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I N T R o o u e e I o N: 

Existen numerosos trabajos en los que se describen los aspectos 

estructurales de los trofozoitos de E. histolytica con microscopía 6e 

tica y electr6nica. 

Otros estudios se refieren a la identificaci6n de antígenos en 

los trofozoitos por m~todos inmunol6gicos y son escasos aquellos que se 

refieren a la localizaci6n estructural de ~stos; ninguno desde el punto 

de vista inmunocitoquímico para microscopía electr6nica. El presente 

tiene como objeto demostrar los sitios activos de antigenicidad de su-

perficie en los trofozoitos de la E. histolytica por m~todos inmunocito 

químicos a nivel de microscopía 6ptica y electr6nica. 



C A P I T U L O I 

G E N E R A L I O A O E S 

La amibiasis es una enfermedad de elevada frecuencia que afecta 

Jarticularmente a la poblaci6n más pobre y que predomina en las zonas 

le mayor aglomeraci6n en las cuales las condiciones de higiene son ina 

1ecuadas. 

La amibiasis ocupa el sexto lugar en frecuencia en las enferme­

tades consideradas como causa directa de muerte (1). Además se aso­

:ia a otros padecimientos como diabetes mellitus, tuberculosis pulmo­

,ar, tromboembolias, micosis oportunistas y cirrosis he~tica (2). 

Es una enfermedad que se encuentra distribuida en todo el mundo 

~ero de preferencia en los países situados entre los tr6picos y los 

climas templados (2). En 1968 Elsdon-Oew hizo una estimaci6n de la di§. 

tribuci6n geográfica de la amibiasis y concluy6 que ~xico es el país 

con mayor morbi-letalidad en el continente americano (3}. 

Esto da una idea de la importancia que tiene llevar al cabo est.!:! 

dios en nuestro medio de dicha enfermedad para su posible prevenci6n y 

curaci6n adecuadas. Para ello es importante tener un mayor conocimien­

to sobre la estructura anat6mica de la Entamoeba histolytica, sobre su 

biología y sobre las relaciones huásped-parásito. 
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La acci6n patogénica de la Entamoeba histolytica (Fig. 1) es muy 

variable y determina la formaci6n de granulomas Y absceso con mínima 

reacci6n inflamatoria (4 . ) . Los trofozoitos viven generalmente en el in 

testino grueso del hombre pero en ocasiones puede invadir otros 6rganos 

como el hígado, cerebro, pulmones, bazo y piel. De éstos la localizaci6n 

predominante es el hígado donde produce absceso hepático el cual es más 

frecuente en adultos de 56 años (1). 

La mortalidad por amibiasis ocurre en aquellos casos en que la 

Entamoeba histolytica adquiere un comportamiento invasor dentro del org~ 

nismo. Este a su vez estaría determinado por las características de pa­

togenicidad del propio parásito y condicionado a una respuesta inmune ina 

decuada hacia la amiba. 

En los últimos años se han tomado diferentes medidas sanitarias y 

terapéuticas para tratar de controlar la morbilidad y mortalidad produci­

da por amibiasis con éxito relativo. La mayoría de los autores están de 

acuerdo que si se pudiera prevenir la enfermedad de manera adecuada, se 

reduciría grandemente la complejidad del problema. A este respecto es 

preciso mencionar que las principales medidas preventivas serían: a) au­

mentar las condiciones de higiene de la poblaci6n y b) tratar de inducir 

inmunidad antiamibiana posiblemente mediante la aplicaci6n de una vacuna 

antiamibiana. 



FIG . No. 1.- Trofozoito de Entamoeba histolytica cult'ivaao 

axénicamente (4 , ~00 x) . 

(Cortesía de los doctores Alfredo Feria y Nor 

berta Treviño : J. Protozool . 19 :200- 211 , 1972) . 
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Las características que permiten a la Entamoeba histolytica 

producir una enfermedad endémica de alta patogenicidad se deriva de su 

propio ciclo biológico y constitución citoquímica. Sin embargo los me 

canismos inmunológicos de defensa contra ella han sido poco estudiados. 

Los datos que se tienen al respecto están principalmente re­

lacionados con el diagnóstico. En 1927 Craig se basó en la existencia 

de anticuerpos antiamibianos en el suero de pacientes con amibiasis pa-

ra llevar al cabo reacciones de fijación de complemento (5 ). Se han 

utilizado también otras pruebas serológicas como precipitación, inmuno­

electroforésis contra inmunoelectroforésis, reacciones intradérmicas y 

con menor frecuencia reacciones de inmunofluorecencia (6--14). Esta ha 

servido también para la diferenciación de la Entamoeba histolytica de 

otras amibas (15). 

Desde entonces dichas reacciones han evolucionado tecnicamen 

te principalmente en la obtención de una antígeno cada vez más puro 

(16, 17}. Esto es muy importante para llevar al cabo estudios sobre la 

especificidad de dichas reacciones, 

La investigación sobre la inmunidad inducida por la Entamoeba 

histolytica ha tenido sus principios en 1931 cuando Michaelis llevó al 

cabo la inmunización experimental en dos conejos comprobando la produs 

ción de anticuerpos antiamibianos con fijación de complemento (18). 
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Esta clase de experimentos se ha repetido con algunas variantes en el 

tipo de antígeno empleado hasta llegar al empleo de amibas de cultivos 

axénicos y las reacciones usadas para la demostraci6n de anticuerpos 

antiamibianos (8, 16, 17). 

En 1958 Heinz y colaboradores demostraron que los anticuer­

pos antiamibianos se encontraban en la fracci6n gamma de las globuli-

nas (19). En 1966 Maddison los identific6 como irvnunoglobulina G 

(IgG) (2C). 

En los estudios que se han llevado al cabo se ha observado 

que la duraci6n de la inmunidad inducida por la Entamoeba histolytica 

es muy variable en cada individuo (19, 21). Sin embargo en forma gene­

ral ésta puede oscilar de tres meses a varios años (21). La existen­

cia de anticuerpos en el suero no indica que las personas estén inmu-

nes y -no presenten la enfermedad amibiasis. Sin embargo, las personas 

que están en contacto con la Entamoeba histolytica son más resistentes 

a padecer de amibiasis (21). Para poder hacer conclusiones adecuadas 

sobre el tipo de inmunidad que induce Entamoeba histolytica es impor­

tante tener un mayor conocimiento sobre su morfología, su citoquímica 

y su antigenicidad. 

En numerosos trabajos ·se describen los aspectos estructura­

les de los trofozoítos de Entamoeba histolytica tanto con microscopía 
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óptica (22-23) como con microscopía electrónica (24-2?). Otros traba 

jos se refieren a la identificación de determinantes antigénicos en 

los trofozoitos por métodos bioquímicos y es tudios inmunológicos 

(5-15). Sin embargo exiten muy escasos trabajos que se refieran a la 

localización estructural de esas determinantes antigénicas (28) y nin 

guno desde el punto de vista inmunocitoquímico para microscopía elec-

trónica. 



FIG . N~ . 2 .- Micrografía electrónica que muestra parte de un tro­

fozoito de E. histolytica teñido con citrato de plo­

mo y acetato de uranilo para observar con detalle la 

estructura trilaminar de la membrana plasmática 

(108,000 x) . (Cortesí a del Dr. Alfredo Feria Velasco) . 

• 



FIG . No , 3. - Aspecto del glucocálix en un trofozoito de E. histo-

lytica cultivado axénicamente y teñido con azul al­

ciano y lantano durante la fijación . Corte sin con-

trastar ( 112 ,OOOx) . ( Cortesia del Dr. Alfredo Feria 

Velasco) . 

• 



CAPHl.l..O II 

MATERIAL y MEmoos 

Amibas.- En todos los experimentos se emplearon trofozoítos 

de Entamoeba histolytica cepa HK-9NIH; cultivados en condiciones axéni 

cas de acuerdo con el método de Diamond (29). 

Sueros.- Para obtener los anticuerpos antiamibianos se proc~ 

dió a separar la inmunoglobulina G (IgG) del suero de pacientes con 

absceso hepático amibiano y que tuvieron anticuerpos antiamibianos que 

dieron una reacción francamente positiva de +++ sin diluir empleando el 

método de contrainmunoelectroforesis (CIEF) 0-1). Como testigos se uti-

lizaron sueros de personas sanas que no tuvieron anticuerpos antiamibi~ 

nos demostrables . por CIEF (1:1) y que clínicamente no habían padecido ami 

biasis. 

Separación de la IgG con sulfato de amonio (30) 

Soluciones: 

Solución saturada de sulfato de amonio. 

Sulfato de amonio 

Agua destilada 

104 g. 

100 ml. 

Solución de hidróxido de sodio 2 N 

Hidróxido de sodio 

Agua destilada 

Solución salina D.15 M 

Cloruro de sodio 

Agua destilada 

D.8 g. 

10 ml. 

0.8764 g. 

100 ml. 
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Amortiguador de salina-borato (D.15M) pH 8.4-8.5 

Acido bórico 6.184 

Borax 9 . 536 

Cloruro de sodio 4.38 

Agua destilada cbp 1000 

Solución de ácido clorhídrico 1 N 

Material y eguipo: 

Matraces Erlemeyer de 150 ml 

Tubos cónicos de centrífuga de 15 ml 

Pipetas de 1 ml graduadas en centécimas 

Agitador magnético 

Tubos de celofán para diálisis 

Recipiente cilíndrico de 6 litros 

Centrífuga LKB, 9...C-4 

Potenciómetro 

Procedimiento: 

g 

g 

g 

ml 

ml 

Se centrifugaron 50 ml de suero ya sea con anticuerpos antiamibi~ 

nos o sin ellos durante 30 minutos a 3000 rpm a 23°C para clarificarlo. 

El sobrenadant~ se pas6 a un matraz Erlemeyer y bajo agitación 

constante del suero, se añadieron gota a gota 25 ml de solución saturada de 

sulfato de amonio observándose la formación de un precipitado. Se ajustó 
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el pH de la soluci6n a 7.8 con varias gotas de soluci6n de hidr6xido de 

sodio 2 N. Se continu6 la agitaci6n de la suspensi6n durante 2 horas 

en la primera precipitaci6n y en las 2 siguientes se agit6 s6lo 30 min~ 

tos. Se centrifug6 a 3000 rpm durante 30 minutos a 23°C. El sobrenadan 

te se elimin6 y el precipitado se disolvi6 en suficiente soluci6n sali­

na para restaurar el volumen original de la muestra (50 ml). En la pr! 

mera precipitaci6n se obtienen las globulinas con restos de albúmina. 

