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RESUMEN 

La arnibiasis es el padecimiento provocado por el parásito 

Entarnoeba histolytica. Este parásito puede permanecer corno 

comensal en el tracto digestivo o invadir algunos órganos corno el 

higado. Se sabe que en este cambio de comportamiento están 

involucrados diversos factores. Uno de estos es la resistencia de 

las a amibas invasivas a las defensas del huésped tales corno 

anticuerpos y complemento. 

El sistema del complemento agrupa a más de treinta proteinas 

plasmáticas y presenta dos vias de activación, la clásica y la 

alterna, que culminan con el ensamblaje del complejo de ataque a 

membranas (MAC) que tiene un efecto litico sobre las células. 

Las amibas patogénicas y las no patogénicas activan al 

complemento por ambas vias; la proteasa de cisteina de 56 kDa de 

la amiba actúa corno una convertasa de C3 rompiendo a este 

componente en C3a y C3b. Al cultivar amibas en presencia 

constante de suero humano desarrollan resistencia al complemento, 

la cual se revierte al quitar el suero del medio de cultivo. 

Debido a que tanto las amibas patogénicas corno las no patogénicas 

activan al complemento en la misma forma y al mismo grado, 

pensamos que la resistencia al efecto litico de este sistema 

debla estar en el manejo del (MAC). 

Prepararnos la cepa resistente a suero humano (R) cultivando 

la cepa HMl:IMSS susceptible (S) en medio adicionado con suero. 

Obtuvimos una cepa resistente al 40% de suero humano, 

concentración con la que presentó 20-30% de lisis en presencia de 

complemento a diferencia del 80-90% de la cepa susceptible. 
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Purificamos el componente C9 del complemento a partir de 

plasma humano y lo marcamos con 1 2 5r para emplearlo como un 

marcador del destino del MAC después de su interacción con las 

amibas. 

La posibilidad de internalización del complejo como forma de 

resistencia la investigamos por microscopia inmunoelectrónica con 

anticuerpos de cabra anti C5 humano y anti IgG de cabra marcado 

con oro coloidal. Encontramos cornplej os asociados a la membrana 

plasmática de la amiba en el tiempo o min y complejos 

internalizados en tiempos posteriores de incubación. 

Fraccionarnos amibas de las cepas (S) y (R) después de incubarlas 

con suero y 125Ic9 y encontramos el mayor número de cpm asociado 

a membranas no vesiculadas y a residuo en la cepa (S) y a 

membranas internas en la cepa (R). Al fraccionar amibas por otro 

método encontramos la mayor asociación de cprn en la membrana 

plasmática en ambas cepas. Medimos el tiempo de fijación del 

125rcg a las amibas y encontramos que se lleva a cabo entre los o 

y 15 rnin de incubación. 

La posibilidad de que la resistencia radicara en la 

degradación de alguno de los componentes del MAC la estudiarnos 

mediante la incubación de los componentes 125rca y 125rcg con 

extractos amibianos de ambas cepas. Utilizando esta metodología 

no se encontró degradación de estos componentes. 

La otra parte de la tesis consistió en estudiar el efecto de 

sueros de distintas especies animales sobre trofozoitos de E_,_ 

histolytica. Encontrarnos diferencias en la capacidad litica entre 

los distintos sueros y una correlación entre ésta y la 

resistencia natural del animal a la amibiasis. 
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ABREVIATURAS 

cantidad de süer:~ réquen-icia para lisar el 501. de 
eritrocitos 

cpm cL1entas p·or ·minL1to. 

cr.:1, 2, 3· receptores del complemento 

DAF ~actor acelerador del decaimiento 

EA 

EBV 

GalNAC 

lgG 

kDa 

LPS 

MAC 

MCP 

PBS-A 

F'HMB 

F'MSF 

(f;:) 

(8) 

sos 

VBS·-A 

amo~tiguador Veronal-salino adiciortado con gelatina y 
dextt-osa 

eritrocitos sensibillzad6s 

virus Epstein-Barr 

N-acet i 1-galactosami na. 
.- _, .... -:-

amortiguador :Vercinái::_sal incf -adi.cfonado con geláti na 

inmunog ~o~Lil~~a' GcC--

kilo daltones 

lipopolisacáridos 

complejo de ataque a membranas 

proteína co~actor de membrana 

amortiguador de ~os~atos de potasio y cloruro de sodio 
pcn-a ami bc::\S 

parahidroximercuribenzoato 

~enilmetilsul~onil~luoruro 

dodecil sul~ato de sodio 

amortiguador Veronal-salino para amibas 
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CAPITULO I. INTRODUCCION 

La amibiasis es la enferm~dad prqvocada por ;el p21rásito 

Este padecimiento ocupa- 1 a-~ -:ter.cera 

posición en caLtsas de mLterte pm· parásitos en el m(tndo, ~Walsh, 

1986). Con basE! en la presencia de anti cLtErpos. allt i -"alll Í.b~ - se 
:<:--~· -: ·. _-.:". ' 

estima qüe Ltn 90'(. de· los pacientes infectados con S.!... histolytica 

son .asintom_áticos, mientras que el 101. desarrolla disentet·ía, -qwi? 

es lá in1'ección !.imitada a la mllcosa intestinal_, .o amibiasis 

invasiva, qlle ocllrre cuando el parásito penetra más allá del 

intestino produciendo abscesos metastásicos, principálmente en el 

hígado. 

I. 1. Características genet·ales de Entamoeba histolytica 

La in.formación existente sobre la estrL1ctL1ra y fLtnción de la 

amiba no es mlly abundante y se ha derivado principalmente de 

esturJios hechos con ai.sl.ados patogénicos de .S... ,bistolyticª· 

ct·ecidos en medio a>:énico <Diamond et al, 1978l. Este pa1·asito 

presenta Llna formé móvil, el tro1'ozoito, que se caracteriza por 

ser elongado con lobopodios protllsibles y un uroide formado por 

pli.:,gues irregulares y procesos 1'ili1'ormes. También tiene una 

.forma inmóvil e infectiva que es el quiste. 

I.1.1. Mor1'ología del trofozoíto 

I. 1. 1. 1. Citop !asma 

El citoplasma está cl.:wamente difet'.enciado .en ec:toplasma y 

endop 121sm21. El primero se encLtentt·a en los _c_an21le?s _fe1gocít icos y 

el segundo es un complejo vá~uolar y tubular r~lacionado con 
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procesos pinocfticos~ Lás vacuolas se prodücen por endocitosis 

pot· lo qL\e lá.-·estructLtt~a de su membrana es. ·asimétrica y su 

contenido vari_able, dependiendo de 
,_' ·.·.;.."' ·_,· 

c1··ecimientO. Las poblaciones de' .~aci.:io.íás 
-->_' ,.-_:._·::,. ·--~)~-~.-~>:'."·.>º-· ~'..' 

.·fcinna, unas tienen el bcird.e. l_iE;o ·y. oti·á.s distingLten ._por. 

borde crer.ado. amiba presenta un sis·t:ema.tH~~,~~r que es 

retículo 'membranCÍ~O compuesto de t!'.tbLtlOS -fi~t:)S' ÍÍ...Ltdv:Ík 

Shipstone, 

I. 1~1.2 •. __ .C~"1:9esqueletci· 
.,., 

El 

de 

se 

el 

.un 

y 

: .-~-~:-._:: ... -- ·-.~--~:,-:.-·:'~. -. ' . - .. 

pri.ncipaJ~ef~J;e;.ppr ~iéVof'ilamen"tcís de actina localizados en 
• _- d ' -

sitios de ádheiión ál sustrato y regiones~especiali~adas en la 

-Formación de canales · :FágócÍlic"Os o.· _macropi.nócíticos. Se han 

desct·ito -Filamentos gruesos, per·o'no se ha demostrado que sean de 

miosina. Además .• existen unos conglomerados de partícLtlas 

CÍ 1 índricas en f'onna de roseta qLte rodean Ltn áre¿, del Citopla.sma, 

se encuentran en asociación con vacuolas y están limitados por 

una membrana IFeria-Velas~o y Trevi~o. 19721. 

I.1.1.3. Organelos 

~'- J::!istt:!J.Y-.tica no presenta aparato de Golgi, retículo 

endoplásmico rugoso, mitocondrias, centriolos o microtúbulos. Los 

ribosomas se encuentran ~rreglados en f'ormas di-Ferentes en el 

troi'ozoito y el quiste. En el quiste se encuentran ordenados en 

un patrón hexagonal que -Forma el cuerpo cromatoide y en e.l 

tro~ozoíto se encuentran en arreglos helicoidales. Se ha visto 

que estas hélices pueden estar en asociación con vacuolas 
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digestivas y cisternas. mem.bnanosas. 

I.1.1.4. 

El quiste el 

'·-,· -: .. -_-:·, 

.i~h~t"id~ y pué de moverse l.ibt'emé11te del 

c i top 1 asma;. La memb1-. .ana nuc 1 e.ar t i'ené fC:frmá~ de ésfei:a . con poros y · 

la ct·omatina"~e presehta en agrup~n\i~tjtcf~ ~[\ P?.i;;ic:ió~. ai en 

el nL1cleoplasma. ·~1 ADl\I se encuentt;C\ ~¡'.w~do~in~ntell)e~.fe en ei 
>>·;- .. 

centro del nl'.1cleo ·mientras CJ.Lie''él'~ARN'cicüpaTfa.' Peit"if¡;;ri,a. cAdemás, 
--e-·;.,. •-oO--.-;:-::'. ~- . __ ,_. - ~ ~-

no SF.! ha detectado la:pt~Eis'eni:Ta de~Li°:rí núcféofo; peró e>:fstl;, Lln 

endosoma ·Fm-mado por ~tna:~o~ci=ritr.ación de.ADN.en.ei .centro del 

núcleo. La división nüc'leát' es uno •de los aspect?s·. menos 

comprendidos y se sabe que mientras se lleva .a cabo, no e>:iste 

disolución de la memb~ana nuclear. 

I.1.1.5. Membrana plasmática 

L.a membrana de la amiba presenta variac~ones c0alitativas y 

cuantitativas en su composición. c.on t·eiáción a .. células de 

mamj'.-feros. Está 

predominantemente fosfolípidos de etanolamina, en la fracción 

sapon1·~i.cable~ y colesternl;' eh la no sa'pcihificable <Sawyet· et 
' . ·.· 

'ª-'L• 1967>. Pt·esenta aminoetil-Fos.foríato, el t:Lial probablemente 
,·-'· _,. ': 

tiene una función en la pt:C?tección.contra hi.drolasas O•::ittt·edge y 

1969). En la membrana pla~~ática y vesículas 

i nt racelu lat·es se ha encont~ado Uf1 llpofosfopeptidoglicano 

altamente antigénico <FUvera ·et a·r;' i985). También contiene 
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~ - . -_ 

prote-í nas en un rango de. 12 a 200 kDa dr" peso molecul.at' CA ley, et 

1980), mL1chas de las cuales son glicciproteírias, (Pat-khoL1se §.i 

1978). La 1-os·Fat~~sa ácida se ~~~~;entt'a uni~~.°~ la· membrélna 

l isosomal, mientras qL•e en otras_ célul.i~s eL1éa.ricin-l'.es sei enéüer1tra 

como una protefna< solL1ble dentro. ·de_. -lisosomás ·y .·vesículas 

lisosomal se encuentra 

L!ni da com~· e_n lai'Órmas~iúble. Gracias a 

estudios ·de la membt:ana llei,;.ai:los a cabo con 

marcaje con lactop~rci>ii~:sa, interacción con la .lectina 

Concanavalina A y, mat:c;aJe con 5-iodon¿d'taleno-1'-azida, .sei ha 

coni'irmado que la amiba posee un glicocálix extenso hech~ de 

--
gl icoprotei:nas probablemente ancl~das :~p6i _S_Ll_ 

·'"':__' 

inten'<cción con algunas proteínas tt-ansmembrai1ales <Aley ·et: fil, 

1980; Rosenberg y Gitler, 1985), 

I. 1. l. 5. 1. Funciones de la membrana plasmática 

Los tt-oi'ozoítos c1·-ecidos in vitrq se caracte1·-i.zan pot-

presentar un alto nivel de pinocitosis y pocos sistemas de 

transporte de solutos. Estas i'unciones son llevadas a cabo por la 

membrana que es internalizada y exte~nalizada continuamente; el 

, .. ecambio se lleva a cabo cada 20 min apt-o:dmadamente (Gitlet- et 

1984). La membrana plasmática se· invagina para i'ormar las 

vesículas pinocíticas que se i'usionan con los lisosomas 

En un momento dado una i'racción de la membrana 

plasmática del troi'ozoíto se encuentra asociada con vesículas 

internas. La adición de anticuerpos contra determinantes de 

de los troi'ozoítos provoca una inmobilización 

t1·-ansit0t-ia en la amiba CBiagi et zJ., 1966). Al ponet- amibas en 
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presencia de 1ectinas o ant:ir.:'Lterpos se Pt"OdLtCe Ltna_ t•edistr·ibución

de la memtw.;¡ná y se f-ot·man parches st'lgLtidos' de casque;tes 

principál~ente· en la región del Utcoide. Estos cOmpleJos - de 
". - ... ~--.- - - -

anticuerpos puede;n ser secretados al medio o inte~naliz~dos. A 

di-Ferencia de otras células eucat·iontes, la amiba no oiei~cii;,·· por-
- ';, ' \. . ~ .. 

completo los .determinantes antigénicos. El ·encasqL1e:t:amientb se 

puede presentar muchas veces sin un cambio signifi~áttvb. en la 

respLtesta. Esta persistencia se puede si los 

determinantes antigénicos de superficie son l~pidos <Aust-f<ettis 

y Sundqvist, 1978; Calderón ·et al} 1980). 

I .1.2. Patogenicidad y 

La pregunta 10% -Clei del 
- . . . 

. ·-:.-;-_··' 
infectados desart·olla :::la ;en-FermeÍ:lad 11a 'lievádo al 'c'Lte~tfCmami~nto 

si las amibas 

poblaciones diferentes o si el paso de L!ri-----,~~-t~~b-~ --•-<:\<otro'- es 

-hÜésped }~J.Íit J;; -~-~J~/~nHa~;~;~~te provocado por condiciones en el 
-1_,,, -·<:,~ ·¿o-;·.· ~ ':>'~; ·'.·-~ ·>,': ·-

aquellos ci.islados de casos sintométicos::~e~~.¡¡H¡¡ibi,asi's ' cf;:eeves y 

Bischo-Ff', 1968 ;- Sargeiú.1nt \.-will-{;~~,-~t1';~~7:'¡9-8;i"'c ~a1-·geaunt 
-ª\l, 1980, 1982). No se han áisl~do,ámib:as' C:on:)os dos zimodemos 

··,;~-

de Un solo individLtO y no hay''eifid~né:Jc\ _de' reacción Cruzada ent1-·e 
;,, .-··.":'-:•.»·-i···· 

antígenos de trnfozoítb~ C:cim~ñsái;,;S: 'y:vi!'."ülentos. Sin emb2H"go, en 

un moclelo animal se :io~'rPp~~9c1,)C:j) u~á i·espuesta virulenta con 

amibas 

fecha, 

de zimoclemo no ~~tdg~hilo CChadeie .et fil, 1985). Hasta 1,,,. 

las amibas co~~n~kles·-~ó lo püeclen ser cultiva das en me.,clios 

suplementados con bacterias y la axenización sólo ha sido lograda 

1 o 



a pat·ti.t" de· aislados r.:c;n zimode.mo patogénic:o. 

1985~ ha postulado que las 

condiciones 

e>!_presión de: 

son un ~a¿tor muy importante en la 

zimodefuo o de .. ot~o. Bu grupo ha reportado 

el cambi.o .de un cultivo de amibas, que 

inic:i.almente t·enian. un zimodemo patogéni.cO, a uno no patogénico, 
- ' ·.- ' 

por L1n cambiO :en .:ras ba.ctet· fas <1soc iadas al cultivo 

del 

modificar. metabolismo asociado a la 

isoenzimas y este grupo d~ trabajo piensa que 

contaminación por tro:Fozoítospatogénicos-en 

las e-Nper imentos se n:=al i zar-on i:::on una 

estado patogénico puede ser revertido 

bacterias al medio. Según 

comportamiento patogénico o no patogénico 

patrones electro:Foréticos 

estable e inherente de los 

de una población que se 

microambientales, más que 

et a 1 , 1 984, 1985, 

La virulencia lo 

que complica aún son 

comensales y los modelos in 

xitro r-equieren he1cer-se equivalente a la 

de tro:Fozoítos aislados 

La virulencia se con cultivos 

de zimodemo patogénico en ·medio. aHénico. de Diamond <Di~1mond et 

al, 1978) y se ha detet·ininado de acuerdo a las caractet·ísticas 
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que p~esentan estas amibas: 

1) L<as amibas vit-ulentas sor1 c.;1pa:ces· de i hducit- abscesos en el 

hi•;:¡¿ido de hamstet-s y la vil'ulencia se· incrementa cori el número de 

veces que las amibas son pasadas por el hígado. De acuerdo a 

esto, la virulencia t-elativa de 1-as cepas axenizadas-estables de 

1977). 

2) Las amibas vit-LiÚmtas inciL1cen mL1et-te por contaci:\::i en las 

1984) y 

El contacto 

cé!L1las, -que>est~t1nediado por- lectinas, produce ·u·M: ·-'-in-FlL!jo de 

calcio ·haé::ia;1a•~nr{bay·se cree que éste provoca"::'í.-a :·nBet"acrón 
""'", ·.:'·' 

del amebopot-o y proteasas (GiÚet- y Mirelm;¡\n,_)98p)< 

::; > Las amibas· virulen:tas_ p rodL1ce_n p rpte·e1sá~ - ; de _ : cisteí na· que 

pL1eden _iL1gat- un papel en la invasión - i:i.e tejidos por la 
' •• : • : • -<. 

degradación de colágena y .laminina (f<eene et-'al, 1986; f;:eed et 

fil, 1989). 

4) Las amibas virulentas y las no virulentas tienen secuencias 

di-Ferentes de ADN (Gar-Finkel et fil, 1989; Tannich et fil, 1989). 

5> Las amibas virulentas son resistentes a las de-Fensas del 

hospeder·o como ani: i cuet:pqs _bum_ot-ale_s y_ comp le;mento ( f;:eed ei: fil, 

1983). 

La vit-ulencia en las .amibas ,puede incrementarse con -Factores 

como eJ<posición a colestet'ol ·;<Biagi: ,¡;j;_ al, 1962>, ~steroides 

(Stu1vE!t- y Gould, 1978>; bacterias <Bt·acha y Mit-elman,: 1984>, 

disminución de los niveles de complemento del hospedero -por- el 

-Facto,-- del veneno de cobr-a <Capin _et fil, 1980a) e inmunosupr-esión 

(Ghadir-ian y Meerovitch, 1981>, 
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La vit"ulenci.a de •-m c>.islado· detenn'inado ·d,'1pende de las 

pr·opiedades int~insecas ~e l·os tro~ozoítos~ las condicic111es de 

crecimiento y las pruebas empiea~as para evaluar la patogenicldad 

I.1.2.1. Proteínas involucradas en mecanismos de patogenicidad 
. . 

Los tro.¡:ozoítos pt·odüceh. · una .varied8.d de enzimas 
-.-- . ·.' 

pt·oteolíticas que incfoyen pt:Clt.ékscís de ci.steína <Keene fil fil., 

<Gadasi· 

parecida 

y. Kei;slet;, ~_;9~3-.~-MLi~o¿;'e1:a1, .. 1982) 

ia··cat~epsina'.::o'(Mi: Laughlin y 

1985; Pérez-

una colagenasa 

y una proteasa 

Fa1.tt)ért, 1977) 

involucradas .en ... la·· dfgest.ión de pf·ote.ínas, proce.sos t·eguladores y 

La pf"i ncipal proteasa .extt·ace lL!lar, 

secretada por los'trofozoít.os, es la proteasa neutra de cisteína 

capaz de activar al,pla~~iriógeno y degradar matriz extracelular, 

.¡:ibronectina, laminina: y. colágena tipo I CKeene et fil., 1986). Por 

otro lado• se ha demostrado en un modelo de amibiasis aguda én 

que las proteasas de cisteina están involucradas en la 

producción de necrosis tisL1lar .(Becker et al, 1988). 

