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RESUMEN 

El paso esencial en la patologfa amibiana se inicia con la colonización del intestino a 

través de un proceso de adhesión mediado por lectinas de superficie. El objetivo de este 

trabajo fué el de analizar la respuesta inmune secretora en la saliva de pacient~s con 

amibiasis intestinal a través de la determinación de anticuerpos lgA secretorios anti-amiba 

y la capacidad de los mismos de inhibir la adherencia amibiana. 

En inmunotransferencias contra un extracto crudo de trofozoítos de la cepa HM 1-

IMMS usando un conjugado anti-lgA humana peroxidado, las salivas de los pacientes con 

amibiasis intestinal reconocieron predominantemente bandas de 23, 26, 36, 59, 87, y 170 

kDa. Esta última podría corresponder a la subunidad pesada de una lectina con afinidad 

por galactosa descrita como una de las principales moléculas mediadora de adhesión en 

Entamoeba histolytica. La suhunidad de 170 kDa se purificó por cromatografía de 

afinidad en columna de galactosa-agarosa y a través de inmunoblot fué reconocida por el 

61 % de las salivas de los pacientes. También se analizó el efecto de de las salivas de los 

pacientes sobre la adherencia de trofozoítos a monocapas de células MDCK a través de 

un ensayo inmunoenzimático desarrollado en el laboratorio por Díaz, M.Y. El 80% de 

las salivas inhibieron la adhesión de trofozoítos en más del 20 % con una media de 35 % . 

En contraste, salivas de pacientes con otras enfermedades parasitarias y d" sujetos sanos 

sólo inhibieron en promedios de 13% y 9% respectivamente. Anticuerpos lgA 



purificados a partír de las salivas de los pacientes con amibiasis inhibieron la adhesión 

al mismo· nivel que las salivas totales; La .inhibición .se debió a anHcue,:Pos lgA 

secretorios anti-amiba . Y. e_n parí" anti-lectiria. como se demostró por experimentos de 

absorción de las sali~as co_n a~tfgen~lotal y ccín la" fracción de la lectina purificada. 

En conclu~iÓn los • antic~erpéis .. lgA secretorios anti-amiba desempeñan un papel 

relevante en leí~· mecánismos de 'defensa local contra la invasión amibiana probablemente 

a través del bto'q~eo de la adhesiÓn .. 
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AMIBIASIS 

Definición 

La amibiasis es definida por el Comité de Expertos de la OMS como la_condición 

de portador del parásito Entamocba histolytica (Fig. 1), con ó sin manifestaciones 

. clínicas (World Health Organization Expert Commilee, 1969). 

Historia de la amibiasis 

E. histolytica como un parásito protozoario anaeróbico, probablemente apareció 

en la tierra muchos eones antes que el hombre y lo ha acompañado a lo largo de su 

carrera evolutiva. Aunque no hay pruebas de ello, se sospecha que algunas 

afecciones disentéricas documentadas en la antigua Grecia y China podrían haberse 

debido a este parásito (Vaidya y Ray, 1982). Sin embargo, recientemente se 

describió la presencia de restos fósiles, al parecer de E. histolytica, en una momia 

egipcia sometida a una autopsia. En tal caso, no sería extraño que E. histolytica 

haya sido un parásito del hombre desde la más remota antiguedad. En el año 1828, 
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Figura l. Trofozoíto de Entamoeba hi.stulytlca ttdh~d<lo u una ci;lula epi

telial cultivada. Note el lobopodio al extremo derecho y la superficie arru

gada con numerosos filopodios a la izquierda. (Gonzales-Robles y Martínez 

Palomo, J. Protozoo!.) 



un médico inglés llamado James Annesley publicó 2 volúmenes dedicados a describir 

las enfermedades que más aquejaban a la India en ese momento. Entre ellas 

describió la disentería con absceso hepático, sin lograr establecer una relación 

directa entre ambos (Annesley, 1828). 