La purificaci6n de la IgG se obtiene con dos precipitaciones ~s, las 

cuales se llevaron al cabo en la misma forma excepto que en la tercera 

el precipitado se disuelve en 25 ml de amortiguador de soluci6n salina-

borato a pH 8.4. 

Para eliminar el sulfato de amonio, se dializ6 contra amorti-

guador de soluci6n de salina-borato pH 8.4 durante 3 días bajo agitaci6n 

constante con agitador magn§tico a 4°C con 2 cambios al día. La diáli­

sis se debe conducir a un pH ligeramente alcalino para evitar la desnat~ 

ralizaci6n de la proteína que tiende a ocurrir a pH menor de 7. Para 

comprobar que se llev6 al cabo la eliminaci6n del sulfato de amonio se 

hizo una prueba para investigaci6n de sulfatos: P. 50 ml de amortiguador 

de la dialisis se adicionaron 1-2 gotas de HCl 1 N, y unas gotas de solu 

ci6n saturada de BaCl2 

La formaci6n de un precipitado blanco indica la presencia de 
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sulfato de amonio . 

PURIFICACION DE LA IqG POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE OEAE CELULOSA 

(31·, 32). 

Soluciones : 

Amortiguador de solución sali na-fosfatos 0.1 M, pH 7.5 

H20 dest . -

12 .0 g . 

2 . D r:¡ . 

1000 m: . 

Se mezclaron en proporción de .LO'j~ de amortiguador de fosfatos 

con gJJ/o de solución salina O. lS M. 

DEAE celulosa 45 r:¡ peso seco , cquivnlcnte a 340- 350 g hidrata 

da . 

Hidróxido de sodi o 0.1 N 

Hidróxido de sodio 4 . 0 q 

Agua destilada cbp 1000 ml 

Hidróxido de sodio 0.5 M 

Hidr óxido de sodio 20 g 

A qua destilada cbp 1000 rnl 

Aci do clorhídrico 0 . 1 N 

Aci do clor hí drico ( 30'fo) 7.8 rn l 

Agua destilada cbp lOGO ml 



Cloruro de sodio 0.5 M 

Cloruro de sodio 

Agua destilada cbp 

Material y equipo: 

- 10 -

29.25 g 

1000 ml 

Matraces Erlemeyer de 1000 ml. 

Matraces aforados de 1000 y 2000 ml. 

Probetas graduadas de 100 y 500 ml. 

Embudo de Büchner de 15 cm de diámetro. 

Filtros redondos de manta de 15 cm de diámetro. 

Soportes y pinzas para columna de cromatografía 

Batidora de aspas 

Potenci6metro 

Bomba de vacío 

Columna de cromatografía 60x2 . 5 cm (diámetro interno) 

Procedimiento : 

En un vaso de precipitado de 4 litros se pusieron los 45 g . de 

la DEAE-celulosa, (Dietilaminoetil celulosa), se le adicionaron 2 litros 

de cloruro de sodio 0.5 M y se agit6 brevemente con un agitador de vi­

drio. Inmediatamente se adicionaron 2 litros de hidróxido de sodio 0.5 M 

y se mezcl6 con la batidora de aspas durante 15 minutos únicamente por-

que de ser más se alcaliniza demasiado la DEAE-celulosa. Se fil tr6 la sus 
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pensi6n en el embudo de Büchner con filtros de manta y el filtrado se 

elimin6. 

La DEAE-celulosa se resuspendi6 en 4 litros de agua destila­

da y se mezcl6 en la batidora durante 15 minutos. Se filtr6 la suspe~ 

si6n eliminando el filtrado. Este procedimiento se repiti6 utilizando 

el amortiguador soluci6n salina-fosfatos 0.1 M a pH 7.5. 

La suspensi6n se dej6 18 horas en el cuarto fria a 4°C. 

La columna de vidrio para cromatografía se tap6 en el extre-

mo inferior con un tap6n de rasca que llevaba en sí mismo una malla me 

tálica fina y un filtro de tela de nylon que ajustaba exactamente con 

la extremidad inferior de la columna, a fin de retener las partículas 

de DEAE-celulosa. En el extremo superior de la columna se coloo6 un ta 

p6n de hule perforado que SJstenía un embudo q..¡e ¡:x¡día cc:ntener ocluído 

un volumen de un litro en el a:ino. Dentro de ffite se colocaron las as-

pas de la agitadora, las cuales se hicieron girar a 100 rpm. Se vaci6 

en el embudo una suspensi6n de DEAE-celulosa que estaba diluida 5 veces 

con respecto tt la mezcla original, el flujo de la suspensi6n de DEAE-ce 

lulosa se ajust6 a 60 gotas ¡:nr minuto, re¡:J.Jlando una llave de paso co-

locada por debajo del tap6n de la columna. De esta manera las partícu­

las de DEAE-celulosa fueron cayendo hacia el fondo de la colu1111a y se 

empacaron en ella de abajo arriba de manera uniforme y continua. 
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La columna se dej6 empacar hasta 10 cm por debajo del orifi­

cio superior, dejándose un exceso de soluci6n amortiguacbra que rebasa 

ra 5 cm la altura de la columna de DEAE-celulosa, manteniéndose en es-

tas condiciones hasta el paso siguiente. 

Se lav6 después la columna con amortiguador de soluci6n de 

salina-fosfatos D.l M a p-j 7.5 durante dos días hasta equilibrarla al 

mismo pH del amortiguador. 

Por otra Qarte los 3J ml de la soluci6n de IgG obtenida por 

precipitaci6n con sulfato de amonio se dializaron previamente con el 

mismo amortiguador durante dos días con dos cambios al día de 6 litros 

cada uno, para equilibrarla con el líquicb de la columna. 

Se dren6 el sobrenadante de la colurma y se adicionaron gota 

a gota los 30 ml de la soluci6n de IgG por las paredes de la columna y 

se dej6 que se absorbiera en la DEAE-celulosa. Se coloc6 un recipiente 

con amortiguador en un lugar elevado 50 cm. con respecto al extremo su-

perior de la columna y se hizo fluir el arrortiguador a EO gotas por mi-

nuto para llevar al cabo el corrimiento. El efl uyente se recolect6 en 

fracciones de 10 ml y se leyeron a 280 nm en un espectrofot6metro Zeiss P~ 

II. Las fracciones cuyas lecturas demostraron que contenían proteína en 

el pico de eluci6n de la IgG se juntaron en tubos de celofán a 4°C durante 

12 horas para concentrar la proteína por desecaci6n. 
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Para recuperar la DEAE-celulosa que se utiliz6, ~sta se lav6 varias 

veces con volumenes de 3 litros de agua destilada y 3 a 4 lavados en la si 

guiente secuencia para cada ciclo: NaOH 0.1 N, otro con agua destilada, el 

siguiente con 1-Cl O.l N y el último lavado debe terminarse con alcali y vol 

verse a hacer varios lavados con 3 litros de agua destilada cada uno. La 

suspensi6n se guard6 a 4°C hasta volverse a utilizar. 

DOBLE DIFUSION POR EL METODO DE OUCHTEALONI (33). Este procedimiento se 

llev6 al cabo con el fín de comprobar si la ,proteína obtenida era IgG y si 

contenía anticuerpos antiamibianos. 

Se basa en la reacci6n específica de precipitaci6n que ocurre cuan-

do el antígeno está en presencia de su anticuerpo correspondiente, forrnándo 

se en la placa de agar una banda de precipitaci6n. El número de bandas de 

precipitaci6n depende del número de fracciones antig~nicas, debido a que ca 

da una se difunde a diferente velocidad. Con esta t~cnica se evita el fen6 

meno de zona. 

Soluciones: 

Amortiguador de barbituratos, pH 8.6, fuerza i6nica 0.1 

Acido dietilbarbitúrico 

Barbiturato de sodio 

Agua destilada cbp 

Ion agar No. 2 

Azida de sodio 

2.8 g. 

20.6 g. 

1000 ml. 

0.85g. 

0.02g. 
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Procedimiento: 

Se disolvieron 0 . 85 q de Ión aqar en 100 ml de amortiquador de 

barbituratos y se añadieron 20 mq de azida de sodio . Esto se disol vió 

en autoclave a 15 lb de pr esión durante 15 minutos . Se vertieron 15 ml 

de la mezcla aún cal i ente en una caja de Petri sobre una mesa nivelada 

y se dejó solidificar . 

Cuando el aqar estaba solidificado , se hicieron 6 perforacio-

nes de 3 mm . de diámetr o en c í rculo y una más central , di s tantes 4 mm. 

e ntre sí y se extrajo el aqar con s ucción . En ellos se colocar on las 

mues tras con un capi lar, procurando depositar la mi sma cantidad de mat~ 

rial en cada orifici o . En e l orificio central se co ' ocó antígeno ami bi~ 

no soluble y en los orificios periféricos se colocaron las soluciones de 

lqG humana anti E. histolytica y de I gG humana de personas s i n amibiasis , 

así como el s uero de cone jo con an ticuerpos anti IqG humana (Fiq. 4). A 

continuación las placas se incubaron durante 48 horas a 22°C . 

Una vez que s e presentaron las bandas de precipitación, se lava­

ron las placas con solución salina- 0.15 M pa r a quitar las prot eínas exce­

dentes no precipitadas y observar mejor la reacción. 

INMUNOELECTROFORESIS (34). 

Este proceso se basa en la combinación de la técnica de electro-

forési s , la cual consiste en una separación de las proteínas por su movi­

lidad electroforética en bas e de su carqa eléctrica y una vez que las pr~ 

teínas se han separado electroforéti camente, se ponen en contacto con su 



FIG . 4. - Placas de aoble di fusiñn aor Método Duchterloni. 

Orificio central an tíoeno amibiano , orificios reri-féricos 

s o.Luciuries de IgG humana antiami ba , IgG humana normal y 

suero de conejo anti IgG humana . 
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antisuero correspondiente para llevar al cabo la inmunodifusi6n; así apa-

recen las bandas de precipitaci6n correspondientes a las proteínas prese~ 

tes. Esto se hizo con el prop6sito de comprobar si la proteína obtenida 

era IgG, en forma pura y si contenía anticuerpos antiamibianos. 

