead, 1977). En el colon

transverso es relativamente menor ya que solamente se

detectan estas ulceraciones en un 10% de los casos. No

obstante en un TOS de pacientes con colitis amibiana se han

encontrado ulceraciones en áreas segmentales del colon,

aunque en un 35% se han reportado en el colon entero

(Castro, isïel. La progresión de las ulceraciones provoca

perforaciones intestinales, lo cual principalmente ocurre en



el ciego IJimenez, 19611, aunque éstas pueden originarse e n 

cualquier área del colon; posteriormente puede sobrevenir la 

peritonitis , asi c omo la formación de una comunicac ión 

fistular con la piel, pudiendo también aparecer espacios 

retroperitoneales, en cavidades viscerales o en el tórax. 

En un estado critico de la enfermedad puede ocurrir la 

necrosis de todo el megacol on, denominándose clínicamente 

c o mo" megacolon tóxico" ILuvano y cols., 1962>. Por 

tanto, las ulceraciones de la mucosa colonica son 

d istin tivas de la infección amibiana invasora, detectándose 

a través de la colitis aguda y por medio de la disenteria 

<Harder y Rosal, 1975>. 

La infección intestinal puede complicarse con la 

diseminación de los trofozoitos amibianos al higado. Los 

mecanismos de diseminación que utiliza la amiba para 

alojarse en el higado son por la ruta hematógena o por 

e x tensión directa. La afluencia de la amiba a este órgano 

es generalmente por la ruta hematógena, es decir por el 

si stema vena porta a través de las venulas y radicales 

portales <Brandt y Pérez-Tamayo, 1970¡ Tsutsumi y col s., 

1984). En el humano el lóbulo derecho del higado es más 
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grande que el izquierdo, y se ha reportado que éste presenta 

mayor incidencia de abscesos con respecto al lóbulo 

izqui erdo. Basándos e en la anatomía del flujo sanguíneo 

· por ta l, se ha explicado que la vena me sentérica inferior 

drena el colon, favoreciendo automáticamente la perfusión 

de l lóbul o d e recho <B r a ndt y Pérez-Tamayo, 1970). La 

el ciego (Jimenez. 1981). aunque estas pueden originarse en

cualquier área del colon; posteriormente puede sobrevenir la

peritonitis, asi como la formación de una comunicación

fistular con Ia piel, pudiendo tambien aparecer espacios

retroperitoneales. en cavidades viscerales o en el tórax.

En un estado critico de la enfermedad puede ocurrir la

necrosis de todo el megacolon, denominándose clínicamente

como " megacolon tóxico “ (Luvano y cols., 1952?. Por

tanto, las ulceraciones de la mucosa colonica son

distintivas de la infección amibiana invasora, detectándose

a traves de la colitis aguda y por medio de la disenteria

(Harder y Rosal, 1s?5>.

La infección intestinal puede complicarse con la

diseminación de los trofozoitos amibianos al higado. Los

mecanismos de diseminación que utiliza la amiba para

alojarse en el higado son por la ruta hematógena o por

extensión directa. La afluencia de la amiba a este órgano

es generalmente por la ruta hemstógena, es decir por el

sistema vena porta a traves de las venulas y radicales

portales (Brandt y Perez-Tamayo, 1970; Tsutsumi y cola.,

1984). En el humano el lóbulo derecho del higado es más

grande que el izquierdo, y se ha reportado que este presenta

mayor incidencia de abscesos con respecto al lóbulo

izquierdo. Basándose en la anatomia del flujo sanguíneo

portal, se ha explicado que la vena mesenterica inferior

drena el colon, favoreciendo automáticamente la perfusión

del lóbulo derecho (Brandt y Pérez-Tamayo, 19?úl. La



diseminación por extensión direc ta ocurre por perforaciones 

intestinale s o de l a pie l perianal. En casos muy agu do s 

se pueden presentar abscesos múl ti p l es en e l hígado 

CKatzenstein, 1982l . Los estudios realizados en México por 

Brandt y Pérez-Tamayo , reportan que los abscesos múltiples 

ocupan un 85 % <Brand t y Pérez-Tamayo, 1970; Pérez-Tamay o y 

Brandt, 1971). El absceso hepático está compuesto por una 

pared capsular, localizando exclusivamente amibas en la 

pe rif eria de la cápsula. 

Al parecer los trofozoitos lisan neutrófilos y la 

liberación del contenido granulocitico de las células 

lisadas (Tsutsumi y cols., 1984; Salata y Ravdin 1985bl 

,propician l a lisis de hepatocitos distantes de la amiba. 
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Modelos experimentales de inducción de abscesos 

hepáticos, han demostrado que a medida que los trofozoitos y 

neutrófilos son lisados, la amiba permanece inmersa en 

debris de material basofilico. La progresión del absceso, 

pr ov oca Ja formación de una cápsula organizada con fibras 

reti c ulares de co lágena y f ibroblastos rodeados por 

macrófagos y células epiteliales CTsutsumi y col s., 1984). 

Se ha observado que en un 10% de pacientes con 

complicaciones de absceso hepático se puede provocar una 

di s eminación de los trofozoitos hacia la cavidad toráxica 

o ab d omin F.l l ( Ada ms y Mclead, 1977b l, asi mi s mo la 

p r e s entación de per itoni tis ocurre en u n 31 % de l o s 

pa c ientes c on éstas c omplicaci o nes <Ai ka t y cols. , 1979 l 

ca u sa ndo l a muerte a u n 4 5% d e el l os. La extensión directa 

diseminación por extensión directa ocurre por perforaciones

intestinales o de la piel perianal. En casos muy agudos

se pueden presentar abscesos múltiples en el higado

(Katzenstein, 1962). Los estudios realizados en Mexico por

Brandt y Pérez+Tamayo, reportan que los abscesos múltiples

ocupan un SSS (Brandt y Perez-Tamayo, 1970; Párez~Tamayo y

Brandt, iS?ll. El absceso hepático está compuesto por una

pared capsular, localizando exclusivamente amibas en la

periferia de la cápsula.

Al parecer los trofozoitos lisan neutrófilos y la

liberación del contenido granulocitico de las celulas

lisadas (Tsutsumi y cole., 198A¦ Salata y Ravdin 19B5bl

propician la lisis de hepatocitos distantes de la amiba.

Hodelos experimentales de inducción de abscesos

hepáticos, han demostrado que a medida que los trofozoitos y

neutrófilos son lisados. la amiba permanece inmersa en

debris de material basofilico. La progresión del absceso,

provoca la formación de una cápsula organizada con fibras

reticulares de colágena y fibroblastos rodeados por

macrófagos y celulas epiteliales (Tsutsumi y cole., iSBAl.

Se ha observado que en un iüfi de pacientes con

complicaciones de absceso hepático se puede provocar una

diseminación de los trofozoitos hacia la cavidad toráxica

o abdominal (Adams y Holead, l977b), asi mismo la

presentación de peritonitis ocurre en un 31% de los

pacientes con éstas complicaciones (Aikat y cols., 19?Ql

causando la muerte a un A5% de ellos. La extensión directa
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del trofozolto desde el absceso hepático hacia el parénquima 

pu l monar, puede provocar abs c esos pulmonares o fistulas 

hepatobronquiales <Adams y MacLeod; 1977>. 

La ruptura del absceso hacia el pericardio es ra­

ra, sin embargo se reporta en un 3% de los casos analizados 

CAikat y col s., 1979). La amibiasis pericardial se asocia 

particularmente con abscesos del lóbulo izquierdo del hlgado 

y causa un 40% de mortalidad <Kapoor y Shah, 1972 >. 

Las complicaciones toráxicas son raras, presentando 

una incidencia de O. 1% en casos cllnicos de amibiasis, 

siendo causantes de un segundo lugar de mortandad. La 

invasión de la pleura al pulmón o pericardio ocurren en un 

30% de pacientes con complicaciones toráxicas <Adeyemo Y 

Aderounmu, 1981 J. Los abscesos pulmonares se presentan en 

un 14% de casos tóraxicos y pueden perforar hacia el 

bronquio. 

Durante el proceso . invasor del parásito~ 

histolytica, el cerebro es uno de los órganos menos afectado 

<Br a ndt y Pérez-Tamayo, 1970). No obstante, se registra 

que aproximadamente un 8% de pacientes con amibiasis 

invasora presentaron da~os severos en este órgano. 

<Lombardo, 1964). Las lesiones que se presentan en el 

c erebro so n de tipo multip l e en un 75% de los pacientes 

CBener jee y col s., 19831, involucrando al hemisferio 

i z qu i er do c on ma y o r frec u e ncia en comparación con el 

def'ech o . siguie ndo e n ord en descendente el lóbulo occipital 

y e l me ningeo <Lombardo, 1964). Las lesi ones pueden tene r 

del trofozoito desde el absceso hepático hacia el parenquima

pulmonar, puede provocar abscesos pulmonares o fistulas
1"-H

hepatobronquiales (Adams y Hacbeod, 1977).

La ruptura del absceso hacia el pericardio es ra~

ral sin embargo se reporta en un Si de los casos analizados

(Aikat y cols., 1979). La amibiasis pericardial se asocia

particularmente con abscesos del lóbulo izquierdo del higado

y causa un 40% de mortalidad (Kapoor y Shah, 19721.

Las complicaciones toráxicas son raras, presentando

una incidencia de 0.1% en casos clinicos de amibiasis.

siendo causantes de un segundo lugar de mortandad. La

invasión de la pleura al pulmón o perioardio ocurren en un

SO! de pacientes con complicaciones toráxicas (Adeyemo v

Aderounmu, isoil. Los abscesos pulmonares se presentan er

un 14! de casos tóraxicos y pueden perforar hacia el

bronquio.

Durante el proceso invasor del parásito EL

higtolgtica, el cerebro es uno de los órganos menos afectado

(Brandt y Pérez-Tamayo, 1970). No obstante, se registra

que aproximadamente un BS de pacientes con amibiasis

invasora presentaron daños severos en este órgano.

(Lombardo, ISBAJ. Las lesiones que se presentan en el

cerebro son de tipo multiple en un 755 de los pacientes

(Benerjee y cols., 1983), involucrando al hemisferio

lxquierdo con mayor frecuencia en comparación con el

derecho. siguiendo en orden descendente el lóbulo occipital

y el meningeo (Lombardo, 1964). Las lesiones pueden tener



dimensiones desde 2mm hasta 5cm, desarrol !ando abscesos con 

necrosis central. 

b> BIOLOGIA DEL PARASITO 

No existen factores que muestren ser decisivos en 

el establecimiento de lesiones en intestino o en higado por 

parte del parásito. Sin embargo se ha considerado una 

variedad de elementos que involucran directamente al 
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_hospedero, como son: la localización geográfica, la raza, el 

s exo, la edad, el estado nutricional e inmunológico, la 

dieta, el clima local y los hábitos sexuales <Pérez-Tamayo y 

Brandt, 1971). 

Asi mismo, la amibiasis intestinal, está 

considerada como una enfermedad potencialmente letal e 

importante en términos de consecuencias sociales y 

económicas, ya que frecuentemente las infecciones, como las 

provocadas en higado, incapacitan temporalmente a 

hombres adultos durante la edad productiva, puesto que 

se req uiere de varia s semanas de hospitalización y de dos a 

tre s meses para una recuperación total. 

La biologia del parásito !k_ histolytica incluye 

tanto la fase minuta o formación del quiste, y la 

forma grande o amebas eritrofagocitica la cual se detecta en 

la am i bias is invasora. Los trofozoitos hematófagos 

encontrados en heces son considerados como una evidencia 

pa r a determinar la naturaleza invasora de la a miba. El 

dimensiones desde Emm hasta Scm, desarrollando abscesos con

necrosis central.

bl BIOLOGIA DEL PARASITO

No existen factores que muestren ser decisivos en

el establecimiento de lesiones en intestino o en higado por

parte del parásito. Sin embargo se ha considerado una

variedad de elementos que involucran directamente al

hospedero, como son: la localización geográfica, la raza, el

sexo, la edad, el estado nutricional e inmunológico, la

dieta, el clima local y los hábitos sexuales (Perez-Tamayo y

Brandt, isïìl.

Asi mismo, la amibiasis intestinal, está

considerada como una enfermedad potencialmente letal e

importante en terminos de consecuencias sociales y -

económicas, ya que frecuentemente las infecciones, como las

provocadas en higado, incapacitan temporalmente a

hombres adultos durante la edad productiva, puesto que

se requiere de varias semanas de hospitalización y de dos a

tres meses para una recuperación total.

La biologia del parásito E. histolytica incluye

tanto la fase minuta o formación del quiste, y Ia

forma grande o amebae eritrofagocitica la cual se detecta en

la amibiasis invasora. Los trofozoitos hematófagos

encontrados en heces son considerados como una evidencia

para determinar la naturaleza invasora de la amiba. El



c iclo de vida completo del parásito inclu ye cua t ro estadios 

consec: 1Jt.- iv os; el t ro fcizoito, el pr .'.? 9uiste, 8 i q u iste Y el 

metaquiste. Donde el trofozoito se multiplica por fisión 

binaria y enquista durante el estado comensal. Se han 

encontrado quistes en muestras fecales de pacientes 

asintomáticos, éstos son cuerpos redondos o semiovales de 

consistencia hialina, con un diámetro de 8µm a 20µm y una 

pared rig i da compuesta de quitina. Los quistes n o se 

desa1· !'ol lan en los tejidos, pero son los responsables de la 

tr ansmisión de l a enfermedad. Los trof ozo it o s poseen un 

periodo corto de vida fuera del hospedero, ya que no 

resisten las presiones ambientales. La transmisión de la 

enfermedad es principalemente por la ingestión de aliment o ; 

o agua contaminada con heces y por contacto de persona a 

persona, en la cual se puede incluir la fornicación ( Marr, 

1981 ) . 

En este parásito es notable la a usencia de 

organelos tipicos de las células eucarióticas, entre los 

cuale s se pueden mencionar a la mitocon d ria y al nucleolo 
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l McLc..u ghl in, 1985 ) . Sin embargo estudios de ultraestru ctu ra 

en trofozoitos han mo s trado la presencia de organelos 

similares al reticu lo endoplasmático <Yee, 1970 > y aparato 

de Go l gi rP ror. to r-, 197 1l . Asi mismo se ha n de tectad o 

partlc u i as de ri b onu c l eo proteinas l RNPI en form a e l o ngada y 

i 1~l i c o id a: ! e r~ e l c itopl asma, c o n oc idos c o mo cuerpos 

cr omar.oi d e s <Rosenbéiu m, i970l . La ausencia de microtúb u los 

en citi:i pl a sm a ta1nbié11 e s n otabl e aunque pued en ser 

ciclo de uida completo del parásito incluye cuatro estadios

consecutivos: si trcfczcitc, ei prequiste. ei quiste F Ei

metaquiste. Donde el trofczoito se multiplica por fisìon

binaria y enquista durante el estado comensal. Se han

encontrado quistes en muestras fecales de pacientes

asintomaticos, estos son cuerpos redondos o semiovales de

consistencia hialina, con un diametro de Bum a Eüpm y una

pared rígida compuesta de quitina. Los quistes no se

desalrollan en los tejidos, pero son los responsables de la

transmision de la enfermedad. Los trofozcitos poseen un

periodo corto de vida fuera del hospedero. ya que no

resisten las presiones ambientales. La transmision de la

enfermedad es principaiemente por la ingestión de alimento?

c agua contaminada con heces y por contacto de persona a

persona, en la cual se puede incluir la fornicscion Lflarr.

19511.

En este parásito es notable ia ausencia de

organeios tipicos de las células eucarioticas, entre los

cuales se pueden mencionar a la mitocondria H al nucleolc

nHcLaugh1in, 1955). Sin embargo estudios de ultraestructura

en trcfozoitos han mostrado la presencia de organelos

similares al reticulo endopiasmatico (ise, 19701 y aparato

de Gclgi 'P:octor, 1971). Asi mismo se han detectado

particufias de ribonucleoproteinas (RNP) en forma eicngada v

geliccida! en el citoplasma. conocidos como cuerpos

cromatoides fifiosenbaum, 1970). La ausencia de micrctúbuios

en citoplasma también es notable aunque pueden ser
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detectados en el núcleo de amibas durante la división de 

éste CMartinez-Palomo, 1982; ~olis-Martinez, 1986>. La 

amiba posee un núcleo con un diámetro de 4µm a 7µm y una 

membrana nuclear doble rodeada por una serie de gránulos 

que le dan al núcleo la apariencia de un anillo <Martinez-

Palomo, 1982). En estos gránulos se ha observado una 

reacción Feulgen negativa, asi mismo los ensayos de amibas 

incubadas con uridina titriada han revelado que los gránu l os 

son los que presentan la marca, concluyendo que 

éstos presentan RNA <Pan y Geiman, 1955; Albach y col s., 

1977). 

e) DIFERENCIACION DE CEPAS PATOGENAS Y NO PATOGENAS 

Existen dos aspectos de la biologia del 

parásito !L.... histolxtica que han sido de interés para 

la investigación de este organismo: l a variabilidad del 

potencial patogénico y la prevalencia de la amibiasis 

invasora en ciertas areas geográficas <Martinez-Palomo y 

Martinez-Baez, 1983). Se ha postulado la existencia de dos 

especies de !L._ histolytica las patogénas y las no - patogénas. 