El amebopot·o ·. •es Lina prote:t·na i:ler ivada 'c:fe 

incorpora espontáneamente a membranas para 

iónicos. Se puede encontrar 

medio de cultivo. 

agregada. El peso molecular del monóméro. 

con puntos isoeléctricos 

secretado se comporta como un 

simultánea de 40 ca~alés <Gitler y Mi 



Las lec:tinas de la s1.1pet;-Ficie ·ce:lúlat' prodüci.das por la 
·-- _,'_ .----,--:'-.--. --

aiúi.ba son. una l1em;;11;:ilutinina inhib.ible poi· qLtitotriosC< y tetnwse., . . 

que es la i·esponsable de la· et·itrof'agocítosis y de la adhet·enda 

al epitelio intestim;l.<f:.:obU.er~ y"~·M·i;,~1rr:~n; 1980), y una lectina 

especií'ica para GalNAc:·;: •;qu~·: parece mediár la adhe1··encia 

bactet"i;;1na y la adhes'iórí:~'üe ;'i1·~~a ~· d:tólisis. de cé.lulas en 
,-.'·,'. 

cultivo <Ravdfn :§.i a1;-.•.i9,13.5>/ 

En 

1) 

,-" ;'. . __ :~ 

fi:ec6noc~ll1.iéih1:~ de 
Adhesíori • · ~>. · · · 2) 

··obi:~hÚfr11~~~e 2n1./f~ f~~t~s 
-Fagocito.sis mediada por estas molécülas. 

4) Et"i.tro-Fagacit6sis 

5) Muerte mediada por contacto 

I.2. Entamoeba histolytica y la respuesta inmune humoral 

de 

El nivel de los anticuerpos humorales dirigidos contra 

antígenos de superFicie de la amiba no parece a-Fectar el curso 

de la en-Fermedad en los hwnanos CBrandt y Pérez-Tamayo, 1970; 

Pittman, 

la amibiasis disminuya con la edad o con niveles previos de 

i nFecc i ó n <Tt"i. ss 1, 1 982) . 

Se h¿rn 1·eportado anticuerpos ÍgPi contra.!;.. hi.stolvtic~ en 

leche materna en áreas con amibiasis'endémi~a <Acosta et al, 

1985>. Se ha mostt·ado q1.1e la .. inmüriización de. ratas con 

resulta en la producción de antic:Li.er~os·'·Tg:¡• <Acosta et fil, 

amibas 

1982). 

No se sabe si estos antfrÚerpos. inhiben la colonización o 



protegen contra la invasidn en él intestino~ .Los anticu~rpos 

humoral.es dirigidos cc•ntra ¡::_,_ b .. !.2112.lY..t...t.J;.2 no 1<1 a·Fectan y las 

respuestas cdntra la amiba mediadas por células parecen di•min0ir 

durante la fa~e intestinal de la enfermedad, Algunos estudios 

apuntan hacia el complemento como una defensa importante contra 

los trofo~o~tos (/'1ogyoros et al, l.986; ¡:;:eed et ª1_, 19.83) •. Sin 

embargo, en la amibiasis invasiva los trofozoítos deben'estar en 

contacto con plasma sanguineo y con •Itas concentraciones de 

todos los componentes del complemento una vez que penetran todas 
... 

las capas del intestino y se tra;,;ladan;p6r medio de la sangre 

hacia eLhígado y otrns sitios;. L."oci'·ft;~.f6foítos vfruJ.entos deben 

ser resistentes· a la acción del com~le~ento ~at·a sobrevivir 

estas condiciones y pocJer colonizfü' -divei:sos ót·ganos .del 

hospedet·o. 

I.3. El sistema del complemento 

La cascada del complemento es un proceso fisiológico que 

involucra un grupo complejo de proteínas presentes en plasma o 

membranas celulares que interactóan en una forma precisa y 

cont1·olada. Las interacciones 1nol<?cula1-·es -de l.;-,s··c-30·--o más 

proteínas del sistema han sido muy bien estudiadas en el hum~no y 

el cuyo. Este sistema desempeAa varias los 

ot·ganismos' 

Es un contribuyente mayor en la inflamactón crdnica. 

2) Algunos f1··agmentos, producto de. la r.uptLtt··a. ·· pt·_otéo.1 ífica de 

algunas proteínas del sistema, participah en ·1~ ·regulación 

positiva de la respuesta inmune del'huésped~b~ l~- interacción 

con células inmunes competentes. 
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.3) Aumenta 

t=agoc:íticas. 

la adherencia 

4) 

muerte 

complemento 

Activac:ión 

como Clr, Cls, B, C4 y 

2) Transt=erencia de 

supet··F i e: i e de 

sistema enzimático de 

que puede ser activado 

partícula activadora Cvirus~ 

paso es el primer evento que 

en las super~icies 

3) Autoensarnble1je 

especí~icas y complejos 

La reacción enzimática 

16 

de células 

de 

Clq, 

los 

pcw _el 

de c:inc:o 

del 

componentes 

--·Huida a la 

c:omo un 

-c:on la 

Este 

complemento 

altamente 

sistema es el 



t·ompimíento r.Je C3 en sus dos conipone'ni:es E1t·.~m2u-ios C3a -Y C3b. 

Esta c:átálisis sei Jle~a á cabo PO( las c6nvert~sas ~e C3, una de 

la v;:a .clásica y Ott:a.de la vía alteri1a, :que son dos enzimas 

homólogas _gef1eradci.s come. c:ori~ecu~m~í.á d~ Íci. --activación del 

complemento. Esf.as enzi~ás'n::impen mÓltiples moléculas de• C3 y 
·- ,- . ·:-·::· ._:<- .·.-:.:-:.-- .· ··-: ··<.- ' :-· ' --: ' 

debido a la corta vida mecJiá'dfil enlace tíoéster SNpLiés:ti:J, 

moléculas de' C3b sei L(nen .c:bmo conglomerados alredecfo"r de 

convet'tasas ... dé <Róss y Medo-F, J.985; Sim §!i al, 198H; Estos 

cong 1 ome-t' a.dos 
_---

C3b:y uri producto posterior de la t'uptL1rk - de 

C3b, C3bi son ··-Fuertes ligandos de los receptores del _co!Í'1p~eniento 

y 3· <CRI.J CR::::Íl q~le se e>:pt·esan en granuloci:tos y_ mact,ó-Fagos 

<Ros 5 y M'eci'o-F; 19s5>. 

I. 3. 1. 

Esta vía es activada por la .agregáción··de nmunog lobLtl i nas 

de las clases IgM o IgG ü1iidas a sus reispec.tivbs cintígenos. En 

algunos casos muy particl11'~re·s püede ~er: á.ctivd~fa por medio de 

parti'cLllas qLte i ntet'actt'.Jan sin la 

pat·t ic ipac i ón de anticuerpos. Estc;;s activ~·'cic;;µ;'~~;i: b)cilÓgicos son 
·-.··:·. . . - '' " 

vit·ales .• bactewianos_, süpet·ficiés <ci~~-' p-~L·i~i;~6s'_} { algunos 
.-'--'-~_: ..• ....:.··'-'--'--o-""""'-;-=-o;:-.o;. 

productos solubles CLeid, 1988J°;~L'ii }í..tnción cie r'e~onocimiento de 

los anticuer-pos de la clase IgG o IgM:~.,; .11év~ á. cabO poi· Clq que 

se une a los dominios C72 o C¡13 del Fc:;·d~.1i::YnmLtnoglobu.linas en 

complejos inmunes a través de;>_-~~1~· séis Cabezas globLtlal'"es. Esta .. --.-_·-, 

inter-¿Kción espe<:í-Fica resulta en·'.l~"'ún].ón y activación de. Clr, 
: .t~ < '.:.· ; . 

que a su vez activa Cls •. Cls·•s ún~ip~oteasa de ~erina dentl'"o del 

complejo Cl que rompe al C4 .. efr~C4a y C4b <Ar··laud .et fil, 1987; -

Schumaker .t•t fil, 1987>'; esta· ruptLwa puede llevat·se a c~tbo por 
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Cls solo o en la +orma trimolecular Clqrs. La activación de Cls 

puede ocurrir también por ruptura pratealítica por plasmina o 

tripsina. La porción C4b se une covalentemente a la membrana 

activadorá para actuar como un aceptar del componente C2 en 

presencia de Mg-*~ Cls rompe al complejo C2 para +arma~ los 

polipéptidos C2a y C2b (At·laud et al, 1987; Schumaker fil al, 

1987). c2acontiene el'sitio activo de laconvertasa de c:s de la 

vía clásica. Este complejo enzimático reconoce al substrato C3, 

+ormado por dos polipépticios. La cadena m de C3 se hidroliza en 

la posición 99 produciendo un ~ragmento grande C3b y. un péptido 

pequeño .c::.;a. C3b .se une covalentemente al sitio de la meilibrána· 

activadot·a pat·a se1·yfr como el acepto1- de C5 en la've~-irida~-,-de la -

enzima C4b y C2a Cconvertasa de C3) CMUl ler-Eberhat·.d·, 19.88). 

unión de C3b a esta enzima altet'.a sL1 especi·Eicid;~--d~~{a.l ~"-Forma· 
7~· :_·~ • _.:_:· 

que rompe·: a c5--en· Lm +ragmento mayor C5b y Lmo menor ¡:5¡;·;· - c5b se 
·.~.». ~ '. . ' . 

une a la en~ima C423 Cconvertasa de C5) y se ~rbduce el 

ensamblaje no covalente y no enzimático de los cinco componentes 

de la secuencia de ataque a membranas CC5b6789l. 

1.3.1.1. Cat·acterísticas de los +ragmentos producidos por la 
activación de la vía clásica 

Los p~pt1dos C3a. C4a y C5a se encuentr~M-~1~y relacionados 

en sus estructuras primarias y se conocen como ana+ilatoxinas. 

Estas desempe~an un papel muy impo~tante en el ·desa~rollb de la 

in+lamacian aguda y tienen e+ectos como :inc~emento' e~ la 

pe1--meab1 l idad vascular, .con:tt·acción de músculo liberación 
. . . 

de mediadores de células c1;füadas y basó+il.os. C5a, con o sin su 

arginina C terminal¡ es probablement• er responsable de gran 
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pa.v·tE.1 de la act i vJ dad _qct:lmiotáct ica de neutró-fi'los'- -en· plasma. 

Puede inducir a células con respuesta quimfot;;_tica ;2\ metabol izar 

el ácido at-aqLtidónic·o prodLtciendo mofécülas con e-fectos 

reguladot-es. El -C3 promueve la adherencia yio · -fagocitosis de 

partículas en células con receptores a Cl IC1R) o los -fragmentos 

C3b/C4b. El C3b unido puede sér digerido por el inactivador de 

C3b/C4b o I y producir CSr:, que es un -fi--o.1gmento de fase fluída, ·.y 

el -fragmento unido C3cl-g. Este último sLt·Fr-e una ntphn-a 'post¡;;t~iot: 

v se liberá un ~éptido a la -Fáse fluida. C3d y C3d-g tienen 

i--eceptores específicos en las_ células qu~ son CR2. -y ~e~~~ 

prnductos de._ la - rnptura_ de C3 IC3a y bl pueden pn:iclüciFseita.~:b~in·· > 

por la acciór1 de. las enzimas tdpsina\ y plasmi-na, en E!~te -i:::.,;so -no -
:•activációh secuencial_;_sino--• lá •ge·ner;C::hi~_ 

~···~~-·';::·;· 

través de la acti~a;;ión' cié sisté~1~s c:lépendient~s 

se_ 

ana:i=i latcix i nas a 
. ·.:·:;. .":·! 

del -factor de Hageman. Estas ana-filato>:ihas tiei~én :.las lllismas 

_propiedades que las producidas por la activaci6ri _del '.ccimplement:o. 

I.3.2. La vía alterna 

Esta vía de activación del co~plemento répresenta un 

mecanismo de det'ensa natural contra "'9P._nti;,s n-fecciosos. Se 

involuci--an seis ~roteíhas plasmáticas en el reconocimiento y 

activación, sin el requerimiento de anficuerpos especí-ficos. 

Existe un equilibrio entre Ínhibidores y activadores de esta vía 

que permite la discriminación entre partlculas extra~as y del 

huésped, evitando el daAo a sí mismo. Su activación repi--esenta un 

escape de los mecanismos de control der huésped más que 

activación de zimógenos, como es el cas6 de.la vía clásica. 

Los activadores de esta vía in~luyen: 
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1) 1'.'ict i vadot:es i h_dependiente_s de a.ot i cuet~pos _como_ bacte1-- ias o 

productos bacterianos, hongos, _virus, células in-Fectadas por 

virus, parásitos y algunas células _tumoral•s. 

2) Activación pot- el -Factcw del veneno de cobra <CVf"l y enzimas 

del tipo de la tripsina. 

3) Activación por complejos inmunes~ 

Muchos de estos act i vadot-es o-Ft-ecen LÍn· aint:ii~1Ít~' p1-'cíte·ct6t' _para 

C3b, que evita la inactivaci•jn proteo_lítica'·_pqr· -':él-- -Factor- I. 
. -

La iniciación de este proceso se da_cüand-ó el c3,: niodi-Ficaaó en 

el tioéster por agua. C3<H20Í, su·Fre un cat~b1~_ - y e}cpf-esa una 

conformación y -Flinciórr_del tipo C3b (Lachm~:rin y ,_Hl\ghe'E.;,;Jpr1es~ 

1984; F'angbLwn y Mliller-Eberhar·d, 1984). El--C3<H,.,Ol se - une al 

-Factm- B en pt'_esent i'ª' _de Mg++ -Fot-mando Ltn_ complejo que· se. J-1aé:e 

susceptible - al? r'dmp ífl'lieritc:i por el -Factor D. El ·ft·agment:o -sel· se 

libera a la'..¡:a~~ -Fluída y el complejo C3<H20lBb puede a~tuar:<como 
una .. c~nV~.~,{~~-~·/·-d~f_:~~:~<.9ene1·-ando e i· C3b metaestable ... Éf /~~eP._ó·S?-i t¡;··; de 

- :---, .. -.. ~_-· :.:.:·>' ,< 
C3b en ·ia!i/pa\-tícLrlas activadoras· permite la Ltnióh 8ei'·c3b al 

-Fai::tor s-~ar"l -~~r ~c~i vado . pór: el <Factor. D para-~f~r~~x t;,b~b de 
. ·:. . : ; ' . . . ' . ' . . ~ 

super-FicÍe, que es ~ina cOnyet-tasa 'd~ C3. ''Est:a~ enzhna_ puede 

p1-o~_L1ci1- muchas molécula_s .de:-._c::3b. molécula. de C3b es 

-Formadora potencial de convertasas_ pt-oducen 

muchas enzimas en la s0perficie celular y en la -Fase -Fluida. El 

C3b en la super-Ficie celular es relativamente resistente a la 

inactivaci6n por los -Factores H e I. El -Factor H restringe la 

-Formación de la convertasa de C3 compitiendo con la unión del 

+ac:tor B, acelera la disociación de C3bBb y, cuando se encuentra 

Llftido ¿, C3b, 1=acilito.1 su inacti.vación poi-- el -Facto1- I. El ·Factoi-

I rompe la cadena ~ de C3b. La properdina se activa después de su 
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interacción con la convertasa dé C3. ~0 1-unción es la de 

estabilizar C3/C5~ 

deprimiendo el decaimiento de estos c~~plejos·· '.enz~máticos y 

pe1·-mi tiendo el consumo del com·p lemento. La• 1-a]ta-· de acceso- de las 

proteínas contJ.-ol permite l.a amplif:icac1ón -del t'dm¡:iimfento de c::i; 

y la generación ele st.tstratos sobt:~ l.~si~u~-- se pLteclen 1-ot-mar 

complejos de ataque ~ 

I.3.3. 

'" ,, ,··, 

La inié:~ació~ del ccim~leJocde membranas requiere 

del.n3mpim_iento:de C5.en.el péptida.C5a (25 kDa>, anafllatoHinay 
, .. _ - -·- ·- ,_ 

agente q-~ti~i<:ltáctico,· y el C5b. El C5b 1-m·ma un complejo con C6 

que sé une a la membrana celular; a este complejo se unen C7 y C8 

que permiten la asociación. de C9 y 1-ormación de _las lesiones. 

Estas proteínas de 1-ase 1-lufda poseen la habilidad Qnlca de auto 

asociarse después de _la activación del complemento para_1-órmar un 

heteropol:i'.mero asociada a' membt·anas~ .·sL11-ren Ltri 'é:affibio.· .de Ltn 

esta.do hídro1-Ílico a_un ~stado an1'11-ílico,. ~urnM~~1i~.f~rmaci6n 
:~ .. < -"·,.- :;;-; ~-:-;r:-:>:: 

de la lesión, lo . que les permite ns'ewtat·s€1 e¡l;. JO\. bicapa 

lipídica. El inecanisma pi•eciso de la d.\:ot~nl~L~a~·inediada por el 

complemento-- nb - sef- -c:Or\óce i:JeF tl:frlci' y --,iditafmettte'"<-e;-}rTifferi- - dos -

modelos. El pr-imet-o propone qLte lÓs dom-in¡bs ~;~p1are~ de las 
- _, .. _-, '··" .. · .. , .... 

pt·oteínas del complemento insertadas caL!s~~ ~i~tbrc:iones locales 
' ._: ,·, -,;· "· 

en la bicapa lipídica que i·e5Ltltan en ¡'leaky•patches" <Esser et 

1979; 1991). El modelo deL dor~:: propone que las 

super-1-ic ies polares de los componentes i ndi vi dLtal es del 

complemento se unen para ~armar un canal hidr61-ílico a través de 

la membrana (Bhakdi et fil, 1980; Bhakdi )i Tranum-Jensen, 1 ~186, 
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1991) y qL!e •las lesiones se--Forman pOt'' el éf'lsamf::ilaje· de hasta 16 

moléculas dé C9con los otros ccimponentes:termiríalés in·"ec¡ladcis 

en la peri-Feria de la lesión¡ con 

cadena ~.de CB CPodack, 19781. Sfn 

evidencia sugieren que una lesión rigida no 

e>:presión de los e·Fectos de MAC ya qúe 

modi1'icado proteolitj¿amente para 

ariillo~, es"liti¿amente ac~ivo 

Ui;i MAC c6~pn·1 s~la molécLila,de c9;'por co(llplejo causa lisis 
-.·. · .... · : 

efldent"e ·.:_.~n ~ri.tt}ocitoi <Bhá~idi y Tt-anum'-Jensen, 1986>~ ·Los 

comp1~j6~ 05679 a'-'islados de'.-'miúnbt'ánas'cÍa eiiitas células fratadas 

con C9 · a:{.c ·~o c~int¡enen C9 polimet"izado y no muestran la 

estt"Ltftl!!:a:(d¡:.aniÜo.caractet·íst.ica dE? la lesión del complemento. 
-.::-._-- -.:--_·:_: < .. ,-,:.;;· _ _.;.: 

Siri erribM'"go, "estos complejos generan canales transmembi--anales· 

estable~ y causan hemólisis a 37 ºC. Por e>:perimentos de 

protección osmótica se sabe que los poros miden 1.-3 nm ·de 

diámetro e1'ectivci y se ha calculado que se une una molécula de·. C9 

por. complejo C5b-8. Esto apoya indirectamente la idea de .que, :-ios 
- : - · .. - ~ 

componentes terminales del complemento, aparte de C9, contribú~en 

"' los doininios intr·amembranales _de _ _los _poros C5b.;,.9 .-(Kim-. .;~-"t~--a·1~,-.-
19891. 