Soluciones: 

Amortiguador de barbituratos, pH 8.6, fuerza i6nica 0.1 

Acido barbitúrico 

Barbiturato de sodio 

A'1ua destilada 

Soluci6n de agar: 

Aqar noble 

Amortiguador de barbitu­
ratos pH 8.5 

Agua destilada 

Azida de sodio 

Soluci6n salina 0.15 M 

Cloruro de sodio 

Agua destilada 

Colorantes: 

Negro de amido 

Soluci6n alcohol-ac~tico 

2.8 g. 

20.6 g. 

1000 ml. 

1 q. 

25 ml. 

75 ml. 

0.02 q. 

8. 764g. 

1000 ml. 

3 g. 

500 ml. 
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Soluci6n alcohol-acético (soluci6n lavadora): 

Alcohol metílico 

Agua destilada 

Acido acético glacial 

1350 ml. 

1350 ml. 

300 ml. 

Suero de conejo antisuero humano 

Suero de conejo anti IgG humana 

Suero de Conejo anti IgO humana 

Fracciones de proteína obtenida en la columna de OEAE-celulosa. 

Procedimiento : 

Se colocaron los portaobjetos de 2 . 5 cm. en el soporte de plástico 

despu~s de un ligero enjuague con alcohol. 

Se nivel6 la mesa sobre la que estaban las laminillas y con una 

pipeta de 10 ml. se tomaron aproximadamente 12 ml . del medio de agar calien 

te y se empez6 a vertir el agar en los extremos que no lograron cubrir los 

portaobjetos, donde se unen éstos y se continu6 agregando el agar en forma 

homog~nea hasta cubrirlos totalmente. Se deja ron reposar 20 horas a 4°C. 

En las placas de gel-agar se hicieron dos orificios colocados en 

el centro, transversalmente al portaobjetos y separados entre s! 10 mm. y 

un surco central en sentido longitudinal de 2 mm. de anchura que pasara en 

tre los orificios. Se retir6 el gel de los orificios y se colocaron las 

fracciones obtenidas en cromatografía en columna para probar su pureza, as! 

como los testigos. Los primeros correspondieron a IgG humana anti E. his-

tolytica y los segundos a IgG humana de personas sanas sin antecedentes 
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clínicos de amibiasis. 

Las placas de electroforesis quedaron colocadas en series de 3 

laminillas de portaobjetos alineados a lo largo de su eje mayor en mar­

cos de plástico, que son accesorios del mismo aparato. As! se coloca­

ron en la cámara de migraci6n electrofor~tica, la cual contenía 700 ml 

de la soluci6n amortiguadora en cada cubeta. Cada hilera de 3 placas 

se conect6 por medio de una tira de papel filtro del mismo ancho que la 

placa, humedecida en el mismo amortiguador. 

A trav~s de las placas se hizo pasar una corriente directa de 

6V/cm. y 0.76 mA durante 60 minutos, al t~rmino de los cuales se re­

tir6 el gel del surco central. En este surco se coloc6 ya sea un sue­

ro de conejo anti suero humano (Fiq. SA), un suero de conejo Anti lqG 

humana (Fiq. 58), 6 ant!qeno amibiano soluble (Fiq. 5C). El antisuero 

se dej6 difundir en ·1as placas de aqar y ~stos se incubaron en cámara 

durante 20 horas a temperatura ambiente, al cabo de los cuales se su­

mergieron en la soluci6n salina 0.15 M, 24 horas para solubilizar de 

ellas proteínas no precipitadas. En seguida se cubrieron con tiras de 

papel filtro y se dejaron secar sobre la mesa. Se retir6 el papel y 

se tiñeron con la soluci6n de negro de amida durante 5 minutos y el 

exceso de colorante se retir6 por inmersi6n durante 10 minutos en varios 



FIG . No . 5 .- Placas de inmunoelectroforesis . 

a) Orificios: suero completo humano , IgG antiamiba o 

IgG normal . Surco central suero de conejo anti s ue 

ro humano polivalente . 

b) Orificios : fracciones de IgG ant\ami ba y I gG nor­

mal . Surco central suero de conejo a nti IgG humana 

c) Orificios : Fracciones de IgG antiamiba y IgG nor­

mal . Surco central antígeno amibiano soluble . 
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cambios de soluciOn lavadora y se secaron a temperatura ambiente para 

interpretaci6n de los resultados (Fig. 5). 

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR R METODO DE LDWRY (35). 

La cuantificaciOn de la proteína se hizo por el m~todo colo-

rim~trico de Folin-Ciocalteu en el cual se mide el color azul que PJ"2 

duce al añadir el reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu a una soluci6n 

alcalina de proteína. La intensidad del color depende del contenido 

de tirosina y triptofano. Es esencial la calibraciOn de una curva con 

relaciOn lineal entre las diferentes diluciones de proteína de concen 

traci6n conocida y la densidad Optica. La muestra de concentraciOn 

desconocida debe ser diluida hasta que la primera detenninaci6n resul-

te con una densidad 6ptica dentro de la curva de calibraci6n. El m~to 

do de Lowry y colaboradores utiza una soluci6n alcalina de cobre en el 

tratamiento de la proteína, el cual reduce al reactivo fosfomolíbdico-

fosfotungstico aumentando de 3 a 15 veces el color de la reacci6n y te-

niendo un rango de sensibilidad de 0.005-D.2 mg. de proteína por mil!li 

tro. 
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Soluciones: 

A-1: 

Tartrato de sodio 2.0 g. 

Agua destilada 100.0 ml. 

~: 

Sulfato de cobre 5 1-+?J 1.0 q. 

Agua destilada 100.0 ml. 

~: 

Carbonato de sodio 20.0 g. 

Soluci6n de NaOH 0.1 N 1000.0 ml. 

Proporciones: 

A-1 G.5 ml. 

A-2 .0.5 ml. 

A-3 50.0 ml. 

Se mezclan inmediatamente antes de utilizarse. 



- 20 -

Soluci6n 8 

Reactivo de Folin-Ciocalteu ª 1.0 N. Diluir el reactivo de fe-

nol 1:1 con agua destilada. 

Soluci6n de algumina a concentraci6n de 220 mq., soluci6n esta~dard. 

Fracciones de la soluci6n de IgG obtenidas en la columna de 

DEAE-celulosa. 

Soluci6n salina 0.15 M, 10 ml. 

Material y eguipo: 

Tubos de ensaye de 15xl50 mm. 

Pipetas de 0.2, 1.0 y 5.0 ml. 

Colorímetro spectronic 20 Bausch & Lamb. 

Procedimiento: 

Se colocaron al!cuotas de 1..00, D.500, 0.250 y 0.125 ml. de la 

soluci6n de albumina en tubos de ensaye y se llevaron a l ml. con solu­

ci6n salina 0.15 M quedando en las siguientes concentraciones: 220 mg/ml, 

110 mg/ml, 55 mg/ml y 27 mg/ml. Las lecturas que se obtuvieron de estos 

tubos son los q.ue se utilizaron para hacer la curva de calibraci6n. 

En otros tubos se colocaron las siguientes alícuotas de solu-
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ci6n de IgG obtenida en la columna de DEAE-celulosa: 0.1 ml de solu­

ci6n original y diluciones 1:2, 1:4 y 1:8 de esta soluci6n. Todos 

los tubos se llevaron a 1 ml con soluci6n salina 0.15 M. 

Se añadieron 4 ml de la soluci6n A a cada uno de los tubos, 

se mezclaron y se dejaron reposar 10 minutos a 23°C. 

Transcurrido este tiempo se adicionaron 0.4 ml de la soluci6n 

8 de fenal a cada tubo, se mezcl6 cada tubo vigorosamente irvnediata­

mente despu~s de la adici6n y se dejaron reposar 30 minutos durante 

los cuales se desarro! l6 el color, debi~ndose leer antes de 60 minu­

tos. 

Se hizo un tubo para blanco que contenía 1 ml de soluci6n sa­

lina 0.15 M, 4 ml de la soluci6n A y 0.4 ml de la soluci6n B. 

Todos los tubos se leyeron en un colorímetro Spectronic 20 

Baush & Lomb a 6CXJ nm; se rest6 la lectura del blanco a las lecturas 

de la curva de calibraci6n (D.O./Conc.) de proteína y se leyeron los 

datos de las muestras. Se obtuvo una concentraci6n de 220 mg/ml Oe 

IgG con anticuerpos antiamibianos y de 200 mg/ml de IgG sin ellos. 

Las fracciones de IgG se li~filizaron para concentrarlas. 
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INMLJf'.[)FLLIJRESCENCIA (36,37) 

Este método se utiliz6 para demostrar los antígenos de superf!_ 

cie de la Entamoeba histolytica y se llev6 al cabo tanto en la reac-

ci6n directa como en la indirecta. 

Soluciones: 

Amortiquador de fosfato de sodio O.H.I, pH 7.5 

Na2HP04 

NaH2P04 

Agua destilada 

12.0 g 

2.0 

1000 ml 

Amortiguador de carbonato-bicarborato 0.5 M, pH 9.5 

Carbonato de sodio 

Bicarbonato ·de sodio 

Soluci6n salira 0.15 M 

5.3 q 

4.2 q 

aJO ml 

Se disolvieron 5.3 g de carbonato de sodio en lDO ml de NéCl 

0.15 M (soluci6n A) y 4.2 q de bicarboreto de sodio en otros 

100 ml de NaCl D.15 M (solt..ei6n B). Se mezclaron 5.8 ml de la 

.soluci 6n A con 10 ml de la sol uci6n B y se a just6 el pH a 9.5 

con m~s soluci6n A 6 B. 

Isotiocianato de fluoresce!na (ITF) 0.05 mg por cada mq de prg_ 

te!na por marcar. 

Sephadex G 200 18.0 g peso seco. 
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Amortiguador de soluci6n salina-fosfatos 0.15 M, pH 7.5 

Na2HP04 

NaH2PCJ4 

Agua destilada cbp. 

18 g 

3.0 g 

1000 ml 

Se mezclaron en prD!Jorci6n de 10)(, de amortiguador de fosfatos 

con ~ de soluci6n salina 0.15 M. 