A finales del siglo XVlll, bajo el reinado de Carlos IV de España, debido a los 

estragos causados por lesiones hepáticas en México, se publicaron dos referencias 

acerca del tema, describiéndose en ambos la enfermedad como una lesión purulenta 

causada por obstrucción inflamatoria del hígado, en donde la única solución 

razonable era la cirugía (Fourmes, 1956). En 1846, Parker un médico inglés de 

servicio en la Armada de la India, describió una forma de hepatitis primada con 

lesiones supurativas, acompañada algunas veces de disentería grave en autopsias de 

pacientes seguramente muertos de amibiasis (Parkcr, 1846). En 1856 Miguel 

Jiménez escribió acerca de la importancia del estudio del absceso hepático en 

Mexico, basado en dos poderosas razones: la alta incidencia de la enfermedad en 

México y la falla de tratamiento efectivo (Jimenez,1856). 

La historia moderna de la amibiasis comenzó en el año 1875 cuando el médico 

Ruso Fedor Aleksandrovich Uisch publicó en el "Virchows Archiv für Pathologishe 

Anatomie" un artículo titulado: "Desarrollo masivo de amibas en el intestino grueso" 

(Losch, 1875). Llisch se basó en el caso de un granjero ruso de 24 años el cual trató 
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durante seis meses_ hasta su muerte en Abril de 187_4. Se trataba de un caso típico 

de disentería amibia_na con moco, s~ngre y numerosas- amilias-~;~~fre~ éo~ úitr~citos 
en su lnterior. Describió algunas características del núcleo y diferenció el ectopl-asma 

_del endoplasma. Además, L5sch trató de reproduc!r la enfermedad en perros 

mediante la administración de la material fecal del paciente por vía oral y rectal. Al 

parecer sólo uno de los cuatro perros, así tratados, desarrolló un cuadro aparente de 

disenteria. El llamó al agente Ameba coli debido a su habitat en el colon. 

Robert Koch, en el año 1886, a su paso por Egipto estudió 5 casos de disentería 

amibiana, dos de ellos con absceso hepático, e identificó por primera vez la 

presencia de amibas en paredes y capilares de absceso hepático, demostrandolas por 

medio de tinción (Koch, 1887). El mismo año, Kartulis, un médico griego, publicó 

sus observaciones de 150 pacientes egipcios con disentería y presencia de amibas en 

heces (Kartulis, 1886) y Jaroslav Hlava roµortó 60 casos en Praga (Stillwell. 1955). 

A estas siguieron una serie de publicaciones, de las cuales la más importante fu~ la 

de William Councilman y Henry La Fleur, ambos de la Universidad John Hopkins, 

quienes cambiaron el término de Amoeba coli por Amoeba dysenteriae, 

considerándolo más convincente al plantear la posibilidad de existencia de otras 

amibas en el intestino grueso (Councilman, 1891). En 1893, los alemanes Quincke 

y Roas, demostraron la existencia de una amiba diferente de la E. dysenteriae 

incapaz de fagocitar eritrocitos y causar lesiones tisulares, y que hoy en día 
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conocemos como E. coli (Quincke y Roas, 1893). 

Otros estudios realizados a principio del siglo XX llevaron al descubrimiento de 

otras especies de amibas y de agentes bacterianos causantes de disentería. Kuenen 

y Swellengebel en 1913 propusieron que la amiba pasa por 3 estadios en su ciclo de 

vida: el invasivo, un estado comensal 6 minuta y el de quiste (Kuenen y 

Swellengebel, 1913). En 1925, se logró con exito el primer cultivo de amiba por 

Boeck y Drbohlav usando un medio donde las amibas crecían en presencia de 

bacterias (Boeck y Drbohlav, 1925). Casi cuatro décadas después se abrió una 

nueva era en los estudios de E. histolytica cuando Diamond logró cultivar amibas 

en medio axénico (Diamond, 1961). 

A partfr de entonces, muchos estudios se han orientado hacia el diagnóstico sérico 

más confiable que el coproparasitoscópico; entre las pruebas usadas tenemos a la 

prueba de fijación del complemento con extracto amibiano axénico (Rees y col., 

1942) y la aglutinación de partículas de latex ó de eritrocitos (Morris y col., 1970). 