En 1982, Martinez - Palomo mostró diferencias en la 

aglutinación inducida por concanavalina A <Con Al, la cual 

era selectiva de las cepas patogénicas de !L.... histolytica. 

Asi mismo se han detectado diferencias en los patrones 

isoenz imáticos de cepas virulentas y no virulentas, 

mos trando que pacientes con amibiasis Invasora presentan dos 

detectados en el núcleo de amibas durante la division de

este (Martinez-Palomo. 1982; Solis-Martinez. 19661. La

amiba posee un núcleo con un diametro de epm a Tpm v una

membrana nuclear doble rodeada por una serie de granulos

que le dan al núcleo la apariencia de un anillo (Martinez-

Palomo, 1582). En estos gránulos se ha observado una

reaccion Feulgen negativa, asi mismo los ensayos de amibas

inoubadas con uridina tìtriada han revelado que los gránulos

son los que presentan la marca, concluyendo que

éstos presentan RNA (Pan y Gaiman, 1955i Albach y cois.,

19771.

ol DIFERENCIACIÚN DE CEFA5 PATDGENAS Y ND PÃTUGEHAS

Existen dos aspectos de la biologia del

parásito E. histolytica que han sido de interes para

la investigacion de este organismo: la variabilidad del

potencial patogenico y la prevalencia de la amibiasis

invasora en ciertas areas geográficas (Martinez-Palomo y

Hartinez-Baez, 1983). Se ha postulado la existencia de dos

especies de E. histolytica las patogånas y las no-patcgenas.

En 1932. Martinez-Palomo mostró diferencias en la

aglutinacion inducida por concanavalina A iCon Al, la cual

era selectiva de las cepas patogenicas de E. histoiytica.

Asi mismo se han detectado diferencias en los patrones

iscensimáticos de cepas virulentas y no vìruientas,

mostrando que pacientes con amibiasis invasora presentan dos



bandas q u e cor r esponden a l a he xocina sa, mientras que l os 

obtenidos por pacientes asintomáticos no las prese nt a n ( Mo ss 

y Mateews, 198 7 >. 

El desarrollo de técnicas inmunológicas ha sido de 

gran utili d ad en la posible diferenciación de cepas 

patógena s y no patógenas de g_,_ his t olytica. Estudi o s 

r ec ientes, han demostrado que el empleo de anticuerpos 

mon o clonales dirigidos contra epitopes del trofozoito pueden 

se r decisivos en el reconocimient o de ambos tipos de células 

<Ortiz-Ortiz y c ois.,1986; Stra.cham y cols., 1988>. 

Es e vi de nt e q u e la incidencia de la amibiasis 

in v a sora se presentan con mayor frecuencia en zonas de clima 

c a l ien t e y a l a presencia de cepas vir u lentas de E..._ 

his to ly ti ca , favore c eciendo la invasión progresiva del 

parási t o hacia l os tejidos del hospedero <Ortiz-Ortiz y cols 

1986 >. Asi mismo, debido a los estragos q u e pro voca 

e s te pará s ito en nues t ro pais y a que esta enfermedad es 

c a r ac te r istica de l sector más pobre de nuestra soc i edad 

<Mar tine z -Palomo y Martinez-Baez, 1983) resultan 

espec i alm ente r el e v a ntes l o s es t udios que abarq uen l os 

aspe c tos mo leculares y celulares rela c ionado s con los 

e ve ntos d e pa to gen i ci d a d de és t e parásito. 
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bandas que corresponden a la hesocinasa, mientras que los

obtenidos por pacientes asintomáticos no las presentan (Moss

y Hateews, 1957).

El desarrollo de tecnicas inmunológicas ha sido de

gran utilidad en la posible diferenciación de cepas

patogenas y no patogenas de E. histolytica. Estudios

recientes. han demostrado que el empleo de anticuerpos

monoclonales dirigidos contra epitopes del trofozoito pueden

ser decisivos en el reconocimiento de ambos tipos de celulas

iürtiz-Ortiz y cols.,1B86; Stracham y cols.. 1955).

Es evidente que la incidencia de la amibiasis

invasora se presentan con mayor frecuencia en zonas de clima

caliente y a Ia presencia de cepas virulentas de EL

histolgtica, favorececiendo la invasion progresiva del

parásito hacia los tejidos del hospedero (Ortiz-Ortiz y cols

., 19851. Asi mismo, debido a los estragos que provoca

este parásito en nuestro pais y a que esta enfermedad es

caracteristica del sector mas pobre de nuestra sociedad

(Martinez-Palomo y Martinez-Baez, 1983) resultan

especialmente relevantes los estudios que abarquen los

aspectos moleculares y celulares relacionados con los

eventos de patogenicidad de este parásito.



111> ANTECEDENTES 

La infección invasora causada por &.._ histolytica 

aparentemente es el resultado de los siguientes procesos 

secuenciales: colonización intestinal, adherencia a la 

mucosa, disrupción de la barrera intestinal y lisis 

dependiente del contacto directo a células epiteliales y 

leucocitos del hospedero <Ravdin, 1986). 

Se han empleado modelos "in vitro" para definir el 

probable mecanismo patógenico del trofozoito de &.._ 

histolytica cepa HM-1 de cultivo axénico, utilizando células 

de mamífero. En estos estudios se caract~rizaron 

primordialmente los siguientes eventos: adherencia, 

.citólisis extracelular y fagocitosis <Ravdin y cols., L9 e Ci: 

Ravdin y Guerrant, 1961 >. Conjuntamente, se ha repor ta do 
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que en células de ovario de hámster CCHO>, neutrófllos 

humanos, linfocitos T, monocitos y hepatocitos, la citólisis 

de estas células muestran el establecimiento de una 

adherencia del parásito dependiente de. Gal-GalNac, la cual 

~s inhibible con lactina CSalata y cols., 1965; Ravdin, 

1986; Salata, 1986; Salata, 1987>. Por otra parte, se ha 

sugerido que para la lisis de células adheridas por el 

parásito se requiere de calcio CRavdin y col s., 1982) asi 

como de la intervención de microfilamentos <Ravdin y cols. 

1986>, actividad en membrama de fosfolipasa A2 (Salata y 

col s., 1985> y secreción de enzimas proteoliticas 

(Jarumilinta, 1969). 

llll ANTECEDENTES

La infeccion invasora causada por Ei histgiytjca

aparentemente es el resultado de los siguientes procesos

secuencialesi colonización intestinal, adherencia a la

mucosa, disrupcion de la barrera intestinal y lisis

dependiente del contacto directo a celulas epiteliales y

leucocitos del hospedero tRavdin, 1986).

Se han empleado modelos "in vitro" para definir el

probable mecanismo patogenico del trcfozoito de EL

gistolgtica cepa HH-1 de cultivo axenicc, utilizando celulas

de mamifero. En estos estudios se caracterizaron

primordialmente los siguientes eventos: adherencia,

citolisis extracelular y fagocitosis (Ravdin y cols., Ledo:

Ravdin y Guerrant, ieoil. Gonjuntamente, se ha reportado

que en celulas de ovario de hamster {CHDl, neutrofilos

humanos, linfocitos T, monocitos y hepatocitos, la citolisis

de estas celulas muestran el establecimiento de una

adherencia del parásito dependiente de Gal-Galflac, la cual

es inhibible con lectina (Salata y cols., 1985; Ravdin.

1986; Salata. 1956; Salata, i98?l. Por otra parte, se ha

sugerido que para la lisis de celulas adheridas por el

parásito se requiere de calcio (Ravdin y cols., 1982) asi

como de la intervencion de microfilamentos iflavdin y cols.

1986), actividad en membrama de fosfolipasa A; (Salata y

cole., 1Q85ì y secrecion de enzimas proteoliticas

(Jarumilinta, 19691.



Se ha sugerido que el parásito podria ser capaz de 

evadir mecanismos de la respuesta inmune. Pacientes 

sometidos a tratamientos especificos contra la amibiasis 

invasora pueden presentar reincidencia a nuevas infecciones 

<Krupp y cols., 197~¡ Stamm y cols., 1975). 

reincidencia a abscesos hepáticos o de colitis amibiana es 

muy rara <Sepúlveda y cols., 1952>. Evidencias 
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experimentales han mostrado que los trofozoitos amibianos, 

pueden polarizar inmunoglobulinas dirigidas contra todos los 

componentes del parásito <estructurales y moleculares> hacia 

1a superficie membrana!, para luego liberarlos al m~dio 

externo, este proceso se conoce como " capping " <Calderón 

y Mu!'loz, 1980>. Paralelamente la lisis de leucocitos 

humanos puede facilitar la penetración de la amiba al 

tejido, ya que la acción de las enzimas de los leucocitos 

muertos facilita este proceso <Jarumilinta y Kradolfer, 

1964). 

Se ha determinado que la participación de la 

membrana de h histolytica es d.ecisiva en el proces·o invasor· 

de este parásito. Estudios realizados por microscopia 

electrónica de barrido han demostrado que la asociación con 

bacterias incrementan el número relativo de 

especializaciones de superficie en el parásito, asi como un 

elevado p o lim o rfismo en membrana de diferentes cepas 

patógena.s de h hist o lytir.ci. <González-Robles y Martinez-

Pa lomo, 1983). Por o tra parte, se han aislado proteínas 

f or ma do ra s d e poros de e x tractos amibianos 1 !amadas 
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Se ha sugerido que el parásito podria ser capaz de

evadir mecanismos de la respuesta inmune. Pacientes

sometidos a tratamientos especificos contra la amibiasis

invasora pueden presentar reincidencia a nuevas infecciones

(Krupp y cols.. iS?fl¦ Etamm y cole.. iSTol. Sin embarflü le

reincidencia a abscesos hepaticos o de colitis amibiana es

muy rara (Sepúlveda y cole., 1952). Evidencias

experimentales han mostrado que los trofozoitos amibianos,

pueden polarisar inmunoglobulinas dirigidas contra todos los

componentes del parásito (estructurales y moleculares) hacia

la superficie membranal, para luego liberarlos al medio

externo, este proceso se conoce como " capping “. (Calderon

y Muñoz, 19801. Paralelamente la lisis de leucocitos

humanos puede facilitar la penetracion de la amiba al

tejido, ya que la accion de las enzimas de los leucocitos

muertos facilita este proceso (JarumiIinta y Hradolfer,

1964).

Se ha determinado que la participacion de la

membrana de EL histoiytica es decisiva en el proceso invasor

de este parásito. Estudios realizados por microscopía

electronica de barrido han demostrado que la asociacion con

bacterias incrementan el número relativo de

especielizaciones de superficie en el parásito, asi como un

elevado polimorfismo en membrana de diferentes cepas

patogenas de §L_hi§to11tjca (González-Robles Y HBPÉÍWQZ'

Palomo, 1983). Por otra parte, se han aislado proteinas

formadores de poros de extractos amibianos llamadas
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"ameboporos", las cuales pueden est&l' implicadas en Ja 

muerte celular. El mecanismo de a.ación probablemente sea 

similar al del sistema inmune empleado por el complemento 

<Young, 1965). 

La capacidad de penetrar, invadir y destruir los 

tejidos conjuntivos de Jos óganos que infectan Jos 

trofozoitos ~n el hospedero, podria ser por la 

participación, entre otros factores, de una enzima 

colagenDlitica, ya que la colAgena es uno de los principales 

componentes estructurales del tejido conjuntivo. 

Se conocen diferentes variedades genéticas de 

colAgena, las cuales se eresentan en zonas espec1fi6as de 

los tejidos. La colAgena de tipo 1 es el principal 

componente del tendón, hueso y dientes, en asociación con 

otras colAgenas se encuentra presente en la piel, higado, 

ri~ón, pulmón y otros órganos. La colAgena de tipo .11 se 

presenta en tejido de cal'tilago elAstico hialino, Ja 

colAgena de tipo 111 se presenta en casi todos los tejidos 

que contienen la coJAgena d'e tipo l. La colAgena de tipo 

IV se presenta en membrana basal, la de tipo V en células de 

músculo liso, en la F i el y en la membrana basal <Minar, 

1980). Recientemente se ha correlacionado el grado de 

virulencia del parAsito con su ·actividad colagenolitica 

<Mu~oz, 1964). Asi mismo en este estudio se observó que 

~I trofozoito presentó una mayor afinidad por la colégena de 

tipo 1 aislada de placenta humana. Alternativamente, 

experimentos de microscopia electrónica de transmisión han 

“ameboporos", las cuales pueden estar implicadas en la

muerte celular. El mecanismo de accion probablemente sea

similar al del sistema inmune empleado por el complemento

(Young, 1985),

La capacidad de penetrar, invadir y destruir los

tejidos conjuntivos de los oganos que infectan los

trofozoitos en el hospedero, podria ser por la

participacion, entre otros factores, de una enzima

colagenolitica, ya que ia colagena es uno de los principales

componentes estructurales del tejido oonjuntivo.

Se conocen diferentes variedades genéticas de

colagena, las cuales se presentan en zonas especificas de

los tejidos. La colagena de tipo l es el principal

componente del tendon, hueso y dientes, en asociacion con

otras colagenas se encuentra presente en la piel, higado,

riñon, pulmón y otros organos. La oolagena de tipo ll se

presenta en tejido de cartílago elastico hialino, la

oolágena de tipo lll se presenta en casi todos los tejidos

que contienen la oolagena de tipo I, La colågena de tipo

IV se presenta en membrana basal, la de tipo V en celulas de

músculo liso, en la piel y en la membrana basal (Minor,

19501. Recientemente se ha correlacionado el grado de

virulencia del parásito con su actividad colagenolitica

(Huficz, 1984). ¿ei mismo en este estudio se observo que

el trofozoito presento una mayor afinidad por la colágena de

tipo I aislada de placenta humana. alternativamente,

experimentos de microscopia electronica de transmision han
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revelado la existencia de gránulos electrodensos CGEDI, o 

gránulos de secreción, en trofozoitos activados con colágena 

tipo 1 como sustrato <Martinez-Palomo y cols., 19871. 

IV> SECRECION EN CELULAS EUCARIOTICAS SUPERIORES 

El proceso de secreción en células eucariotes se 

ha esclarecido en los últimos anos. Se han discernido 

mecanismos moleculares y celulares durante el proceso de 

secreción. La ruta intracelular para la secreción de 

proteinas en células eucariotes incluye seis pasos 

principales : 11 la sintesis de pr~teinas en los ribosomas 

unidos al reticulo endoplasmático; 2> segregación de las 

proteinas nacientes dentro del espacio cisterna! del 

reticulo endoplásmico rugoso <RERI; 31 transporte 

intracelular desde el RER hacia el aparato de Golgi; 41 

condensación en los gránulos de secreción inmaduros sobre la 

cara trans del aparato de Golgi; 51 almacenamiento de los 

productos de secreción en los gránulos de secreción maduros 

y 6> liberación de los productos al medio extracelular a 

través de la exocitosis <Carne, 1984>. 

Existen dos regiones espaciales en la célula: el 

extraorganelar o ci t osol, el cua l contiene el RNAm, 

ribosomas, aminoácidos activados y factores para la sintesis 

de proteinas , el o t ro espacio es el intraorgane lar o 

cisterna! el cual canaliza los productos de secreción a l a 

superfi ci e ce l u l ar. En este espacio es caracteristico la 

revelado la existencia de granulos electrodensos (GEDl, o

granulos de secrecion, en trofozoitos activados con colagena

tipo I como sustrato (Martinez-Palomo y cols., 1987).

IU) SECREGIUN EN GELULAS EUGARIDTICAS SUPERIORES

El proceso de secrecion en celulas eucariotes se

ha esclarecido en los últimos años. Se han discernido

mecanismos moleculares y celulares durante el proceso de

secrecion. La ruta intracelular para la secrecion de

proteinas en celulas eucariotes incluye seis pasos

principales : il la sintesis de proteinas en los ribosomae

unidos al reticulo endoplasmaticoi 2) segregación de las

proteinas nacientes dentro del espacio cisternal del

reticulo endoplasmico rugoso (RER); 3) transporte

intracelular desde el EEB hacia el aparato de Golgil el

condensacìon en los granulos de secrecion inmaduros sobre la

cara trans del aparato de Golgi¦ 5) almacenamiento de los

productos de secrecion en los granulos de secrecion maduros

y El liberacion de los productos al medio extracelular a

traves de la exocitosis (Carne, 1984).

Existen dos regiones espaciales en la celula: el

extraorganelar o citosol, el cual contiene el RNAm,

ribosomas, aminoácidos activados y factores para la sintesis

de proteinas, el otro espacio es el intraorganelar o

cisternal el cual canaliza los productos de secrecion a la

superficie celular. En este espacio es caracteristico la



modi f icación p o s t - trans l ac!ona l en las pr o t e ! n as 

Cg !u c ocilació n. 1J n io ne s d i s ulfu ro1 r9 duco i ó n p rot e ol i ti c a , 

h i dro xil ación, fosforilaci ó n y sulfatación) El.nte s de s e r 

liber a d a s por la célul a. La pa r te cen t ral d e l pr oc e s o d e 

secrec ión e s l a t rans loca ción d e l a s pro t eínas secretorias, 

desde s u sitio de sí n te s i s has t a el espacio citosólico , 

a tr a v e s an d o l a membrana de l RER hacia el espa c i o c is t erna ! 