Materia y equipo: 

Columna de cromatografía 30xl5 cm (diámetro interno). 

Soportes y pinzas para columna de cromatografía. 

Probetas de 100 ml 

Tubos de ensaye 

Pipetas Pasteur 

Pipetas de 5 ml 

Tubos de celofán para diálisis 

Recipiente cilíndrico de 6 lts. 

Potenci6metro 

Espectrofot6metro PM Q II de Zeiss. 

Procedimiento de conJugaci6n: 

La conjugaci6n debe hacerse en una proporcidn de 5 a 10 moles 

de ITF con I mal de IgG. Por cada mg de IgG se adicionaron 

0.05 mg de ITF o sea una relaci6n de ITF/IgG de 20.5/1 teniendo en 
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cuenta que no se conjuga todo el ITF hay además cierta p~rdida durante 

la diálisis. 

La concentraci6n de proteína que se debe utilizar para una con­

jugación 6ptima es de 10 a 30 mg/ml. Teniendo en cuenta lo anterior 

se disolvieron 285.6 mg. de IgG liofilizada en 10 ml de soluci6n sali­

na, 0.15 M. A ~sto se adicionaron 2 ml de amortiguador de carbonato­

bicarbonato, pH 9.5 y se mezclaron lentamente en un agitador magn~tico. 

A esta mezcla se añadieron 14.28 mg de ITF disueltos en 2 ml del mismo 

amortiguador. Se ajust6 el pH a 9.5, se protegi6 de la luz y se agit6 

lentamente durante 18 horas a 4°C. 

La mezcla se recogi6 en un tubo de celofán para diálisis y con 

el objeto de eliminar el ITF no conjugado se dializ6 con 48 litros de 

amortiguador de soluci6n salina-fosfatos, 0.15 M a pH 7.5 con agitaci6n 

constante durante 2 días, efectuándose dos cambios de 6 litros cada ha 

ra y el resto cada doce horas. 

Para tener una mayor purificaci6n del conjugado, ~ste se pas6 

por una columna de 30xl.5 cm. de diámetro interno cargada con 18 g de 

Sephadex G-200 hidratado con 70 ml de amortiguador de soluci6n salina-

fosfatos 0.15 M a pH 7.5. El pH del amortiguador no debe exceder de 

8 durante la preparaci6n de la suspensi6n ni durante la cromatografía, 

a fin de evitar cambios en los grupos amino de los anticuerpos. 
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Una vez empacada la columna, se depositaron lentamente los 16 ml 

del conjugado. Se dejaron absorber en ella y luego se agregaron lenta­

mente 6 ml de amortiguador. 

Para que el conjugado descendiera se dejaron absorber y en este 

paso se observ6 el inicio de la separaci6n del conji.Jgado del ITF soluble 

formándose una banda inferior nítida naranja fluorescente y otra banda 

superior difusa amarillo-naranja. Esta estaba formada por el ITF no con 

jugado, Se hicieron 10 lavados de la columna de 100 ml cada uno con 

amortiguador de soluci6n salina-fosfatos pH ?.5. para recuperar el Sephadex 

Este procedimiento se hizo en un cuarto semioscuro, a 4°C para 

evitar la pérdida de fluorescencia. 

Las fracciones se recolectaron manualmente en tubos de ensaye. 

Los primeros 6 ml de la soluci6n se colectaron en una sola fracci6n por­

que contenía la mayor parte del conjugado, Las otras fracciones fueron 

de 1 ml cada una. Estas se juntaron desde que se observ6 la salida de 

la primera banda naranja de la columna. Las siguientes fracciones se colect~ 

ron en matraces de ~DO ml. Las fracciones del conjugado se leyeron en un 

espectrofot6metro P M Q II de Zeiss a 2?6 y a 493 nm, que son las lorgitu­

des de onda donde hay mayor absorci6n del conjugado, de la IgG y del ITF, 

respectivamente. 
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Para poderse leer en el espectrofot6metro hubo que diluir el 

conjugado de 1:30. Las lecturas obtenidas fueron a 273 rm :0617, y a 

493 nm: 0.765. 

Se ley6 en el monograma la relaci6n de mcG de ITF a rng de IgG 

obteni~ndose una relaci6n de 17.5 mcg/mg y una re ' aci6n malar de 

ITF/lgG de 7.5 la cual queda en los límites aceptables que son de 5 a 

10. 

La relaci6n entre los mg de proteína con los ml del conjugado 

fu~ de 0.275 mg/ml en la diluci6n y de 7.2 mg/ml en el conjugado no di-

luido. 

El conjugado se guard6 en alícuotas de 3 ml en el congelador a 

-20°C. 

La conjugaci6n de l a I gG de pe rsonas sin anticuerpos antiamibia-

nos demostrables por CIEF, se llev6 a l cabo en la misma forma obteni~n-

dose las lecturas siguientes: a 273 nm: Ol98 y a 493 nm: 0.43. En el m2 

nograma la relaci6n ITF/IgG fu~ de 15 .5 mg prot/ml c on una relaci6n RD­

lar ITF : IgG de 6.5 

Reacci6n directa.- Los trof oz oítos d e E. histolytica se lavaron 

con soluci6n salina 0.15 M 3 veces y se agreg6 la soluci6n del conjugado 

de la IgG humana antiamibiana marcada con ITF a diluciones de 0. 25, 0 , 5, 
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1.0, 2.0 y 4.0 mg/ml. 

Esta suspensi6n se agit6 durante 30 minutos a 0-2°C para bajar el 

metabolismo de la amiba y que no fuera a digerir el conjugado y se tu-

vieran resultados falsos positivos. Se lavaron 3 veces con 5 ml. en ca 

da lavado con amortiguador de soluci6n salina-fosfatos 0.15 M pH 7.5. 

Este mismo procedimiento se llev6 al cabo con IgG conjugada con ITF de 

personas sin anticuerpos antiamibianos que se usaron como testigos. 

Las preparaciones se observaron en microscopio de luz transmiti-

da equipado con lámpara de luz ultravioleta. 

Reacci6n indirecta.- Consiste en incubar los trofozoítos fijados 

previamente con formaldehido al 4~ en metanol durante 20 minutos con 

con IgG humana a ntiamibiana no marcada con Isiotiocianato de Fluoreceína 

durante 30 minutos, a 37°C. Se lav6 la suspensi6n con soluci6n de NaCl 

0.15 M y se incubaron con suero de conejo antigamma globulina humana con 

jugada con Isiotiocianato de fluoreceína en diluciones de 0.25 ml, 0.5, 

1.0, 2.0 y 4.0 ml. del conjugado. Se lavaron y los trofozoítos se sus-

pendieron sobre un portaobje tos con soluci6n de glicerina al 90"¡(. en amor 

tiguador de fosfatos-salina 0.15 M pH 7.5 y se observaron al microscopio 

de luz ultravioleta. 
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El mismo procedimiento se realiz6 con la IgG de personas sin an-

ticuerpos antiamibianos que se utilizaron como testigos, 

Fijaci6n de C13 sobre trofozoítos de Entamoeba histolytica. 

Se lavaron 4 veces los trofozoítos con soluci6n de NaCl 0.15 M, 

se fijaron con formaldehido al tY'/o en metanol durante 20 mi~utos, se la­

varon con soluci6n de NaCl 0.15 M y se incubaron a 37°C con 1 ml de IgG 

humana antiamibiana sin marcar en concentraci6n de 5 mg de proteína en 

10 ml de soluci6n de NaCl 0.15 M. Se lavaron 3 veces para eliminar el 

exceso de proteína y se incubaron con suero hJmano fresco. Oespu~s de 

lavarlos se incubaron con suero de cabra anti C'J conjugado con Isioti_2 

cianato de Fluoreceína, los trofozoítos se lavaron y despu~s de eliminar 

el sobrenadante, se colocaron sobre un portaobjetos y se examinaron en un 

microscopio. 

Como testigo de esta reacci6n se realizaron las mismas incubacio­

nes, utilizando la misma IgG humana antiamibiana no marcada, con la úni-

ca diferencia que en lugar de emplear suero hlJllano completo fresco, se 

utiliz6 sueron humano inactivado por calentamiento a 56°C durante 30 mi-

nutos. 

CONJUGACIO N DE IgG CON PEPIJXIOASA DE RAI? l="UERTE ( HRP) , ( 38) 

Soluciones: 

Amortiguador de Carbonato-bicarbonato de sodio pH 10, 0.5 M. 
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Carbonato de sodio 2 M 

Carbonato de sodio anhidro 19.0 g 

Agua destilada cbp llXJ.O ml 

Bicarbonato de sodio 2 M 

Bicarbonato de sodio 19.2 g 

Agua destilada cbp 100.0 ml 

Para preparar el amortiguador de carbonato-bicarbonato 0.5 M pH 

10 se mezclan 13.8 ml de carbonato de sodio 2M y se añaden 11.3 ml de 

bicarbonato de sodio 2M. Esto se afora a 100 ml con aglB destilada y 

se ajusta el pH a 10, con la primera o segunda soluci6n. 

Amortiguador Tris.HCl 0.05 M, ·pH 7.6: 

Soluci6n Tris 0.2 M: 
Tris-(hidroxi-amino-metano-metil 
(THAM) 2.42 g. 

Agua destilada cbp 100.0 ml 

Para preparar el amortiguador se mezclan 50 ml de la soluci6n 

Tris 0.2 M· con 70 ml de HCl O.lN. Se mide el pH y se ajusta a 7.6 con 

estas soluciones y se completa el volumen a 200 ml con aglB destilada. 

Peroxidasa Raiz Fuerte 50 mg 

Ft>.f'S (pp'-difluoro, mm'-dinitrofenil sulfona) al S'/o en acetona, 

0.25 ml. 

Soluci6n salina 0.15 M 

IgG por conJugar 50 mg 

Soluci6n de sulfato de amonio al 5J~ de saturaci6n. 
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Procedimiento: 

La preparaci6n del conjugado de la IgG con peroxidasa se hizo d!, 

solviendo 50 mg de IgG en 1 ml de amortiguador de carbonato-bicarbonato 

0.5 M, pH 10. A ~sto se añadi6 0.25 ml de Ft-S'S (pp'-difluoro, mm'-din!, 

trofenilsulfona) al '3'/o en acetona. 