Estudios 1'uncionales en diversas 

que sólo se requieren cuatro moléculas por C5b-8 para ~armar ~na 

lesión a través de la cual puedan pasar moléculas grandes (Rámm 

et al, 1984> y estL1dios i.nm1.1noqL1ímicos muestran qL1e, en ·ceilL1las 

lisadas por complemento, sólo se unen tres o cuatro moléculas de 

C9 por complejo C5b-8 (Sims, 1983; Stewart· et ª1._-, 19841-; :La 

unicin de es a células blanco es independiente de temperatura, 



mientras que .un número mayrn·- de mol éi::Li l. as i::Je C9 se une ·ª C5b:-8 a 

::;7 •e que a O •e <Bhakdi v Tr·anum-_Jenis•2n, -1986). Es .P1·:obable qL1e 

las di-ferencias en la .-fluidez de la membrana a tiajas t:empe1·-<1turas 

in-flL1yan :en el proceso de inserción de C9 ··y las cfif:er·encias 

marcadas en la composición lip~dica entre ¿élulas de distintas 

especies. sean responsables en parte de las •diver-gencias 

observadas( con n~specto a la 1~ormación,• dé C5b,-9 a bajas 

temperatL1t-as. La incot:poi·ación de la priméíca molécula. de C9 al 

complejo terinirial pa1·-ece invol1.1crar _dos estadios:, ·p-rimero, Lina 

reacción que lleva a la unión -firine dé C9 
- -

ocl-'rt·it' é¿¡ O ~e, _Y_ segundo, un pr·oceso que i·esulté "ne ap,et'tt.w01· 

del t:ánal qL1é puede requerfr tempe1·atL1t"a ,elevada;' ·Existe 

evidencia _._de .que el. C9 se 1_1ne a C5b-8 a O •e y,- que. _su-fre _ Lln 

Jensen, 1986>. En -forma concomitante a la apertura-del poro, que 

puede d.et"ivar· de la i.nse1·:ción de C9 a )e\ bicapa, · 1os .complejos 

C5b--C8,-C9, p;frmiten la Ltnión posterior y_ ol igcimet:-iz~cidn de C9. 
' - ' 

Es p1:obable qüe este pr-oceso se derive de .la ur1idn•del C9 nativo 

a la primera molécula de C9 del complejo~y que esta unión sea 

estable. La heterogeneidad -funcional de las lesiones 'C5b-c;>-' puede 
- - --· -

der·ivar de la e>:istencia ·cie-c:·o~pfe.fos que i1ev.;~ 

di-ferentes de moléculas de C9_ (Tschopp et_ al¡ 1985),. 

números 

Se ha encontrado qL1e · C9 pL1rfficado b'ajo condiciones 

E•spec i .f i ca.s 

ci 1 indt" icas 

in vitt·o pblimet'iza·espontárii;;ament¡,,-' en estr·ucturas 

que son muy pare~Td~s ~1ltra~str~1cL1ré\lmente a las 
.· ... ,'"· ',' ' '. 

lesiones einilleideis C5b-9. Est.e Joli..:..c9' se há cáracterizacJo como 

un cornp le jo proteico de Mr~106 Da, r~sistent'e a la solubi l ización 

pm· clodeci 1 sul-fato de sodio -<SDSl y que cqntiene 12 a 16 
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p1·otómei-c:is. -Se ha i:Jbse1·vado que los .comple.ios de poli-C9 

total de_ C5b-9 en una memb1:ai;ia •. Se pleí]Sa qü_e 1.a f11ayoi2ía .de los 
•, - --,,-, 

complejos no pLteden· contenet· .. estt·Ltch.1i-:as an•J.'tfadás dé 'pal J.:...t;9. 

COmpletaménte CÜ-C~tléirizadas, porqLte l~ COríceJÍtt~kcirf~. néfr'ma.l del 

C9, 

tet·mi na les y pot·q~1e e~. prnc~so de pol :i. mEn·fz~ci ón;e~ ~u~si::e~~i ble a 

la vez detenido, ·los_ _,'.-~~~-~p 'l ~;j-~~:;:/·: . :.:·¿5 b-~9 --
. . . ·.:_ ' ·.: -~ 

inccimpletós:·· no pueden finalizar el proceso· de 
·.' :':--.e·-,·_. .• 

y Tscllopp, <Podai::k 
" ·' . 

1982; F'odack et §.1, 1982;' 'Tsc-hoj:Jp.•et 

1982). 

I.3.4. Proteínas reguladoras 

El sistema del complemento ·tiene tt·es .,tipos de. proteínas 

reguladoras: i~ 

1) Inhibidoi·es que pr·evienen.la:activaciÓri--~~pdAt·ápeaeri la fase 

rompiendo a C3b; o la pt·ote:ríia'. que? ú;1~.C4ti''Z<c,ílbi:n · de la vía 
~- -. . .. ·:...,;.-:·,:."::· -~--

ccimo ·cofaetcw en·····• ~i +".i:i~"P,"imiemto clásica que actúa de C3b 
·.-.;,.,.· .. _ 

-:·>.t" 
<f<inost-.ita, 1.991). 

2) Reguladcwes que aumentan o disminuye•n·:·r~ 'a\:ción no1•mal del 
:,,,, .: ___ ·-_.' ·-: 

complemente. cont1·a sustancias blanco· coinci' :'cd{, __ qt::ie además de set· 
.-.. ·.· ..... ,·_. 

un t··ec:eptot·, inactiva las convertasas.-de:· c3Ít5~· Otros ejE,mplos 
" . - ~( 

son el inhibidor de Cl <Cl-INHJ que -~~'une: a Clr e impide el 

t·ompimientlJ de C4 y C2 pot· C1s durante--la activación de la víc\ 

clásica y el factor acelerador dei detaimiento CDAF> que bloquea 

el ensamblaje de la· convert8:sa·- ··de· ·e::_; - de ºla via alterna 

O•:inoshi.ta, 1991). 
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::,) Inhi.bidores que p1'6tegen a las células del hospedero de la 

¿\ccián dest1·-uctiva del 1:01nple1nefr-d:o como pot- ejemp}o l~ proteína 

ca-Factor de membrana IMCP) que se une a C3b~ C3bi y C4b en la 

supe1·--Ficie ·de las r;élulas y facilita la degr-adacicin -deper1diente 

de I de estas moléculas <Hout'cade .§'..i .al, 1989). 

I. 3'. 5~ Receptores del complemento 

que se unen pa.ra ;-oínper _pt'oductos de 

compOnerites del complemerit6 están e><pt-esa.dos en Llná gt-ari :va1·-iedad 

de célL1l.as-, SL(s. i=unciones son de .. reconoi:imierito de ligandos, 

transdL1ccicin de seFlales· e indücción• dect-espuestas c:elu_lat'es coma 
-_.:.c,-_- - -~-

-Fagocitosis. El c¡:;:1 es. el"r~¡;:eip{~,- a C3b, el sitio de Lmicin de 
- - . ~ 

C3b está en la pcirci(:in é:ie la molécula que posteriormente .se r-i;impe 

a C3c; CR! puede ·urii.r 't.ambiénmc:•lé1:ulas de - C4b. Cf':2· -_es· -el 

receptor para C3dg y además tiene actividad de cofactor. en ·el 

rompimiento de C3bi mediado pdr I. CR3 y p150 C3bi y 
- •.; 

~é'íulas pe~tenecéri la familia de las integrinas. Las 

1-agocíti ¡::as é:oino rieutr óf'i los y mac r óf'agos e><presan -J~::_·,{~-~eij:i¡~t'.es 
CFU, Cf':3 y C5a CAheárn y Fea1-on, 1989; HugTi, 1984l.< L~~~·;g}ibulos 
rojos de primates l?l·:presan CR1 y unen COJ1lf::i1E'_jo_~} :::i .. [i'niqne~') que 

llevan ~Fragmentos -de C3 o C4. Esta es unii\~~L;~.,i -~t~'-'r¡i;~~~v"'~f~ ele 

transporte y eliminación de complejos inmunes de la sang~e ~ai:ia 

células i=agacíticas en el hígado y bazo. Los linf'ocitos B 

e>:presan al Cl'i'2. 

I.4. Resistencia y recuperación de las células nucleadas al 
complejo de ataque a membranas 

Las células nucleacias son más di~{ciles de matar con 



anticuerpos y ccimp l'ement:.o -que b{.;\ncos __ metabó l icamente inertes 

como eritr_ocitos .viejos o- liposomas. El ataque del complemento a 

células· t:.L.lmcirales_. _ s_e _d:l~tirígue del_ de eritrocitos e.n que las 

aminoácidos i ntracell.1lat·es, 

potasio y RNA> p~Yt:1 ·rriántienen -la membt·ana más o menos_. int.;acta aún 

despLlés c:le Ltna eJ-iposición prolongada al comple¡me_nto. Esta 

resisfencia de _l-as cél'Lilas nucleadas a la lisis-<por _comp-iemento 

no está ·-rerát:icinada a -!'actores como de_nsidad·_ y - moviiúi.;,d del 

arit í geno <Bóylé et 9_l, 19751 o nQmero de molécúlas de los 

com-ponent'es del --complemento. E::pel"i.rnent.os hechos-con é:'éllllas · de 

l in-Fama~mL1r ino lrans·Fot·rnadas por vii-·us en crecimient-o ¿ont'ínÜci y 

otros· tipos celLllares han mostt·ado que la susceptibilidad::· á- la 

-li.sis éstá relácior1adc\ con la -Fase del delo céi~1liir <ciif,:es y 

Ft"iberg_, 19711¡ hay variaciones en la -Fase donde se presenta la 

may_or· sen_sibilidad entre. Llf1 tipo celulat~ y ·otro. Pa1-·ece ser que. 

la activación del sistema del compleme.nto y -Formación de. MAC en 
- --' - -

la super-Ficie ~e bna célula nuclea~a no conduc~ inevitablemente a 

la lisis celular. Esto -Fue demostrado por la liberación de 86Rb 

inducida por MAC én _mastocitos de rat~ri ~n ausencia de lisis 

células 

nucleadas que llevan compléjos de.ataque por la incubación con 

AMF' cíclico O<a:tinet· y Austen, 1974~ Lo y Boyle, 197'~1. Los 

últimos acontecimientos que llevan a la muerte celular están 

in-Fluidos por el estado metabólico de_ la célula. 
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I.5. Los-par;ásitos-y _el.sistema del_complemento 

-- -

Las inte1-acciones de ros p;{¡.'-'ási'tos cOn !'.il complemento son 

muy hetero,i;¡éneas- y pu:den. s_<'?t" <=n bi=_n<=_:i= i.C:i'o -~ en detrimento d~2 los 

' -

mostrado _activc:,c:ión di.t-e¿ta di=l compleme;1to por ambas víasc En el 

sensibll'!S complemento <Leici, 1q88l. Las células normales de 

mamífero ~stáh protegidas de la destrucción mediada por 

comole~ehta por proteinas de membrana t·eguladoras coma el 

receptor a complemento tipo 1 ICRlf, l~ proteína cofacto~ de 

membrana IMCPI y el factor acelerador del decaimiento IDAF) que 

previenen la amplificación del C3b depositado en las superficies 

celulares. Las m1croorganismps carecen de estas proteir1as, pm-

lo que no pueden restringir el depósito y amplificación del 

complemento er1 sus super~icies. 

La ausencia de 1noléculas reguladoras del complemento, 

ocasionalmente acoplada a la presencia de C3b en una superficie 

protegi~a e inaccesible a los factores H e I, explica el pór qué 

muchas bacterias, virus, hongos y parásitos activan_ directamente 

la v(a alterna del complemento IAtkinson y Farries, 1987; Joiner, 

1988). 

ATgtfr\as bactet-ias y vfrus evadiú1 l.,,_- regülación U evada - a 

cabo poi-- el inhibidor da Cl y acti.van directamehte l·a vía ·cl¿\sica 

en ausencia de anttcuerpos (Coope1-·, 1985;- Peitsch- s>.i al, 1987; 

Tennet- et al, 1984). Poi· ejemplo, la act-ivacióh de la. vía clásica 

pm· Sch_!stosQJ!@ pa.nsoni n;,qúiere la unión ele ft-1'lgmentos Fe -de IgG 

no inmune a Clq <Ouaissi J?J; 2.J_, 1981) y la activación de la vía 
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alterna ·ocurre po~ eJ desprendim1~nto de estr·uctLtras asociadas a 

.l.a membrana como Él gli.Cj~cáiiJ-: (Ma1··ikovskv <ii:'~ E'.L, 1986; Samuelson 

§'..t tl.. 1980). 

El 1necanismti·de activaciór1 del. ~omplen1ento por proteas~s o 

prodL1ctos secrr~tados po;· otrc•s organismos patogénicos no ha sido 

bien def'iniL1o. Re•=ientemente se dei:ectó una actividad de Pn~te;;,sa 

en la pr inc ipa J. pt·oteí na de supc-?;·f' i c i"' (gp 63) de 

Le1g;'1mani:31 ffl_§)~ic;_ao_sb _que E::S CB.Pe:lZ de degradt.'::1.1'" C:3. Los pt·oductos 

de cleg;·adacidn de C3 son necesa1·:ios pr.i1·a que la· h_eisll!I@.nia pueda 

unirse a los receptoreé d~ los macr6~agós espesí~lcos (Chaudhuri 

y Ch¿<ng, l 988). 

fil ~omplemento a~ecta a bacterias_ y protozoario~ a··tr~Vés-d~ 

dos n1eca~ismos. Uno de éstos es el procestJ de opsonizacióri~ en el 

qu.e se c.:ubren las; tJat-t:i:c:uJ21s cElulares con ·Ft·agmentos ,-d<.~ C3 -o dfi.i 

otros componentes que interactúan con receptores de .membrana 

especí~icos en células ~agociticas v ·µromL1even endocita~is. Se 

han descr:ito glicoproteinas de supe;·f'icie o l.ipo·Fos-foglicanos 

r:omo acepto1--es dE? C3 en -=:i l y unos pa1~ás l tos como I.t::.Ypanosomci ~z i., 

Leish'!Ji!.DJ . .i!! fil.€' . .i.9.L y h !!J:;o..?.LU;.§_íl§!, pe1··0 no sf: han identif'icado 

1··ecepl:o;·es c1 C3 intactos er1 proto2oarios IFuhrman y Joiner, 

1989). Las intE>t·acciones 1 i.g".ndo--1·cce¡::i-Lor de Clq··' __ : C4b _y C::r,b o SLts 

-ft·ag-mentos prqmu&!ven la -fagocitosis de microot-ganismos poi·-

le1.1cocitos .. Est;;.s interacciones prom~even la eliminación de 

agt~ntes inf'.ec:ci1:JSt:iS11 activación de células inmunes e inducció11 de 

procesos de in~lamación .. El segur1do mecanismo es la citólisi.s 

mediada por complemento. 

contribuye directamente, 

En algunas inf'ecciones el complemente 

o mediante complejos inmunes" a la 

destrucción celula1·· v tisular del huésped o como ~-e,,;ultado de la 
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c1.L.1..iv¿1ci;)n rJt:J1·· cr;¡mponl;?ntt.:JS dF~l p.ar~\si.t.rJ lLE~:i.d,1 J.9t38) .. 

Le( activ¿'"tci6n y amp1.ific.ac:ión dE·scc:i1Yl~t·olad21s que J levc::i.n ¿, }¿~ 

acu11iulación de 11n gran número de moléc11las de· C3b y canver·tasas 

de C3 y C5 en ]a st1per~icie de los microorgar1is1r1os resulta 

incompatible con la sobrevivencia clel parásito~ Sin e1nbargoq los 

n1icroorgar1ismos han desarrollado mucl,as estrategias para evadir 

J.a destt-ucci6n mediada. poi·· complemento: 

Formacion de cápsulas.- este mecanismo se presenta en 

bactet- l. ¿~s ~ las cáps1Jlas son antifago~iticas va q11e previenen el 

acceso de macró~agos al C3b depositado en la pared celular de 

bacterias Gt·am'-pcisitivas y Gt·am-neg;,,1tivas <Zfoinet· ?-t .ª1., 1984a; 

Joiner, 1988). Ademas, las capsulas son malos activa.dores-· del 

complemelito- --y- 0 ~.?sto -·-ha sido a·~-1·-tbuída~ en cie1-~tas-- ·-casos':s '-a- ~--ta. 

presE?nc:ia del ácida siélíco <J.oiner· g..t_ fil~ 1984-a; aoiriér" 1988). 

Se ha postulado que la adquisición del ác~do •iáL{co en la 

esquistosomula es la causa de su inhabilidad para~ activar al 

complemento (Joiner, 1988). Lc-1s cepe:ts de' E»:hi ben 

habilidades muy di~erentes pare>. activat·· la víc\· alterna' del 

complemento en ausencia de ant-icuerpos, esto, es - .-debido a la 

estructura química. de las cade~~s la~e0ales i~iig~nicas O de les 

l ipopol isacaridos <LF'Sl (Jiménez-Lucho et fil, 1987). 

2) Intet>ferenci:a con el ~ensamblaje _.rJe -1as conver-tasas. ~ un 

segundo me~anismo de resistencia al ~omplemento involucra al 

desat-rol lo de estructL1ras de super~icie que perturban 

~ormación de las convertRsas d~ C3 como está clemostr~do en 

1984a; Blasm· §d: .. tl, l 988) y pot· L.. Q::..LJ:~i O<:ipnis et ,;lj_, 1981) . 

Una variación sobre este tema es el desensamblaje enzimático de 
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í F'uentes @:t §!J., 1 '788) • 

3) Otros mecariismos para resiitir l.a ·d~~trGccicln citol{tica 

activan al co~plen1e~to hasta el ·~~~an1~laje de ~5b-9 en su 

supet"-fíci1:=:~ son resistentes a la dest~ucción principalmente 

porque la gruesa capa de peptiaoglicanos previene d restringe el 

acceso de C5b-9 a la membrana citoplasmática CJoiner et 2 .. b 

1984a~ Joiner, 19881. 

Las bacterias Gra~-negativas resister1tes a suero son más 

virulentas que las sensibles. En presencia de anti CL\et·pos 

bactet-icidas·ambas-·ac-tfvan al complemento <~f:i-<::i8-ntemenüe ho; .. sta la 

fijación l~·que hace pensar que no es -la -fált~ de 

en~amblaje de ·C5b-9 el mecanismo de la resistencia al suero. 

- '-----' -·--

suero indican que el C5b-9 no se inserta en los dominios 

hidrofóbicos de la membrana externa y como consecuencia es 

desp •:end ido (Joinet- et al, 1984a; Joinet-, 1988). En estas cepas 

resistentes a suero la activación del complemento ocurre en los 

LF'S con las cadenas O más largas; el C5b-9 se ~arma a una 

distancia considerable de la membrana externá por lo que se 

propone .. que: .. se da_.una inser:ción .. débi..l ... y: he.y .. un .. :i1nped:lm•2nto 

estérico hacia el acceso a la membrana. En contraste, la unión de 

C3b y el ensamblaje de C5b-9 en cepas sensibles a suero ocurre en 

moléculé<s de LPS c.on cadenas O cot .. tas íJoinet· ~1 fil.• 1982, 1984 

•1,b; Joine~-, 1988). 

mecanismo di~erente. Estos organismos activar1 al complemento 
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C9, sin embargo, el C5b-9 par~ce estar unido a dominios 

htrl1·-o-fóbi1:os de la. membr-cu1a e~ti:~t-n¿1 E-~h -F~:Jl·~n}·a. Ciiferente" ·et ~·:J que 

se h;,:t ¡;:incóntrei.rjo en 01Aga-nismC1~s S!-?ns::ibles 2\ sLú·;.;.i·u {Joinet· ftt~ §J.:.'1 

1983" 1964b),, Pdgo sim1l<:;\f'.' se !la er1ccintrado en amastiqotes·-de T.!'_ 

.c:;..t::.Y.l'l. sensiblt~5 •suero (-Iid8 et, .~Ll• 1989), 

4) Inhibic~ón o lntérferencia con las proteínas de control y H 

de la vía alterna~ coM la proteína que une C4 

¡;•l i.nh-lbidor de Cl de la vi:a clasic"1 (Leid, 1988). 