<Car ne, 1954) . 

La c ana lización de estas proteínas es a través de 

un a seri e d e i n te r co n e cciones unidas a membranas, 

t r a nspor t ando las molé c ulas en peque~as vesiculas o gránulos 

citoplasmá ti cos <Carne, 1984 ) . Por otra parte, se ha 

detec t ado q u e so n los incrementos de calcio citoplasmático 

los r esponsables directos de la activación de este proceso 

CD0 1Jglas y c o l s ., 1978l. 

En resumen podemos mencionar que el mecanismo 

i nvaso r del parás i to !L._ histolytica involucra aspectos 

celulares y moleculares, de los cuales los primeros 
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han s ido obj e t o d e u na gran variedad de investigaciones, sin 

e mb argo, l os aspec t os mole c ula.res han sido poco estudiados. 

Por tanto el objet i vo principál de este trabajo fué estudiar 

el proceso de secreción en trofozoitos de ~. histolytica 

d u rante su activac ión con colágena t ipo 1, usando 

an t icuerpos espe c íficos para los gránulos de secreción 

. CGED J . 

modificacion post-translacional en las proteinas

iglucocilacion. uniones disulfuro, reduccion proteolitice.

hidroxìlacion, fosforilacion y sulfatacionl antes de ser

liberadas por la celula. La parte central del proceso de

secrecion es la translocacion de las proteinas secretorias,

desde su sitio de sintesis hasta el espacio oitosolìco.

atravesando la membrana del RER hacia el espacio cisternal

(Carne, 1S8¿l.

La canalïzacion de estas proteinas es a traves de

una serie de interconecciones unidas a membranas,

transportando las moleculas en pequeñas vesículas o granulos

citoplasmáticos (Carne, 1984). Por otra parte, se ha

detectado que son los incrementos de calcio citoplasmático

los responsables directos de la activacion de este proceso

(Douglas y cole., lQ?Bl.

En resumen podemos mencionar que el mecanismo

invasor del parásito ga histolgtica involucra aspectos

celulares y moleculares, de los cuales los primeros

han sido objeto de una gran variedad de investigaciones, sin

embargo, los aspectos moleculares han sido poco estudiados.

Por tanto el objetivo principal de este trabajo fue estudiar

el proceso de secrecion en trofozoitos de E, histglytica

durante su activacion con colágena tipo l, usando

anticuerpos especificos para los grenulos de secrecion

_(GED>.



V> OBJETIVOS 

A> DETECTAR LOS COMPONENTES DE LOS GED EN TROFOZO!TOS DE 

Entamoeba histolytica NORMALES Y ACTIVADOS PARA LA 

SECREC!ON, EMPLEANDO ANTICUERPOS POLICLONALES DE MAMIFERO. 
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B> LOCALIZAR LOS COMPONENTES DE LOS GED EN TROFOZOITOS DE 

Entamoeba histolytica. 

C> ESTUDIAR LA REDISTRIBUCION DE LOS COMPONENTES DE LOS 

GED EN TROFOZOITOS ACTIVADOS PARA LA SECRECION. 

V) OBJETIVOS

n1 DETEGTAR Las conPuNEN†Es DE Los Gen EN †nuFuzu¡Tus DE
gnzamuagã g¿§1g¿¿;¿gg_NoRnALEs Y AcT|vAnus PARA Là
sscnscinu, EHPLEANDU ANT1cuERPos PULICLUNALES na AAMIFERU.

B) LDCALIZAR LOS COMPONENTES DE LU5 GED EN TROFGZUITUS DE

Entamuaba hïstolytica.

C) ESTUDIAR LA REDISTRIBUCIDN DE LDS COMPONENTES DE LOS

GED EN TRDFÚZDITDS ACTIVADU5 PARA LA SECRECIDN.



VI> HETODOS 

a> CULTIVO DE TROFOZOITOS DE E_,_ histolytica. Los 

trofozoitos de &,__ histolytica cepa HM-1 fueron crecidos en 

medio TYI-S-33 en condiciones axénicas conforme el método 

descrito por Diamond, <1978). 

Cultivo axénico de •edio TYJ-S-33 

1> Para lOOOml del medio de cultivo s~ pesaron: 

Biotriptasa 30g 
Dextrosa 10g 
Cloruro de sodio 2g 
Fosfato dibásico de potasio 0.6g 
Fosfato monobásico de potasio lg 
L-cisteina 1g 
Acido ascorbico 0.2g 
Citrato férrico de amonio 0.023g 

2) Enseguida se disolvieron en 500ml de agua bidestilada y 

se ajustó a un pH de 6.8 con NaOH 1N para luego aforarse a 

800 mi; posteriormente se esterilizó por autoclave durante 

15 minutos. El medio TYl-S-33 se complemento con suero de 

bovino inactivado (se colocó en un bafto de agua a 56°C 

durante 30 minutos con agitación constante) y con vitaminas 

de Diamond. 

b> EXTRACCION DE COLAGENA TlPO 1 DE PLACENTA HUMANA. La 

colágena tipo 1 se extrajo siguiendo el método descrito por 
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Rojkind y colaboradores 1962. Donde una placenta humana se 

cortó y lavó con NaCI 0.9% durante 24 ha 4°C Posterior-

mente se incubó con ácido acético 0.25M con 0.2mg de pep-

sina / µl. Después se centrifugó a 5000 rpm durante 40 min, 

VI) HETODOS

a) cuLT1vu DE TROFozo|Tos DE EL gifigglïgìgg. Los

trofozoitos de E. histolytica cepa HH-1 fueron crecidos en

medio Tïi-5-33 en condiciones asenicas conforme el método

descrito por Diamond, (19?BJ.

Cultivo alànico de ledio TYI-S~33

1) Para 1000ml del medio de cultivo se pasaron:

Biotriptasa 30;
Dentrosa iüg
Cloruro de sodio Zg
Fosfato dibasico de potasio 0.63
Fosfato monobasioo de potasio lg
L-oisteina ig
Acido ascorbico D.2g
Citrato ferrico de amonio 0.0233

2) Enseguida se disolvieron en Eüüml de agua bidestilada y

se ajustó a un pH de 6.5 con HaDH 1N para luego aforarse a

800 ml; posteriormente se esteriliao por autocìeve durante

15 minutos. El medio TYl*5-33 se complemento con suero de

bovino inactivado (se coloco en un baño de agua a 56°C

durante 30 minutos con agitación constante) y con vitaminas

de Diamond.

b) EXTRACCION DE GOLAGEHA TIPO I DE PLACENTA HUHANA. La

colágena tipo l se extrajo siguiendo el metodo descrito por

Rojkind y colaboradores 1982. Donde una placenta humana se

corto y lavo con NaCl 0.9% durante 2à h a &°C Posterior-

mente se incubo con ácido acético ü.25H con D.2mg de pep-

sinafpl. Despues se centrifugo a 5000 rpm durante AO min.



el sobrenadante se neutralizó con NaOH lM. Este proceso se 

re pi tió t res veces consecutivas para l a separación de las 

colágenas tipo 111, y V, donde se procedió a dializar el 

sobrenadante a 4ºC en el siguiente orden: 

1> Tris-HCI 0.05M pH 7.2 con NaCI 0.45M. 

2> Tris-HCI 0.05M pH 7.2 con NaCI 1.7M para la colágena 

tipo l l l. 

3) Tris-HCI 0.05M pH 7.2 con NaCI 2 . 5M para l a colágena 

tipo l. 

4> Tris-HCI 0.05M pH 7.2 con NaCI 4M para la colágena 

tipo V. 
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Los precipitados formados en cada una de las diálisis se 

di s olvieron en ácido acético 0.25M durante 48 h y dializaron 

en ácido acético 0.025M, se liofilizaron y almacenanaron a 

4 °C. 

c> CINETICA DE SECRECION. Trofozoitos de E.._ histolytica 

cepa HM-1 se cosecharon a las 48 y 72h. Con el objeto de 

separar a las amibas adheridas a los tubos de cultivo , se 

enfriaron durante Smin en agua-hielo. Posteriormente se 

lavaron con una solución amortiguadora de fosfatos salinos 

pH 7.0 <PBS -A > y se centrifugaron Smin a 1000rpm. Una vez 

cole c t ada s las amibas se desechó el sobrenadante y la 

pas t illa se resuspendió en medio modificado TYl-S-33 (sin 

suero y s i n L-c !stelna l conteniendo col égena tipo 1 con una 

co n cent raci ó n final de lmg / ml incubándose esta suspensión a 

La c iné t i ca de secreción se realizó en los tiempos 

el sobrenadante se neutralizo con Ha0H 1H. Este proceso se

repitio tres veces consecutivas para la separacion de las

colágenas tipo lll. I Y V. donde se prooedio a dializar el

sobrenadante a ¿UC en el siguiente orden:

1) Tris-HCl D.D5H pH 7.2 con

2) Tris-HGI D.ü5H pH 7.2 con

tipo lll.

5) Tris-HCI 0.05H pH ?.2 con

tipo i.

4) Tris-HCI O.D5H pH 7.2 con

tipo H.

Los precipitados formados

disolvieron en acido acético

en ácido acético O.D25H , se

4°C.

NaCl D.45H.

Naül 1.7H para la ooiagena

Naül 2.5H para la colagena

NaCl AH para ia colagena

en cada una de las diálisis se

0.25H durante HB h y dializaron

liofiiizaron y almaconanaron a

si crusrlcn os sscesclon. rrefezuites de EL n¡s±e¡1±¿¢§
cepa HH-1 se oosecharon a las 45 y 72h. Con el objeto de

separar a las amibas adheridas a los tubos de cultivo, se

enfriaron durante Emin en agua-hielo. Posteriormente se

lavaron con una solucion amortiguadora de fosfatos salinos

pH 7.0 (PES-AJ y se centrifugaron Smin a iüüürpm. Une vez

colectadas las amibas se desecho el sobrenadante y la

pastilla se resuspendio en medio modificado Tïl~5~33 (sin

suero y sin L-cisteinar conteniendo colégena tipo 1 con una

concentracion final de imgfml incubàndose esta suspension a

37°C. La cinética de secrecion se realizo en los tiempos



d e 3, 6 y 15 h . 

d) PREPARACION DE ANTIGENO AHIBIANO. El antigeno para 

ELISA se preparo con trofozoitos cosechados a las 72 h. Se 

colectaron mediante centrifugación durante 5min a 1000rpm, 

se lavaron con PBS-A en dos ocasiones, finalmente la 

pa sti 1 la se resuspendió en para - hidroxi-mercuri-benzoato 

<p-HMBl como inhibidor de proteasas, se sonicó y cuantificó 

la concentración de proteina por el método de Lowry C1951l 

para luego ser almacenados a 4°C. El antigeno para 

electroforesis se procesó de igual manera, solo que en lugar 

de sonicar la muestra, ésta se hirvió durante 3min y 

almacenó a -20ºC. Los antigenos de amibas activadas por 3, 

6 y 15 h se procesaron de la misma forma. 

e> OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI GRANULOS. Se cultivaron 

trofozoitos de 48 h y se activaron para la secreción con 

una concentración de colagena de 8mg/30ml/3x10-• células, 
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durante 15 h a 37°C. Se centrifugó la suspensión a lOOOrpm 

durante lOmin., posteriormente el sobrenadante se centrifugó 

a 2000rpm por Smin. Finalmente el sobrenadante se. 

microfugó a 10,000rpm por 10min . La pastil Ja formada se 

son icó y resuspendió en adyuvante completo de Freund, luego 

se inoculó a un borrego de 15 kg. Se realizaron un total 

de tr es inmunizaciones v ia s ub c utánea. Una vez que el 

borrego adquirió inmunidad a los gránulos este se sangró, y 

el suero obtenid o fué procesado para la precipitación de l a s 

2D

de 3. B y 15 h.

dl PREPARACION DE ANTIGENO AHIBIANO. El antigeno para

ELISA se preparo con trofozoitos cosechados a las T2 h. Se

colectaron mediante centrifugacion durante Emin a iüüürpm,

se lavaron con FES-A en dos ocasiones, finalmente la

pastilla se resuspendio en para-hidroni-mercuri-bensoato

ip-HHH) como inhibidor de proteasas, se sonico y cuantifico

la concentracion de proteina por el método de Lowry (1951)

para luego ser almacenados a 4°C. El antígeno para

electroforesis se proceso de igual manera, solo que en lugar

de sonicar la muestra. esta se hirvio durante Bmin y

almaceno a -20°C. Los antigenos de amibas activadas por 3.

6 y 15 h se procesaron de la misma forma.

el OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI GRANULOS. Se cultivaron

trofoaoitos de HB h y se activaron para la secrecion con

una concentracion de colagena de Bmgf30mlfBs10" células,

durante 15 h a 3?°C. Se centrifugo la suspension a 1DDOrpm

durante iümin., posteriormente el sobrenadante se oentrifugo

a Züüorpm por Emin. Finalmente el sobrenadante se

miorofugo a 1ü,DOUrpm por iümin. La pastilla formada se

sonico y resuspendio en adyuvante completo de Freund, luego

se inoculo a un borrego de 15 kg. Se realizaron un total

de tres inmunizaciones via subcutànea. Una vez que el

borrego adquirio inmunidad a los gránulos este se sangro, v

el suero obtenido fué procesado para la precipitacion de las



inmunoglobulinas de isotipo G. 

f> PRECIPITACION DE INHUNOGLOBULINAS. Se diluyó 1 ml de 

suero en 5ml de amortiguador de boratos 5mM pH 8.5 . 

Posteriormente se agregó el sulfato de amonio saturado por 

goteo, agitación constante y en frio, luego se dejó reposar 

30min y se c entrifugó a 10,000rpm. Se descartó el 

sobrenadante y la pastilla se disolvió en amortiguador de 

to x·atos. Finalmente la suspensión se dializó contra un 

volumen de 500ml de amortiguador durante 48 a 60 h a 4ºC 

<Goding, 1983). Al dializado se le cuantificó proteina 

utilizando 50µ1 de muestra y 950µ1 de NaOH O.lN y se leyó a 

280nm. 

Para calcular la concentración de proteina se utilizó la 

siguiente fórmula: 

<1.66) <D.O. J I (factor de dilución>=mg/ml 

g> INHUNOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA. A continuación se 

describe en forma breve los principales aspectos sobre el 

fundamen t o de ambas técnicas. 
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J) ELISA: "Técnica del anticuerpo inmunoabsorbente unido a 

una enzima Esta técnica se basa en la formación del 

co mple jo antigeno-anticuerpo CAg-AcJ. Para lograr esta 

intera cción se forra una placa de plástico <poliestirenol 

c on el an t!geno corr espondien te <en conc e ntración de 

proteina y vo l ume n final conocido>. Posteriormente la 

pla c a se incub a a 37°C, para permitir la adhesión de las 

inmunoglobuìinas de isotipo G.

fl PRECIPITACION DE INHUNOGLOBULINÍÉ. Se diluyo 1 ml de

suero en 5mi de amortiguador de boratos 5mH pH 5.5 .

Posteriormente se agrego el sulfato de amonio saturado por

goteo. agitacion constante y en frio, luego se dejo reposar

Sümin y se centrifugo a 10.D00rpm. Se descarto el

sobrenadante v la pastilla se disolvio en amortiguador de

boratos. Finalmente la suspension se dializo contra un

volumen de 5üDml de amortiguador durante #8 a GD h a 4°C

(Goding, 19531. Al dializado se le cuantifioo proteina

utilizando 50pl de muestra Y 950o] de NaOH O.1N y se leyo a

2BOnm.

Para calcular la concentracion de proteina se utiliso la

siguiente formula:

(1.861 (D.O.} f (factor de dilucionl=mgfmI

g) INHUNOHUINICA E INHUNOCITOQUIHICA. A continuacion se

describe en forma breve los principales aspectos sobre el

fundamento de ambas tecnicas. _

1) ELISA: " Técnica del anticuerpo inmunoabsorbente unido

una enzima “ . Esta técnica se basa en la formacion del

complejo antígeno-anticuerpo (Ag-Ac). Para lograr esta

interaccion se forra una placa de plástico (poliestireno)

con el antígeno correspondiente (en concentracion de

proteina v volumen final conocido). Posteriormente la

placa se incuba a 3?°C, para permitir la adhesion de las
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molé c ulas del antigeno al plástico. El paso siguiente 

consiste en la unión del anticuerpo al antigeno, esto se 

logra con una posterior incubación a 37°C del anticuerpo 

<suero o IgGl en diluciones seriadas <Vol lar y col s., 1979 >. 