La mezcla se agit6 de 18 a 20 rpm en un disco rotatorio durante 

6 horas a 4°C y se dializ6 18 horas con amorti~ador de salina-fosfatDs 

a pH 7.5. La soluci6n del conjugado de IgG con peroxidasa se precipit6 

2 veces con sulfato de amonio al '3:f/o de satureci6n. Se dializ6 en so­

luci6n salina 0.15 M durante dos d!as con 3 cambios de 6 litros cada uno, 

para quitar el exceso de sulfato de amonio. 

El dialisado se guard6 a -20°C en alícuotas de 1 ml cada una, en 

tubos de ensaye protegidos de la luz. Este misno procedimiento se llev6 

al cabo ya sea con la IgG antiamibiana, CXJn la IgG sin anticuerpos antia 

miba (demostrables por CIEF), así c:Omo con el suero de ccriejo anti IgG h~ 

mana. 

Reacci6n directa.-

Los trofozoítos de Entamoeba histolytica se lavaron con 0.15 M con 

soluci6n salina y se fijaron en formaldehido al 4~ en metanol durante 20 

minutos a 23°C. Despu~s de lavarlos con amortiguador Tris-H::l, 0.05 M, 

pH 7.6, se incubaron con la soluci6n de IgG humana marcada con peroxida-
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de pacientes con absceso hepático y con anticuerpos antiamibianos, 
sa/ durante 30 minutos a 37°C y despu~s de lavarlos en el mismo amor-

tiquador se incubaron en el medio citoqu!mico de Karnavsky para pero-

xidasa. 

Este consisti6 en 5 mq de 3,3' diaminobenzidina disueltos en 

10 ml de amortiguador Tris-1-Cl, pH 7.6, D.05 M y con per6xido de hidr~ 

geno en concentraci6n final de O.DI~. Esta incubaci6n se hizo en la 

oscuridad durante 10 minutos a 23°C. A continuaci6n los trofozoitos 

se lavaron en el mismo amortiguador Tris4-Cl y se colocaron en portaog 

jetos para ser observados en un fotomicroscopio. 

Para todos los lavados~ las suspensiones de trofozoitos se 

centrifugaron 3 veces a :IJOO rpm durante 5 minutos, eliminando el sobr~ 

nadante. 

Como testigos se hicieron experimentos utilizando la misma 

IgG antiamibiana y el mismo procedimiento de incubaci6n con el medio cf 

tOQ\J!mico, con la ónica diferencia de que ~ste carecía de substrato 

(per6xido de hidr6geno). Adem&s, otra serie de experimentos se realiz6 

incubando los trofozoitos fijados con IgG de personas sin anticuerpos 

antiamibianos demostrados por CIEF y conjugada con peroxidasa. La rea~ 
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ci6n citoquímica se hizo con el medio de Karnovsky completo. 

Reacci6n indirecta.- Esta consisti6 en incubar los trofozoi-

tos fijados en formaldehido al 4"/o en metanol con IgG humana anti E.his---. --
toljtica no marcada con peroxidasa, durante 30 minutos a .37°C. Después 

de lavado en soluci6n salina fisiol6gica se incubaron con suero de con~ 

jo anti lgG humana marcada con HRP durante 30 minutos a 37°C y se lava-

ron con amortiguador Thris HCl, 0.05 M, pH 7.6. A continuaci6n se rea-

liz6 la reacci6n citoquímica con el medio de i ncubaci6n de Karnovsky com 

pleto, en la oscuridad durante 10 minutos a 23°C, 

Después de lavados, los tro.fozoitos se observaron en un micros 

copio de luz transmitida, 

Como testigos se realizaron 4 series de experimentos: 

a) Los trofozoitos fijados se incubaron con !gG humana anti 

Entamoeba histolytica no marcada y posteriormente incubados con suero de 

conejo anti !gG humana marcada con peroxidasa, se colocaron en el medio 

citoquímico de Karnovsky sin sustrato (per6xido de hidr6geno). Después 

de lavar los trofozoitos se examinaron en un microscopio 6ptico , 

b) Los trofozoitos f i jados se incubaron primeramente con lgG 

humana anti Entamoeba histolytica sin marcar, se lavaron y se incubaron 
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con IgG humana anti Entamoeba his.talytica marcada can peraxidasa, A can 

tinuaci6n se lavaran, se hizo la reacci6n citaqu!mica can el medio de 

Karnavsky completa y después de lavarlas se examinaran en un microscopia 

de luz transmitida. 

c) Las trafazoitos fijadas can farmaldehida al ~ en metanal se 

incubaran con IgG de personas sin anticuerpos antiamiba demostrables por 

CIEF y sin datos clínicos ni de laboratorio de amibiasis. Después de l! 

varlos se incubaron con suero de coneja anti IgG humana marcada con HRP, 

se lavaran y se hizo la reacci6n citaqu!mica para peraxidasa. Se lavaran 

y se observaron en el microscopia 6ptico. 

d) Las trafazoitos fijados, se incubaran solamente en presencia 

de suero de conejo anti IqG humana marcada con peraxidasa, se lavaran y 

se llev6 al cabo la reacci6n citoqu!mica para peraxidasa, de acuerdo con 

el método de Karnovsky. Después de lavar los trafozoitos se examinaran 

en un microscopio 6ptico. 

Todos los experimentos de incubaci6n de los trafozoitos con las 

inmunoglobulinas conjugadas con peraxidasa para las reacciones directas e 

indirectas se realizaran también con trafozoitos de E. histolytica fija-
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dos con glutaraldehido al 2.'3'/o en amortiguador de fosfatos, O.lM, pH 

7.4. 

Investigaci6n de actividad end6gena de peroxidasa en los trofozoitos 

de Entamoeba histolytica. 

Para ~sto s e llevaron al cabo dos tipos de experimentos: 

a) Los trofozoitos de Entamoeba histolytica cultivados ax~nica-

mente s e lavaron en soluci6n salina fisi ol6gica y sin fijar se incubaron 

en el medio citoquímico de Karnovsky completo, durante 10, 20 y 40 minutos 

a 23°C en l a oscuri dad. Se lavaron y se observaron en el microscopio op-

tico. 

b) Los trofozoitos se fijaron en formaldehido al 4% en metanol 

durante 20 minutos, a temperatura ambi ente y despu~s de lavarlos se incu 

baron en el medio citoquímico de Karnovsky compl eto, durante 10, 20 y 40 

minutos a 23°C en la oscuridad. Se l avaron y se observaron en un mi cros-

copio de luz transmitida. 

MICFYJSCOPIA ELECTRJNICA.- Se utili zaron tubos representativos de a) la 

reacci6n indirecta positiva con I gG humana anti Entamoeba histolytica¡ 

b} la r eacci6n indirecta negativa con la misma IgG antiamibiana pero 
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incubándolos en medio citoquímico de Karnovsky sin sustrato (H
2
o

2
); y 

c) la reacci6n indirecta negativa con saturaci6n de sitios antigénicos 

en los trofozoitos con anticuerpos específicos no marcados. 

En todos los casos, después de completar el tiempo de incuba-

ci6n con el medio citoquímico de Karnovsky, se lavaron los trofozoitos 

con amortiguador Tris-HCl, 0.05 M, pH 7.6 y se postfijaron con tetr6xido 

de osmio al l~ en amortiguador de cacodilato de sodio, O.lM, pH 7.4 du-

rante 1 hora a 4°C (39). 

El amortiguador de cacodilato de sodio O.lM pH 7,4 se prepar6 

disolviendo 4,28 gr. de cacodilato de sodio y 5.5 a 6 ml. de HCl, O.lN 

en agua destilada para completar un volumen final de 200 ml. El pH se 

ajust6 con esas soluciones antes de completar el volumen con agua desti 

lada. 

Las muestras se deshidrataron en concentraciones ascendentes de 

etanol (70')(,, BOJ(,, gafo, 9f1'/o y alcohol absoluto) y se infiltraron con mez 

eles de 6xido de propileno-Epon. Se incluyeron en Epon-812 y se polim~ 

rizaron durante 24 horas a 60°C (40). Se obtuvieron cortes finos color pl! 

teado en el espectro de reflexi6n de luz incidente (4t) con navajas de vi 
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drio en ultramicrotomo Reicher OmU-2 y se recogieron en rejillas de ca-

bre sin cubrir. Los cortes sin teñir o ligeramente contrastados con ci 

trato de plomo (42) fueron examinados en un microscopio electr6nico 

Philips EM-220, operado con 60 KV y equipado con una apertura de la len 

te obje tivo de 30 micras. Los negativos tomados fueron . amplificados fo 

toqráficame nte para su estudio e interpretaci6n. 
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CAPITLLO III 

Inmunofluorescencia.- Los resultados de las reacciones de los trofozoi-

tos con inmunoglobulina conjugadas con isotiocianato de fluoresceina 

(ITF) aparecen en la Tabla I. 

En las pruebas que se hicieron con los trofozoitos de Entamoeba 

histolytica y la. IgG marcada con ITF de personas sanas sin anticuerpos 

antiamibianos demostrables por CIEF no presentaron fluorescencia. 

Aquellas pruebas que se realizaron con los trofozoitos y la 

IgG marcada con ITF ne pacientes con absceso hepático y con reacci6n po-

sitiva de +++ de anticuerpos antiamibianos por CIEF, la reacci6n fu~ po-

sitiva (Fig, 6). 

Cuando se llev6 al cabo la incubaci6n de los trofozoitos con la 

IgG no marcada de personas sanas sin anticuerpos antiamibianos demostre-

bles por CIEF y el suero de coneja anti IgG humana marcado con ITF no se 

observ6 fluorescencia en los trofozoitos de Entamoeba histolytica. Sin 

embargo, se observ6 ligera fluorescencia en preparaciones obtenidas de al 

gunos sueros de personas sanas sin antecedentes clínicos de amibiasis. 



FIG . No. 6. - Resultado positivo de la reacción directa al incubar 

trofozoitos de E. histolytica con IgG humana antiami 

biana conj ugada con isotincianato de fluoresceina 

(sox) . 



TABLA I 

CONJUGACION DE INMUt\Clll..DBLLINAS CON ISDTIOCIANATO 

DE FLUJRESCEINA (*). 