<C4bpl o con 

5) Presencia de moléculas con +unciones similares a algunas 

proteínas del complemento d~ mamíferosn- ~iertos organismos 

patógenos poseen moléc1Jlas con propiedades ~uncionales- idénticas 

a las L(sc;.das pot· célu.l::ts de m~mi.fet"O pt:\t·a- prevc-?nit· SL~ clestt~ucci1..ín 

por el complemento como la habilidad de desensamblar convertasas 

de C3 o ac·tuar coma cofactot·es en el rompi~iento de C3b por el 

+actor J. Se han ideITti~icado muchas de estas protainas, algunas 

con homología con las de células de mam[~ero. Un ejemplo de esta 

homología se ha visto entre CRl y proteínas de algunos virus como 

(HSV) 1984; Me 

Nearney et al, l.987). Se encontt·ó que l.8.s pt·ote;:n8.s que unen c:::-.b 

son las glicoproteinas C (gC-1 y gC-2>. La relación entre _estas 

proteínas y CR1 ~ue demo5trada por la habilidad de un antic0erpo 

monoclonal dirtrjidci ~6nt~~ CR1 ~ar~ bloquea¡ la unión de C3b a 

gC-1 (l<ubota et E<.L 1987). Además, gC-l acelera el der~cdmíent.i:i de-e 

la conve1-tasa de C3 de la vío>. alten1a <Fries· §"..1- al, 

virus humano Epstein-Barr 

t·egulado1···a de .::Omplemento 

(EBVl presenta también 

1988), 

1986). El 

ar.:tivido:d 

acele1·-a el 

decaimiento de la convertasa de C3 de Ja vi8 alterna y puede 

servir como co~actor para el rompimiento de. C3b mediado por el 



factc)r I .. Además~ presenta actividades similar8s a CRl, pe1···0 

dj~iere er1 que EBV no se un~ a C3b y no acele~a.el decaimi.en·to de 

la converiasa de·C3 de la .yia clásica~ 

Se han enc:p,ntr:~dp mp lé(:U~as pi:\1·~ec idas t:\ D?-IF .en J. 2.s .fot-nia::;. 

i rH-=ecc iosa.s res·i steni:es a ·cprop.lefr1_el"}:l:o de T...!'-· ~-L'::J..?J~.. La 

glicop1·otei:na gp.160 pLÍrí-Fic:adr.1'de los ti-ipomastig'otes 1.me C3b y 

bloquea la f'orll!ac·i.óíJ de- la .convet·tas;,1 .. de e:;; de· la via al l:en121 

<Non-is., A;, :Brai::lt, B"-'.M.,'' Coope1·-, 

no públ icadas, tomado >de Coopet·. 

N. R., So, M. Observaciones 

1991) ' F'or estLtdios de 

hibi-idizaci6.n· se ha v1sto que esta pn:'Yteina . esté'< también 

1·elacionada genétil::amante con DAF y no se encuentra en los 

epin1astigotes que son sensibl~s a to~~i~ment6. Los 

tripomastigotes pt·esentan ac:tividades"-t·eguladm·as de C:omple1nen'l:.6 

adicionales que se han att;ibuído a moléculas de 87-·93 i(D¡¡ (Joimw 

l'788i y 68 kDa 

estas moleculas son las responsables de la 0esistencia al 

complemento de las ~armas sanguineas de es·te parásito~ 

Schl._stosoma ~l.1§.l!Soni tiene er1 la memb1rana E::-}itet~na une:\ 

molécula con actividad de DAf~ (f'ea.-c:e et &, 1'7'70). Esta molécula 

proviene del huésped v se piensa que es adsorbida e insertada a 

las membranas del parásito lo que permite a estos organismos 

evc1dii-- la dest1-ucc:ión- pot- lc1- víc1 c1lte1-na. 

Existen también ejemplos de la presencia en m1croorganismos 

de secuencias relacionadas al complemento que probablemente 

f'ac:ilttan la in~ección por procesos di~erentes a la regulación 

del complemento. 

~rag1nentos de C3 sino que expresa una proteína con homología 

estructural~ ~uncional y antigénica con miembros de la ~amilia de 



de la tiomolog~:a con CR3 no ~sté claro~ sin embargoq la.S- cepas 

menos patogér1icas~ Se postula ur1 papel en la adhe~encia del 

microorganismo a las células del huésped" va que lbs miembros de 

la super~amilis de las integrinas median reacciones de unión y 

adherencia que están relacionadas con la in~ección. 

Las cinónimas 1·-elacionadas a la 

tnJmbospondi n2) y 12s proteín2s del circu1nsoo~ozoito de 

E'.las.m..odi_um ·Falcipat"UílJ contienen repetici.ones de tt"ombospondina 

que son muy simil~·u-·es a 12.s de }a pro~et-din_a" _C6~ C7,. CB y_ C9. 81.2 

pi.ensa _ que estas repe_tiéiones_c i.ntÉn:-vienen:en- las __ inte1·"c1Cciones 

protelna-p~oteína y que p0eden unir C3b como lo hace la 

pt-opet-dina y pet-mitir _ qL1e. los organismos con partícl!las de 

compleniento en sü süp<?i-·Ficfecpuedan entt"at" a lHS céll.tlas vía Cf;:1 

IGoundis y Reidi 1988).¿ 

En T._ .cruzi ·se ha encontt-ado una p1-oteína que cruza con 

anticuerpos anti C9 y parece tener actividad citotdxica de 

~ormación de po~os. Se postlila que este homdlo~o d~ C9 interviene 

en el paso del parásito de las vacuolas al citosol 

fil, 1990). 

( Andrews §Lt 

6) Uso de t·eceptores del coo~plemento para iniciar la in~ección~-

muchos microorganismos no sólo evitan la inei:ctivaci6n y 

destrucción por el complemento, sino que usan los receptores del 

sistema para comer1za1- la invasión~ Se ha visto que esto se debe a 

epítopes similares a 016lécLllas del complemento que median la 

unión del parásito con l_os receptores del huésped~ La unión más 

c:on11~n a receptores de compl~mento es a través de ~ragmentos de C3 
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unidos covalentemente a 111icroorgar1isnios coma consecuencia de sus 

pn:ipiedades activado1·as e/el .r:1Jmplemr2nto. F'ot· ejemplo, -el EBV 

in+e~·ta a su célula blanco, la c~lula B~ a tra~és de CR2~ Se ha 

sugerido que los sitios de unjón para el virus y el 

natLwal del con1i1lemento, C3dg, son estr1~cturalmente idénticas o 

1~stan local izados muv cerca uno del ya que var'ios 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra CR2 tien~n e-F~c~os 

idénticos en el virus y C3dg en la super-Ficie de las células 

<CoopF2t- et _al!, l.988) .. Además" se ha obset--vaclo q1_~~~ la unión. de- EBV 

a CR2 ·está mediada por un epitope de nueve amino.ácidos pa~ecido 

a C3dg localizado en el extremo amino terminal de la principal 

_glico_p1·otE;ina e>;tet·na del v.H-us (l\lemf',.-ow f!.i al, 1989i. 

eje1nplo de esta expropiación de de 

comp lemernto por· mict·ooi-gani smos se presentt:1 en la_ ·fase _ _i n-Fecc: iosa 

el pt·omastigote met"acícl ico. Este organismo es 

~agocitado_ por los nlacró~agos de_ su huéspe~. la unión~ ésto~ se 

da en ausencia de complemento y está mediada por CR3, el receptor 

pat·a iC3b, por pl50, 95 y LFA--1 <Russel 1 y Ttüamas.:.Ofi:ohana, l989). 

r~demás, la Unión ~~ti ~~diada p6r la p~incipal glicoproteina de 

supe1-·Ficie del pc1rási.to, la ·gp6::L Hi§..~lasma capsulaturu in-Fecta 

a los macró-fago.s en· .. fo~1--m·á_ iliL~y si1id lt::tt .. a como lo hace b..ej.sh~J...S. 

<Bul lock y W1··ight, 19871 • 

Los orgánismos -enY~~ltos con ~ragmentos de C3~ unidos 

c;ovalentemente, adauier~n la habilidad de unirse con _gran 

esceci-Ficidad y ávidez a les receptores de C3. Muchos organismos 

inician la in-Fecci6n medi,ante este proceso in vij;rq. Una 

adaptación exitbsa de este proceso requi·ere cierta regulaciciri del 

procesamiento enzimático de C3, por ejemplo~ _un organismo que usa 
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Cf<l para penetrar a una c~Jula debe impedir el n':lmpimiento clel 

C3b ci~positado a Cjbi y Cjdgn ~~tre los orqanisinos que pene~Fan ~ 

las célul¿..s; vlci ct.:l se enc:L1entran ~E...º5~j.ci .L~t~tb_a:ird ~ mE:.11· ozr.:litos de 

y 

!:)_y!;;obc<.<;;J;.§'ct:_!.tct.m i..'d!?er\'.;_,,tl_Q~Ü.§ !Schlesi.nge1' §'.:t. §.l., 1990). Tocias las 

bac:ter1as q
0

1Je se r-epli.can en los ·faqoc:1tos moncJnucle;:ú-es 2-1.ctivan 

al complemento e inician la in+ección de las células via CR1 y 

CR3 (~Toine1-- gt._ §J.:~ 1982:' 198::;;) ~ Alq1...tnos virus c:omo los -fliZ\vi·vir1-ls 

y el HIV in~ectan macró+agos y monocitos via CR3 clespués de la 

activa.cidn del complemento (Soelde1·· 'ª.l ª1,. 1981). 

inter·acciories altamente esp~cj>fi<:as pueden 

consi def"arse· como pt·ocesos espec tal iza dos de reconocimiento 

molecular. La presencia de moléculas relacionadas genética y 

~unciona11hente con a~tividades de regulación del comp 1 emento 

pueden representar la conservación del reconocimiento molecular 

ancestra'l importante para el crecimiento~ desarrollo y otros 

procesos básicos. 

I.6. Entamoeba histolytica y el complemento 

El comp 1 c~mento puede paxt i c ipat- en él daño a 1 os tro-Fozof tos 

pC1r mecanismos CCifi1(J lisis p1··i:3voi.::ada-,por 1-a ·accb.in del -c-c.unplEimentó 

en -Forma dependiente o independiente de anticuerpos y muerte de 

las amibas mediada por células ~agocíticas (Cal~erón, 19881. 

lus primeros estudios sobre la iriter.;icción de 

_hi5to_b'..];;j_c;_é\ y el complemento se observó qL1e t:1·-o·Fo2oítc1s de l;,1s 

cepas Hk-9 y NIH-200 eran lisados por suero humano normal a una 

concentración mayor de 10% v/v. Se demostró que la activación del 

complemento •?J-a por· la via ·a:1tei·-ria ya quE!-Úi :inhibición de le• ví<i 



o ~l uso de suero ~P cob~yo- deficiente en C4~ CelUSi::'l.1·-1.'Jn 

por inaci!ivacicin de la v1a alterna pot· trat~1r1jento del suero con 

EDTA o por· calentamiento ¿1 ~50 ºC poi·- 20 min (01·-tiz-Ortiz et al, 

1974). 

EI papel de La activación del compl~mento por la vía alterna 

en el recha20 de J.¿1 in·F<,;cción ci.mi.biana .iD vivo .fue estudiado en 

hamsters t~atados con el .factor del veneno de cobra ICVFI que se. 

reta1·on poster·i.01·-mente con L .. )::tJst;olrrLf'...E• Hubo L1na dismú-,ución 

en el tit-:mpo ele sobt·eviver1c:ia~ pé1···dida.' de peso y mayot· incidE.1ncia 

y severidad en las lesiones hepáticas, i·nducidas poi" l.as·· amibas 

inoculadas directamente, eri 

(Capín et al~ l 930; Glictdit-ian Y: M~e~-·~yit_ch!I 

En otros- eHpeí··im_entOs -c·t¡i:.1e··-- la- .:amiba -_¿v.:tiva 

también al complemento por la vía clásica. La activación de esta 

vía pl.iede llevarse cabo por dos mecanismos, uno a través de la 

'activación· -,iino>cta de Ci por· un componentE1 ¿1mibianb y el 

puede involl.icra~ adsorción de inmunoglobulinas no especí.ficas a 

la super.fici~ del parásito y .formación subsecuente de parches o 

encasquetamiento de manera similar a lo ~t1e con 

anticuE:r-pos espl_='cfi~j:co_~.;. <f-)pst-Kettis_ y_ SundqvLst~- J_9i'B;- Caltler6n 

et fil, 1980) Q 

Las contribuciones individuales de las Vías clásica y 

altern0 para la activación del complemento por la amiba ~ueron 

determinadas en suero agotado inmunoq~i1nicamente de componen·tes 

requeridos pa~a la acción de la vía clásica (Clq) 

(facto1·~ J)) • Al restaurar las vías por la rt-si1:unst i tLtc.: i ón 

independiente de sus componentes, se observó que la- adición de 



Clq p1·~odujo 39;~ de· .l i!5.l s v unión rJel U.-26/... dr::~ :t 2~rc3 1:;t J as 

ami bi:i.s~ la adi~ióri del .¡:actor D dió 11% de lisis y 0.10% de 

unión, 

a¡:.H·oNJ.mt::\damente i:\dii:Jvo~ La sup_E·r:ficie cel1.1lar de 12, ar~1iba, 1·~ i ca 

en carbohidratos~ es un contr·ibuyente mLtY i1noortante en el 

consLtmo de componentes de ~as vías cl.ásica y al·te1~Ma del 

complemento en la Fase .¡:luida (Calderón y Schreiber, 1985; Reed 

ft_j;:_ .§)_. 1986). 

La incubación de amibas con suero !1uínano not··mal pi·oduce c-:1 

consumo de C3, C4 ~ Factor B. El tratamiento del suero con EDTA 

bloque~ el consumo ~e,os tres compori~~tes, ~ientras que el 

tratamiento con~lg..:.EGTA sólo- blor~üea~el.con~ó,Jit:lé:ie C4 (Met-i §.t. 

21, 1985)~ 

F'ara elucidar -a . .tgur'lós de los'· procesos- patoblológi~os de_ E. 

histolyti._~ se h<i< estudi.ado la activación por los tt·o.¡:ozoítos de 

las pt·otein2.s ·ci.el complemento invblw:radas en el inicio de las 

vías. La deposición especfFica de C3b en la membran~ de 1a amiba 

está correlacionada con la lisis y ha sido usada como un 

indicador de la interacción directa entre el parásito v el 

complemento. Tro~ozoítos incubados con suero humano normal en 

pt-ese~cj:_-a dE?- ~-2~J__C3_uniecon--moléculas-- dfi."--p3b:~a~~ sus -füembt~B:-r;as en 

ausencia de anticuerpos especiFicos. El núme~o de moléculas da 

C3b unido. por tro-foz;.Jíto -Fue de m..:i.s de 35 H 106 , 15 min después 

del contacto con ol suero. La cinética de unión de C3b ~ue muy 

rápida con un aplanamiento a los 10 min. L~ lisis causada con 

suero tratado con EGTA ~Lle más lenta y correspondió al 60% del 

valor del suero no tratado. El suero inactivado por calor no 

prodUJO lisis y la unión de C3b ~ue ~616 del 20% (Calderón y 



Schreiber, 1985)~ 

La .~cci_~n_ de las proteasas de la amjba li.berad~s por el 

t·o1np1miento de la m~mbr~na sobre el C3b L!nido a los tr·o~ozoitas 

-Fue de~ostr~da por 

viabl.es y células -fijadas con glutaraldehído. unión 

especí~ica fue tres veces _mayor en los trofozoitbs fijados. Una 

de estas· proteasas~ la p1--o-teasa n1:-:utt~a ele. c:iste:í.net de 56. kDa, 

activa el sistema del complem1~nto poi·- el 1-ompimiento ·rJe:c3 .en la 

fase flu.ída <Reed .f,,:_~ .fü..l, 1989), La incubaci.ón de C:;>;·con 50 U de 

proteasa altamente Plffa pt-oclujo un 100/. de 1~ompimien'to de la 

cadena "" de C3 en 60 mi.n <i. 3_7 ºC. La.-1-uptu1-a de -1a·-c,¡fdéna· ¡i -·-fue 

entt-e los ,-esii:luos de am_ino áci.dos en las· pósú::'iorÚ;;s· '•-7ff y - 79 

<Sf!l"'-Asn), 

pe1·-manec i ó 

produciéndc~e un t=ra0~énto de 105 kDa~ La cadena B 

i ntac:ta. Esta _degradación del C3 nativo 'Vesúltó 

similar- "' la-producida ¡:ior- las convertasas de C3 :que 17.ompen entt-e 

los residuos Arg-Ser en la posición 77 y 78 de la cadena G~ La 

proteasa puede ser inhibida completamente por 5% de ~uero humanó 

o de tJovino (f(eene et -.al, 1986), mi<"!ntt-as que el. r:ompimiento en 

fasa -fluída de C3 pGede sér detectado en amibas intactas adn en 

presencia de suero. humano normal ~l 50%. El rompimiento en fase 

·Fluj·dr:i -Fue, inhibido pr~t;:o-inc:Ltbi::\ndo a J.¿'\s arnib?1s_ con E:-·:64.~ -Ltn -

i.nhibidor in-eversi.ble de pt-oteasas de cisteína, ·10 que elimina 

la participación de otras proteasas. Estos hallazgos pueden 

re~leJar una mayor actividad de la oroteasa en el ambierrte 

inmediatamente adyacente a los tro~ozoítos. C3 es extremadamente 

sensible al rompimiento por la proteasa, por lo que adn niveles 

muv bajos de ~sta, liberados por cepas no patogénicas fueron 

su~icientes para romper el C~ en la ~ase ~luida~ i\lo se 
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·~nc:or·1tr·~t~on complejos d12 mH\iOJ·- p~so mo.Lecul~\1- que 51_1i.:.:,iíet-an un.::•. 

unión covalente d~l C3b e C3~i a mbléculás aceptaras del parásito 

come' '25 el 

.. 'Toi net~, :l. ttf:39µ F'uentes g_t §.!l .. ~ 1988}. 

El desar·rol]o de la it~-fección amitJJ.C:l.f"lt:\ en el humant1 es un 

~enómer,a multifac·toriaJ en donde el complemento juega un papel 

muy importante en l~ re1.aci 1jr1 ht1ésped-parásito~ La presencia cie 

anticuerpos dirigidos contra antigenos de super~i-~j.e indica que 

el complemento p1Jede seY activ~do p6~ la vía clásica. F't.1.c:ientc-:s 

con amibiasis invasiva presentari nivele~ bajos de. C3 y normales 

de Clq (Capin f?.t i;Ll.• 19ü0). Esto suqiere quF.> la vi'.2. altet-n<,• es 

activada--o que el doúío l1ep~itico pL1edc.;, dislf1inL1ü_.- ¡;:,- producc:i.ón de 

C3~ Pacientes con ~bscesos hep~ticos arnibianos pr·esentar1 ni'teles 

de c:omp1emento variables. En algunos ~asos se ha observado qu~ la 

actividad CH50 en suero aumenta er1 ur1 31% er1 pacientes con 

abscesos amibianos tempranos y, con abscesos amibianos tardíos 

disminuye en un 8%~ En otros casos de pacientes cor1 abscesos 

amibianos se observó una reducción del 28% en CH~o y del 31% en 

los niveles de C3~ sin embargo, los niveles de C1q permanecieron 

inaltewados <Caoin et fil, 1978>, 

Los qpe i n§ec.tar1 tej iclos 

t-ef't-actat-i.os al daño por complemento, pat-ticulan11ente en aquellos 

pacientes que tienen niveles normales o elevados de complemerrto. 

PBra de1nostrar las diferencias en s2r1sitJilidad al comple1nento se 

han empleado aislados clínicos crecidos en condiciones de cultivo 

que imitan las del intestino humano poi·· la adic.ión de bar.:tEJt .. i¿1s y 

almidón .. Los aisl¿idos sens1blE.1 s y t·esiste11tes al comple .. mento, as:f 

1::0010 lC:\S cepas aHénic¿is~ activan ¿1l c:omple1mento tsn le:1. ·Fase -Fluida 
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tia s1d1J deínostrado por el cor1su1no v p1·oducción de 

·+:ragmentos de] complemE:.>nto. La r·t"·~1stencj.G"t o susceptit>i1itJi:1d al 

con1plemento está correlaci,Jnada cor1 los zimo(le111os de 1.os tra~o-

2oítos aislados. Ami.bas mantenjdas en 1nedio de Robinson con 

la activación de la vía alte1~na del complemento. 

c:ontt-a1·- to, 9 de 11 cepas patogén11:as <z.:imoclemc)s II~ IX 

lisis 

Pcw el 

y XIV), 

bajo condiciones idénticas ~tJeron resiste1·i·tes a la 

muerte por comple:~mento .. Lc:1s C)tra-.s dos c:erJt:•.s patclqé.nJ.c:as ·fuet-on 

igualmentf:~ suscept.jbles que l2ts comEinsales (f<eerJ ~!.al~ 1983). 