Para la visualización del complejo Ag-Ac, es 

necesario la participación de un segundo anticuerpo, el cual 

esta dirigido contra el primero y además esta acoplado a una 

enzima <AcE>. La enzima acop l ada a este anticuerpo, por lo 

general es la peroxidasa <PO>, en su mayoría aislada de 

rábano. El complejo final será Ag-Ac-AcPO , para su 

observación es indispensable que la enzima interactue con el 

sustrato especifico. En el caso de la peroxidasa la 

reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

H2 0 2 + Enzima peroxidasa ~~~> H2 0 + 2 electrone s d ~ O 

A continuación los electrones libres del Oxigeno 

serán captados por un colorante; el cual hará evidente 

esta reacción. La orto-fenil-diamina <OPD) es un compuesto 

que desarrolla un color amarillo-naranja cuando se oxida en 

presencia de electrones CMartinez, 1979). El espectro de 

absorción para este complejo es de 490nm. La 

reacción que se desencadena cuando la OPD se oxida es la 

siguiente: 

~~~~~~~~~-> OPD• OPD 
reducida oxidada 

Por lo tanto, el desarrollo de color indica la 
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moléculas del antigeno al plástico. El paso siguiente

consiste en la union del anticuerpo al antigeno. esto se

logra con una posterior incubacion a 3?°C del anticuerpo

(suero o lgG1 en diluciones seriadas ivoller Y cols.. 19791.

Para la visualizacion del complejo Ag~Ac, es

necesario la participacion de un segundo anticuerpo. el cual

esta dirigido contra el primero y ademas esta acoplado a una

ensima iAcEl. La ensima acoplada a este anticuerpo. por lo

general es la perosidasa (PD1, en su mayoria aislada de

ràbano. El complejo final sera Ag-Ac-AcPD , para su

observacion es indispensable que la enzima interactue con el

sustrato especifico. En el caso de la peroxidasa la

reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

Hsü; + Enzima peroxidasa ---> H¦O + 2 electrones de U

A continuacion los electrones libres del Oxigeno

seran captados por un colorante: el cual haré evidente

esta reaccion. La orto-fenil-diamina (DPDl es un compuesto

que desarrolla un color amarillo-naranja cuando se caida en

presencia de electrones iflartinea, i5T9l. El espectro de

absorcion para este complejo es de 49Dnm. La

reaccion que se desencadena cuando la UPD se oxida es la

siguiente:

DPD l> UPD'
reducida oxidada

2e'

Por lo tanto, el desarrollo de color indica la



presencia del complejo Ag-Ac CMartinez, 1979) . 

Para la interpretac~ón de los resultados, es 

necesario leer la placa en un MINl-READER <lector para 

ELISA> a 490nm, registrando los datos en densidades ópticas 

CD. O.>. Finalmente los resultados se grafican en papel 
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milimétrico, donde en el eje de las ordenadas se registran 

Jas diluciones del anticuerpo y en el eje cie las abscisas se 

anota las O.O. registradas por el lector. CVoller y col5., 

1979). 

,ll>IN"UNOFLUORESCENCIA: El uso de derivados fluorescentes 

acoplados a anticuerpos para localizar antigenos, fué 

empleando por primera vez por Coons C1941>. Demostr3nd o 

que los anticuerpos se pueden acoplar a ~-antraseno o 

isocianato de fluoresceina, conservando la unión al 

anti geno. Subsecuentemente, Riggs C1958) introdujo el 

isotiocianato de fluoresceina CFITC> el cual es más estable, 

'por lo cua 1 _es uno de 1 O,s f 1 uorocromos más empleados en 1 os 

últimos a!'los. Asi mismo se concluyó que el uso de 

anticuerpos acoplados a moléculas fluorescentes son de gran 

,utilidad para localizar antigenos. 

El principio de la fluorescencia se basa en la luz 

que es absorbida por los f luorocromos, donde la energía de 

los fotones es transferida a electrones, los cuales asumen 

nive l es de energia más elevados. Cuando los electrones 

retornan a ni v eles de energia mas bajos, con respecto a los 

del estado exitado , se libera parte de esta energia en forma 
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presencia del complejo Ag-Ac lfiartinez, 1S?9i.

Para la interpretacion de los resultados, es

necesario leer la placa en un Hlfll-READEH (lector para

ELl5Al a eåünm, registrando los datos en densidades opticas

iD.D.>. Finalmente los resultados se grafican en papel

milimétrico. donde en el eje de las ordenadas se registran

las diluciones del anticuerpo Y en el eje de las abscisas se

anota las D.O. registradas por el lector. iïoller y cola..

19791.

_lllINHUNOFLUORESCENCiA¦ El uso de derivados fluorescentes

acoplados a anticuerpos para localizar antígenos, fué

empleando por primera vez por Coons iiesil. Demostrando

que los anticuerpos se pueden acoplar a o-antraseno o

isocianato de fluoresceina, conservando la union al

antígeno. Subsecuentemente, Riggs i1Q5BJ introdujo el

isotiocianato de fluoresceina iFlTCl el cual es mas estable,

por lo cualles uno de los fluorocromos mas empleados en los

últimos años. Asi mismo se concluyo que el uso de

anticuerpos acoplados a moieculas fluorescentes son de gran

utilidad para localizar antigenos.

El principio de la fluorescencia se basa en la luz

que es absorbida por los fluorocromos, donde la energia de

los fotones es transferida a electrones, los cuales asumen

niveles de energia mas elevados. Cuando los electrones

retornan a niveles de energia mas bajos, con respecto a los

del estado enitado, se libera parte de esta energia en forma



de calor y el resto en forma de un fotón de baja energía 

(comparado al del foton inicial). A este fenóme n o se le 

denomina fluorescencia y la eficiencia de éste se conoce 

como "producción de quantum" <Crooks, 19751. 

El espectro de emisión producido por el 

fluorocromo puede ser captado por el Microscop i o de 

Fluorescencia. El sistema óptico del microscopio 

procesará las longitudes de onda producidas por el 

fluorocromo; dicho proceso consiste en la condensación de 

las longitudes de onda emitidas poi una lámpara de mercurio 

y su posterior paso através de una serie de lentes, para 

l uego interactuar con la longitud de onda correspondiente a l 

del espectro de emisión del fluorocromo lo que permite la 

visualización de la fluorescencia la cual dependerá del 

filtro que se haya seleccionado y del fluorocromo empleado 

<Goding, 19531. 

Las bases de la lnmunolocalización de antigenos 

empleando la técnica de la fluorescencia se rigen por la 

localización del a ntigeno problema, empleando un anticuerpo 

primario, posteriormente la formación del c omple j o Ag-A c es 

detectado por un segundo anticuerpo acoplado a un 

fluor o cro mo <FITCJ. El complejo final, será entonces: 

Ag-Ac-AcFITC. La localización del antigeno se p u ede 

realizar en tejidos o células fijadas y pro c es a da s pa ra ser 

_analizadas en Microscopio de Fluorescencia. 

En és ~ e ca s o se emple ó el t luor oc rom o CFlTC l el 

cual desarro l 1 a un c·o 1 or ·1erde b r i 1 1 ante, cu an do su e spectro 

2 4 

de calor y el resto en forma de un foton de baja energia

(comparado al del foton inicial). A este fenomeno se le

denomina fluorescencia y la eficiencia de este se conoce

como "produccion de quantum" (Crooks, 157Bl.

El espectro de emision producido por el

fluorocromo puede ser captado por el Microscopio de

Fluorescencia. El sistema optico del microscopio

procesará las iongitudes de onda producidas por el

fluorocromo; dicho proceso consiste en la condensación de

las longitudes de onda emitidas por una lámpara de mercurio

y su posterior paso através de una serie de lentes, para

luego interactuar con la longitud de onda correspondiente al

del espectro de emision del fluorocromo lo que permite la

visualizacion de la fluorescencia la cual dependerá del

filtro que se haya seleccionado y del fluorooromo empleado

(Goding, 1953).

Las bases de la lnmunolocalizacion de antígenos

empleando la tecnica de la fluorescencia se rigen por la

localizacion del antigeno problema, empleando un anticuerpo

primario, posteriormente la formacion del complejo Ag-Ac es

detectado por un segundo anticuerpo acoplado a un

fluorccromo lFlTCl. El complejo final, sera entonces:

Ag-Ac-AcFlTC. La localizacion del antigeno se puede

realizar en tejidos o células fijadas y procesadas para ser

analizadas en Hicrcscopio de Fluorescencia.

En észe caso se empleo el fluorocromo lFlTCl el

cual desarrolla un colo: verde brillante, cuando su espectro



de emisión interactúa con las longitudes de onda emitidas 

por la lámpara de mercurio. 

En ambas técnicas <ELISA e inmunof luorescencia> se 

e mpleó el método indirecto con el sistema de la proteina-A 

biotinilada y estreptoavidina-PO o avidina-FITC. Por lo 

que la técnica esta modificada en cuestión de la 

pa rt icipación de un segundo anticuerpo marcado, en su lugar 

se utilizan las proteinas mencionadas anteriormente. El 

principio de este sistema se basa en las propiedades 

bioquimicas que poseen estas proteínas <Green, 1975). La 

proteina-A, es extraida del Estafilococo, como 

caracteristica importante posee una elevada afinidad por la 

región Fe de las inmunoglobulinas de isotipo G <lgG> de 
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varias especies. Lo cual se aprovecha para la detección de 

las JgG dirigidas contra un antigeno especifico. Esta 

proteina es acoplada a una vitamina de la serie B, 1 !amada 

biotina, que presenta una elevada afinidad por la avidina 

<proteina formada en la clara de huevo> . La avidina es un 

tetrámero de subunidades idénticas, cada una posee un peso 

mole cu lar de 15 000 Mr, con un punto isoeléctrico de 10.5, 

con una afinidad por la biotina de 1 o- 7 M. El complejo 

bioti na-avidi na ha sido usado ampliamente en Biologia 

Celular para la loca lización especifica de antigenos en 

citopla s ma o e n membranas <Bayer y col s., 1979). 

El sistema de la biotina-avid ina es 

par ti cularmente atractivo en los s i stemas de "sandwich", en 

conjun ci ón co n e l uso de la proteina A, para la localización 
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de emision interactúa con las longitudes de onda emitidas

por la lampara de mercurio.

En ambas técnicas (ELISA e inmunofluorescencial se

empleo el método indirecto con el sistema de la proteina-A

biotinilada y estreptoavidina-PO o avidina-FITC. Por lo

que la tecnica esta modificada en cuestion de la

participacion de un segundo anticuerpo marcado, en su lugar

se utilizan las proteinas mencionadas anteriormente. El

principio de este sistema se basa en las propiedades

bioquimicas que poseen estas proteinas iüreen, 19?5l. La

proteinafA, es extraída del Estafilococo, como

caracteristica importante posee una elevada afinidad por la

region Fc de las inmunoglobulinas de isotipo G {lgG) de

varias especies. Lo cual se aprovecha para la detección de

las lgG dirigidas contra un antígeno especifico. Esta

proteina es acoplada a una vitamina de la serie B, llamada

biotina, que presenta una elevada afinidad por la avidina

(proteina formada en la clara de huevo). La avidina es un

tetramero de subunidades idénticas, cada una posee un peso _

molecular de 15 000 Hr, con un punto isoelectrico de 10.5,

con una afinidad por la biotina de iO"H. El complejo

biotina-avidina ha sido usado ampliamente en Biologia

Celular para la localizacion especifica de antigenos en

citoplasma o en membranas (Bayer y cols., 1979).

El sistema de la biotina-avidina es

particularmente atractivo en los sistemas de "sandwich", en

conjunción con el uso de la proteina A, para la localizacion



de antigenos en cé lul as fijadas y permea bi lizadas. Dado 

que ! a biotina es relativamente polar, ésta se p u ede aco plar 

a la protelna -A, mientras que la avidina se ac o p la a 

fluorocromos, enzimas, ferritina u otras molécu l as. La 

e xt remada natu raleza básica de la avidina Cpl=lO l permite la 

unión e lectrostá tica a estructuras acldicas. Cuando se 

emplea avidina-FlTC para marcar células fijadas y 

permeabilizadas, ésta se observa en la cromatina condensada 

CHeggeness, 1977l. La unión de Ja avidina a DNA puede ser 

abatida con concentraciones de sales (0.3M KCl l 

CHeggenes s , 1977 ) . Una alternativa a la avidina es la 

estreptoavidina, una proteína que se une a la biotina, qu e 

se extrae de Est reptomi cet os. La estrep t oavidina contiene 

cuatro cadenas de peso molecular idéntico a las d e la 

avidina. Sin embargo, el análisis de aminoá c idos mues tr a 
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que la estreptoavidina posee menos aminoácidos básicos en 

comparación a la avldina, lo cual le permi te tener un pl má s 

bajo y por lo tanto no posee una afinidad por l a cromatina 

en n úcle o CC haiet, 1964l. 

En nuestro caso se empleó avidina-FlTC y 

estrept oavid ina-PO. El complej o formado por estas 

prot elnas s e esquematiza en la figu ra ( l. 

En breve s e mencionan l o s protoc~lo s utilizados 

pa ra e l ELJSA e lNMUNOFLUORESCENCl A con el sistema de l a 

prot e ln a -A b i o tinilada y estreptoavidina-PO o avidina-FlTC. 
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de antigenos en células fijadas y permeabilizadas, Dado

que la biotina es relativamente polar, ésta se puede acoplar

a la proteina-A, mientras que la avidina se acopla a

fluorocromos, enzimas, ferritina u otras moléculas. La

extremada naturaleza básica de la avidina (pi=10l permite la

union electrostatica a estructuras acidicas. Cuando se

emplea avidina-FITC para marcar células fijadas y

permeabilizadas, esta se observa en la cromatina condensada

iHeggeness, 197?l. La union de la avidina a DNA puede ser

abatida con concentraciones de sales (0.3H KCll

iHeggeness, 19??}. Una alternativa a la avidina es la

estreptoavidina, una proteina que se una a la biotina, que

se extrae de Estreptomice†os. La estreptoavidina contiene

cuatro cadenas de peso molecular idéntico a las de la

avidina. Sin embargo, el analisis de aminoácidos muestra

que la estreptoavidina posee menos aminoácidos básicos en

comparacion a la avidina, lo cual le permite tener un pl mas

bajo v por lo tanto no posee una afinidad por la cromatina

en núcleo (Chalet, 1964).

En nuestro caso se empleo avidina-FITC y

estreptoavidina-PO. El complejo formado por estas

proteinas se esquematiza en la figura ( 1 l.

En breve se mencionan los protocolos utilizados

para el ELISA e INHUNGFLUUREECENCIA con el sistema de la

proteina-A bictinilada v estreptoavidina-PO o avidina-FITC.



ELISA 

1> Se forraron placas de poliestirena con 50µ1 de antigena 

am:blano norma l y activado a 3~6 y 15hr de incubación con 

Ja co i ágena tipo !. La concentración de proteina fué de 

10µg/pozo, diluida en amortiguador de carbonatos pH 9.6. 

Luego se incubó a 4°C durante toda la noche. 

2> Se aspiró y lavó con PBS-Tween 0.05% 2 veces. 

3> Se bloqueó los sitios no ocupados por el anti geno &n 

los pozos de poliestireno, con gelatina 0.5%-PBS-Tween 0.05% 

incubando a 37 ° C durante 1 hora 30 minutos. 

4> Se aspiró y lavó con PBS-Tween 0.05% 2 veces. 

S> Se incubó con lgG anti gránulos con dilucione s 

seriadas. La incubación fue durante 1 hora 30 minut o• 3 

37°C. 

6) Se aspiró y lavó con PBS-Tween 0.05% 3 veces. 

7> Se incubó con proteína-A biotinilada con una dilución 

de 1:2000 <dilución obtenida despues de haber titulado la 

proteina por el mismo método> a 37ºC durante 1 hora 30 

minutos. 

8> Se aspiró y lavó con PBS-Tween 0.05% 3 veces. 

9> Se incubó con estreptoavidina-PO con una dilución de 

1:4000, durante hora 30 minutos a 37°C. 

10> Se a spir ó y lavó con PBS-Tween 0.05% 3 veces. 

~1> Se reveló can 50µ1 de la siguiente solución: 

Amortiguador citrato-fosfat~ 
o ~ to-feni 1-diamina 
H 2 0 2 

10ml 
4mg 
4 µ1 

ELISA

ll Se forraron placas de poliestireno con Eüpi de antigeno

amìbianc normal y activado a 3,6 y 15hr de incubacion con

la co agena tipo E. La concentracion de proteina fué de

lopgfpozo, diluida en amortiguador de carbonatos pH 9.6.

Luego se incubo a 4°C durante toda la noche.

2) Se aspiro y lavo con PBS-Tween 0.05% 2 veces.

Si Se bloqueo los sitios no ocupados por el antígeno en

los pozos de poliestireno, con gelatina 0.5%-PBS-Tueen 0.05!

incubendo a 37°C durante 1 hora 30 minutos.

4) Se aspiro y lavo con PBS-Tween 0.05! 2 veces.

5) Se incubo con lgG anti granulos con diluciones

seriadas. La incubación fue durante 1 hora 30 minutc= s

3?°C.

El Se aspiro y lavo con PBS-Tween 0.05% 3 veces.