* Ag+Ig6 

Ag+lgG+AntilgG hum*~~~~• 

Ag+lgGs+AntilgG hum* 

+ 

+ 

Ag Trofozoitos de E. hi s tolytica íntegros, cultivados 
ax~nicamente. 

lgG IgG humana de persona "no sensibilizada", 

IgGs IgG humana anti E. histolytica. 

AntiigG hum= lgG de conejo antiigG humana. 
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En las pruebas realizadas con los trofozoitos y la IgG no marca 

da de pacientes con absceso hepático amibiano, con anticuerpos antiami-

bianos e incubados con sueros de conejo anti IgG humana marcado con ITF 

la fluorescencia fu~ francamente positiva (Fig. 7). 

Fijaci6n de complemento por Inmunofluorescencia.- Los resultados de es-

tas pruebas aparecen resumidos en la Tabla II. 

Se observ6 fluorescencia positiva cuando en el sistema de incu-

baci6n se emple6 suero humano fresco completo como fuente de complemento 

(Fig. s), en tanto que los resultados fueron negativos cuando al sistema 

de incubaci6n se agreg6 el suero humano fresco inactivado a 56°C durante 

30 minutos. 

Reacciones con peroxidasa.- En la Tabla III aparecen los resultados de 

las incubaciones de los trofozoitos con las inmunoglobulinas marcadas con 

peroxidasa de raíz fuerte. Cuando los· trofozoitos fueron fijados en glu-



FIG . No. 7 .- Resultado positivo de la r eacción indirecta al incubar 

trofozoi tos de E. histolytica con IgG humana anti ami­

biana sin marcar y posteriormente incubada con anticuer 

pos de conejo anti- ÍgG humana conjugados con isotiocia­

nato de fluoresceina (6Dx) . 



TABLA II 

REACCION DE FIJACION DE COMPLEMENTO. 

Ag+IgGs+ Suero humano fresco +Anti C' * 
3 ~~~~· completo 

Ag+IgGs+Suero humano fresco Anti C' * 
inactivado (56°C,30')+ 3 ~~~--1• 

Ag Trofozoitos de E. histolytica ínt~ 
gros, cultivados axénicamente. 

IgGs+ IgG humana anti E. histolytica. 

Anti c•3* = IgG de cabra anti c• 3 humano, 
conjugada con Isotiocianato de 
fluoresceina. 

+ 



FIG . No . 8 .- Resultado positivo de la reacción al incubar los tro­

fozoitos de E. histolytica con IgG humana antiamibia­

na en presencia de suero humano completo fresco y a~ 

ticuerDOS de cabra anti- C' 3 conjugados con isotiocia­

nato de fluoresceina (90x) . 



TABLA III 

CONJUGACION DE INMUNOG_DBULINAS CON PEROXIDASA 
DE RAIZ FUERTE(*) Y EFECTO DE LA FIJACION SO­

BRE LA REACCION . 

Ag en formal Ag en gluta-
dehido a l 4º/o raldehido al 
e., metanol . 2 . '3'/o en amo!: 

tiguador de 
fosfatos 
O. lM,pH 7 . 4 

Ag + I gG* R - ---
Ag + I gGs* R - + -

r 

~' Ag + I gGs R-Hz02 ~ - -

Ag + IgG+AntilgG hum * R - -

~-

Ag + IgGs+AntilgG hum R + --
Ag + IgGs+Anti lgG hum * R-HzDz - -

, 

Ag + IgGs + IgGs* R - - --
Ag + Anti IgG hum 

-~ 

R - - --
Ag Trofozoitos de E. histolytica í ntegros , cult ivados a xénicament e . 

Ig3 IgG humana de persona "no sensibili zada". 

IgGs IgG humana anti E. histolytica . 

Antil gG hum.= IgG de conejo o de cabr a anti I gG humara . 
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taraldehido todos los resultados fueron negativos. Los resultados que 

se refieren a continuaci6n fueron obtenidos cuando los trofozoitos se 

fijaron en formaldehido al 4~ en me tanol absoluto. 

En las pruebas que se hicie ron con los trofozoitos y la IgG 

marcada con peroxidasa de personas sanas sin anticuerpos demostrables 

por CIEF se obtuvo una reacci6n negativa. El mismo resultado cuando se 

incubaron los trofozoitos con IgG de personas sanas sin antecedentes clí 

nicos de amibiasis y suero de conejo con anticuerpos anti IgG humana mar 

cadas con peroxidasa. 

Sin embargo , en algunos experimentos se obtuvo una ligera reac-

ci6n positiva demostrable por una coloraci6n café amarillenta tanto en 

el método directo como con el método indirecto al emplear IgG de algunos 

pacientAs sanos sin anticuerpos antiamibianos demostrables por contrain-

munoelectroforésis. 

Cuando se llevaron al cabo las incubaciones de trofozoitos, con 

IgG marcada con peroxidasa de los pacientes con absceso hepáti co amibia-

no y con anticuerpos antiamibianos demostrables por CIEF se observ6 una 

coloraci6n café (reacci6n positiva), la cual consistía en un precipitado 
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fino sobre la superficie del trofozoito (Fig. 9). Cuando se incubaron 

los trofozoitos con IgG humana anti E. histolytica no marcada y suero de 

conejo con anticuerpos anti IgG humana conjugados con peroxidasa, se ob-

tuvo una reacción fuertemente positiva consistente en precipitado de color caf~ 

oscuro sobre los trofozoitos (Fig. 10). 

En todas las incubaciones en que la reacción citoquímica para acti-

viciad de peroxidasa se realizó sin substrato (H
2
o

2
) en el medio, los resulta 

dos fueron negativos. 

Cuando se incubaron los trofozoitos con IgG humana antiamibiana sin 

marcar con peroxidasa, y posteriormente con IgG humana antiamibiana marcada 

con peroxidasa, en la reacción citoquímica con el medio completo de Karnovsky 

los resultados .fueron tambi~n negativos, 

Todos los experimentos orientados a investigar actividad de peroxi-

dasa endógena en trofozoitos de E. histolytica fijados y sin fijar fueron ne 

gativos. 

Microscopía Electrónica.-

En todos los experimentos realizados para demostrar la reacción po-

sitiva de combinación de los anticuerpos con los sitios antig~nicos de supe~ 



FIGURA No . 9 .- Resultado positivo de la reacción directa al incuL 

bar trofozoi t os de E. histolytica con IgG humana 

antiamibiana con.iugada con peroxidasa y r evelada 

su actividad por métodos citoquímicos (400x) . 



FIG . No . 10 .- Resultado positivo de la reacción i ndirecta al incu­

bar trofozoitos de E. histolytica con IgG humana an­

tiamibiana s in marcar y posteriormente incubados con 

anti cuerpos de conejo anti- IgG humana conjucrado" con 

peroxidasa y revelada su actividad por métodos cito­

ouímicos ( 380x). 



FIG . No . 11 .- Resultado negativo de la reacción de bloqueo de si­

tios an tigénicos de superficie al incubar los trofo 

zoitos con IgG humana antiamibiana no marcada y de~ 

pués de lavarlos , incubarlos con IgG humana antiam~ 

biana conjugada con peroxidasa para llevar al cabo 

la reacción citoquímica (800x). 
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ficie de los trofozoitos de E. histolytica, se identific6 el producto de 

reacci6n de la peroxidasa. Dicho producto de reacci6n se identific6 como 

material electrodenso granular dispuesto inmediatamente por fuera de la 

membrana plasmática de los trofozoitos y fu~ más abundante en los exper.!_ 

mentas de la reacci6n indirecta (Fig. 13) que en los correspondientes a 

la reacci6n directa (Fig. 12J. En la reacci6n directa se incubaron los 

trofozoitos con IgG humana anti E. histolytica conjugada con peroxidasa; 

la reacci6n ci toquímica se llev6 al cabo con medio de Karnovsky completo. 

En la reacci6n indirecta, los trofozoitos se incubaron con IqG humana an-

tiamiba no marcada y desp~s se incubaron con anticuerpos de conejo anti 

IgG humana, marcados con peroxidasa; la reacci6n se hizo con el medio com 

pleta de Karnovsky para demostraci6n de actividad de peroxidasa. 

Cuando las reacciones citoquímicas se llevaron al cabo en el me-

dio de Karnovsky sin substrato (H
2
o

2
), no se observ6 el producto de reac­

ci6n sobre los trofozoitos (Fig. 14). 

Cuando los trofozoi tos se incubaron con IgG humana anti E·. histo-

lytica sin conjugar y despu~s de lavarlos se incubaron nuevamente con 

IqG humana antiamiba, ahora sí conjugada can peroxidasa, despu~s de la 



FIG . No . 12 .- Micrografía electrónica de parte de un trofozoitn 

sin teñir en cuya superficie se aprecia el produE 

to de reacción electrodenso correspondiente a la 

actividad de peroxidasa conjugada a los a.nticuer­

pos antiarnibianos (IgG humana) (108 ,000 Aj , 



FIG . 1~0 . 13 .- Microgra f í a electrónica de trofozoi to de E. histoly­

tica que muestra el producto de reacción de la pero­

xidasa en el área correspondiente al gl ucocálix de 

los trofozoitos . Corte sin teñir (113 , 000x) . 



FIG . No . 14 .- Ausencia de precipitado electrodenso por ausencia del 

s ubs trato (H
2
o

2
) en el medio citoquímico de Karnovsky 

para revelar activi dad de peroxidasa conjugada a los 

anticuerpos . Corte sin teñir (100 , 000x) . 
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reacci6n citoqu!mica, no se observ6 producto de reacci6n en la superfi-

cie de los trofozoitos (Fig. 15). 



FIG. No . 15.- Ausenci a de producto de reacción en la s uperfi ci e de 

los trofozoitos al ser incubados con IgG humana ant~ 

amibiAna no marcada y después de lavarlos , i ncubar­

los con 1gG humana antiamibiana conjugada con perox~ 

dasa. La reacción citoquímica se realizó en medio 

completo de Karnovsky y los cortes se examinaron sin 

teñir (100 , 000x) . 
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CAPITULO IV 

O I S C U S I O N: 

l os estudi os inmunolóqicos que se han realizado sobr e la E. his-

to lytica han sido fundame ntalmente con fines de diagnóstico (5- 15) . Para 

t ener un mayor conocimiento sobre la inmunidad celular y humoral que l a 

E. hi s t olyti ca induce e n el huésped se necesita tener una informa ción má s 

completa s obre la local i zación de los sitios antiqéni cos de l a a mi ba , los 

cuales son los respo nsa bles de la reacción inmunolóqi ca . Esto ha ce nece-

sario la elaboración de estudios ultraestructurales sobre los de t erminan-

tes antigénicos de la amiba que tienen el primer contacto con el huésped . 