En Ltn in·ten·to oor compr·ender el establec~niento de la 

amibj¿:tsis en pr·~sencja _c;e la actividad lí-tica del _comp-lemerito -se 

C(Jltivaron tro~ozoitos en preser1cia de su~ro humano nor1n0l y se 

les pr·obó su sensibilid~d 

1-epet i damente en SLtero 

a la 

hümano 

Lisis. 

not-mal • 

.Amibas tratadas 

most t'aron. 

susceptibilidad 1·-educida a la lisis pcir complemento· (Cal1jerón y 

ToV<\r, 1986 l • " Se observó qLte s..,_ hi_1;!J;;Ql_'Ll;j_<;;_;\\ tratada hast¿, 45 

veces con suero. t·~umand-no}-1fla] (come?rizando con_ 5/. _y/v· dé sLte1··0 e 

inct-erner-1tc;<5 semanales·· ele· 5% hasta 'iOf.,) perdió. p2\t-c lmente su· 

susceptibilidad al daAo depenciiente de complemento. La lisis en 

la~ i:.Hnib1Z1s adapti::·~FJ~s_ ci:~ ·?Üero __ d_i_sminuy_L'i en un 61-% en pr!=?_?~n_cie\ de 

SL.tet-o al 

corrtt·ol. 

25% y en ün 37% con .sue~6 al AO% en comparación al 

Esta talerancí¿(, al daño por SLIEH"D .fue ob.tenic-Ja con la 

cepa ~~Ml y la clona 5C1 derivad~ de esta cepa después de cinco 

clonaciones consecutivas. La clona 5Cl tYatada repetidamente con 

suero humano normal desarrolló una reducción signi+icativa en la 

susceptibilidad a la lisis por complemento en comparación a la 

tolet·2.ncia obsE?rv;;1da en la cepE1 HMl 01·-igina]. 
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aislad~ de un pacjente ·c9n amibiasis representan pobl.acj.ones 

hel:erogéneas con respecto a ~lgunas p1··op'iede:1des celu.lat·es .. 

También se han aislado clonas a partir de la cepa HM1 que 

di~ieren en ca~acterísticas como adherencia~ f'agrn:itosi.s y 

virult~ncia ([Jt"ozco et al., l.9s:::;¡" D(? acuerdo a esto, la e;.¡posición 

a complemento puede llevar al créclmiento oref'erencial de una 

población resistente a suero. La resisten~ia al complemer1to se 

obtuvo también en une( clona cJe g_.'!... l'"-..i_?.,~~:.9.l..:Ltic_S1 HM:I., lÓ que sugien:;;~ 

que es una capacidad adquirida y no el resultado de un proceso de 

Esta resistencia f'ue revertida cuando el t~atamiento con 

suero hL1mano ncJrma.l í'ue .. suspendi.do .(Calderón. y Tova,t;, 1986). 

Después de do~ semanas de cultivo sin la e>iposicitin 

comp 1 ementi.::1, la susceptibilidad a la lisis por suero f'ue 

recuperada progresivamente en amibas adaptadas a C:omp lemento 

hasta a.lcanzat- ei nivel de los c:orrb-oles en· urf:per'i<;:ido 'de ün mes. 

Esta ,-esistencia pat-cial depende de la pi'·esenc'ia cr .. nsistente dE:c 

suero, lo que sugiere que el estado resisteMte en los tro~ozolto~ 

es inducido P,01· el cpmplemento. De acuc'Ee1·~dc· a estos rt=sultacJos, 

los tro~ozoitos patogénicos en los tefidos del huésped pueden ser 

resistentes a la lisis por com~~emento pcirque están expuestos 

continuamente a los componentes del· complemento (Calde~·on, l.988). 

Una di SfflÍ llUC i 6 n en los niveles- de sin 1 is is de 

tro~ozoi·tos, ~ue observada cuando an\ibas pasadas por hígado y 

resistentes a complemento ~ueron incutladas con suero humano o de 

.inmune < Mo,.;iyor·os. 1986). La 'inducción de la 

resistencia al complemento poi· antictlerpos o por pnesencia de 
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complemento d1Jrant~ el cultivo ptJede s~r relevante er1 relación a 

la ine·Ficier1cia de los anticuev·oos hum11rales .los 

t1·cd::o~DÍ l:os invasivo~, .. 

Cuando amibas sµscep·t-ibles o.-resistentes a la lisis por 

compl~mento se~i~cuban_con i 2~IC3~ se rofnpe la cadena~ de C3 y 

sólo se obse1·'va eY C3 i nt;;1cto en la superficie 

independiente.mente de que las 8.mi.bas sean 1 i.s<.1das o no. Es por 

esto que las di.f¡.frerici.as· en la sensibilidad a la 

por el complemento .no ,se d~ben a distintos 

rompimiento de C3 en la superficie del parásito 

1989). La unión ·del C3 a la amiba pr·esenta 

taracter fst i cc\'s: 

lisis med.i.ade:t 

pt·oductos de 

rneed §.),;_ s1, 

:ias si.guientes 

1) No se lleva a cabo a través del tioéster, ya que las amibas 

Llnf')n c«nt.idades e;.qüi .. valentes de C3 nativo y C3 _con el tioéster 

l.nactivado por me-ti lr.-\mina. 

2) No se realiza a través de la porción amino termin~l de la 

molécula, ya que C3a des Arg fria no ~nh~be la unió~ de • 2~IC3. 

31 La unión no es saturable, lo que niega la presencia de un 

receptor especí·Fico. 

4) El tioéster del C3 unido es inactivo, ya que no hay 

romp i. miento .poster i6r-.-:i)ot· i.as convet·tasas· de· cz. ii:i por'· · pt·o\:eí nas 

contt"ol de la f'ase flL1ida (¡:;'.eed et_ §_l, 1989). 

Se ha sugerido que las cepas sensibles al complemento se 

l.lsan pot· una reacción que involuct·a el ensamblaje del ceimplejo 

de ataque a membranas (C3b, C5b-9l iniciado por el rom~imiento de 

C3 en la fase i'lLJida (f;:eecl §..t §.1., 1989). Además, la generación 

chrecta de C3a y la pr0Jjucci1)n subsecuent.:;• de> C5a por C31JBb, 

puede pn:imover invasión vascular por amibc."\s o 



qui1111oatrayentes para célL1las inflamator~as. Esta posibilidad 

leucocitos polimc:w-fonuclea1·*eS en los estadi1Js tr2mpt-anos de la 

1989). 

Otros experimentos demostraron que L ... ll.L§.J;:¿::;J,_vtica con 

zimoderno patogénico crecida en forma axénica fue susceptible a la 

lisis por la activación de la via alterna del comp l f::im1.::into 

<Ot-ti2-0rtiz p>_i;_ al, 1978). Amibc\S de la cepa HM--1:IMSS crecidas 

en medio axénico fue~on muy susceptibles al complemento y 

presentaron virulencia baja en un model~ de absceso hepático en 

el harnstew. Los trofozoítos ~ueron muy resistentes al ef·ectci 

litico del complémento después de pasarlos por el higa do. De 

acuerdo a esta se--observa q1Je la susceptibilidad o resistencia a 

la lisis están detern1inadas por las condiciones de crecimiento y 

no del zi.moclemo. medio 

xéni.co conservan SIJ virulencia original~ debido en alguna ~orma a 

la presencia de _bacterias. Se piensa.que las. bacterias prqv~en a 

la amiba sistemas enzimáticos requeridos para su metabolismd corno 

cor ejemplo protección contra los ef'ectOs tó>dc:os 
-- - - - - -- --- ':----

libres" Las c8pas axénicas qu~· al· crecir11iento 

sln bacterias fueron aisladas inici~irnente de pacientes can 

arnibiasis invasiva" pero han p~rdido su grados 

variables y se har1 hecho sensibles a la lisis mediada por 

complemento <Diamond et al, 1974; fi'.eed §'.t . . <3\L, i987). Existe un 

de que un cülti~o axénico de tro~ozoítos recuperados de 

abscesos hepáticos en t1amsters íllantuvo la virulencia por 300 días 

paso por el hígado (Lusl1baugh ~t üL, .l9'78). 



calor COI'! anti CLlf?l"pos inductores de encasqueta1riier1·to de 

los tro+:ozoitos menos 

suscept i blt?S la Úsis pot~ i::omplemento mediad<o< poi- anti cuet·pos 

ICalde~ón y Tdvar~GaLlegos, 1980~ Aust~Kettis y Utter, 1984). 

Ademas de la~;actividades de adaptación que el 

t"E>quiere pat·a resis·(itc el ciar\cJ mediaclo poi·- complemento c1urante 

la invasión tisulár, los tro+:ozoitos pueden 0ser al cc1mp 1 emento 

que +:ue 

tratad~ rep~tidas veces co1·1 complemento mostró un incremento en 

las actiVidades ~agocíticas _Y citc:rt.óNicas (!-\1- i.a.s-Negt·ete , y 

CMlderón, observaciones no publicadas, tomado de Calderón, 1988). 

El índite erit~o~agocítico-_ert an!ibas· tratadas repetida~ent~ con 

suero humano normal al 40% ·Fue dos veces mayor que en los 

tro+:ozoitos no tratados, mientras que en condiciones de suero 

inactivado la +:agocitosis sólo se incrementó 1.36 veces. T~mbién, 

la actividad citotdxica de las amibas hacia células de bazo 

marcadas con ~icr con10 blanco ·Fue 1.55 veces mayor en parásitos 

trat~dos con complemento que en amibas control ·Y· aquel las 

l iget·o 

i nc1·emento de 1.17 veces. Estos 1·esul ta dos indican que la 

intet·acción del complement6 con las amibas puede producir o 

sel ecc. l ondt" algunas propiedades -funcionales y bióquí~icas que 

activar1 al parási~o a expresar una mayor virule~~ia~ -E~ relación 

a la activación moderada producida por suero inactivacl~ por calor 

es posible qL«? ott·os -factores sét·icos no de·fi.nidt:is puedHn 

aumentar las +:un¿iones +:agocítlcas de la amiba <Calderón, 1988). 

El mecanismo por el cual_ las amibas patogénicas-evaden la lis is 
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Puede 

involuc~ar- la fo~mac·ion-de complejos de ataque a Jnembrana no 

·1':u!·1ci.:·;1·1t::1les 1-:-:n -fc1rme:i. simt ·¡¿11·v a lo que t"la s:i.dei übset·vado en 

1 9B3 l 

o una 1·"epa1·"ací~in rd.pida de la membt .. ana como_ l1a sido dt-~mostr-ado en 

1987; 

Mo1-gan f'.J';. al, 1987). Alternat_ivamente~ cepas patoqt?nicEi.s pLteden 

sintetizar proteínas de membrana similares a los inhibidores de 

lisis 1··eactiva., desc1·itos l"ecientem¡;o;nte, íHolguin §.:!;, .9.l:• 1989) o 

un factcw de restricción homól•.::i~~o <Zalman .~1. aj_, 1986). Est.as 

malécul.as previenen el ens.amblaje del complejo ~e ataque a 

membt·an¿\s. a· nivel. dE!: C7 'y C8 o la unión y polimet·ización .de C9,, 

previniendo por· J.o t.i:,rrto l~i. ·f.onnaci1:in del ca.n.31 lítico. 
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OBJETIVOS 

La r·esiste11cia (jE1 L=:nt...stfilQ_ti_l;i_'ª lJJ.§~to_~,Ytit;ft al efecto J !tit:o ciF--J 

complemento ~s uri factpr_muy i~~ortante en .la capacidad ir1vasiva 

del parásito. Esteactiva ~1 ¿ompfemento por ambas vías y pos&e 

una p r-Ote~sa .-.capa~ de rcl_mpEtM 8._l C3_n Di vet"Sa.s cepas de ¿¡_mi bas 

pueden des~r0o11ar .resistencia al compl~mento y se sabe que las 

diferen¿ias en la sensibilidad~ la lisis no se deben a distintos 

pnJrJuci:os de ~·c1mpimiento del C:::'. en la st1pe1·Ficie del t:rof'DZC•i:to. 

Se l"Ja p1··opuesti:J qL1e las 1:epas sensibles se lis<1r1 por una 1·eat:ción 

que involur:1·a 1<1 f'onnación del complejo de ataque a me1nb1·anas dEl 

complementó <r.:eeci §.:\;. fil, 1989). H,:ista la fecr1a se desconocen las 

fo1··mas- ·como la amiba manej;;, al MAC para r·esistir· s1.1 ataque. 

El objetivo general de este trabajo fue investigar algunos 

de los--posibles mecanismos involu.c1·21dos ·i;;n la 1~esistencia _de !;.!. 

al C:!Jtnp lenH:~nto .. 

Los objetivos particulares Fueron los siguientes: 

11 Puri~icar al componerite C9 del complemento para emplearlo como 

marcador del destino del MAC después de la interacci~n de amibas 

con st1ero humanoª 

2) F'repat-ar la cepa de g.!'- hi.?i;Q)yt ·i.c,:;i t·ei:s i:;.ten_Le a sL1e.ro humano 

(R) º' p0\1·-tii· de la ·set;sible (5) p.;:1ra esh1diar sus ·di.fe;¡·en1:ias en 

el manejo del MAC. 

3) Localizar al MAC ~n el tro~ozaíto mediante mi~~oscopía 

inmunoelec1:ronica y t&cnicas de ~raccionamiento subcelular de 

arnih.;is. 

4) Investigar el curso temporal de la unión del MAC a las amibas. 

51 Conocer si los extractos amibianos tienen la capacidad de 

-deg1··a.dcit" a los componenti3s C8 y C9 ¡jel complem'en1:o. 
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CAPITULO I l • MATERIALES Y METODOS 

11.1. Cultivo de amibas 

s_ntamoel;@ b_istolY!;i.~ de la cepa HM_1: )MSS ~:f'Lle. - cultivada 

aHénicamente en medio TYI-533 CDiamOnd et-a1,'.1r;i?l3>~· En todos los 

logarítmica 

·.'.:;.::.} 

se emplearon tro-Fozoítos coseé:hadcis a'L :final de .-,.:·:e- < 

y Í~~ados 
la e>:pet-i mentes 

-Fase de crecimiento dos veces con 

amortiguada.- de -Fes-Fatas-salino para ami has· (PBS-Al : una parte de 

amortiguador de -Fas-Fatos 0.15M~ pH 7.2 y nueve partes de NaCl 

0.19 M. 

lI.1.1. Obtención de la cepa resistente al suero hLtmano 

Entamoeba histolytic~ cepa H111: IMSS resistente a SLIF-ffa 

humano -Fue preparada de acuerdo a la técnica descrita por 

Calderón y Tovar !Calderón y Tovar, 1986). Un millón de 

tt-o·fozoítos de s.,_ histolyti¡;_;;\. HMh IMSS sensible a suet-o humano 

!SI se incubaron en medio TYI-S33 modi-Ficado por la ad1c1ón de 

MgC1 2 0.5 mM y CaCl2 0.15 mM y adicionado con suero humano 

-Ft-esco. El suero se obtuvo de dos donadores a partir de sangre 

que se dejó coagular po.- 30 min a temperatura ambiente, 

poste.-iormente se desprendió el coágulo del tubo y se dejó a 4 •e 

por h. Se centri-Fuga a 164 K g durante 10 min. El suet~o se 

dividió en alícuo·tas y se gLlardó a -70 ºC. Las amibas se 

tet-minada la 

incubación, se les quitó el medio con suero por centri-Fugación a 

164 x g y se sustituyó por medio no.-mal. Después de 24 h se contó 

el número de células, se ajustó a la cantidad inicial y se 

.-einició el tratamiento con suero humano. La concentración 
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inicial de suero ~ue de 10% y se aumentó hasta 40% en intervalos 

de 5'.I.. 

II.2. Decomplementación del suero humano 

Se sabe que el calentamienfo del sL1e·t·o ,36. min 

inactiva al sistema del 

tratamiento no ~ue su~iciente, po~ 

ensayos de decomplementaci6n 

1) Tratamiento •e 

pot· 6 h. 

2) Tratamiento con 

grupos hidroxilos C3 

lo que provoca el una 

solución de Zymosan a una 10mg/ml en 

amortiguador veronal-salina para amibas <VBS-Al -Frío~ qLle 

contenía dietilbarbiturato 5mM, MgCl2 0.5 mM, CaCl~ 0.15 mM y 

NaCl 193 mM, pH 7.2. Se agregaron 100 µl de esta solución a ml 

de SLlet·o humano ~resco y se incubó a 37 ºC por h. Se 

centri~ugó a 164 x g para separar el suero del Zymosan. Se sabe 

que la eliminación del C3 en suero humano tratado con_Zymosan es 

incompleta por lo que el tr·atamiento se hizo una, dos y cinco 

veces. También, se hizo un tratamiento aumentando cinco veces la 

concentración del Zymosan. 

La decomplementación del suero se evalua por el 1··ompimiento 

del componente C3 revelado por inmunoelectro~oresis. 

II.2.1 Inmunoelectro~ot-esis de suet-os decomplementados por varios 
métodos 
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Se realizó de acuerdo al método de Grabar y W illi ams <Grabat· 

y Will'iams, 1953). La agat·osa se prepat·ó al 1/. en -~inbrtigüadot' 

Tris-ba~biturato pH 8.6 CLKB 2207-1011. La soluciftn se~aientó ~ 

90 •e en Ltn bai'lo con agitación constante. Una v~'~;_.~¿Xdi;a, 
-·_-.,-_,,,~_ ..... ', __ ,:;~: 

se 

ení-dó ª· 50 •e y se vil·tieron 12 ml sobre. Ltri~ ,;1¿'i::~>cte)icirio de 

84 >: 94 mm. Ya solidií-icada se hicieron 5'poz·6~;.;·ªe'2.'5 mm del 

lado de ia placa más cet·cano a1. cátodav se}~~~~á.~~~A'.Ún.t.1 de 8.5 

debajo de cada pozo con un bistúd. El ~;{;',~~¡,;ye;~ '.c~nales cm se 
· · ·,~c2:' 

qLtitó después de la electroforesis;'secol'oi::á\t,~5;·;~~i1h'cte muestra 

1 a electroFot·esis se cd;·rió ~ 1:¿·· V~é:,:;,;;:;¡ 10 •e por 
. • . ' . . • ' • .\:1'.., ~" . 

quitó el gel de ·~o~·: ~6z6~c: y 

pot· pozo y 

h. Pos ter iot·mente, se éstos se 
-' . : ' . 

llenaron con 100 µl de sue1·0 de conejo,·.a~t·1<c3.;·hLtinano. La placa 

se colocó en una cámara húmeda a temperatura ambiente y el tiempo 

de dií-usión fue de 15 h. En la í-igura 2 se mLtestra la 

inmunoelectroforesis de suero humano decomplementado por varias 

formas. Se observa que el mayor rompimiento de C3, demostrado por 

una mavor separación de la banda de precipitación del pozo~ se 

encuentra en la muestra que corresponde al suero decomplementado 

con un tratamiento con Zymosan por cinco veces (fig. 2hl. 