T) Se incubo con proteina-A biotinilada con una dilucion

de 1:2000 (dilución obtenida despues de haber titulado la

proteina por el mismo método) a 37°C durante 1 hora 30

minutos.

B) Se aspiro y lavo con PES-Tween 0.055 3 veces.

Q) Se incubo con estreptoavidina-PO con una dilucion de

1:à0ü0, durante 1 hora 30 minutos a 37°C.

101 Se aspiro y lavo con PES-Tween 0.05! 3 veces,

iii Se revelo con 5Dpl.de Ia siguiente solucion:

Amortiguador citrato-fosfato- lüml
ortorfenil-diamina úmg
Hg ti; ¿ijli



Es importante que a l preparar esta solución se ha ga 

e n u n tubo fo r rado con pape l a lu minio . E l desa r roll o de 

co lo r es aproximadamente en un lapso de tiempo de 3min. 

Posteriormente se p~ ra la reacción con Acido sulfúrico 2.5N. 

12> Se leyó a 4 90nm en el Lect o r para ELISA. 

2 8 

Es importante que al preparar esta solucion se haga

en un tubo forrado con papel aluminio. El desarrollo de

color es aproximadamente en un lapso de tiempo de ãmin.

Posteriormente se para la reaccion con ácido sulfúrico 2.5N.

12) Se leyo a Aäünm en el Lector para ELISA.
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Sistema de inmunodetección empleando el método de la 
proteina A-biotinilada y avidina marcada. En 1 se muestra 
e l Ag, en 2 la formación del complejo Ag-Ac. La afinidad de 
la pr o te í na A- biotininalda hacia la región Fe del Ac se pre­
senta en 3. Para la v isualización del complejo formado se 
necesita de la avidina marcada con FITC o PO ( 4). En este 
cas o se emple ó estreptoavidina, la cual es idéntica a la 
avidina . 
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FIGURA 1
Sisteia de inmunodeteccion elpleando el lotodo de la

proteina A-biotinilada y avidina marcada. En 1 se muestra
el Ag. en 2 la formacion del complejo Ag-Ac. La afinidad de
la proteina A-biotininalda hacia la region Fc del Ac se pre-
sente en 3. Para la visualizacion del complejo formado se
necesita de la avidina marcada con FITC o PU (Al. En este
caso se empleo estreptoavidina, la cual es idéntica a la
avidina.



I NMUNOFLUORESCENCIA. 

1) Se lavaron trofoz o itos de 48 hrs de cr e cimi e nto con 

PBS-A 2 veces, recuper a dos después de haber enf r iado l o s 

tubos de cultivo 5min con agua-hielo y centrifugando las 

células a 1000rpm. En el caso de trofozoitos activados 
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para la sec r eción con la col á gena, las cél u las fueron 

recuperadas enfriando so lamente el tubo con agua-hielo 

durante 5 minutos, posteriormente las células fueron lavadas 

con medio modificado <sin suero y sin L-cisteina) con una· 

temperatura de 37°C. 

2> Se fijaron con una mezcla de formaldehido 1.85%­

glutaraldehido 0.125% en PBS, a 37°C y con agitación 

constante, esto con el fin de ev i tar agregados celulares. 

3> Se lavaron con NaCI 0.95% 2 veces. 

4) Se incubaron con glicina 1M-PBS 15min a 37ºC con 

agitación constante. 

5) Se lavaron con tritón X-100 0.3% en NaCl 0.95% 3 

veces. 

6> Para abatir la fluorescencia inespecifica se incubó 

con una solución de azúl de Evans 0.0025% - PBS, por 20min a 

El volumen que se empleó fué en función del número 

de células que fueron procesadas (20µ1/10" células) 

7) Se lavaron con t ritón X-100 0.3%-NaCl 0.95% 3 veces. 

Se permeab i lizaron con tritón X- 100 0.5%-NaCl 0.95 % 

· 1Smi n a 37 º C c on agitac ión c onst a nte. 

B> Se la va ron con Tritó n X- 100 0 . 3 %- NaC l 0. 95% 2 ve c es . 

9) Se i ncuba r on con e l a n t i cu e rpo lgG anti gránu l o s toda 

INHUNOFLUORESCENCIA.

1) Se lavaron trofozoitos de A8 hrs de crecimiento con

PBS-A 2 veces, recuperados despues de haber enfriado los

tubos de cultivo 5min con agua-hielo y centrifugando las

células a iüüürpm. En el caso de trofozoitos activados

para la secrecion con la colagena, las células fueron

recuperadas enfriando solamente el tubo con agua-hielo

durante 5 minutos, posteriormente las células fueron lavadas

con medio modificado (sin suero y sin L-cisteinal con una*

temperatura de 3?°C.

2) Se fijaron con una mezcla de formaldehído 1.55%-

glutaraldehido o.125¶ en PES, a 37°C y con agitación

constante, esto con el fin de evitar agregados celulares,

3) Se lavaron con NaCl 0.95% 2 veces.

el Se incubaron con glicina 1H-PES 15min a 3?“C con

agitación constante.

5) Se lavaron con triton X-IDO 0.3ä en NaCl D,95ì 3

veces.

El Para abatir la fluorescencia inespecifica se incubo

con una solucion de azúl de Evans D.OO25ì - PES, por Eümin a

37°C, El volumen que se empleo fue en funcion del número

de celulas que fueron procesadas {2üplf1o' celulas)

7) Se lavaron con triton X-100 0.3%-NaCl 0.955 3 veces.

Se permeabilizaron con triton X-100 0.5ì-Nafll 0.95%

i5min a 3?°C con agitacion constante.

B) Se lavaron con Triton X-100 0.3%-NaCl 0,95% 2 veces.

9) Se incubaron con el anticuerpo lgG anti granulos toda



la noche a 4°C. El volumen que se empleó fué de 20~1 por 

cada 10" células, la dilución empleada fué de 1:100 en PBS. 

10) Se lavaron con tritón X-100-NaCl 0.95% 3 veces con 

agitación ocasional. 

11> Se incubaron con la proteina-A biotinilada durante hora 

30 minutos a 37°C. 

en PBS. 

La dilución que se empleó fué de 1:200 

12> Se lavaron con tritón X-100-NaCl 0.95% 3 veces con 

agitación ocasional. 

13> Se incubó con la avidina-FITC durante 1 hora 30 minutos 

La dilución que se empleó fué ·de 1:1000 en PBS o en 

PBS-KCI. 

14> Se lavó con tritón X-100-NaCI 0.95% 3 veces con 

agitación ocasional. 

15) Se resuspendió en &licero! 50%-PBS y se observó al 

Microscopio de Fluorescencia. 

h> ELECTROFORESIS. 

Se emplearon geles de poliacrilamida 12.S• - SOS 

con el método- de Laemeli <1970>. Las dimensiones del gel 

fueron de S.5cm de largo y 6cm de ancho, la cámara que se 

empleó fue una Hoefer Sclentific lnstruments <modelo SE 250> 

Para relizar los geles se montó la cámara de 

electroforesis. El proceso de montaje consistió en colocar 

sobre la cámara las placas de aluminio, en seguida se 

sobrepusó una placa de vidrio en cada un• de las placas; 
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la noche a 4°C. El volumen que se empleo fue de 20pl por

cada 10' células. la dilucion empleada fué de 1:100 en PES.

10) Se lavaron con triton X-100-NaCl 0.95% 3 veces con

agitacion ocasional.

11) Se incubaron con la proteina-A biotinilada durante hora

30 minutos a 37°C. La dilucion que se empleo fue de i:200

en PES.

12) Se lavaron con triton X~1OD-Nafll 0.55! 3 veces con

agitación ocasional.

13) Se incubo con la avidina-FITC durante 1 hora 30 minutos

37°C. La dilución que se empleo fue de i:i0oO en PBS o en

PBS-KCI.

lá) Se lavo con triton I-100-Nafll 0.95! 3 veces con

agitación ocasional.

15) Se resuspendió en glicerol 50!-PBS y se observó al

Microscopio de Fluoresoencia.

h) ELECTROFORESIS.

Se emplearon geles de poliacrilamida 12.5! - SDS

con el metodo de Laemeli liåfoì, Las dimensiones del gel

fueron de 5.5cm de largo v Bom de ancho, la camara que se

empleo fue una Hoefer Scientific Instruments (modelo SE 250)

Para relizar los geles se monto la camara de

electroforesis. El proceso de montaje consistió en colocar

sobre la cámara las placas de aluminio, en seguida se

sobrepeso una placa de vidrio en cada una de las placas:



entre ambas se colocó una costilla de 0.5mm de grosor, 

finalmente este complejo se presionó con un par de pinzas. 

Una vez montada la cámara se procedió a sel lar la con agarosa 

al 1 ". 
La formación del gel consiste en colocar las 

mezcla del gel separador y luego la del concentrador 

mediante una pipeta Pasteur. 

GEL SEPARADOR 12.5% GEL CONCENTRADOR 3" 

mi mi 

ACRILAMIDA (30%) 4. 16 0.5 
B!S-ACR!LAMIDA ( 1 % ) 1. 68 0.4 
TR!S-HCl 2M pH 8.7 3.75 
TR!S-HC! 1M pH 6.8 0.625 
H. O 0.278 3.4 
PERSULFATO DE AMONIO 
10" 0.060 0.025 
sos 20" 0.05 0.025 
TEMED 0.008 0.010 

Una. vez polimerizado el gel, se procesó Ja muestra · 

de la siguiente manera: 

1) Se tomaron 50~g de proteina de antigeno amibiano y se 

diluyó en un amortiguador para muestras, el cual contiene: 

10X 

TRIS 0.125M 
GLICEROL 30% 
sos 5% 
AZUL DE BROMOFENOL 2mg 

2) En seguida se hirvió y se colocó en el gel con ayuda de 

una pipeta Pasteur . El voltaje que se empleó para correr 

e l gel concentrador fué de 15 mi 1 i-amperios y para el 

separador fu é de 25 mili-am pe rios . El amortiguador 
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entre ambas se coloco una costilla de O.5mm de grosor.

finalmente este complejo se presiono con un par de pinzas.

Una vez montada la camara se procedio a sellarla con agarosa

al in.
La formacion del gel consiste en colocar las

mezcla del gel separador y luego la del concentrador

mediante una pipeta Pasteur.

GEL SEPARADOR 12.5!

ml

ACRILAHIDA (3011 4.15
BIS-ACRILAHIDA ilìl 1.58
reis-ec: en ps s.1 s.1s
-rms-ec: 1:1 pe s.s _
H±Ú 0.275
PEHSULFATU DE AHUNID
IÚI 0,050
SUS ÉUÑ 0.Ú5
TEHED Ú.ÚÚB

Una vez polimerizado el gel, se proceso la muestra'

de la siguiente manera:

1) Se tomaron Süyg de proteina de antígeno amibiano y se

diluyo en un amortiguador para muestras, el cual contiene:

101

THIS O.125H
GLICEEOL 30%
SDS 55

GEL CONCENTRADOR 31

ml

'DCI -PU1
pi-1.

0.525
3.4

ü.D25
D,D25
O.DiD

AZUL DE BRÚHOFENOL Émg

2) En seguida se hirvio y se coloco en el gel con ayuda de

una pipeta Pasteur. El voltaje que se empleo para correr

el gel concentrador fué de 15 mili-amperios y para el

separador fue de 25 mili-amperios. El amortiguador
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e mp l eado para la corri da d el gel fué: 

5X 

TR l S O. 25M 
GLICINA O.°f92M 
SDS0.1% 
AFORAR CON H2 0 DESTILADA A 1 litro 

Asi mismo, se corrieron geles con colágena tipo I 

extraida de placenta humana, la concentración empleada fué 

de lmg de proteina en peso seco y por último los marcadores 

de bajo peso molecular, la forma de prepararlos fué la 

siguiente: se disolvieron en 100µ1 de amortiguador de 

muestra y luego se hirvieron durante 3min. 

TINCION DE GELES. 

Se ti~eron los geles con las muestras de antigeno 

am i bi a no, de colágena y con los marcadores con las 

siguientes sol uc iones: 

AZUL DE COOMASSIE 
METANOL 

1.25g 
227ml 
227ml 
46ml 

AGUA DESTILADA 
AC.AC.GLACIAL 

Se incubó el gel en esta so l ución toda la noc he a 

tempe r atura ambiente y con agitación. Posteriormente s e 

desti!'ló el gel durante lh con la siguiente solución: 

ET.A.NOL 
AC.AC.GLACIAL 
AGUA DESTILADA 

i> IN MUNOTR AN SFERENCIA. 

1 ,500m ! 
500ml 

3,000ml 

Un a ve2 obt enido los patrones e le ctroforético s de 
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empleado para la corrida del gel fué:

5X

rsls o.2sn
GLICINA o.Ts2H
sos o.1s
Arenas con H,0 Dssrltnos A 1 litro

Asi mismo, se corrieron geles con colagena tipo I

extraída de placenta humana, la concentracion empleada fue

de img de proteina en peso seco y por último los marcadores

de bajo peso molecular, la forma de prepararlos fué la

siguiente: se disolvieron en 100pl de amortiguador de

muestra y luego se hirvieron durante Bmin.

TINCION DE GELE5.

Se tiñeron los geles con las muestras de antígeno

amibiano, de colagena v con los marcadores con las

siguientes soluciones:

AZUL DE CUUHASSIE 1.25g
HETANOL 22?ml
AGUA DESTILADA 22?ml
AC.AC.GLACIAL àñml

Se inoubo el gel en esta solucion toda la noche a

temperatura ambiente y con agitacion. Posteriormente se

destino el gel durante 1h con la siguiente solucion:

ETANOL i.5DÚmI
AC.AC.GLAClAL 5DUm1
AGUA DESTÍLADA 3,DDDm1

il INHUNDTRAHSFEREHCIA.

Una ve: obtenido los patrones electrofcréticos de



Jos antigenos normales, activados y de colágena se procedió 

a transferirlos conforme Ja técnica descrita por Towbin 

<1979). 

El proceso consiste en las siguientes etapas. 

I> Preparación del gel. Se lavó 2 ocasiones con 

amortiguador de transferencia durante 30 min, lo cual se 

repitió para cada lavado del gel. Las soluciones que se 

emplearon para Ja preparación de este amortiguador fueron 

Jos siguientes: 
5 X pH 8.3 

Tris 25mM 
Glicina 192mM. 
Aforar con agua destilada a 2 litros 

Para emplear el amortiguador,se mezcló con metano! y agua, 

en las proporciones siguientes: 

800ml de Glicina-Tris pH 8.3 
800ml de Metano! absoluto 
2400ml de agua destilada 

11> En seguida se cortó un trozo de papel de nitrocelulosa 

<PNCl con las dimensiones exactas a las del gel de 

poliacrilamida. Posteriormente se equilibró con 

amortiguador de transferencia por 30 min, en agitación 

constante y se procedió a colocarlo para la transferencia. 

((() Colocación. 

a) Se humedecieron 2 trozos de papel Wattman del tamafto del 

gel, en amortiguador de transferencia. 

b) En un trozo de papel Wattman se colocó el gel con el 

frente hacia delante, Juego se empalmó el PNC aftadiendo 

finalmente el otro papel Wattman, asegurándose que no se 
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formen burbujas entre el gel y los papeles. En seguida se 

los antigenos normales, activados v de colágena se prccedio

a transferírlos conforme la técnica descrita por Towbin

(1979l.

El proceso consiste en las siguientes etapas.

I) Preparación del gel. Se lavo 2 ocasiones con

amortiguador de transferencia durante 30 min, lo cual se

repitio para cada lavado del gel, Las soluciones que se

emplearon para la preparacion de este amortiguador fueron

los siguientes:
5 K pH 5.3

Tris 25mH
Glicina 1Q2mH.

- Aforar con agua destilada a 2 litros

Para emplear el amortiguador,se mezclo con metanol y agua,

en las proporciones siguientes:

Boom] de Glicina-Tris pH 8.3
Boom] de Hetanol absoluto
Eooúml de agua destilada

ll) En seguida se corto un trozo de papel de nitrocelulosa

(PNC) con las dimensiones exactas a las del gel de

poliacrilamida. Posteriormente se equilibro con

amortiguador de transferencia por 30 min, en agitación

constante y se procedió a colocarlo para la transferencia.

Ill) Colocacion.

al Se humedecieron 2 trozos de papel Hattman del tamaño del

gel, en amortiguador de transferencia.

bl En un trozo de papel Hattman se coloco el gel con el

frente hacia delante, luego se empalmo el PNC añadiendo

finalmente el otro papel Uattman, asegurándose que no se

formen burbujas entre el gel y los papeles. En seguida se



colocaron 2 fibr as , cada una quedando sobrepuesta al papel 

Wattman. Para te rminar, se colocó éste complejo en la 

cámara de transferencia con amortiguador glicina -tr i s pH 

8.3, metanol-agua a 4°C durante 1 hora 30 minutos. Es 

importante colocarlo con la orientación del gel hacia e l 

cátodo y el PNC hacia el anódo. Para la transferencia se 

emplearon 100 mili-voltios durante 1 hora 30 minutos. 

IV> La cuarta etapa de la inmunotransferencia consistió en 

la detección de proteínas de los GED por el método de 

tinción de PNC c on anticuerpos policlonales, de acuerdo al 

método descrito por Hans-Petar Hauri <1986). 

consistió en las siguientes etapas. 

El método 

A) Se lavó el PNC transferido con PBS 2 veces con 

agitación constante durante 5 minutos. 

Bl Se marcó el PNC con lápiz 

C) Se bloqueó con leche descremada Sveltes al 1.5% en 

PBS-tween 0.05% hora a temperatura ambiente CTAl con 

agitación. 

Dl Se lavó el papel bloqueado 3 veces con PBS-A 5min en 

cada lavado. 
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E> Se incubó con lgG de borrego anti GED en leche 

descremada a l 1.5% durante toda la noche a 4ºC con agitación 

constante. 

F> Se lavó con PBS-A 10min. 

Gl Se lavó co n PBS-Tween 10 min. 

Hl Se la vó c o n PBS -A 10 min. 

colocaron 2 fibras, cada una quedando sobrepuesta al papel

wattman. Para terminar, se coloco este complejo en la

camara de transferencia con amortiguador glicina-tris pH

5,3, metanol-agua a 4°C durante 1 hora SD minutos, Es

importante colocarlo con la orientacion del gel hacia el

catodo y el PNC hacia el anodo, Para la transferencia se

emplearon lüü mili-voltios durante 1 hora SO minutos,

IV) La cuarta etapa de la inmunotransferencia consistio en

la deteccion de proteinas de los GED por el método de

tincion de PNC con anticuerpos policlonales, de acuerdo al

método descrito por Hans-Peter Hauri (19551. El metodo

consistio en las siguientes etapas.

Al Se lavo el PNC transferido con PES 2 veces con

agitacion constante durante 5 minutos,

B1 Se marco el PNC con lápiz

Cl Se bloqueo con leche descremada Sveltes al 1.5% en

PBS-tween 0,05% 1 hora a temperatura ambiente (TA) con

agitacion.