Ellos son l os ant ígenos d~ s uperficie y que se encuentran principalmen t e 

en los elementos de l qlucocálix , así como en la membrana plasmática (43 , 45) . 

_os estudios que se han hecho sobre la membrana celular y s us 

componentes son relativamente pocos en c::imparación con los que se han lle 

vado al ca bo sobre l a organización i nterna de la célula y sus elementos . 

La s investiqaciones sobre la membr ana celular han sirjo fundamentalmente re 

lacionadas con los lípidos , proteínas y mucopolisacáridos que la inteqran 
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(46-50). Estos últimos fueron identificados en 1963 por Bennet en las cé 

lulas de mamíferos quién les denomin6 glucocálix, para referirse a la ca-

pa ext erior aplicada sobre la lámina externa de la unidad de membrana (49). 

Esta capa de mucopolisacáridos ha s ido demostrada en una gran variedad de 

tejidos animales y en algunos tipos de amibas como Amoeba proteus (51) 

Chaos chaos (51, 52} y en E. histolytica (53, 54) utilizando diversos ca-

lorantes como rojo y violeta de rutenio, así como azul alciano y lantano 

en microscopía 6ptica y electr6nica . 

En la E. histolytica el glucocál i x está formado por 2 capas . Una 

capa amorfa colocada inmediatamente sobre la lámina externa de la unidad 

o 
de membrana , que mid e 150 A, es muy densa y homogénea . La capa más exter-

na es menos densa , de aspecto "deshilachado" finamente granular y de 500 A 

de espesor (53 , 54) . Estas mucoproteínas constituyen en términos de peso 

seco una pequeña porci6n de los elementos moleculares de la membrana; pero 

en cuanto a su funci6n son de importancia primordial, ya que las glucopro-

teínas de esa capa exterior están relacionadas aJn los fen6menos de reconoci 

miento celular , adhesividad y con la antigenicidad de la membrana de las 
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células. 

En base a lo anterior, puede pensarse que el glucocálix de la 

E. histolytica en su forma vegetativa desempeña un papel importante en 

la bj.ología del parásito como en l os mecanismos de adhesividad, fagoci-

tosis, pinoci tosis y a ntigenicidad. 

Winzler mencion6 que los glucol!pidos intervienen en forma im-

portante en la expresión antigénica de los grupos sanguíneos A,B, H (55) 

y Lewis, en tanto que las glucoprote!nas determinan la antigenicidad de 

los grupos M y N {56, 57) . En las cél ulas de ratón, el qlucocálix se 

encuentra enmascarando parcial mente l os aloant!qenos. H
2 

(53). El lo habla 

en favor de la importancia que tienen l os componentes gl ucol ipfdicos en la 

expresi6n-antigénica de la célula. 

En los trofozoitos de E. histolytica es posible que varias de 

las determinantes an tiqénicas que inducen la forma ción de anticuerpos y/o 

células sensibili zadas en el huésped, se encuentran en el ql ucocálix. 

La localizaci6n de los antigénos superf i c ia les y s u composición 

son importantes ya que és tos son los primeros en tener relaci6n con el hué~ 

ped y son, en gran parte, responsables del tipo de l a reacción inmunolóqi- . 
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ca que se desarrolla en el paciente. 

La localizaci6n de antígenos superficiales en amibas se llev6 

al cabo por Wolper y O'Neill utilizando anticuerpos marcados con fluo-

resceina (59), observándose tambi~n que existe un recambio importante 

en la cubierta exterior de la amiba. Con respecto a la E. histolytica 

se tiene informaci6n de un trabajo que demuestra la presencia de los antf 

genos intracelulares pero ausencia de antígenos superficiales (29}. Este 

último resultado se debi6 probablemente a una preservaci6n inadecuada de 

de la capa exterior o glucocálix, la cual requiere una fijaci6n adecuada. 

Los antecedentes que se tienen de la existencia de antígenos superficia-

les de la amiba son indirectos, tales como las reacciones en gel precipit!:!_ 

ci6n ( 6}, aglutinaci6n ( 12} inmunoelectrofor~sis l 8), CIEF ( 11} e inmuno-

fluorescencia (9-13) (15), que se han hecho con fines puramente diagn6sti-

CDS. 

En el presente trabajo se llev6 al cabo la localizaci6n de los an 

ticuerpos contra de glucocálix por medio de reacciones de infiiunoflurescen-

cia y de marcaje con peroxidasa para microscopía 6ptica y electr6nica. Pa-

ra ello, se separ6 la IgG de los sueros de pacientes con absceso hepático 
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Se llevaron al cabo reacciones de inmunofluorescencia directa 

e indirecta las cuales mostraron la especificidad de la IgG en los tro 

fozoitos de E. histolytica y la presencia de antígenos de superficie, 

por medio de microscopía 6ptica. 

Estas pruebas se hicieron a la vez con el propósito de uti l i-

zarlas como testigos para los mismos casos en que el material se trató 

para ser estudiado en microscopía electrónica. 

Para la localizaci6n topográfica de los antígenos se han utili 

zado enzimas conjugadas con anticuerpos (60 , 61,62). La enzima de estos 

conjugados es detectable por medio de una reacción en que se formen pr~ 

duetos de reacción visibles. Las enzimas utilizables son las fosfatasas 

alcalina _y ácida, tirosinasa, glucosa oxidase y peroxidasa (62) . Esta úl 

tima se utilizó en el presente estudio, como marca de la IgG para la lo-

calización de los antígenos superficiales de la E. histolytica por su ven 

taja de observarse con el microscopio óptico y electrónico. 

Para microscopía 6ptica se debe poner la enzima en contacto con 

la 3,p,p diaminobenzidina en presencia de H20
2

, la oxida , produciéndose 

un precipitado café, el cual se deposita alrededor de los sitios donde se 
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se encuentra la enzima. Estos conjugados se han utilizado en microsco 

pía . electrónica mediante una postfijación con tetróxido de osmio al l~ 

en amortiguador de cacodilato de sodio, lo cual aumenta el contraste del 

producto de reacción. 

Esta técnica con peroxidasa es muy útil, ya que se pueden obser 

var los resultados de la prueba en el fotomicroscopio y si el sistema es 

adecuado se sigue el procedimiento para microscopía electrónica en el 

cual la reacción es visible por la electrodensidad del producto de reac-

ción de la peroxidasa (65) . 

Otro tipo de marca para microscopía electrónica es la ferritina. 

Es útil para localización de antígenos superficiales porque su penetra-

ción en las células es escasa por el gran tamaño de su molécula (650,000 

PM) (64). Sin embar go , los resultados sólo son observados en el micros-

copio electrónico . La peroxidasa tiene mayor penetración en las células 

debido a que su molécula es más pequeña (40,000 PM) (63). 

Teniendo en cuenta lo anterior, se utilizó para la localización 

de los anticuerpos sobre la superficie de la E. histolytica el marcaje con 

peroxidasa . 
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Las reacciones directas de inmunofluorescencia y de peroxidasa 

fueron de gran utilidad ya que el narcaje se hizo directamente sobre los 

anticuerpos antiamibianos. Los resultados de estas pruebas fueron fran-

camente positivas cuando se incubaron los trofozoitos de E. histolyt:i.ca 

con la IgG marcada de pacientes con absceso hepático amibiano. Ello in 

dica que se efectu6 la reacci6n antígeno-anticuerpo, comprobándose de 

esta manera la existencia de anticuerpos antiamibianos en la IgG utili-

zada y la presencia de antígenos en la superficie de la amiba. 

Conforme se aumento la diluci6n de la IgG marcada con ITF, las 

reacciones mostraron una disminuci6n paralela de la intensidad de fluo-

rescencia. Ello se debi6 a que al diluir los anticuerpos antiamibianos 

la reacci6n era ~s d~bil. 

Los resultados negativos de las reacciones directas por inmuno-

fluorescencia y peroxidasa con IgG de personas sin amibiasis, muestran la 

ausencia de anticuerpos detectables por estas t~cnicas. Ya que no se rea 

liz6 la reacci6n antígeno-anticuerpo, ellas sirven como testigos de la es 

pecificidad de la reacci6n. 

Para descartar la posibilidad de autofluorescencia, se observa-

ron los trofozoitos s6los con luz ultravioleta. Otros testigos que se 
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reali zaran en las pruebas directas e indirectas de peraxidasa fueran aqu~ 

llas en las cuales se incubaran las trafazaitas can IgG antiamiba sin mar 

car y se revelaran can media completa de Karnavsky para comprobar la esp~ 

cificidad de la reacci6n. 

Estas testigos consistieron en incubar las trafazaitas can IgG 

marcada can peraxidasa can anticuerpos antiamibianas y el media de Karnovsky 

sin H
2

D
2 

para comprobar la ausencia de sustrato end6gena en el material em-

pleada. Además se realizaron al misma tiempo pruebas de innunafluorescen-

cia indirectas con el prap6sita de verificar si el m~todo para detectar la 

IgG sabre la superficie de la Entamoeba histolytica era el adecuado. 

En las pruebas indirectas de inmunofluarescencia y de peraxidasa 

la reacci6n fu~ más intensa. Las resultados que se obtuvieran fueron los 

mismas que en las pruebas directas y por la tanta las conclusiones fueran 

iguales a las anteriores. 

La utilidad de las pruebas indirectas cansisti6 en que sirvieron 

cama testigos adicionales de la especificidad de las .reacciones directas. 

Cama se obtuvieran resultadas positivos similares por las reacciones de inmunoflu2 

rescencia, y por la de peroxidasa, ello indica que la IgG reacciona por la pre-

sencia de anticuerpos antiamibianas y no es el dep6sito inespecífico del can-
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jugado sobre los trofozoitos. Se hicieron otros testigos en los cua-

les se incubaron los trofozoitos sin IgG con el suero de conejo o ca-

bra anti IgG humana, cuyos resultados negativos demuestran que para 

que se efectúe la reacci6n es necesario la presencia de ' anticuerpos 

antiamibianos. 