1I.3. Determinación de viabilidad de amibas susceptibles o 
resistentes a lisis por suero humano 

Una vez preparada la cepa <R)~ se hicieron ensayos para 

demostrar su viabilidad en suer·o humano. Se mezclaron alícuotas 

de 0.2 ml con 3 x 10~ tro~ozoítos con Oa2 ml de suero humano 

fresco activo o inactivado por un tratamiento con Zymosan. Las 

concentracior1es de suero empleadas ~ueron 1), 5, 10, 15~ 20~ 30~ 

40 y 50%, y se prepararon en VBS-A. Las mezclas se incubaron a 
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·- . 
37 "C por 3~~iN¡ ~esuspendiend6 las ~élulas. cada 8 min y se 

sLiet'b. Los 

tmfoz.oítos residL~ai;s ·~; -~e?[1~p;Acli.er~n· en O. 25 ml de. medio de 
~ -·: ' .. '- . - .· ,·;·· '· ' ~--·.-.•.- - .:'\_ 

cL1ltivo para contar las. é:é1ú"ic\s viables pot~ contrasté cie·.fases en 

una cámara mejorada deNeubauet'~-El pbi·céntaje-··dé;' li'sis se 
:: ' - ' ·.- ·.·- ' ' • _·_:~: :''.'. . ·;: ;::·_. ·~: :- .-::,. _-.<. 

de-finió como la dismi~Llción en las a~ib~s Vi~ble~ er1 SLlet-'o húmanci 

comparadas con el control hecho con suero ;-~~~{i,J~do::· ·por· 

cinco tratamientos con Zymosan de· la. siguient.e. min~;.a-: -:<.: '.'·. 
:_. . ' '~ .'.i _·. '' . ::·.~· ~- . 

normci.l 

(viables en control-viables en süerp ~c~w~~lF 
100 

viables en control. :•;.-

La viabi 1 idad se de·Finió como el pcircierrt:'.o .. de amibas vivas 

pt·esentes después de la 
-· -· -;-?:;f._~--" 

incubaci-Ón __ ,c~n: las di-ferentes 
- :-._'-J:.; .:-:-~~:- ---,_, ;:;:;~!_"::__ 

concentt-aciones de suero en 1·elación:-áii/1óot. __ t"epresentado por las 

amibas viables en el control· sin'· suét~b. En la -figura 3 se 

muestran las curvas de lisis de, la cepas (8) y (R) con 

concentraciones de suero de O a 501.. Se observa que con la cepa 

susceptible se alcanza una lisis del 90/. con la má>:irna 

concentración de suero empleada, mientras que con la cepa 

resistente el porcentaje de lisis obtenido con esa concentración 

de suero ~lAe del 20%. 

Pensamos que habia varias cosas que la amiba podía hacet~ 

para resistir la acción del complejo de ataque a membranas: 

a) Internalizar el complejo 

b) Desprender rápidamente los segmentos de membrana a los que se 

pegaran los complejos. 

cl Degradar sus componentes 

di Producir otras moléculas que bloquearan su acción 

Para seguir el destino del complejo de ataque a membranas, 
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·¡¡; 
:.:::¡ 
~ 40 

20 

o 
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% Suero 

Fig. 3. E~ecto l(tico de suero humano ~resco en concentraciones 
de O a 50% sobre tro~ozoitos de E._ his.:t_qlytica de las cepas (S) y 
(R). La incubación se hizo a 37 •e por 30 min y cada punto 
representa el promedio de doce eNperimentos. 
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lo primero que hicimos fue purificar el componente 

del complejo de ataque , el C9, y marcarla can ª 2 ª1. 

II.4. Purificación del C9 a partir de plasma humana 

final 

Esto se realizó de acuerdo a la técnica desc~ita par 

Biesecker y Müller-Eberhard 

de la manera siguiente: 

Todos los pasos de 

·e, los amort 

fenilmetilsulfonilfluaruro 

la conductividad de éstos se~ 

conductimetro Se 

desfibrinaron 120 ml de plasma humana por agitación constante con 

perlas de vidria durante una noche a 4 ºC. Posteriormente se 

precipitó el C9 mediante la adición lenta y con agitación de 600 

ml polietilenglicol 4000 al 21% (p/vl preparado en 

amortiguador de Veronal-salina hecho con Veronal 25 mM, NaCl 90 

mM~ EDTA 10 mM, pH 7.4. Después de 15 min adicionales de 

agitación, la muestra se centrifugó a 16000 g por 30 min y se 

desechó el precipitado. Se agregaron 2.19 g de polietilenglicol 

4000 sólido y después de ag1tac1ón adicional, se centrifugó a 

25~) g por 15 min. El preclpltado se disolvió en amortiguador de 

solubilización, NaCl 90 mM, Veronal 25 mM, EDTA 5 mM, pH 7.0, 11 

mmho, a un volumen +inal de 41m5 mlu Se eliminó el plasminógenc 

de la muestra pasándola por una columna de lisina-Sepharosa que se 

preparó de acuerdo al método de Dautsch y Mertz IDeutsch y 

Mertz, 1970). Brevemente, la Sepharosa 48 (Pharmacia) se activó 

con bromuro de cianógeno <CNBrl mezclando 25 ml de resina 
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decantada con un ~olumen igual de agua más CNBr a un~ 

concentración de 100 írig/ni
0I.de Sepharosa asentada. El pi-1 se ajúsfó 

y 

O. 1 M 

A los 

pH 

realizó 

cantidad 

empacci en 

de 

La reacdón se ··dejó 

Se colectaron las que 

presentaron mayor concentracicin de proieína determinada por 

absorbancla a 280 nm. El plasminógenci unido a la resina lisina

Sepharosa se desprendió por la elución con ácido E-amino-n

caproico 0.2 M pH 7.4. Las fracciones sin plasminógeno se pasaron 

por una columna de DEAE Sepharosa (Pharmacia LKBI empacada en una 

jeringa de 20 ml, equilibrada y lavada con NaCl 100 mM, 

25 mr··¡~ pH 7.0, 11 mmho. La columna se eluyó con un gradiente 

lineal de concentración de NaCl formado por 100 ml del 

amortiguador inicial y 100 ml de amortiguador ajustado a 30 mmho 

con NaCltt Se colectaron ~racciones de 10 ml y se juntaron las que 

presentaron mayor concentración de proteína por absorbancia a 280 

nm. Estas muestras se adsorbieron en hidroxilapatita <Bio-Gel 
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HTF', Bio7 Rad L~boratciries, Richmond, Calif'.I 

jeringa eqúifibrada can. NaCl 100 mM .• 

a 280 nm. 

SDS, la 

complemento 

En la figura 4 sé del 

plasma humano desfibrinado de lisina-

Sepharosa, DEAE-Sepharosa e hidr-Of:ilapatita. La eliminación del 

plasminógeno poi· la columna de l.isina-·Sepharosa se vet"i·ficó 

e luyendo el plasminógeno con ácido E-amino-n-caproico e 

identificándolo por electroforesis. El C9 se encuentra en la 

fracción proteica que se une al DEAE-Sephadex y que se eluyó con 

un gradiente de conductividad de 11 a 30 mmho. Se juntaron las 

fracciones de mayor concentración de proteína y se pasaron por 

hidrm:ilapatita. El C9 eluye de esta última cromatografía a una 

conductividad de 14.5 mmho. 

I I. 4. 1. Electt·oforesis en geles de paliacrilamida con dodecil 
sulfato de sodio <SDSI 

Se empleó el método de Ames CAmes, 19741 usando geles de 
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poliacrilamida aL'i2.5% •. Las mllesJras s.e (:jesnatLlralizat'.oncon ·sos• 

al2/. y· .;alentámieh'Í:o en .agua en ebullición por ~-.5. min ·se: 
-.. , 

redLUeron:con inet'c;aptcietánol al 101.~ ·La electro-Fot·e~is.:se. llevó-a 

cabo a ic> tn•A pªr g~l'. y se t~nríi;,ó cuando el colorante .:íl]at;-dado;: 
., 

azul de bromL1.fe'no1 akam:o ei bot,de terminal del gel.; Lbs :};)eles 

se tií'\er:on con. a~l.tl brillante de Coomasie pat-a .la d~{~i:"Ld:~.: de 

prnteínas o por el método de la báse de Schi'H· i:~E>}( ;~cYdo. 
pedódico para la detE>cdón • de 

_; .. ___ ,-; 

Zebroswski, 1973). Las· ~,:::at:Cioneseluícias 
,"'' --

de,. ici '.C:oil.l[Oíl~· . cie 

hi dt-oH i lapat ita eritrE> ib~ ~aí•bt0 es dE> condL,tct_i\lict~d. t~','y/~~. jnmho 
-- - - ' ·"·';·'·_ '•·.·- ",'::__· -~--·,;; 

se COtTiet·on en elecfro.fot'esi_s eÍl'S08_ y'É)fi-1ª-'.¡:igÚt:·4,5·~;;ie;';,'¡nt_ieí:;h.a 

la -Ft·acc i ón elLtí da con Llna ··~o~dLt~ti~idad ;'cte' 14;5: :oínit1o · qu1:> 
__ ,_ 

corresponde al C9. Como sE> cib~erva, no . ~e .. i,dg~i :obten1:>r la 

protE>ína compl1:>tam1:>nte pura ya que jUnto a lá ban~a dE> 

aproximadamente 70 kDa se observan otras dE> 92 y 66 kDa. En 

varios experimentos se utilizó C9 purificado, siguiendo el mismo 

método, pm- la St·a. Ing1·-id f<leber del Instituto de Mict-obiología 

Clínica de la Universidad de Erlangen-Nllrnberg, Alemania, el cual 

muestra sólo la banda de 70 kDa en electro.foresis. 

11.4.2. lactación de CB y C9 

Se colocaron 50 µg de CB (Sigma) o C9 lpuri.ficado en el 

laboratorio o en Alemania) en 50 11 l amort iguadot- pa1··a C9 

preparado con ~os~atos de potasio ú.1 M, pH 7.5, NaCl 0.15 M~ 

ácido e-amino-n-caproico 0.05 M, EDTA 0.005 M, en un tubo cónico 

de polipropileno que contenía un Iodobead CPierce, 

I 1 i no is l , previamente lavado dos veces con ml del mlsmo 

amortiguador, suspendido en 50 µl del amortiguador e incubado con 
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Fig. 5. Electroí'oresis en gel de poliacrilamida-SDS al 12.5% de 
la .fracción de plasma hL\mano elu:lda de l1idro>:ilapatita con 
condL\ctividad de 14.5 mmho. El gel se corrió en condiciones 
reductoras y se tiRó con azul de Coomasie. La banda de 71 kDa 
corresponde al C9. 
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2.5 µl 

C9 se 

separó 

coat·se 

empacó en 

amort iguadot· 

Previamente 

centrifL1gó a 

"""'ICB o 

El pm·centaje 

la siguiente manera: 

En un tubo se colocaron 200 µl 

de suero bovino y De esta solución se 

tomaron 5C~ µl v se agregaron a dos tubos, uno que contenía 500 

11 l de amortiguador pat·a C9 y el otro 500 111 de é\r.: ido 

tricloroacético <TCAI al 20%. Esto se realizó por duplicado y se 

dejaron en hielo por 30 min. Se centrifugaron a 1000 x g por 20 

min en ~ria y se tomaron 300 ul del sobrenadante para determinar 

el número de cuentas por minuto (cpml de cada muestra en un 

cantador para emisiones gamma <Beckman Gamma 5500). 

El pot-ciento de cpm p1·ese11te en la pt·oteína iodada < "''"" I p) 

se definió como: 

cpm • 2 mrp en amortiguador C9 - cpm • 2~IP en TCA 
%cpm en•mz¡p=-------------------------------------------- 11 100 

e p m "'"'' I F' 

Los porcientos de precipitabilidad con TCA fueron los 

siguientes: 

"'""ICB 77.66 +/- 4.67 

92.54 +/- 7.08 
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El es -o c9-m;;frca'aás 'se' -corrJeron en electro-Foresis -en geles 
- ' 

de pol iai:r i lami da-én :1a'·Fo~'ina'-descr ita _anteriormente. Finalizado 
",O,.: \ ':'' -¡;;> __ , ~-~·:.,: 

el p1-oceso cie :ti~~ió:~ -~ cl~stf'~c-Ídn: los geles se secaron sot:lt·e 

papel '-FiltrJ c~n c'~lbt: ~v·:~í:' ~~- Lln s_ecador de geles•<Drygel Sr. 

Hoe-Fer Scienfi~ic_·'Instruments, San Ft-ancisco) y se_ e;!Xpusieron 

placas Kodak <X-ol1An. Las placas se mantÚviernn a '"77(>\;•C per 

h y postet"iot'.mente se 1·evelaron con el : -Fin - de'• 6'.~~eV-~~t--
:~.~(d:· :·::·t -· ·,>::: . . :_ :-~·,/:' 

caracter.ístfc·a·s de las proteínas, ma_rca,<;ias~~ «:>~,_~~--,.. ~-.. -:.c.---

En la Hgut·a 6 se müestran las -~L1;ygga1::~~8f~!ft~s• de_ 

a 

.24 

las 

los 

geles de electroforesis de estos compbne'n:tEí~:'<,tiá\J:ill:u~at'Í::ados. Se 
Y".' 

:5.Y,'-'"'' 

·{}¿· 

C9 y tt·es bandas: una de apt·o:dmadainei';te?''t;4:~:D<il-i'qL\e'_éon'esponde a 
;: __ ·-.. ··-:_':-':·.;,::-·--:·.".,o ., 

las dos SL\bun ida des de 1 es •X y n con L;n>PM i:#-~da Lina de 64 kDa, 
- ·, .;=_ ~. 

banda de ap ro:< i madamente 44 ·koa - qL1e puede debet·se a 

asociación de subunidades T que tiene un PM de 22 kDa y la última 

banda de 22 h:Da con·esponde a la SLtbLtnidad T. 

II.4.2. Ensayo hemolítico 

al Obtención de suero 

Se obtuvo suero -Fresco, en la -Forma descrita anteriormente, 

de un donadot· con tipo de sangre "O" positivo. 

b) Obtención de eritrocitos. 

88 coluca1-on 5 ml de sangt"e tipo 11 A 11 posittvo en un volumen 

igual de solución de Alsever's estéril preparada de la siguiente 

manera: 4.1 g de D-glucos¿i, 1.6 g de citt·ato de sodio, 0.84 g de 

cloruro de sodio, 0.08 g de ácido citrico anhidro en 100 ml de 

agua des·tilada desionizada, pH 6.5~ Esta susper1sión se guardó a 

4 ºC por 1Jna semana con el ~in de permitir la lisis espontánea. 
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Fig. 6. Auton·adiogt·aí-ías de los componentes """"IC8 (A) y '"'"'IC9 
<Bl. Ambos componentes se corrieron por separado en geles de 
poliacrilamida-SDS al 12.5% bajo condiciones reductoras, se 
tiReron con azul de Coomasie y se expusieron a placas para 
auton·adiog1··aí-ia. En <A> la banda ele 64 kDa cm-.-esponde a las 
subunidacles a y B del CB, la de 44 kDa es probablemente un 
agregado de la subunidad 7 y la de 22 kDa corresponde a la 
SLtb\.tnid¿•d T d•.?l C8. En <B> la banda ele 71 kDa cot-i-esponde al C9. 
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Las células se 

centrifugaci~n~a 

y las 

adicionado con: 

10rnM,CaCl::. 

c) Sensibilizaci 

Los 

10•"/ml. 200 ¡.d 

se mezclaron 

di luí do 1/100. 

suave por 30 min~ 

eri.trocitos 

concentración antes 

por 

Se prepararon ocho tubas pre-enfriados y dos tubos control 

para lisis espontánea y 100% de lisis. Las fracciones de C9 a 

probar se diluyeron a una concentración ~inal de 100 ng/ml en 

GVB 2 •. Se adicionaron cantidades crecientes de C9 de O a 100 µl, 

10 µl de suero deficiente en C9, 200 .ul de eri tt~oc i tos 

sensibilizados IEAI y GVem- hasta un volumen de 500 µl por tubo. 

El 100/. de lisis se pt·ep21t·ó pot· la adición de :300 µl de agua 

destilada a los 200 ul de EA y la lisis espontánea se preparó por 

la adiciOn de 300 µl de GVB~· a 200 ul de EA. 

Los tubos se inc1Jbaron en un ba~a con agitación ~ 37 ºC por 

30 mina La reacción se detuvo por la adición de 1 ml de GVB2 -

frío y las muestras se centrifugaron a 164 x g por 10 rnin a 4 •c. 

La absorbancia del sobrenadante de cada tubo se leyó a 415 nm. 

La actividad hemolitica del C9 se calculó como sigue: 

Los valores de D~0. 4 ~~ de la solución de lisis espontánea se 



restaron 
. :·- ,·. 

de los• vayoré?s ~de. o. O;.,,_'~;;;. dE~. c.adaxtut;ci pt·gblema 
;·, 

y del 

valor de D. O.;.~,,, del ii:)oi pe> Ú~is. 

El pot-ciento de lisis.(y'j p~;~á '!:aciá ~01üC.íór; se sa1C.~1ló como: 

···.•··· ···~·,D.~.i~., ·0~1e~~ay{···· 

Se calcLlló se 

gr·aflcar-on contrá.el vb1úinen det9·cie .. caaa"'tutJci éMp~p~l log"-log 

de 2 >: 3 ciclos ;~e'ci~{:r-mi.noda c:3'r1t~cjacl·~.cie"c9:-~s.on la. ,qul=. se 

obtLlvo e1 501. de ii~i~· Ú:e~ v1'1.-Y ;,,,1r~~Est.~- '7~1~gici~~;~~~-dnffe a 

Llna Llnidad C9CH50i El título h~~o'i.í~•fü(): {~~· ~·~1C.~11~' ¿•6mo · ~i 
' . - ' , - -- :·:- ' . ·-- :----.<-\ _( •':,_, . ·• . ,- • , ->;:::-, -'· •:~- '.; ,- - ---~~-:e:::; -c-7. ' • , , . 

recíproco de la di 1Llc ion_ c:¡L1¡¡i da ···ei 5C'z.~_e\1isl~JF~-e;~~;ltf, ~~Jtrifi(j~d . 
de C9CH50/m1· de muestra). El C9CH50 del C9 pLtt:.Í-Fica~ci.•.clici Lln 

..:: : __ . . >. ~ 
valor de 99.3 unidades. Este valor está dentro clel r:ango. de 

títulos hemolíticos para C9. 

II. 5. Inmunomicroscopía electrónica 

Lo primero que hicimos para explorar el destino del complejo 

de ataqLle a membranas despL1és de su Entamoeba 
.,., ·;-,::·· 

histolyJ:J...<;:_§1 fue vet· la posibilidad de inter·nci.Íiz~C.i.Ón mediante 

microscopía inmunoelectrónica con anticuerpos m~rcados con oro 

coloidal. 

Para esto se tomaron 113.5 x 106 amibas de 72 h que se 

centrifugaron a 164 x g por 5 min y se lavaron tre~ veces con 50 

ml de GVB 2
- -Frío. Posteriormente se resuspendieron en 20 ml de 

este se adicionaron 10 ul de suero riumano 

de~iciente en C9 ((l.05%1 v se incubaron con agitación leve a 37 

•e durante 15 min. La reacción se detuvo por enfriamiento y tres 

lavados con 50 ml de GVB~-. La muestra se separó en dos partes 
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desiguales, una de_ 15 ml. con, ~75 >: 10'• _célLtlas y otra .de 5 ml con 

~25 >: 10~ célul~si Se~gragáron 150 b)-de aritic~~rpo de cabra 

anti C5 humano. y .50 µl de SLtet·o _i:le cabra respectivame-nt~ y _se 

incubaron durante 10 min en agua con hielo, Ambos_·. _túbos -se 

lavaron dos veces con 50 ml de GVB"'·~. El tubo con süet·ó .. de- :cabra 
,_ ·:,<_' ··<./-<>~.· . 

se llevó a un volumen Final de 2.5 ml y el tubo co~ ant1'.t5 a 

volumen de 5 ml. Se les agregó anticuerpo anti' i'' ¿Í~~li}/~as 
un 

de 
->:_-, -__ :"''.~_-: ~-: ,· :,' /~-~.: 

desarrol)ado en :cpn'iido:y _'aislado cabra conjL1gado con.oro·, .-10,nm., 

por aFinidad <Sigma Che;ical Co. St. LoLlis'/~~;>'.:;_a5.tn:, i:li lución 
·~- ,~,-e-:_: 

1: 100 y se i ncLtbaron ~~ a~L\a' co~ hÍelC:Í Jor :ÍO, mÍri',<,'.s¡¡¡. Í ávaron dos 

veces con amortiguador de i=~~Fat()E;'o.l ~[°pH,~7;tS_ ¡'.Z:a~>cü~1las 
---"•- .o•r;;-_:¡·--;''o'°-

con 

se.r~SL\Speni:J i¡¡;t'.cir( ei{/íc'.'fril:~"Císé ''~"mbfriguador -
~:,.;·~_._-;· ,/>i ·~:j.,,<. _.c.~~" - ,_,~ 

y se -f'ijáron .. córi gfotaraldetíídi:L af'.2%.' pára lo 
o' • .. '.., _,.-,._., '.- __ c:,.·.o,:<·:-~é: _,-_·.::·;e~~·-~?\'°· ·.t¡~-;~- , , .. 