Dl Se lavo el papel bloqueado 3 veces con PES-A 5min en

cada lavado,

E) Se inoubo con lgG de borrego anti GED en leche

descremada al 1.5% durante toda la noche a à“C con agitación

constante,

F) Se lavo con PBS-A iümin.

G) Se lavo con PBS*Tween 10 min,

Hl Se lavo con PBS-A 10 min,



IJ Se incubó con el segundo anti cuerpo acoplado con 

peroxidasa JgG de conejo anti JgG de bo rre go-PO ( lgGC anti 

lgGB-POl incubando 1 hora 30 minu to s a TA en agitación 

constante. 

J) Se lavó con PBS-A 10 min. 

KJ Se lavó con PBS-Tween 10 min. 

L> Se lavó 2 veces con amortiguador de fosfatos 50mM 

fria 5 min en cada ocasión. 

min. 

Solución madre NaHPO. 50mM pH 7.4 

HJ Se preincubó con el siguiente amortiguador durante 10 

a) Sol u ción NiCo 
Cloruro de Níquel CNiCl) 30mg 
Cl oruro de Cobalto <CoCl) 30mg 
Agu a destilada 3ml. 

b) Diaminobencidina <DAS) 50mg amortiguador de 
fosfatos, agitándolo 40min y filtrándolo antes 
de emplearlo. 

NJ Se aspiró e l amortiguador de preincubación con una 

trampa al vacio y se incubó posteriormente con el 

amortiguador de revelado el cual se preparó de l a misma 

manera que el de preincubación pero adicionandole P e róxido 

de Hidrógeno al 1% lOmin a TA con agitación constante. 

O> Se la vó 4 veces c o n agua destilada y guardó en seco. 

F inalmente, la s bandas que presentaron 

re c onocimiento con el anticuerpo lgG anti GED, serán 

aquel las que pertenezcan a las proteínas de los componentes 

de lo s GED en antige no nor mal y a ct i vado. 
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l) Se inoubo con el segundo anticuerpo acoplado con

peroxidasa lgG de conejo anti lgG de borrego-PD flgGC anti

lgGB-PO) incubando 1 hora 30 minutos a TA en agitacion

constante,

Jl Se lavo con PES-A 10 min,

K) Se lavo con PBS~Tween 10 min,

Li Se lavo 2 veces con amortiguador de fosfatos Somfl

frio 5 min en cada ocasion.

Solucion madre NaHPO, 50mN pH 7,4

H) Se preinoubo con el siguiente amortiguador durante lo

min,

al Solucion NiCo
Cloruro de Niquel iNiCll Sümg
Cloruro de Cobalto iCoCl) Sümg
Agua destilada 3ml.

bl Diaminobencidina lDAB) 50mg amortiguador de
fosfatos, agitandolo úümin y filtrandolo antes
de emplearlo.

N) Se aspiro el amortiguador de preincubacion con una

trampa al vacio y se inoubo posteriormente con el

amortiguador de revelado el cual se preparo de la misma

manera que el de preincubacion pero adicionandole Peroxido

de Hldrogenc al 1% iümin a TA con agitacion constante,

Oi Se lavo ú veces con agua destilada y guardo en seco.

Finalmente, las bandas que presentaron

reconocimiento con el anticuerpo lgG anti SED, seran

aquellas que pertenezcan a las proteinas de los componentes

de los SED en an+igeno normal y activado.

EE



VI 1 > RESULTADOS 

a > LOCAL J ZAC J ON DE CROMA T 1 NA CONDE!"!_SADA EN NUCLEOS DE 

TROFOZOITOS ACTIVADOS PARA LA SECRECION. 

Se incubaron trofozoitos activados únicamente con 

avidina-FITC, los patrones fluorescentes encontrados para 

cada tiempo de secreción fueron los siguientes: 

A> En trofozoitos activados por 3 h, la 

fluorescencia se concentró en todo el núcleo, la 

consistencia de esta marca fué bastante compacta. En este 

tiempo de activación es caracteristico detectar un solo 

núcleo fluores c ente por cada célula, el cual abarco gran 

parte del citoplasma; en lo que concierne a éste se detectó 

marca tenue en forma granular de tama~o muy peque~o (f igura 

2l. 

B> Los núcleos de trofozoitos activados a las 

6 h mostraron fluorescencia en toda la periferia de la 

membrana nuclear. Su apariencia asemeja un col lar 
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bri ! !ante, en donde las cuentas se presentaron punteadas, es 

decir, existe un espacio entre cada una de el las. Algo 

interes a nte, es que para este tiempo de activación, el 

nucleo plas ma ca reció de fluo rescencia. Asi mismo se 

observó otro patrón fluor escente, el cual consistió en la 

p o larizac ió n de la mar c a haci a la periferia del n úcleo. En 

ad i ·~ión , s e pudo apr eciar qu e e n c ada célula se presentaron 

po r lo men os d os núcle os co n f luorescen c ia (fi gur a 3l. 

VII) RESULTADOS

a) LOCALIZACION DE CROHATINA CONDENSADA EN NUCLEOS DE

TROFOZOITO5 ACTIVADOS PARA LA SECRECION,

Se incubaron trofozoitos activados únicamente con

avidina-FITC, los patrones fluorescentes encontrados para

cada tiempo de secrecion fueron los siguientes:

AJ En trofozoitos activados por 3 h, la

fluorescencia se concentro en todo el núcleo, la

consistencia de esta marca fue bastante compacta. En este

tiempo de activacion es característico detectar un solo

núcleo fluorescente por cada célula, el cual abarco gran

parte del citoplasma; en lo que concierne a éste se detecto

marca tenue en forma granular de tamaño muy pequeno (figura

21.

H) Los núcleos de trofozoitos activados a las

6 h mostraron fluorescencia en toda la periferia de la

membrana nuclear. Su apariencia asemeja un collar

brillante, en donde las cuentas se presentaron punteadas, es

decir, existe un espacio entre cada una de ellas. Algo

interesante, es que para este tiempo de activacion, el

nucleoplasma carecio de fluorescencia, Asi mismo se

observo otro patron fluorescente, el cual consistio en la

polaricacion de la marca hacia la periferia del núcleo. En

edicion, ce pudo apreciar que en cada célula se presentaron

por lo menos dos núcleos con fluorescencia lfigura 33.



FIGURA 2 
Localización de cromatina en trofozoitos activados 

por 3 h. Células fijadas y permeabilizadas fueron incubadas 
con avidina-FlTC durante lh a 37°C. En este tiempo de acti­
bación con colágena se pudo observar que el núcleo esta to­
talmente fluorescente con una apariencia altamente compacta~ 
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FIGURH 2
Luealizaciün de erumatìna en trnfuanltua activados

per 3 h. Células fijadas y permeabiìiaadas fueren íneuhadaa
een avidina-FITC durante 1h a 3?°C. En este tiempe de acti-
baeiún cun eelagena ae pude ehaeruar que el nüelee esta tn-
talmente fluereseente een una apariencia altamente eumpaeta



FIGURA 3 
Localización de cromatina en trofozoitos activados 

con colágena por 6 h de incubación. Células fijadas y per­
meabi lizadas se incubaron únicamente con avidina-FITC. La 
marca fluor e scente se localizó polarizada hacia la membrana 
nuclear o alrededor de la misma formaando col lares fluores­
centes. 
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FIGURA 3
Lucalìzaciún de crumatina en trufnzuitus actìvadüä

con eulágena per E h de incubación. Ceìulae fijadae y per-
meabiliaadae se ìneubaren únicamente con avidina-FITC. La
marea fluereeeente ee Eeealìze pelariaada hacía la membrana
nuclear e alrededer de la misma fermaande eeilares f1ueree~
eentee.



C) En los trofozoitos de 15 h de activación la 

tlurorescencia se presentó inmersa en todo el nucleoplasma, 

la forma de ésta marca, fué granular de tamafto 

considerablemente más grande que los observados en el tiempo 

de 6 h de activación. Por otra parte la membrana nuclear 

careció de marca, no obstante en el citoplasma se detectó 

fondo f luor escente su apariencia fué granular delimitando 

huecos en la célula. El número de núcleos marcados en este 

tiempo de activación fué mayor comparado a los encontrados 

en los tiempos anteriores <entre 3 y 5 núcleos) <figura 4). 

D> Para el tiempo cero de activación, el cual 

corresponde a los trofozoitos normales, el tipo de 

fluorescencia abarcó los patrones fluorescentes encontrados 

en los tiempos 3, 6 y 15 h de activación para el proceso de 

secreción. 

b) DETECCION DE LOS COMPONENTES DE LOS GED POR EL METODO DE 

EL ISA. 
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Empleando la técnica inmunoenzimática ELISA con el 

sistema de la proteina-A biotinilada y estreptoavidina 

peroxidasa se log raron detectar los GED en antigeno amibiano 

normal y activado para la secreción . El reconocimiento del 

IgG anti- gránul os para el anti geno normal fué de 0.60 D.O., 

siendo lig eramen te mayor para e l antigeno activado por 3 h 

C0.62 D.O.l. Sin embargo para los antlgenos provenientes 

de célul as activadas por mayor tiempo , el reconocimiento fué 

disminuye ndo hasta 0.1 8 D.O. <figura 5J. La sensibilidad 

úü

C) En los trofozoitos de 15 h de activacion la

flurcrescencia se presento inmersa en todo el nucleoplasma,

la forma de esta marca, fue granular de tamaño

considerablemente mas grande que

de B h de activacion. Por otra

careció de marca, no obstante en

fondo fluorescente su apariencia

huecos en la celula. El número

los observados en el tiempo

parte la membrana nuclear

el citoplasma se detecto

fue granular delimitando

de núcleos marcados en este

tiempo de activacion fue mayor comparado a los encontrados

en los tiempos anteriores (entre 3 y 5 núcleos) (figura 4).

DJ Para el tiempo cero de activacion. el cual

corresponde a los trofozoitos normales, el tipo de

fluorescencia abarco los patrones fluorescentes encontrados

en los tiempos 3, E y 15 h de activacion para el proceso de

secrecion.

b) DETECCIDH DE LES CDHPDNENTES DE LOS GED PUR EL HETDDD DE

ELISA.

Empleando la tecnica inmunoenzimatica ELISA con el

sistema de la proteina-A biotinilada y estreptoavidina

peroxidasa se lograron detectar los GED en antigeno amibiano

normal y activado para la secrecion. El reconocimiento del

lgG anti- granulos para el antígeno normal fue de 0.60 D.U.,

siendo ligeramente mayor para el antígeno activado por 3 h

(0.62 D.ü.l. Sin embargo para los antígenos provenientes

de celulas activadas por mayor tiempo. el reconocimiento fue

disminuyendo hasta ú.í8 D.D. (figura 51. La sensibilidad
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FIGURA 4 
Localización de cromatina en trofozoltos activados 

con col ágena por 15 h. Se fijaron y permeabilizaron las 
células para luego incubarlas únicamente con avidina-FJTC 
Las células presentaron la marca inmersa en el nucleoplasma 
<A,B.Cl . En este tiempo de activación fué tipico encontrar 
más de 3 núcleos con marca <DJ. 
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del re c o no cim ie nto de l lgG an ti -g r ánu l o s por l o s a n t ig e nos 

amibi a nos f u é del ord e n d e l os mi c ro gr a mo s. 

e) LOCALIZACION DE LOS COMPONENTES DE LOS GED POR 

INHUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA. 

Utilizando el sistema de l a proteina-A biotinilada 

y avidina-FITC s e l o graron localizar los comp o nentes d e l o s 

GED emp l ea n do el a n ti cuerpo anti-gránulos ( !gG anti GED l 

con u n a solución de KCl 3M en trofozoitos norma l es y 

activad o s pa r a ! a secreción. 

1> Empleando la combinación de KCl e lgG anti 

GED, s e logró obtene r el patrón fluorescente basal en cada 

uno de los tiempos de activación, esta fluorescenc i a no 

presentó diferencias si gnificativas, en compa r a c ión a la 

dete~tada en ausenc i a de KCI, lo que nos indica que la 

afinidad de la avid i na-FITC p o r los componentes de los GED, 

detectados por el ant icuerpo es altamente especifica (figu-

ra 6 l. Por o tr a pa rte s e in c ubar o n geles de colá g ena a pH 

7 con lgG anti GED y avidina-FITC, con el fin de probar la 

espec i fi ci da d d e l a n t i cuerpo por los GED . E l resu l t a do fué 
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nega t i v o, lo qu e indic a q ue este anticuerp o n o re co n oc e a la 

co lá g ena (fig ur a 7l . 

11) En lo s trof ozo ítos n o rm al e s se observó un a 

f l uoresc e ncia ~o mo g é n ea y de for ma difusa en el cit o plas ma . 

Si n emba r go f u é e vid e n te '. a af i nid a d de Ja marca p o r la 

me mbra n a de: n i} c le o y d e la s v ac uola s . No obs t a n te en la 

¿'12

del reconocimiento del Igfi anti-grànulos por los antígenos

amlbianos fue del orden de los microgramos.

c) LUCÃLIZACIÚH DE LD5 COMPONENTES DE LOS GED PUR

INHUNÚFLUDRESCEHCIA IHDIRECTA.

Utilìeando el sistema de la proteina-A biotinilada

y avidina-FITC se lograron localizar los componentes de los

GED empleando el anticuerpo anti-granulos ilgü anti GEO)

con una solucion de KCI BH en trofozoitos normales y

activados para la secrecion.

I) Emplaando la combinacion de KG] e [gG anti

GED, se logro obtener el patron fluorescente basal en cada

uno de los tiempos de activacion, esta fluorescencia no

presento diferencias significativas, en comparacion a la

detectada en ausencia de KCl, lo que nos indica que la

afinidad de la avidina-FITC por los componentes de los GED,

detectados por el anticuerpo es altamente especifica ifigu-

ra Gi. Por otra parte se incubaron geles de colagena a pH

7 con IgG anti GED 3 avidina-FITC, con el fin de probar la

especificidad del anticuerpo por los GED. El resultado fue

negativo, lo que indica que este anticuerpo no reconoce a la

colágena (figura T1.

II) En los trofozoitos normales se observo una

fluorescencia homogénea y de forma difusa en el citoplasma.

Bin embargo fue evidente ía afinidad de la marca por la

membrana del núcleo v de las vacuolas. No obstante en la
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FIGURA 5 
Detección de los componentes de los GED por el método 

de ELISA. En A se muestra el reconocimiento del anti-GED con 
a n tigeno t o tal de Entamoeba histolytica no activado. 1-1 
muestra la incubación con el IgG anti GED,0-0 muestra la in­
cubación del antigeno con la IgG normal. En B, C y D se in­
d ica e l r e cono cimiento de lgG anti GED por los an t igenos to­
tal e s de Entamoeb a histolytica ac t ivados con colágena d u ran­
nte 3,6 y 15 h . En la gráfica en las ordenadas se registra 
las diluci one s de lo s a nt i cuerpos y en las abscisas las D.O. 
a 49 0 nm. 
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FIGURA 5
Detección de los componentes de los GED por el låtodo

de ELl5a. En A se muestra el reconocimiento del anti-GED con
antígeno total de Entamoepa histolytica no activado. I-I
muestra la incubación con el IgG anti GED,D-U muestra la in-
cubacion del antígeno con la lgG normal. En B. C y D se ins
dica el reconocimiento de lgG anti GED por los antígenos to-
tales de Entamoeba histolgtica_activados con colagena duran-
nte 3.5 y 15 h. En la gráfica en las ordenadas se registra
las diluciones de los anticuerpos y en las abscisas las D.D.
a aãü nm.



FIGURA 6 
lnmunolocalización de los componentes de los GED en 

trofozoitos incubados con KCl. Células normales y activadas 
por 3,6 y 15 h, fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas 
con lgG anti GED más KCl 0.3M. La fluorescencia mostrada en 
A representa la localización basal de los GED en células 
normales, B 3 h, C 6 h y D 15 h de activación con colá­
gena tipo l. 
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A ic r__

FIGURA B
Inmunolocalizacion de los componentes de los GED en

trofozoitos incubados con KCI. Células normales y activadas
por 3,5 y 15 h. fueron fijadas, permeabilieadas e incubadas
con lgü anti GED mas ECI G.3H. La fluorescencia mostrada en
a representa la localizacion basal de los GED en celulas
normales, B 3 h, C 5 h y D 15 h de activacion con cola-
gena tipo l.



FIGURA 7 
Gel de colágena incuba do con anticuerpo anti GED. Se 

diso l vió colágena tipo 1 en ácido acético 0.25M , se neutra­
l i zó c on tris-base y se polimerizó a 37°C durante lh. Pos -
t e riormente se incubó con lgG anti GED, proteina A-bio t ini­
lada y av i di na FITC . 
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FlGURâ 7
Gel de colagcna incuhado con anticuerpo anti GED- Se

disolvio colagena tipo l en acido acetico U.25H. se neutra-
liao con tris-base y se polimeriao a BTÚC durante ln. Fos -
teriormente se inoubo con lgG anti GED, proteina a-bío†ini-
lada y avidina FITC.

¿tf-I;



mem brana plasmática se apreció di smi nuida la afinidad, va 

que sol o se de l imito en forma tenue. Ocasionalmen te se 

pudó observar agregados fluorescentes en el citoplasma, su 

constit uc ión asemejó u n "tamizado brillante" localiz~ndose 

exclusivamente en esta zona, adicionalmente se observó una 

delimitación en forma de "circulas vacios" en el interior de 

la célula. Por c tra parte, la fluorescencia detectada en 

núcleo y vacuola no se limitó a membranas, ya que también se 

presentó en el interior de estas estructuras en forma de 

puntil leo tenue, con orientación hacia la periferia de estas 

estructuras (figura 6l 

Los trofozoitos activados para la secreción por 3h 