Cuando se incubaron los trofozoitos con IgG de una persona sin 

amibiasis y sin anticuerpos antiamibianos demostrables por CIEF en las 

reacciones directas e indirectas de peroxidasa éstas dieron una reac-

ci6n débilmente positiva. Ello se explica porque esta persona pudo te 

ner anticuerpos antiamibianos en pequeña cantidad, no demostrables por 

CIEF; pero evidenciales por la mayor sensibilidad de marcaje del anti-

cuerpo.con peroxidasa. 

Los antígenos pueden encontrarse ya sea en la membrana celular 

y/o en el glucocálix que la recubre . Por su ubicaci6n superficial son 

los primeros determinantes antigénicos que tienen relaci6n con el hués-

ped. 

El hecho de observar una mayor cantidad de producto de reacci6n 

sobre la superficie de los trofozoitos en los que se llev6 al cabo la 
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reacci6n indirecta, es explicable pues en estas condiciones se tiene un 

mayor número de moléculas conjugadas con peroxidasa fijas a los elemen-

tos celulares. Este hecho fué bien conspicuo en el material estudiado 

con microscopía 6ptica y con microscopía electr6nica en el presente trabajo. 

Tomando en consideraci6n que en trabajos previos había sido obser-

vada una gruesa capa de gluco~lix en los trofozoitos de Entamoeba histo-

lytica (53, 54) y que las glucoproteínas que la constituyen pueden ser so 

lubles en medio acuoso, se emple6 un fijador en soluci6n no acuosa. Este 

fué una soluci6n de formaldehido al 4°/a en metanl. Después de ésto pudo 

observarse que las reacciones de peroxidasa fueron positivas mientras que 

otras pruebas paralelas realizadas con amibas fijadas en soluci6n acuosa 

de glutaraldehido fueron negativas (Tabla III). 

De esta manera puede inferirse que por lo menos algunos de los antí-

genos de la Entamoeba histolytica son sÜperficiales y posiblemente se encue!l 

tran localizadas en el gluco~lix. Como es sabido la respuesta inmune pue-

de adoptar diferentes modalidades en funci6n de la estructura química del 

antígeno, pudiendo ésta ser del tipo celular o humoral. Dentro de esta úl-

tima la respuesta inmune puede conducir a la eliminaci6n del antígeno del 
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organismo. En caso de ser de facilitaci6n puede favorecer la perrrenen-

cia del parásito dentro del organismo. Este último tipo de respuesta 

inmune conocido como de facilitaci6n inmunol6gica se caracteriza por la 

producci6n de anticuerpos no fijadores de complemento (43) (67-69) Tabla IV. 

Con el objeto de investigar la capacidad de fijaci6n de comple-

mento se hicieron las reacciones de inmunofluorescencia para detectar la 

presencia del componente c•
3 

del sistema de complemento. Los anticuerpos 

detectables sí fueron capaces de fijar c•
3

, por lo cual puede concluir-

se que esta clase de inmunoglobulinas pueden a:irresponder a las subcla-

ses de inmunoglobulinas fijadoras de complemento como son IgG
1 

e IgG
3 

(71, 72) y que por lo tanto pueden constituir un mecanismo efectivo de 

defensa del organismo contra el parásito. De no haber sido así los an-

ticuerpos podrían haber correspondido a la de los de facilitaci6n inmuno-

16gica. Hasta la fecha esto no se sabe en virtud de que la investiga-

ci6n de anticuerpos antiamibianos habitualmente se han efectuado en pa-

cientes ya sea con cuadros clínicos repetidos de amibiasis o bi~n des-

pu~s de haber sido tratados o de haberse recupenido de algún cuadro inva-

sor de amibiasis. Es deseable que se realice una investigaci6n sistemá-
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TABLA IV 

~EDIAOORES INMUl\OLOGICOS 
CELULA- INMUNE MEDIADORA 

CELULAS BLANCO 
(conc. de antígenos 
superficiales rele­
vante) 

NTICUERPDS 

FIJACION DE aJMPLE 
MENTO (+e) -

l\O FIJAN aJMPLE­
MENTO 

GRAN CANTIDAD DE 
ANTIGEl\OS (y acce 
sible a C') 

o inaccesible 
a c•). 

EFECTO FINAL EN 
EL BLANCO. 

RECHAZO 

FEl\OMEl\O 
DE FACILI 
TACION, 
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tica de los anticuerpos antiamibianos a lo largo de las diferentes fa-

ses de la historia natural del padecimiento. 

Sin embargo es conveniente tomar en cuenta que al menos te6-

ricamente existe la posibilidad de la producci6n de antiouerpos de faci 

litaci6n, así como de tipo citolítico antiamibiano, tanto para tratar 

de explicarnos mejor la variabilidad del cuadro clínico de la enferme-

dad, como para posibles intentos de desarrollo de procedimientos inmuno-

profilácticos que se desarrollen contra las amitas. 



- 56 -

R E S U M E N 

Los mecanismos irvnunol6gicos que intervienen en la reacci6n entre 

la Entamoeba histolyti-ca y el huAsped son poco conocidos. Los estudios 

que se han hecho han sido con fines de diagn6stico, los cuales han mostra-

do la presencia de un estado de hipersensibilidad retardada y de antiaJer 

pos antiamibianos. Esto habla de la existencia de una respuesta inmune ce 

lular y humoral en el huAsped. 

Los determinantes anti~nicos de la amiba son los responsables 

del tipo de inmunidad que se desarrolla en el huAsped. 

De ellos los antígenos superficiales, por su localizaci6n, son 

los primeros que se relacionan con el huAsped y por lo tanto tienen un ~ 

pel importante en el tipo de irv11Unidad inducida. 

Existen escasos trabajos acerca de · la localizaci6n estructural de 

los antígenos superficiales en la Entamoeba histolytica y ninguno inmunoci 

toqu!mico para microscopía electr6nica. 

La localizaci6n de los determinantes antigAnicos en las otras el§-

lulas se han hecho con resultados satisfactorios con Enticuerpos marcados 

con isotiocianato de fluoresceina y peroxidasa. 
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En el presente estudio, se localizaron los sitios antig~iccs de 

superficie en los trofozoitos de Entamoeba histolytica por inmunofluores-

cencia e inmunocitoquímica a nivel de microscopía 6ptica y microscopía 

electr6nica. 

Para ello, se utilizaron trofozoitos de la cepa hK-9·;NIH de~-

moeba histolytica cultivados axenicamente de acuerdo con el m~todo de 

Oiamond (29). 

Para obtener los anticuerpos antiamibianos se procedi6 a separar 

la IgG de pacientes con absceso hepático amibiano conteniendo anticuerpos 

antiamibianos demostrados por CIEF. 

Como testigos se utilizaron sueros de personas sanas sin anti-

cuerpos antiamibianos demostrables por la misma t~cnica. La separaci6n de 

la IgG, en la cual están contenidos los anticuerpos antiamibianos, se hizo 

por precipitaci6n con sulfato de amonio y purificaci6n por cromatografía en 

columna con DEAE-celulosa. Para comprobar la pureza de IgG se realiz6 por 

inmunoelectroforesis, y para determinar la presencia de IgG y anticuerpos 

antiamibianos en ~sta se hicieron pruebas de inmunodifusiOn por el m~todo 

de Ouchterlony. La cuantificaci6n de la IgG se llev6 al cabo por el m~todo 

de Lowry. 
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La localizaci6n de los antígenos de superficie se hizo con reac-

cienes directas e indirectas con anticuerpos marcados con fluoresceina y 

peroxidasa. Los resultados fueron específicos y satisfactorios en los ca 

sos experimentales y testigos internos. 

Cuando las reacciones de peroxidasa se observaron con el mi.eros-

copio electr6nico, la disposici6n y localizaci6n de los sitios antig~nicos 

de superficie, correspondi6 sensiblemente a la capa de glucoc&lix descrita 

previamente . 

Los mejores resu l tados en las reacciones inmunocitoquímicas con 

anticuerpos conjugados con peroxidasa se obtuvieron cuando el material 

se fij6 con formaldehido al 4"f. en metanol. Cuando el material se fij6 

con glutaraldehido en amortiguador de fosfatos, todas las reacciones fue-

ron negativas. Este fen6meno probablemente se deba a que si el glucoa!!-

lix estA formado por glucoproteinas, ~stas se disuelvan en el medio acuo-

so del fijador. 

Con el prop6sito de investigar la capacidad de fijaci6n de com-

plemeAta por los elementos en estudio, se hicieron reacciones de inmune-

fluorescencia para detectar la presencia del componente C'3. Los resulta-
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dos fueron positivos y ~sto hace pensar que probablemente la formaci6n de 

estos anticuerpos constituye un mecanismo de defensa del organismo contra 

el parásito. 

Probablemente los anticuerpos antiamibianos aquí ·detectados por 

su capacidad de fijar c•
3

, pertenezcan a las subclases IgG
1

, y/o IqG
3

, 

lo cual requiere de una investigaci6n más detallada al respecto, desde un 

punto de vista inmunológico. 
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CAPITl.LD V 

En el presente trabajo se obtuyieron las siguientes conclusiones: 

l. El método de peroxidasa como marcador de anticuerpos antiami-

bianos es adecuado y sensible para la localizaci6n de los si-

tios antigénicos B'l la superficie de los trofozoitos de ~-

tolytica. 

2. Para la fijaci6n de los trofozoitos que se estudiaron para la 

demostraci6n de sitios antigánicos, emplBBndo anticuerpos mar-

cadas con peroxidasa, fué más adecuado el uso de formaldehido 

al 4~ en metanol que qlutaraldehido en soluci6n acuosa de amor 

tiguador. Esto último probablemente haya sido debido a la po-

sible presencia de glucoproteinas en el glucocálix de los tro-

fozoitos. 

3. Los sitios antigénicos superficiales de la Entamoeba histolytica 

se localizaron p:ir reacciones de inmunofluorescencia en foto-

microscopio y peroxidasa por microscopía de luz y electr6nica. 

4. La distribuci6n de sitios antigénicos fué semejante a la dis-

posici6n de la cubierta exterior o glucocálix, que mide de 



-fil-

o 
500-700 A, informada previarTEnte por Feria y colaboradores 

(53, 54). 

5. Los anticuerpos antiamibianos presentes en la IgG de pacie~ 

tes con absceso hepático amibiano fijaron el componente c•
3 

del complemento. 
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