30 µl. Las céÍL1lasgb"nláf~1frc~.'§§z~~sÚ!5péfldieron en 
< :;;::; ~-:-~_]:.,-_- -.. -.. , .--~~-~_:, :.'-"'::;!; 

suet~o de cabra de 

-FosFatos cual se 

agregaron 

ml de amortiguador de Fosfatos y ·se<separarón en tt·és alícuotas 

de ml cada una. La prim~~~ ·se \uó .-. inmediatamente con 

glutaraldehído al 2X (tiempo 0), La segunda y tercera se 

incubaron a 37 ºC por 5 y 30 min respectivamente, después de lo 

cual se Fijaron en la misma Forma (tiempos 5 y 30 minl. Tocias 

las muestras se procesaron para microscopía electrónica en la 

Las muestras fijadas en glutaraldehído al 2% se lavaron 

e>:haustivamente en amortiguador de FosFatos 0.1 M y se colocaron 

en tetróxido de osmio al 2%~ preparado en el mismo amortiguador, 

por 2 h. Posteriormente se hicieron las deshidrataciones con 

alcohol desde 30X hasta 100%. Las muestras se pusieron en óxido 

de propileno, óxido de propileno y EPON 812 1:1 y ~inalmente se 

incluyeron en EPON para realizar los cortes. 
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II. 6. Cinética de fijación de • 2 s1c9 a Entamoeba histolytica de 
las cepas (8) y <R>. 

Se incubaron 100 111 de trofozoítos de las cepas <S> y CRl a 

una concentración de 10 x 10•/ml LOn 100 ul de suero humano 
' ' 

fresco al 40% prepat·ado en vE!s-'-A X ,,-;,.,IC9. La incubación se hizo 

a 37 •e pot· tiempos de o, 15, 30 61:> Ün. bei;pLt~s de cada tiempo 
_.-:_. ' - ' 

la t·eacción se detuvo colocando los 200~·11l'de-.la"süspensi'ón sobre . ,··,- ··- ; 

'·' 
800 111 de sacat·osa al 20%. Se centrifugó a ·12,000. x g por 5 min a 

4 •e y se determinó el número de cpm presente en el precipitado y 

sobrenadante de cada muestra. 

I I. 6. Fraccionamiento subcelular de trofozoítos de Entamoeba 
histolytica 

Para investigar el destino del MAC al interaccionar con las 

amibas se realizaron separaciones de fracciones subcelulares por 

dos métodos diferentes después de incubar trofozoítos de las 

cepas (81 y <RI con suero humano que contenía • 2~1c9. 

II.6.1. Método de Aley <Aley et -ª1_, 1980) 

Se colocaron por separado 10 ml de tt·ofozoítos de s.,_ 

10•/ml en dos tubos cónicos de 50 ml y se adicionaron 9.7 ml de 

suero humano fresco dilufdo al 40% en VBS-A frfo y • 2 mic9. Esta 

suspensión se incubó a 37 ºC por 30 min, después de los cuales se 

detuvo la reacción aKadiendo VBS-A helado y centrifugando a 164 x 

g por 5 min para eliminar el suero. Los precipitados se lavaron 

exhaustivamente con PBS-A para eliminar el • 2~1c9 que no se unió 

a las amibas y se colocaron en dos homogenizadores de vidrio de 5 
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mi. Cáda paqüete d~ é:éiüTas se~l_le(,6 a Lm volümeíl. d~ 2 ml con 

PBS'-A 

en 

en 

Lln 4 ml de 

sacarosa o.58 M; ambos pcrépar.i\dos'en-el airiór;ticjl.iadm· Tds.:...Mg. Los 

gradientes se centrifugaron a 365 x g por 30 min en frío. Se 

quitaron los sobrenadantes del gradiente <SIN I> y se centrifuga-

ron a 40,000 x g por 1 h para separar moléculas solubles de 

fragmentos peque~os de membrana y vesículas (8/N !!) y <PPDO. 

Ill. Los precipitados de los gradientes CPPDO. Il se resuspendie-

ron en ml de Tris-Mg con m-metil-D-manósido 1 M y se dejaron en 

hielo por 40 min con agitación ocasional. Estos precipitados, 

ricos en membrana plasmática y libres de Concanavalina A, se di

luyeron en tres vol6menes de Tr1s-Mg y se homogenizaron con 80 

golpes. Estos hon1ogenados se colocaron sobre un gradiente de 

sacarosa al 20% en Tris-Mg y se centrifugaron a 365 x g por 30 

min en -frío. Los sobrenadantes (S/N IIIl se centri~ugaron a 

40,000 x g por 1 h y los precipitados IPPDO. IV>, enriquecidos en 

membranas plasmáticas~ se resuspendieron en amortiguadot· Tt·is-MgB 

Se determinó el n6mero de cpm presente en cada fracción para 
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conocer E!l destino del """"IC9 déspués de su incLtbación con h 

histolytica de la cepa .IS) o .IR). 

II.6.2. Método de Rosenberg y.GitJeri <Rosenberg y Gitler, 1.985) 
' -·. :· .· _- .-

~ '.-\'' : - ._'- ~ > ... - . ' : -__ :'· ',- ' . 
Se inc•.tbarnn poi- s.ep~t~a.clÓ trO-Fozoítos de E •. histolytica de 

las cepas <S> y <f':> a.u~a .i::º~c:'.en:tra:ción de 10. }L:106 /ml;con suero 

humano -Fresco al 4Ó'l.. en.'VBS'"'"A· y :.'·"'"'IC9 por 1 h 

de incubación. Se,~l}~i~:~ ,~)or cenfri.}Ltgación a 500.~ 
medio 

5 min 

en -Ft-ío y ·las céluicis s~ lav~r~n ,dos veic~s. C:c'ig5::i2~i de PBS-A 

de homogeni zac i ón <HB>, Tris 10 mM; sacarC]SCliC:>;¿s l'I, pH 7. 4, se 
- - -- --

colocó en un homogenizador de vidrio .. d.e:;5 :mLy se homogeniz6 con 
,_ ·" . 

20 golpes. Los núcleos y detdtLts se el imi n,;u·on 

centri~ugación a 500 x g por 5 min. Los homogenados post-

nucleares se colocaron en gradientes de Percoll al 25% preparados 

de la siguiente manera: Se adicionaron 9 ml de Percoll Isotónico 

IPharmacia Fine Chemicals) a 1 ml de sacarosa 2.5 M preparada en 

Tris 100 mM, pH 7.4 y esta solución se diluyó al 25% con HB. En 

un tubo de policarbonato para el rotar· Beckman Tl-50 se colocaron 

7 ml de la solución de Percoll al 25% sobre 2 ml de sacarosa al 

50% preparada en agua destilada. Las muestras puestas en los 

g1·adientes t;e cent1·i.-fuga1·-on a 62,000 J.( g poi· 30 min a 4 "C y se 

colectaron ~racciones de 500 ul, comenzando con la parte superior 

del tubo. Se determinó la concentración de proteína por el método 

de Brad-Ford <Brad-Ford, 19761 y número de cpm a cada una de las 

·Ft-acciones. 

11.8. Ensayo de acción de 1 isados amibianos sobre 1 ''"''1C8 y 
1:2 "'IC9 
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Para eKplorar~la acción de proteasas en lisados amibiinos 
-·-- _; __ ,_.. --·· 

sobre los comporientes ~erminal~s del cdmplemento ée fiéaron 10 K 

10"' 

''º 
µl 

pt'eparada Tris-HCl 

0.05 M, pH 7.5 por tiempos de O a Después de cada 

tiempo la reacción ée detuvo por la al 20% f'1·;:0. 

Los tubos se colocaron en hielo y se'-'é:eriú··i-f::ugaron a 12,000 N g 

por 15 min. La degradación de la azocaseína se determinó por la 

absorbancia de los sobrenadantes a 366 nm. La degradación de CB o 

C9 se determino por el número de cpm presente en el precipitado y 

sobrenadante de cada muestra. 

II.9. Obtención de sueros de anímales de distintas especies 

Además de trabajar con algunos aspectos de la interacción de 

histolytica con los componentes CB y C9 del complemento~ 

estudiamos el ef'ecto lítico de sueros de d1f'erentes especies de 

mam;:-Feros sobt·e tt·o-Fozoítos de !;;_,_ hist9J_y_t.ic_ª-• Esto lo hicimos 

con el ~in de conocer si existe ur1a correlación entre la 

resistencia de estas especies a la amibiasis y el efecto de su 

suero sobre las amibas. 

Se obtuvieron sueros, en la -Forma descrita anteriormente 

para suero humano, de las siguientes especies: 

al Carnero.- de cinco animales 
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b) Cobayo.-, de. vei Qte animales 

c) Coneja • .:.. de veinte ani.males 

d) Chivo.~. de ci~cci animales 

e) Hamsteir • .:.:·de veinte an,imales 

TI Humano.- de veinte individuos 

g) Rat~.- de veinte animales 

h) Ratón.- de veinte animales 

II.9.1. Ensayos de lisis de S.... histolytica con diTerentes sueros 

Los ensayos y cálculos de porcientos de lisis y viabilidad 

se hicieron en la Torma descrita anteriormente para probar la 

viabi 1 idad de .~ histoly_t;_!_J;..§l a suero humano. 

II.9.2. Determinación de anticuerpos 

Se determinó la presencia de anticuerpos anti amiba en los 

diTerentes sueros por doble inmunodifusión. La agarosa de las 

placas se preparó en la forma descrita anteriormente para 

inmunoelectroforesis. La agarosa se virtici sobre portaobjetos de 

vidrio y se hicieron seis pozos en círculo y uno central. En el 

pozo cent1-al se colocaron 20 ttl de extracto amibiano preparado a 

partir de 20 x 10• trofozo(tos/ml. En uno de los pozos alrededor 

de éste se pusieron 20 ul de suero de conejo anti amiba como 

control positivo y en los demás se agregaron 20 ul de cada uno de 

los di~erentes sueros. Las placas se colocaron en una cá1nara 

húmeda., la difusión se dejó por 48 h y las bandas de 

precipitacidn se observaron con ayuda de una caja negra. 

II.9.3. Determinación de CH50 
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A tod6s -los sueros e~ip i ea dos eh estas ensayos se les 

determinó el r;iiVel 

Dar fo 

de 

al 

diluciones de 

-fueron lisis espontánea y 

cantidades crecientes de los 

baño 

para las 

controles que 

adicionaron 

600 /1 l de 

eritrocitos sensibilizados IEAI y DGVB-• hasta un volumen de 900 

µl. El 100% de lisis se preparó por la adición de 300 µ1 de agua 

destilada a los 600 111 de EA y para la lisis espontánea se 

adicionaron 300 111 de DGVB-- a los 600 ul de EA. 

Los tubos se incubaron en un baño con agitación a 37 ºC por 

30 mtn. l_a 1~eac:ciór1 se detuvo pot~ la adición de 500 .ul de DG'v'B++ 

-ft·ío, las muestras se centt·i-fugat·on a 164 :·: g poi- 10 min e. 4 "C y 

la absorbancia del sobrenadante de cada tubo se leyó a 550 nrn. 

La actividad hemolítica ICH50) de los di-Fet·entes sut'?ros se 

calculó en la -forma descrita anteriormente para C9CH50. 
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I I I. 1 Destino de 
Entamoeba 

CAPITULO III. RESULTADOS. 

los complejos C5b-9 en 
histolytica analizado 

electrónica. 

trofozoitos de 
por microscopía 

Lo prj_m8ro que· analizamos como mecanismo probáble de 

localizc\ción 

de los complejos C5b-9 en trofo2oitos posteriormente a su 

interac:ción E5to ~.;e !·¡izo mediante microscopía 

inmunoelec·tr~ni~a usando suero de cabra no ininune 

pc•sitivo) o anticuer-pos de cabra anti C5 t1uman6 y oro coi··.:>·i dal 

conjugado a anticuerpos de conejo anti IgG de c~bra• ~e escogió 

los c:ompl.ejn$ C5b--9 están acc:r:?sibles par·a_ld unitin d~ componentes 

como anticuerpos CBhakdi, et fil, 1980). 

Las incubaciones con el suero de cabra y Los anticuerpos se 

hicieron por tiempos de O y 5 m~n. En la ~ig. 7A se muestra una 

amih~ incubada con suero de cabra v anti_ I1JG de CE!bt-a con 01·0 poi·-

O min donde la 'mar-ca se encuentra en la suoerficie rJe l.;;. c:élul«. 

En la ·Figura 78 también se c;bser·va la mat·ca en la supe1··Fic:ie de 

las células incubadas c:on anticuerpo anti C5 y anti IgG de cabra 

con orc.i en e L tiempo () inin~ .:-lUnque con fílA.yor if}ten·:;id¿_~td .. Eri 

~ig- 7C se observan las partículas de oro der1t~o de vesículas en 

J.a.s amibas inc11badas por 5 n1in con el anticuerpo antj C5 .. El 

hecho de que en el ct::-intt~o1 pcisittvo con 5ue1~0 de c:a.bt-a se CJbserve 

la super~icie co111pl·ica la interpretaci1~n de los 

resultados y probablemente se debe a que las an1ibas unen con 

cierta especi~icidad diversas moléculas~ Sin embargo~ al i ne u bar 

las amibas con el SlJero de cabra no se observó la ma~ca en el 
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Fig. 7ª Destino de los co1nplejos C5b-9 eri ta supe1~~ic1e de 
tro·Fo:-.oitos c\c::- S..s. E·~s,turj1;;;..do por· mic1· .. oscop-fa 
inniunoelectrónicaa ra~2das con s11ero de cabra no 
inmune o IgG cie ¿; O()C fur2t-on i.nr.ul:::•C¡1j¿,5 con 
partículas de oro colojdal c1,nj•1gadas a anticuet·pos de conejo 
anti-IgG de cabra~ Las cé]L!las ~ue1~or1 ~ijadas inmediatamente o 
despué~5 de la. incub¿lción a -:,7··c pcw •.) 1.J t:i min,, t_as p¿;_t··tíc:uJ.as de 
ot-o coloidal se encont r":d·or1 en li; su¡:....e1· f:icir-:? de ] dS células 
incubadas ~ OºC con s1.1ero de cabr·a r10 ir1mur1e CA) y con anti-C5 
<B) ~ DespL1és ele la incubación ~ :::~7"'C poi- 5 íf1:in11 121.s pai-t:fculas de 
oro c0loidal se encor1traron en vesic1.t.L~1s int~ace·Lula~es~ CC> 
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intet~ior de la-célula.~ hechJ~ que sl ocur~ió er1 el caso (Je las 

tro~ozciítos incubatjo~ ¿on ~1 .ant~¿U8J~po an~i C5 por· 5 ~iM y que 

~e intt?1··p1:·eta .:omo int.t-=t·nc't'lf~;:'aci·ón·;, de .los_ c·cH1)pJ.t::;.Jos- c,::=,b-9 .. 

II I. 2. Cinética de -FUación de 1 ''""IC9 a ~ histolytica de las 
cepas (8) y <Rl. 

Pensamos que úh aspecto i~portante para conocer el dest-ino 

del complejo de ataque_a membt·anas después de su inte~acción con 

los t1-o-Fozoitos .<S> y U':l era estudiat· el. CL\l""SO temporál dr= la 

unión del • 3~IC9 a las a~ibas para lo cual incubamos amibas de 

las cepas CRl y CSI con suero humano -Fresco y • 3~IC9 a 37 •e por 

tiempos- de .. O, 15, 30 y 60- min. Después de cada tiempo sep;;;.i·amós a 

las _células_ pot·'-ceí-!tr·i'-fugáción -y· dete1·"mi"hc<.01os el nútnEffD ele cpm 

asociado a la~ amibás. En la ~igura 8 se encuentran los promedios 

de siete experimentos con las dos ~epas. Se ~bserva que l• mayor 

-Fij~ción se da entre los O y 15 min con una ligera tendencia a 

una 1nayor ~ijación de C9 en la cepa tR)~ ·pera_ con L!na cinética 

sirid lar. 

Quisimos saber si la mayor asociación de cpm en la cepa CRl 

se debía a un mayor ~amero de amibas presente después de la 

incubación con el suero, ya que l• viabilidad de esta cepa es 

después de la incub•ción con suero por 30 min a 37 •e y 

determinamos el número de moléculas de C9/amiba: 

cepa <F:l 6.31 ~; 10ª 11ialé~ulas de C9/anlitJa 

cepa C8J 5.86 x 10 9 moléculas de C9/amiba 

De acue~do a esto, la mayor -fiJación de cpm que se observa 

en la cepa (R) se debe a que sobreviven más amibas resistentes a 
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I I I. 2. Asociación de , """'IC9. ··con ···di.ferentes .fracciones 
subcelulares segt'.tn el método .de Aley. 

complejos de ataque a.membranas ~entro de los trcif'ozoítos por lo 

que decidimos ~raccionar amibas de l.as cepas re~istente (f;:) y 

SLISCE•pi: Í bl!e <S> a suero humano para conocer la ubicación de los 

complejos en las células y ver si e>risten di~erancias ent~e las 

Primero empleamos el método de Alev con •1 que se> 

al Fracción soluble, b) membranas interhas, e·> ~embra11as no 

vesiculadas _y _residu~ y d) membran~ p-l~~~~tic~~ Se inc:ubaron 

tro~ozoitos de ambas cep~s con suero l~tJma~o y 12~rc9-·por 30 mina 

37 ºC. se realizó el ~raccionamiento y s~ det~rminó el porce~taje 

de cpm asoci¿¡.rJo a fas dif'erentes · f't·ac:c:fones. Estos r·esultaclas se 

encuentran en l~ tabla 1. 

Tabla 1. Pot·cientos de 'cpm asoc:iadqs a las .¡:,·,Kcion8Si 
a Aley, de s.,_ histolytica. cepas (RJ y (6) incubadas 
humano y C9"'""I a :37ºC por· 30 min. 

cpm totales 

9,h2::='.. 

5,188 

Ft·acción 

6011.tble 
M. inten1as 
M. no v~~s1c: .. 
M. pl,3smáti.ca 

Solut:JJ.e 
M .. internas 
M .. no vesi.cn 
M. plasmática 

Cepa 

(fi:) 

(Ri 

'/ t~es i duo (f ;:) 

(R) 

(SJ 
(6) 

y res i dLtc; (8) 

<S> 

de a·cue~Ndo 

con suet·o 

% Cp!li 

1 (7,, 2 
~55. 9 
24.43 
20 .. 4 

19.78 
19.06 
34.66 
26 .. 5 

Eri la cepa (R) l ... "':t asocj.2\c:ión de cpm rue simila1-~ E:ntre las 

soluble .• y no 

77 



vesiculadas y residuo~ La mayotw asocia~·ión de cpni se encont.ró en 

las cpm se asociat·or1 principalmente a mem~rarias no ve~~culadas y 

en segundo el. 

porciento de cpm entre frac~ión soluble y membranas internas fue 

muy sim1.li:11·~ .. 

I I I. 4. Asociación 
histolytica 

cepas !S) 

de """''IC9 con fracciones subcelulares de 
según el métod6 de,Rosenberg y Gitler 

y <Rl. 

h 
en 

Empleamos un segundo método d• fraccionamierrto de amibas 

la localización del MAC en los trofozoítos y (S) 

después de su interacción con el complemerito. Con este método se 

obtienen veinte fracciones subtelulares muy bien caractarizadas. 

Las pr1meras siete ~r·acciones corresponder1 a los componentes 

las ~racciones 8 a 12 a vesículas intracelulares~ las 

~raccior1es 13 a 18 a membrana plasmática y l2s f~acciones 19 y 20 

a. matet·ial. La ~igura 9A muest·~a un e~perimento 

representativo con la cepa IRJ. La línea continua representa el 

núme1~0 de cuentas asociado a cada frac~ión. Como cont ,.-o l la 

discon·tinua muestra los valoras de concentración de prote{na de 

esto se hi-io ~ar~ ~segurarnos que. estábanlos 

~raccionando adecuadamente. El mayen- número de cuentas se 

encuentra alrededor de las ~racciones ent-iquecidas en membrana 

plasmat1ca, en particular en la fracción 14. 