mostraron un patrón de fluorescencia tenue alrededor de toda 

la membrana plasmát i ca, asi mismo se pudo apreciar que esta 

marca presentaba discontinuidades, dandole aparien~ia de un 

punteado granular f lno. Se observaron agregados 

fluorescentes en el citoplasma, con dimensiones grandes y 

con apariencia de enrejado, generalmente se localizaron 

Inmersos en el citoplasma, u orientados hacia la membrana 

plasmática, lográndose detectar de 1 a 2 agregados por 

célula (figura 9l. 

Los trofozoitos activados por 6 h presentaron 

fluorescenc ia en forma granular de apariencia altamente 

densa en todo el citoplasma, el tamafto de estos agregados 

fúe vari ab le, asl como la ause ncia de fluorescencia en la 

me1nbra ~a p:asm~tica <figura lOJ. Las células adheridas a 

la col~gena mostraron fluorescencia , tanto en el citop i asma, 
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membrana plasmática se aprecio disminuida la afinidad. va

que solo se delimito en forma tenue. Ucasionalmente se

pudo observar agregados fluorescentes en el citoplasma, su

constitucion asemejo un "tamizado brillante" localizandose

exclusivamente en esta zona. adicionalmente se observo una

delimitacion en forma de "circulos vacios" en el interior de

la celula. Por otra parte, la fluorescencia detectada en

núcleo y vacuola no se limito a membranas, ya que tambien se

presento en el interior de estas estructuras en forma de

puntillec tenue. con orientacion hacia la periferia de estas

estructuras (figura El

Los trofozoitos activados para la secrecion por 3h

mostraron un patron de fluorescencia tenue alrededor de toda

la membrana plasmática, así mismo se pudo apreciar que esta

marca presentaba discontinuidades, dandole apariencia de un

punteado granular fino. Se observaron agregados

fluorescentes en el citoplasma, con dimensiones grandes y

con apariencia de enrejado, generalmente se localizaron

inmersos en el citoplasma, u orientados hacia la membrana

plasmática, lograndose detectar de 1 a 2 agregados por

celula (figura El.

Los trofozoitos activados por 5 h presentaron

fluorescencia en forma granular de apariencia altamente

densa en todo el citoplasma. el tamaño de estos agregados

foe variable. asì como la ausencia de fluorescencia en la

membrana plasmática ffìgura 10). Las celulas adheridas a

la colågena mostraron fluorescencia, tanto en el citoplasma.
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FIGURA 8 
lnmunodetección de los GED en trofozoitos sin activar 

Las células fueron fijadas y permeabilizadas como se descri­
be en métodos. La fluorescencia se localizó principalmente 
en membranas de núcleos, vacuolas y de forma homogénea en 
todo el citoplasma. 

FIGURA B

¿LÍ-

lnmunodeteccion de los GED en trofozoitos sin activar
Las células fueron fijadas y permeabilizadas como se descri-
be en metodos. La fluorescencia se localizo principalmente
en membranas de núcleos, vacuolas y de forma homogénea en
todo el citoplasma.
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FIGURA 9 
lnmunodetección de los GED en trofozoitos activados 

por 3h de incubación con colágena tipo l. Las células fueron 
procesadas como se describe en métodos. En este tiempo de 
activación se pudo apreciar que la distribución de la fluo -
rescencia se encuentra localizada principalmente en gránulos 
orientados hacia la membrana plasmática o en el citoplasma. 

1 ' -
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FlGUflo 9
[nmunodetecciún de los GED en trofozoitos activados

cf.

por 3h de incubación con colágena tipo I. Las celulas fueron
procesadas como se describe en métodos. En este tiempo de
activacion se pudo apreciar que la distribucion de la fluo -
rescencia se encuentra localizada principalmente en granulos
orientados hac a la membrana plasmática o en el citoplasma.



como en z o nas d e co n ta c to c on l a p r o te i na. P o r o tra p a r t e en 

este tiempo de activac i ón, s e encontró pequeB o s trozos de 

colágena no dig e rible con fluorescencia (figura 11 ) . 

A las 15 h de activación, los trofozoitos 

mostraron marca únicamente en la membrana plasmática, no 

presentándola en el citoplasma o en cualquier otra 

estructura de la célula. La fluorescencia se observó en 

forma c ontinua y se incrementó ligeramente con respecto a 

la detectada en los tiempos anteriores de activación. As! 

mismo en este tiempo de incubación es caracteristica la 

ausencia de células marcadas con fluorescencia (figura 12J. 

d) RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS DE LOS GED POR EL ANTICUERPO 

lgG ANTI GED. 

Por la técnica de inmunotransferencia se logró 

apreciar diferencias en el patrón proteico de los antígenos 

amibianos normales y activados. El patrón proteico de las 

amibas normales mostraron un reconocimiento de 

aproximadamente 10 bandas cuando se incubaron con el 

anticuerpo anti-GED, todas estas con pesos moleculares que 

oscilan entre 100 y 43 kDa (figura 13). Asi mismo el 

obtenido para el antigeno activado por 6h se observó la 

aparición de bandas marcadamente enriquecidas, las cuales 

corresponden a pesos moleculares entre 100 y 105 kDa y d e 

35 a 20 kDa ( figura 13). En l o q u e c o nci e rne al resto de 

las b and as é stas co n ser v a n l a mi s ma in te nsidad de tin G ión, 

lo c ual nos sugi ere u n a p r obable const ancia de aparic i ón e n 
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como en zonas de contacto con la proteina. Por otra parte en

este tiempo de activacion, se encontro pequeños trozos de

cclágena no digerible con fluorescencia (figura lil.

A las 15 h de activacion. los trofozoitos

mostraron marca únicamente en la membrana plasmática, no

presentandola en el citoplasma o en cualquier otra

estructura de la célula. La fluorescencia se observo en

forma continua y se incremento ligeramente con respecto a

la detectada en los tiempos anteriores de activacion. Asi

mismo en este tiempo de incubacion es caracteristica la

ausencia de celulas marcadas con fluorescencia (figura 12).

di RECDNDGIHIENTU DE PRDTEINA5 DE LDS GED PDR EL AHTICUERFD

lgfi ANTI GED.

Por la tecnica de inmunotransferencia se logro

apreciar diferencias en el patron proteico de los antigenos

amibianos normales y activados. El patron proteico de las

amibas normales mostraron un reconocimiento de

aproximadamente 10 bandas cuando se incubaron con el

anticuerpo anti¬GED, todas estas con pesos moleculares que

oscilan entre 100 y 43 kDa (figura 13). Asi mismo el

obtenido para el antígeno activado por 6h se observo la

aparicion de bandas marcadamente enriquecidos, las cuales

corresponden a pesos moleculares entre 100 y 105 küa y de

35 a 20 küa (figura 13). En lo que concierne al resto de

las bandas estas conservan la misma intensidad de tincion,

lo cual nos sugiere una probable constancia de aparicion en
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FIGURA 10 
ln•unolocalización de los componentes de los GED en 

trofozoitos activados por 6h. Células incubadas con colágena 
por 6h fueron fijadas y permeabilizadas para luego ser pro -
cesadas como se describe en métodos. En todas las células se 
pudó observar una población de gránulos con tama"o heterogé­
neo. Asi mismo se observó que las células carecen de marca 
en la membrana plasmática. 

:-

íí? _ _

FIGURA ID
Innunnleealizaeión de los componentes de lee GED en

trdfeanítos activadas por Eh. Células incubadas een eelagena
por Eh fueron fijadas y permeabìlizadas para ìuege ser pre -
eesadae eemd se describe en metedde. En todas las eeïulas ee
pude observar una población de gránuìea een tamaño heflerege-
nee. Así mieme se ebservú que las celulas carecen de marca
en la membrana plasmática.
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A B 

FIGURA 11 
fnmunodetección de GED en colágena adherida a trofo-

zoltos activados para la secreción . En <A> se muestra un 
tr ofoz o!to con mar ca fluorescente en citoplasma y en la fi­
bra de c olé ge na a la cual se adhiere. En 18) se observa la 
fotografia en campo de luz de la misma preparación , mo stran­
do el trofozoito y la fibra de colé gena. 
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FIGURA 11
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Inmuncdeteccìün de GED en cclàgene adherida a trcfe~
zcltcs activadas para la secreción- En (A) se muestra un
†rcfczcìtc cen marca fluorescente en citcpìasma y en la fí-
bra de cclagena a la cuet se adhiere. En fBì se cbserva le
fotografia en campc de luz de la misma preparación, mestran-
de el trefczeitd F la fibra de celáge
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FIGURA 12 
lnmunolocalización de los GED en trofozoitos activa -

dos por 15h de incubación con colágena tipo l. En este tiem­
po de activación es típico encontrar células con marca fluo­
rescente únicamente en Ja membrana plasmAtica. 
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FIGURA 12
Inmunclccalizaclón de los GED en trofozoitos activa -

dcs pcr 15h de incubación ccn colágena tipo I. En este tiem-
pc de activación es tipicc encontrar celulas cen marca fiuc-
rescente únicamente en la membrana plasmática.

É_ 'ji



los gránu:os secretores durant e l~ activació~ del proceso 

de secreción en las amiba s. Es~3 ?Osib i: idad puede ser 

considerada tomando en cue nta que durante el proceso de 

maduración de l o s ccmponentes de !os gránulos hay protelnas 

que ~ufren cambios, donde en etapas finales la concentración 

de unas es mayor con respecto a otras. 

Co~ e '. prop~sito de confirmar la especificidad del 

lgG anti GED se incubó éste con la colágena transferida. 

Los resultados mostraron que los anticuerpos no reconocen a 

la colágena, lo cual confirma que la obtención de los 

anticuerpos es especifica por los componentes de los GED 

libres de contaminación por esta proteina !figura 14J. 
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los grànuìoe secretoree durante la activacion del proceso

lfl ¡.1- U. |..n. I-la CLde secrecion en las amibas. Esta ad puede ser'LI J

considerada tomando en cuente que durante ei proceso de

maduración de los componentes de ios grànulos hay proteinas

que sufren cambios, donde en etapas finales la concentracion

de unas es mayor con respecto e otras.

ion el propósito de confirmar la especificidad del

lgü anti GED se inoubo este con la colágene transferida.

Los resultados mostraron que los anticuerpos no reconocen a

la colágena. io cual confirme que la obtención de los

anticuerpos es especifica por los componentes de los GED

libres de contaminacion por esta proteina ifigure ls).
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Reconocl•lento de protelnas de los GED por el anti­
cuerpo lgG anti GED. Se obtuvó el patrón proteico del anti­
geno amibiano por el método de inmunotransferecia descrito 
previamente. En CA> se muestra el reconocimento del lgG anti 
GED por un antigeno total de E. histolytica activado por 6h 
de incubación con colágena, en CB> un antígeno de 15h de ac­
tivación y el respectivo recono<::imiento del lgG anti GED, en 
(CJ el reconicímiento del anticuerpo por un antígeno normal. 
En el carril COI se muestra un antígeno amíbiano activado 
por 6h e incubado con un anticuerpo normal <IgG normal J. El 
patrón proteico de s._,_ histolyti<::a normal se presenta en el 
carril CEJ, el cual se tif'ló con tinta india, los marcadores 
de bajo peso molei::ular se presentan en CFJ. 
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FIGURA 13
Reconociliento de proteinas de los GED por el anti-

cuerpo lgG anti GED. Se obtuvo el patron proteico dei anti-
geno amibiano por el metodo de inmunotransferecia descrito
previamente. En (A) se muestra el reconocimento del IgG anti
GED por un antígeno total de §¿_histolït¿oa activado por oh
de incubacion con colagena, en (BI un antígeno de 15h de ac*
tivacion Y el respectivo reconocimiento del igü anti GED. en
(Cl el reconicimiento dei anticuerpo por un antígeno normal.
En el carril (DI se muestra un antígeno amibiano activado
por Bh e incubado con un anticuerpo normal (lgG normal). El
patron proteico de EL histoLytiQa normal se presenta en el
carril (EJ, el cual se tiñd con tinta india, ¡os marcadores
de bajo peso molecular se presentan en (F).
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FIGURA 14 
Especificidad de los lgG anti GED en colágena trans­

ferida. Se corrieron geles de colágena tipo 1 y se transfi­
rier o n para ser incubados con el anticuerpo IgG anti GED. En 
el carril <A> se muestra un gel de colágena tei'lido con azúl 
de Coomassie. En CB> transferencia de colágena tei'lida con 
tinta india y en <C> incubación de la colágena transferida 
c o n el anticuepo IgG anti GED. 
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FIGURA 14
Especificidad de los IgG anti GED en colagena trans-

ferida. Se corrieron geles de colagena tipo l y se transfi-
rieron para ser incubados con el anticuerpo lgü anti GED. En
el carril tel se muestra un gel de colágena teñido con azul
de Coomassie. En EE? transferencia de colagena teñida con
tinta india y en iCl incubacion de la colâgena transferida
con el anticuepo Igü anti GED.



V 1 1 1 > D 1 SCUS ION 

Estudios ultraestructurales de la Entamoeba, han 

revelado caracteristicas tipicas de este protozoario, como 

son la ausencia de mitocondria y de nucleolo <Mc.iaughlin, 

1985) Con respecto a otro~ organelos, se han identificado 

estructuras similares al reticulo endoplasmático IYee, 1970) 

y al aparato de Golgi CProctor, 1971). La disposición de 

estas estructuras se da en la cercania de vacuolas de tama~o 

peque~o. Asi mismo parecen tener una distribución azarosa 

en todo el citoplasma. 

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de 

secreción se caracteriza por la participación de RER, 

aparato de Golgi y gránulos (Carne, 1984>. 

En el sistema de secreción de Ja amiba es muy 

probable que éstos estén participando cuando se activa el 

proceso secretorib de este parásito. Las evidencias 

mostradas en este trabajo se limitan exclusivamente a 

observaciones realizadas en células fijadas y 

permeab i 1 izadas i nmuno loca 1 izando 1 os componente.s 

de los GED por fluorescencia indirecta empleando un 

anticuerpo anti-GED especifico en células activadas por 
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diferentes tiempos. Durante este proceso se logró apreciar 

una probable maduración del contenido de los GED. En 

células no-activadas por colágena, los componentes de los 

GED se distribuyeron en la membrana plasmática, en la 

membrana nuclear y en el citoplasma . De esta manera 
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VIII) DISCUSION

Estudios ultraestructurales de la Entamoeba, han

revelado caracteristicas tipicas de este protozoario. como

son la ausencia de mitocondria y de nucleolo (Hc.Laughlin±

15551 Con respecto a otros organelos, se han identificado

estructuras similares al reticulo endoplasmàtico (Tee. 1970)

y al aparato de Golgi (Procter, 1971). La disposicion de

estas estructuras se da en la cercania de vacuolas de tamaño

pequeño. Asi mismo parecen tener una distribucion azarosa

en todo el citoplasma.

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de

secrecion se caracteriza por la participacion de RER,

aparato de Golgi v gránuios (Carne, 1984).

En el sistema de secrecion de la amiba es muy

probable que estos estén participando cuando se activa el'

proceso secretario de este parásito. Las evidencias

mostradas en este trabajo se limitan exclusivamente a

observaciones realizadas en celulas fijadas y

permeabiliaadas inmunolocalizando los componentes

de los GED por fluorescencia indirecta empleando un

anticuerpo anti-GED especifico en celulas activadas por

diferentes tiempos. Durante este proceso se logro apreciar

una probable maduración del contenido de los GED. En

celulas no-activadas por colagena, los componentes de los

GED se distribuyeron en la membrana plasmática, en la

membrana nuclear y en el citoplasma . De esta manera



podemos sugerir que por lo menos algunas proteinas 

contenidas en los gránulos se presentan en estas estructuras 

quizá debido al elevado sistema de intercambio de 

membranas que ocurre en este organismo. 

Durante la activación de la secreción hay un 

r eco nocimiento principalmente dirigido a peque~os gránulos, 

q ue conforme aumenta el proceso de secreción son más 

evidentes. 

Recordando el patrón fluorescente del tiempo de 

3h, observamos que casi no aparecen estos gránulos y que a 

las 6h aparecen éstos con una mayor frecuencia en todo el 

citoplasma, lo cual nos indica que: 
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La aparición de la marca depende del tiempo de 

activación, sugiriendo que el proceso de secreción de la 

amiba es gradual, denominandose a este proceso como 

se creció n regulada <Kelly; 1985; Lynn, 1987) ya que es 

i nduc i da por un estimulo, que en este caso es la colagéna, y 

lo s productos finales se secretan en un tiempo prolongado, 

l o que se confirma por las observaciones a las 15 h en donde 

l a mar ca ya no se observa en el citoplasma. Esto indica 

q ue estos gránulos son secretados al medio extracelular. 

Esta observación se apoya en los resultados obtenidos por 

EL!SA, donde la cinética de secreción indica que conforme 

aumenta el tiempo de incubación con colágena el 

reconocimiento por el anticuerpo dismi nuye. 

Alternativamente, se pi ensa que el aument o d e reconocimiento 

entre 3h y 6h de incubación con co lágena, nos sugiere la 

podemos sugerir que por lo menos algunas proteinas

contenidas en los granulos se presentan en estas estructuras

quiza debido al elevado sistema de intercambio de

membranas que ocurre en este organismo.

Durante la activacion de la secrecion hay un

reconocimiento principalmente dirigido a pequeños granulos,

que conforme aumenta el proceso de secrecion son mas

evidentes.

Recordando el patron fluorescente del tiempo de

3h, observamos que casi no aparecen estos gránulos y que a

las Bh aparecen estos con una mayor frecuencia en todo el

citoplasma, lo cual nos indica que:

La aparicion de la marca depende del tiempo de

activacion, sugiriendo que el proceso de secrecion de la

amiba es gradual, denominandose a este proceso como

secrecion regulada (Kelly, 1955; Lynn, IQBTI ya que es

inducida por un estimulo, que en este caso es la colagéna, y

los productos finales se secretan en un tiempo prolongado,

lo que se confirma por las observaciones a las 15 h en donde

la marca ya no se observa en el citoplasma. Esto indica

que estos granulos son secretados al medio extracelular.

Esta observacion se apoya en los resultados obtenidos por

ELISA, donde la cinética de secrecion indica que conforme

aumenta el tiempo de incubacion con colagena el

reconocimiento por el anticuerpo disminuye.

Alternativamente, se piensa que el aumento de reconocimiento

entre 3h y Eh de incubacion con colàgena, nos sugiere la



existen c ia de u n proces o de slntesls de protelnas. Esta se 

correlacionó c u n los re sul ta d os obte n i d os p or los ensayos de 

i n munotransferencia que revela r on e l enriquecimien t o de por 

lo menos 5 bandas de pro t elna reconocidas por el anticuerpo 

anti-GED durante el proceso de activación de la secreción. 

Este aumento fué evidente hasta las 6 h, ya que a. las 15 h 

se mantuvo un patrón de bandeo similar al de las células n o 

activadas. 

Las caracteristicas del proceso de secreción se 

resume de la manera siguiente: 

a) Es un proceso regulado, esto es porque 

necesita de un estimulo para la aparición progresiva de los 

gránulos, asi como una liberación de éstos al medio 

extracelular, lo que ésta correlacionado con el tiempo de 

activación. 

b> Durante el proceso de secreción de este 

parásito es evidente la capacidad de almacenamiento de los 

productos de secreción en el citoplasma, localizándose en 

los gránulos en proporción al tiempo de activación. 

c> Existe la liberación al medio extracelular de 

estos gránulos de secreción. 

d) Probablemente durante la secreción exista una 

c oordinac ión de lo s organelos similares a RE y aparato de 

Golgi, '"" '- º f; e rie t ec tó por me dio del rastreo de los 

producl o :> d e sec 1·eción durant e la ac tivac ión. 
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existencia de un proceso de sintesis de proteinas. Esto se

correlaciono con los resultados obtenidos por los ensayos de

inmunotransierencia que revelaron el enriquecimiento de por

lo menos 5 bandas de proteina reconocidas por el anticuerpo

anti-GED durante el proceso de activacion de la secrecion.

Este aumento fue evidente hasta las E h, ya que a las 15 h

se mantuvo un patron de bandeo similar al de las celulas no

activadas.

Las caracteristicas del proceso de secrecion se

resume de la manera siguiente:

al Es un proceso regulado, esto es porque

necesita de un estimulo para la aparicion progresiva de los

gránulos, asi como una liberacion de estos al medio

extracelular, lo que esta correlacionado con el tiempo de

activación.

bl Durante el proceso de secrecion de este

parásito es evidente la capacidad de almacenaliento de los

productos de secrecion en el citoplasma, localiaándose en

los grànulos en proporcion al tiempo de activacion.

cl Existe la liberacion al medio extracelular de

estos gránulos de secrecion.

dl Probablemente durante la secrecion exista una

coordinacion de los organelos similares a RE y aparato de

Golgi, ente se detecto por medio del rastreo de los

productos de secrecion durante la activacion.

El
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e> Se sugiere un probale meca nismo de síntesis y/o 

~aduración de los productos de secreción de Jos GED durante 

la cinética de secreción en este parásito. 

A continuación se muestra un modelo de la 

secreción de este protozoario. 

FIGURA 15 CA> 
Trofozoitos de !h. histolytica normales. En este mode­

delo se trata de representar las estructuras observadas por 
estudios de ultraestructura con ME, donde cada organelo se 
representa con una abreviatura . 
N=núcleo, P=polirribosomas, V=vesicula, AG=aparato de Galgi, 
RER=reticulo endoplásmico rugoso, M=microtúbulos, 
Vi=veslculas intranucleares, GED=gránulos electrodensos. 
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el Se sugiere un probale mecanismo de sintesis yƒo

maduración de los productos de secrecion de los GED durante

la cinetìca de secrecion en este parásito.

e continuacion se muestra un modelo de la

secrecion de este protozoario.
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FIGURñ 15 (Al
Trofozoitos de E. histglytica normales. En este mode-

delo se trata de representar las estructuras observadas por
estudios de ultraestruotura con HE. donde cada organelo se
representa con una abreviatura.
N=núcleo, P=polirrihosonas, V=vesicuIa, AG=aparato de Galgi,
RER=reticulo endoplásnico rugoso, H=microtúbulos,
Vi=vesiculas intranucleares, GED=granulos electrodensos.

E



ESTIMULO 
Colóqeno 

FIGURA 15 <B> 
Hodelo hipotético del proceso de secreción de trofo­

zol tos de ~ histolytica. El modelo representa la secuencia 
de eventos que p o dria ocurrir durante la secreción en trofo­
zoltos activados por 6h de incubación con colágena tipo l. 
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E l proceso da inicio cuando la célula es estimulada por la 
colágena, enseguida esta información es probablemente tras­
ladada al núcleo, manifestándose este evento en la condensa­
ción y descondensación de la cromatina nuclear de la amiba. 
Posteriormente al estimulo ocurre la síntesis de las proteí­
nas de secreción y su procesamiento a través de los organe­
los implicados en el p r oceso de secreción <RER y AGl. Des­
pués de 6h de activación estos productos almacenados en los 
gránulos de secreción <GEDl aparecen en mayor cantidad en 
todo el citoplasma para luego finalmente fusionarse a la 
membrana plasmática y liberar a los GED. En observaciones 
realizadas por MET se apreció que los gránulos en su mayoria 
carecen de membrana, lo cual nos indicarla una posible 
fusión membrana-membrana,< tanto de 1 gránu 1 o como de 1 a cé 1 u-
1 al concluyendo con el proceso de exocitosis de l o s produc­
tos secretores de la amiba activada. 
N=núcleo, C=croraatina condensada, RER=reticulo endopl ásm íco 
rugoso, AG=aparato de Golgi, V=v e sicula, GED=gránulos 
electrodensos. 
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FIGURA 15 (BI
Modelo hipotetico del proceso de secrecion de trofo-

zoitos de EL histolytica. El modelo representa la secuencia
de eventos que podria ocurrir durante la secrecion en trofo-
zoitos activados por 6h de incubacion con colagena tipo l.
El proceso da inicio cuando la celula es estimulada por la
colágena, enseguida esta información es probablemente tras-
ladada al núcleo, manifestandose este evento en la condensa-
cion y descondensacion de la cromatina nuclear de la amiba.
Posteriormente al estimulo ocurre la sintesis de las protei-
nas de secrecion y su procesamiento a traves de los organe-
los implicados en el proceso de secrecion IRER y AG). Des-
pues de Bh de activacion estos productos almacenados en los
granulos de secrecion iGEDl aparecen en mayor cantidad en
todo el citoplasma para luego finalmente fusionarse a la
membrana plasmática y liberar a los GED. En observaciones
realizadas por NET se aprecio que los grenulos en su mayoria
carecen de membrana, lo cual nos indicarle una posible
fusion membrana-membrana,itanto del grànulo como de la celu-
la) concluyendo con el proceso de exocitosis de los produc-
tos secretores de la amiba activada.
N=núcleo, C=cromatina condensada, RER=reticulo endoplesmico
rugoso, AG=aparato de Golgi, V=vesicula, GED=grenulos
electrodensos.



En lo que concierne a los resultados encontrados 

en el núcleo,se piensa que existe una sincronización de 

la división celular durante la activación de la secreción. 

Esto es inferido de los resultados obtenidos por Solis 

C19851, donde muestra 4 estadios de división nuclear de este 

pa r ásito en cultivos sincronizados con colchicina. Las 

cuatro etapas que comprende dicho proceso abarcan la 

condensación de la cromatina, la cual en etapas iniciales se 

encuentra inmersa en todo el citoplasma. Conforme aumenta 

el tiempo de la división en el núcleo ocurre, una 

polarización de esta cromatina, para luego distribuirse 

de manera homogénea a cada uno de los núcleos hijos. La 

figura (161, muestra la secuencia de los eventos. 

Los resultados indican que cuando la célula es 

activada para la secreción ocurre una sincronización de la 

condensación y descondensación de la cromatina dentro del 

núcleo, lo cual probablemente sugiere que la colágena 

estari a influenciando el proceso de transcripción en etapas 

de activación para la secreción; siendo un cultivo de 

crecimi e nto heterogéneo, es decir, que las células se 

encuentran en diferentes etapas de crecimiento celular, la 

colagéna resultó ser un posible estimulo que sincroniza el 

crecimiento de dicho cultivo. 

En resumen: 

A> El esti ~u lo d e la colágena induce un proceso de 

sincronizac l6n, dur2n t e l a división nuclear , en 

trof ozoit o~; 2ct i va~os para 12 secreción . 
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En lo que concierne a los resultados encontrados

en el nocleo,se piensa que existe una sincronización de

la division celular durante la activacion de la secrecion.

Esto es inferido de los resultados obtenidos por Solis

(19551, donde muestra ú estadios de division nuclear de este

paresito en cultivos sincronizados con colchicina. Las

cuatro etapas que comprende dicho proceso abarcan la

condensación de la cromatina, la cual en etapas iniciales se

encuentra inmersa en todo el citoplasma. Conforme aumenta

el tiempo de la division en el núcleo ocurre, una

polarización de esta cromatina, para luego distribuirse

de manera nomogenea a cada uno de los núcleos hijos. La

figura ilñl, muestra la secuencia de los eventos.

Los resultados indican que cuando la celula es

activada para la secrecion ocurre una sincronización de la

condensación y descondensación de la cromatina dentro del

núcleo, lo cual probablemente sugiere que la colagena

estaria influencìando el proceso de transcripcion en etapas

de activacion para la secreción; siendo un cultivo de

crecimiento heterogeneo, es decir, que las celulas se

encuentran en diferentes etapas de crecimiento celular, la

colagena resulto ser un posible estimulo que sincroniza el

crecimiento de dicho cultivo.

En resumen:

A) El esticulo de la colagona induce un proceso de

sincronización, durante la división nuclear, en

trofozoitos activados para la secreción.
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FIGURA 18 

Mo de lo de la división nuclear. En el modelo se mues­
tra un núcleo que realiza un ciclo de divisi ó n mitótico. !.­
p r imer ~ fass, donde se muestra la esferúla yux~anl1 clear ; 
ll .- la yema empieza a crecer; la condensación periférica se 
distribuye entr e ambos núcleos; 111.- fase en la cua l los 
núcleos emp ieza n a separars e, y IV. - se mue stra la interfa-
se de los ni'.icleos. "Tomado de So l is , 19136 en Tran sformación 
genética y división nuclear en Entamoeba histolytica ". 
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FiGURa IG
Hodelo de la división nuclear. En el modelo se mues-

tra un núcleo que realiza un ciclo de division mitótico. I.-
primera fase, donde se muestra la esferúla yuxtanucleari
Il.- la yema empieza a crecer: la condensación periferica se
distribuye entre ambos núcleos; lll.- fase en la cual los
núcleos empiezan a separarse. y IV.- se muestra la interfa-
se de los núcleos. "Tomado de Solis, 1986 en Transformación
genetica y división nuclear en Entamoeba histglytjca“.



B) La descondensación de la cromatina durante el pr oceso de 

secreción <principalmente a las 6 horas de activación) y su 

probab le condensación (a las 15 horas de activación) 

sugieren un evento de transcripción coordinado por el 

estimulo de la co!Agena durante este proceso. 
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C> El núme ro de núcleos que presentan marca fluorescente, se 

correlacionan con alguna de las fases de la división 

nuclear. Muy probablemente, a las 15 horas de activación 

las células presentan mayor número de núcleos marcados por 

que quizA es en esta fase cuando se dividen de manera mAs 

activa. 

B) La descondensacicn de la croiatina durante el prcceso de

secrecion (principalmente a las B horas de activaciünì y su

probable condensación Ia las 15 horas de activacion)

sugieren un evento de transcripción coordinado por el

estimulo de la colàgena durante este proceso.

C) El número de núcleos que presentan marca fluorescente, se

correlacionan con alguna de las fases de la división

nuclear. Huy probablemente, a las 15 horas de activación

las celulas presentan mayor número de núcleos marcados por

que quizá es en esta fase cuando se dividen de manera más

activa.



IX> CONCLUSIONES 

Se puede concluir que el proceso de secreci ó n de 

este parásito, cuando es activado con colágena tipo 1, 

obedece a la ruta regulada y que durante este proceso ocurre 

un mecanismo de maduración y/o síntesis de proteínas. Así 

mismo se sugiere que el estimulo provocado por la colágena 

tipo 1 es enviado al núcleo celular como una sena! 

especifica que da como consecuencia la reorganización de la 

cromatina condensada o descondensada. Hablamos de sefial 

especifica ya que otros tipos de colágena como son la de 

tipo 111 y la de membrana basal no desencadenan el mismo 

tipo de secreción <comunicación personal: Dra. M. L. Munoz). 

Por último cabe senalar que la secreción de estos GED está 

en estrecha relación con el proceso de invasión de los 

tejidos del hospedero por el trofozoito. 
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III CUHCLUBIUHEE

Se puede concluir que el proceso de secrecion de

este parásito, cuando es activado con colágena tipo I,

obedece a la ruta regulada y que durante este proceso ocurre

un mecanismo de maduracion yƒo sintesis de proteinas. Asi

Iisno se sugiere que el estimulo provocado por la oolàgenai

tipo I es enviado al núcleo celular como una señal

especifica que da como consecuencia la reorganización de la

cromatina condensada o descondensada. Hablamos de seflal

especifica ya que otros tipos de colagena como son la de

tipo lll y la de membrana basal no desencadenan el mismo

tipo de secrecion (comunicacion personal: Dra. H. L. Hufiozl.

Por último cabe señalar que la secrecion de estos GED esta

en estrecha relacion con el proceso de invasion de los

tejidos del hospedero por el trofoaoito.
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