La ~igura 9B muestra un exper·in1ento representativo con la 

cepa <B>~ Se observa que la dis~ribucion de las cpm entre las dos 

cepas ~ue similar. 
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111. 5. Acción de extractos amibianos de l_as cepas CS> y (Rl sóbt·e 
"'""lCB y 1 "'"'1C9. 

Lr~~ posibl..I. i.clacl de c.1ue una- de. las i:ormas de ·11;anefj6. -del MAC 

de los cornporlentas terminales C8 y C9 la e~ploramos i n<:ubando 

'·"'"'J.CB y 12~1c9 con extractos amibianos ele ambas ~cepas .por 

tiempos de O a 64 min. Después de cada tiempo la reacción se 

detuvo p~ecipitando con TCA al 20%, se centri~ugó v se determinó 

En la figura lOA se muestran los result~dos obtenidos con 

los las .dos; cepas: y C8. Los cí1·-culos l l<mos 

r-ep~~e15~Jntan los re!=.;ultar.JOs obten:idas con la cepa <R> y los 

circulas vac[o~ representan los obt~ntdos con la cepa CS). Las 

lineas continuas muest0an los po~cientas de cpm en los 

sobren~dantes y los líneas discontinuas muestran la absorbancia 

dada por. la de~radacidn de la azocase{na~ En la ~igura 108 se 

encuent1··a el 1·esultado obter1ido al incuba1· C9 con los ext1·c1ctos 

de ambas cepas~ En ~ste caso los porcient~s de cpm en los 

sobrenadantes de l•s ~epas CR) y CSl fueron muy similare• por lo 

que solo se ve u1-1•.:;\ 1.in.sa .. Se ob5e!"'"V-3 ;:iue. los .resultados óbtenidos 

C1:Jn las dos cepas ~ueron muy Los valore5 

absot·ban¿ia a 366 nm au1nentaran con~orme al tiempo de i ncub¿lci ón 

lo que nos indica que los eNtractos amibianos sí tenian actividad 

En lo~ porctentos de cpm en los 

sobrenadantes se mantuvieron constantes a 1 o lan;:10 de la 

inci~bación lo que nos niuestra que na hubo degradación de 12~1cs o 

1 ~~IC9 por· los eNtractos amibianosd 
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III.6. Ef'ecto lítico de sueros de dif'erentes especies 
Entamoeba histolytica. 

sobre-

de sueros de di~e1·en·tes especies animal~s co~ el obj~to d~ 

conocer si este e~ecto está relacionado con la suscept~~il_idad de 

la amibiasis. 

En las -figuras 11-14 se muestran los porcentajes de lisis de 

los trofozoítos con los sueros de di~erentes especies. Se observa 

que el m~ycir e~ec~o lf·tico sobre los t~ó~ozoitos lo presentaron 

el suer-o de humano, de rata y de chivo (-fig. 11 y i2)·~- el cobayo, 

ca1·-ne1-o y hamster _ocupa1·-on una __ posición .intermedia ·(i=i_g._.12· Y. 13)_ 

los de menot- capacidad lí:tic-a fLte;,.on.,los.,;L1et-qs d~ 

(-f i.o. 14). 

100 

80 

:,........ 
~11 60 ,........, 

: en 
C/i 
::J 

40 

20 

o 
o 10 20 30 40 50 

Cóncentracion de Suero (%) 
Fig~ 11.. EfE:c:t.ei 111:.ii.:o de suero de t·a.t¿, a d:i..ft-?t·entes
cDnce!ntt-i:-tc iones sob1·e tt·cd:nzo:ítos. de .~ t!..;U;;ta!..YJ-...if.§~ i ncub21dos a 
:::7 ºC poi·· 30 min .. Ce\da punto t·epr·esenta el pr1:imed"i.o de los 
valores Dbte1·1ido<;;5- c:eir1 vt.=•intE· suer-os. 
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Fig .. l 1. Ei·1::~ctD l:ltico de suet·o humano <P1) y s:-uet·l1 de c:hivo <E1) a 
di+et·entes ceinc12ntt-ac:iones sobr·e tt·o+o-.:~oítos; de ~'!.. t1.i.2..:!;.~.::.1l~'l.t_L<;:-~~ 
incubados a 37 ne por 30 min. Cada punt1J representa el p~oniedio 

de los val ot·es obten i c!os con vt~i nte '.5Lle1··os hLtme?.nos y e í neo suei··os 
de c:hi.vo. 
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Fig. 14. E-fect.o lítico de suero de 1·a·tcin d.l·fen;.ntes 
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37 °1~ por 3(l min~ Cada punto representa el prome1j1a de los 
valores obtenidos con vejnte sue1·os~ 

III.6.1. Dete1-minación de anticue1-pos anti amiba en los sue1-os 
pi-abados 

Esto se ~~izo mediar\te la técnica de doble in11tunodi-fusión y 

nin1J1.1nei r.lr:.:- los ::::.1.,1e¡--o~ t1tj]j7B1:Jr1s E?r• 1.rrs- PnsByeic:: r1E-" l:isis de 

un extracto amibiano preparado a partir de 20 x 10 6 tro~ozoitos 

/ml. En la ~igu1·a 15 se muestra una doble inmunodi~usión en donde 

se observan l~s dos bandas de prec:Lpitación en los pozos del 

control positivo (a y b) y los demás sin banda. Esta doble 

inmunodi·fusicin se hizo con SLJerc de rata y sólo se muestra ésta 

ya que todos los demés sueros dieron un 1~esultado igual. 
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J r1muno di+·u.·=::.1on 
cenl-_r-al) y J.cis si.qu.1ente~s sue1···=-J':;) a), 
anti ¡;.,mibi::.. y e)" d)~ t:~•i,1 y:)" il~ j)~ 

rata" 

clf:· extracto amibiano (pozo 
iJ) y h) suero_de conejo 

y 1>.di·Ferentes su~ros_de 

los niveles de complementci <CH50> de los 

cii~erentes sueros con su e~ecto lítica no en~ontramo~ relación 

entr·e estos dos par·ámetros~ es decirq la capacidad líti~a de los 

sueros probados sobre los tr-o-fozoitos 

depende anicamente del nivel de complemento del suero~ En la 

sueros y su e~ec·to lítica sobre las amibasQ 
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CAPITULO IV. DISCUSION 

muy importante. Este pa~ásito ~ctivv al sjsten1a del complemento 

por las dos vías. Uno de los mecanismos de activación es por 

medio de una de las proteasas de la amiba, la de cisteína de 56 

kDa'! 

vez que los trofozoítos actiVan al sistema del complemento, deben 

su efel:to amebicida P.¿1r-a logt·at· invadir los tej irJos. 

Dive1··sas cepas .de .amibas pL1eden desatTol. lar- t·esistencia al ef'ecto 

lí.licc> dél .. -c;:6mple-,=n-en-to \1 esto este.~ ccwreJ.a.cianado con el "1.;Jrado de 

patogenicfdéd.- Tant6 las cepas susceptibles como las resistentes 

p~·esentan mecanismos y nivales de ~ctivación similar~s, por lo 

que pr-obablem~nt~ 1~ diferencia en la susceptibilidad al efecto 

lítico esté en el manejo de la vía membranolítica del sistema. En 

esta vía participan cinco componentes, el C5. C6, C7, C8 y C9. El 

C9 tiene un papel muy importante en la lisis de células nucleadas 

ya que se requiere de la polimerización de esta glicoprotelna 

la ~ormacidn de la lesión por la que se da una entrada 

de dif'erentes moléculas que culmina con la lisis de la 

Por· esta ra26r1 y- otras como s~ e~t~uctura de una si:Jlet 

cadena la elegimos como marcador del destino del complejo de 

ataque a membranas después de la interacción de las amibas can el 

complE:<menti.:.i .. 

Para poder conocer si existen di~erencias en el manejo del 

MAC enu·e la cepa susceptible a suero humano y la t·esi.stente, 

ad~ptamos amibas a suero humano. Al probar la viabilidad de la 
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cepa resistente con 

concentrac.iones cre~ie~tes de SLJerc¡ hasta 50% ob~PrvamoE una 

cepa (/;'.) .. 

viabilidad es similar a la reportada en la literatura <Calderón y 

las amibas 

un Rles aproximadamente la presencia del sue1·0 

Nosotros no 1o~:¡¡-etmos mantraner· la r·esistE.>nc:ia por un 

periodo similar, en nl1estro cas~i las amibas -~olví·an a ser 

suscept.ibles después de un21 sem~¡na C• deis de no estar t•n contacto 

con •?.l sue1·"'..o,. 

-Fara la r-ealiz0>cicin de ros ciCt=erentes ensayos en este 

tralJajo fue nEc8sario tener sue~o hu1nano con ~i- cb~pl~mento 

inactivado totiüment:e. ·Al ·c1ec:omplementar- •?l SLtt~t·a pi::w eJ método 

comúnmen·te usado de calentamiento a 56 QC por .30 min~ no 

enc:ontramos, u.na ·.i.nactivacl1.:in ccHnpleta. ?-)1 empleat""_··este suero como 

control ri~gativo en ensayos de vi~biliciad mantenía SIJ e~ecto 

amebic.ida y al correrlo en inmunoelectroforesis no se obset·vaba 

un rompimiento completo del C3~ Está reportado que el. tratamiento 

con Zymosan no rompe completamente al C3 hun1ar10~ lo que 

decidimos trat~r el suero J·1u1nano repetidas veces ~rin 

polisacárido y de esta for·ma logr·0mas un rompimiento co1noleto del 

C3 y obtuvimos un suet·n s1r1 e·Fecto lítico sobre los tro~ozoítosr 

En células nucle~das neutr·ó~ilos ur11~ de los 

mecanisnios de resistencia al. MAC es l~ endocitosis v exocitosis 

(lel c·:implejo (Margan et al, 1984i. L.a posihi 1 iclc1d d.;, qtu=: la am:ib<; 

par"· a resistir el ataque del 

complemento la investigatnos por mtcr·oscapía inmunoelectrrir1ica con 



de c::al::a-a ard::i C5 hu.ti!CH10 y .:.u1ti .. IqG de cabra c::on 01··0 

cc..doidalm F'o1· esta metodología se obser·vó a] c::c~mple.Jo C~Sb-·9 

L i.i.:.iiript.1 1) tHiP 

inter11alizado en vesículas er1 el tj.enipo 5 mir1. La 

de estos r·esultados ·Liene el pt·1Jblema de que ~o se pudo demastr·ar 

que la unión de los anticuerpos es específica ya que ta1nbién se 

observaron ~articulas de oro coloidal asociadas a la s11per~icie 

ct:=-?lular en l?l caso del r:1:introl donde ·se empleó suer~i"_ de? cabrt¡ no 

inmune. Estr:i se pudo. debEfr· a que la ?-ni.iba ·f'.fJ~ .in.esp€:!,c:Lf:ic;amentt:~ 

diver-sas moléculas~ Para evitar esto lo q4e se·t~ndría que ha~er 

ma.~·cado rJi~·ect::\ménte con Ora -Y no cCtraVés -de Bntli:üerpos. La 

presencia de los complejos dentro de __ vesí1~ulas en los tro+ozoítos 

sólo se obs~rv6 en los incübadds ccin-·~1 ~nti C5 y no en el 

contr"·ol con suet·o de cabra, lo qi_te puede :inclicat" que .aLlnqL\~.2 la 

amiba haya ~ijado en ~orma i nesp<;?C i·Fic:a inmunoglobulinas G 

¡::-ir·E~ser·,tes en 1.=;ol sue1·~0 de cabra, éstc:\S no -fuet~on inte1·nalizadas .. 

Posteriormente estudiamos el curso tempot·al de la unión del 

12~rc9 a las amibas de las cepas <R> y CS) incubadas con suero y 

este componente. Al comparar la ·Fijación del componente c9i 2~1 a 

amibas de ambas cepas se---obse~v6 -un t·iempo y cinética de ~ijac~-Gn 

similares en ambas casos. Hubo una ligera tendencia a una mayor 

~ijación de cpm en el caso de la cepa CRJ. Esto se debe a que 

sobreviver1 más amibas de la cepa (R) después de ld incuoaci6r1 con 

el suero ya que el número de mol~c¡~las de C9 que se une por amiba 

es muy sin1ilar en los dos casos. 

La localizacicin de los complejos CSb-9 en los tro~ozoítos la 

i nves !: i gamos también mediante técnicas de ·fi·-ac:c ionami en to 



subcelular 

'"'"' lC9 las cuatra ~rJcciones subcelular·es 

cpm se encc~n·tr·:~ en me11lbranas internas v ert la cepa 

1nembranas ~o vesiculadas y residuo~ 

($) 

de 

r::.!n 

El fraccionamiento de acuer·do a Rosenberg y Gitler· mostró un 

resultado di~erente al anterict·~ En este caso encontramos una 

distribución igual de cprn. en las dos cepas~ las ~t-acci.ones que 

pr•2sentaron el mayor· nomero de C9 asociado la.s 

enriquecidas con memb1·-ana prasm~:ti.cc:1. pi··incipa.lment.e la 1.4 .. 

La di·Fet'entr,; ?soci?.c:ión del "'""1C9 a las ft"ó'.cciones de E" 

J:!...±2tol_y_tic-ª obtenide>s pc:w e]. método de (-'iley pL1ede i nt:e1·-p1··etarse 

como que e~ la cepa <R> ~1· compleja de asocia B vesículas para 

ser exocit.ado ~ asi resistir su ataque, mientras que en la cepa 

<S> no se ~arman estas vesículas con los complejos al intet·ior y 

el C9 queda eh las membranas no vesiculadas y residuo. Sin 

embargo, en las ft"acciones obtenidas por el métoao de Rosanberg y 

Gi.tlet· la localización del "C9 -Fue la misma en las dos cepe:1s en la 

membrana plasmática. 

La posibilidad de qu~ la ami~a in~ern&lice rápidam~nte los 

cDrnp l_ejos 

celL1lar podría implicar una inactivaci1jn de los complejus después 

de internalizados y salida de la célula. Una forma probable de 

in~ctivación AS la degradación de alg~no de los componentes del 

complejo. AJ. pt·obar el e~ecto de e>:tractos amibianos de las dos 

los componentes Cf:J y Cct encontt·amos que no son 

susceptibles a la degradación por las proteasas de amibas (8) y 

Para el caso del CB podt·ía esperarse este resul·tado ya que 
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proteina es 111uy 1·esistent~ a la prot~óli~is y desnatL1rali~aci6n. 

t::..t e-;;;~ en '.::C1!il010" FRS susc.:8ptibli7:~ a J.a t-upt.ut--E.\ poi·" p1· .. cit:ea:;as c:c)mci 

la ~ trombina que lo rompe en dos ~r~gn1entos~ C9a y C9b 

de·Fensas rJel hospf..?d1:?1·0 como lo es el c.c:1mplemento 

importante en la inv¿sivi1jad de este parásito. Se conoce 

una d& las ~ot·mss como la a111iba actj.va al sistc-::-ima del 

(:ornp lemen·-l:o, pero no se conoce la +o~m~-·como resiste su ataque~ 

En este trabajo exploramos algunos aapectos de la 

int:et·acción de ~~ .[1t'=Lt'Ql.Y...lif.ft con el cornplej6 de ataque a 

rnembt-anas del complemento CMACI, en particular, con los rlos 

últimos componentes CS y C9. 

la susceptible í-Jn el manejo clel' MAC. mic1··1.::;scop La 

inmunoelectrónica se vió internalización clel con~onerrte C9 y por 

la técnica ¡je -fraccionam1L=::nto subcelular de E~ fl ist<:Jl_y.:J;l..~ de 

Y Ct 

membrana plasmática en el caso de la cepa (SI y a. membranas 

las aos c~pas no degr·adaeron a los compor1entes 1~8 v C~. 

Efecto lítico de sueros de diferentes especies sobre trofozoitos 
de Entamoeba histolytica 

en el col1~r1 tie un paciente con disentet·ia. El p 1' in•: i pal 



i~b.iet1va de l~ ~1nibiasis eNper·1mantal es la camprens1dr1 de los 

mE.1 ca.n:i sinos in\.·ulucrE:!dos en E·Sti:i. 1:?n·fermeda1:l .. Las 

invf2st tgaciones scJbre -a1nibiD.sis Tui=-r"on -hF.·r:h¿\s Pn p1i2~~r·os y qat:t1s .. 

1·"0edclrE?Sn 

Sin embargo, no e}:iste ningún n1odelo anin1ál que i111ite el e :i.clo 

gene~"ª l..~ i ntest i notl 

son di~erentes de los 1.1sados para la amibias:is 

hepáticah Conio se observa a continLtación ewist~n ·diferencia en la 

susc~plibilid~d de d1~erentes animale~ .a la.B~ibj.a~is~ 

L? rata se considera un animal ~at1Jralmerite--~uy resistente a 

1a amiqi~sis .. amibiasiS 

intestinal emplearido rata~ 'destetad~s q0e.:aún no tienen bien 

desarrollado el sistema ~i_n1n~ne o inócy1·as-·de·--a~ibas -asociadas a 

bacterias, Jo que puede enmascarar el ~enómeno real. El suero de 

rata tiene L1n e~ecto lítico 1nuy elevado sobre los tro~ozoitos de 

¡;:;_,,_ ,l]ist.!;:l.tl_i.J;_g (90'.I. ,je 1 isis a una concent.r-<1ción del 

llA) lo que nos habla de. que este ef'ecto es un f'actor 

en la resistencia de la rata a la amibiasis. 

El cobayo ha sido usado como modelo de amibiasis 

50/.!t 

impot·tante 

i ntest i n"1 l 

dif'íc:il. 

Observando el e~ecto lítico del suera de cobayo sobre las aniibas 

encontramos un 70% de lisis co11 una concentración de suero del 

50% (~ig# 128) lo oue cor·relac·iona con el hecho de que el cubciyo 

es susceptible a la amib1asjs intestinal en donde lc1s tro~ozoltos 

no se ~n~rentan directamente al s1~ero, mientr·as qtJe es resistente 

a la amibiasis hepática en donde l.as amil~as para invadir i'~·1·~ganos 
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c:omc E~J higacJo dt~i:.ien pi:?•.~"5-~1·· poi·· to1·Mrentf2 sar-iguineo y 1·Mesistir el 

di~~ ·~•.nt.icue~·oi:"Js y ci:.1mplementc•,, La impl:Js.i bi 1 j, dad del 

~'~·tatJlE:·c imi~1·1tc.i 

cortelaciona con el e~ecto lítico del s~~ero (je es·te animal. 

El hanister se cons1deYa s1~sceptj.ble a la ~mibiasis y es uno 

de los aninlales más empleados como modelo ~}:perimental de 

amibiasis hepática. El e~ecto lítico del suero de h~mster sobv·e 

esto se relaciona con el hec110 del establecimiento de 1 Ct 

amib1asts hepática. Otro~ animales como el conej~ y el ratón que 

~1resentan los menores e~~ctDs líticos no_ han pedid~ ser empleados 

como modelos de amibiasls ya que su_alta susc~pt1bilidad a la 

amibiasis prcvoc2 la muerte del animal. 

Probamos también el suero del chivo y el carnerp~ pero sobre 

éstos no han sido empleados como modeloa de amibiasi~. 

La única excepción a la correlación entre resistencia a la 

amibiasis y e~ecto lítico del suero es el hombre cuyo suero 

presenta un efecto lítico muy alto y sin e1nbargo el ser humano as 

susceptible a la amibiasis. 

La amibiasis representa un gran problema de salud a nivel 

rnL1ndí al El c:onoc 1 mento de -·· 

du1··· ante el desarrollo de la e~Fermedad son la base para 

obtención de medios p~ever)tivos o curativos. La definiciór1 de los 

mecanismoE que permiten a la amiba la invasión de tejidos. es tema 

de estudio en mucí1os l,z.bo1··atCJrios del mL1ndo y uno de estos 

mecanismos es la resistencia a uno de los sistem~s de de~ensa del 
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aiecarlismos probables de la resis·tencia de la 2nijb2 al ataque del 

pudier·on cor1ocer algunas 

.l:!J_stoj..::¿Jic~ con ~=-1 MAC.1 sin 1?.mbari:..:¡o, nD se pudo plant1:-?a.t~ nJngün 

mec:an1smo preciso. Queda por <lVeriguar otros ca1nin1Js probables 

do11de se involucran mecanisn1os ya demostr~dos para bacter·ias y 

M, 
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