Estas pruebas serológicas demostraron Ja presencia de anticuerpos sólo en caso de 

invasión tisular por el parásito y la persistencia de los mismos por largos períodos 

de tiempo (Morris y col., 1970). En la pasada década la mayor parte de los 

esfuerzos estuvieron dirigidos a resolver el llamado "Enigma de la Amiba" (Spice 

y Ackers, 1992), que implicaba definír la existencia de dos cepas de E. histolytica, 
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la patógena y la no patógena, sin resultados concluyentes. Se hizo una diferenciación 

por su patrón isoenzimático y se trataron de definir moléculas potencialmente 

involucradas en la capacidad citopatogénica de la amiba. En la actualidad se estan 

tratando de definfr los epítopes de una molécula con actividad de lectina 

involucrada en la adhesión amibiana, que reconocen las células T y B, en lo que 

parece ser por ahora el trabajo más promisorio de una vacuna en el futuro (Ravdin 

y col., 1993). 
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Biología de la Entamoeba histolytica 

Clasificación taxonómica 

La Entamoeba histolytica (Figs. 2 y 3) se clasifica taxonómicamente como sigue 

(Zaman-Vigar, 1979): 

Phylum Protozoa 

Subphylum Sarcomastigophora 

Superclase Sarcodina 

clase Rhizopodca 

Familia Entamoebidae 

Género Entamoeba 

Especie histolytica 
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Figura 2. A paricncia de un trofozoito de Enta m ocba histoly

llca tlespuét. Lie la citolli:iis úe c~·iulas intestinales en cullivo. 

(Rigothler y col., 1991). 



Figura). Uetalle de un.:i v<1,uo\.1 fogocític:a dC' un trofozoíto de ~histolytica. :iúte t:l 

grosor (B) alrededor del canal fa~ocítico (C) formado por la membrana ¡ili1smtltica. fi.¡rra lum. 

(Rigothicr, y col., l9CJ1). 



Descripción 

El protozoario E. histolylica se considera como un prototipo de célula eucarionte 

muy primitiva. El trofozoíto es la forma móvil e invasiva y mide entre 10 y 60 um 

de diámetro, con un promedio de 25 um (Noble y Noble, 1976) (Fig. 4). Contiene 

un núcleo organizado que mide de 3-5 um, con cromatina periférica fina y un 

nucleolo central. Sin embargo, la división nuclear se presenta sin cromosomas 

evidentes y su organización citoplasmática es rudimentaria, con un ectoplasma y un 

endoplasma granular con numerosas vacuolas (Martínez-Palomo, 1987). 

El trofozoíto se mueve a través de la emisión de u11as proyecciones citoplasmáticas 

llamadas lilopodios. A diferencia de una célula eucariótica tfpica, E. histolytica 

carece de un citoesqueleto estructurado. Se ha identificado actina (Meza y col., 

1983) y unas estructuras tipo microfilamentos (Michel y Schupp, 1976), pero aún 

hay controversias en cuanto a la presencia 6 ausencia de tubulina. En el mismo 

orden, los trofozoí!os también carecen de mitocondrias, de un sistema membrana! 

del tipo aparato de Golgi y retículo endoplásmico y de Iisosomas primarios y 

secundarios (Martínez-Palomo, 1987). 

La superficie de la amiba está constitufda por una sóla membrana plasmática de 
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Figura4. 1-fi.c.roscopía electrónico de barrido de una amiba fagocitando 

simultáneamente media docena de células epiteliales (Nartínez-Palomo, 

1987). 



. ap~oximadamente 10 nm de ancho; el estudio de sus componentes revela la 

presencia de una cubierta rica en carbohidratos ó glucocalix, más evidente en 

trofozoftos aislados de tejidos que cultivados (Lushbaugh y Miller, 1974) y una 

región uroide donde se aglomeran vesículas que descargan al exterior (Pittman y 

col., 1973). Varias de sus glicoproteínas de superficie tienen actividad de lectina 

y estan involucradas en la adherencia de amibas a diferentes tipos celulares. Tambien 

se han identificado receptores, como el de la colágena y fibronectina, que pueden 

participar en la destrucción de células de mamífero y tejidos, subsecuente al proceso 

de adhesión (Kretschmer, 1990). 

El trofozoíto tambien presenta un complejo y extenso sistema de enzimas 

(~ymodemos), cuyo patrón electroforético en geles de almidón, se ha sugerido como 

un eficiente método de diferenciación entre cepas patogénicas y no patogénicas 

(Sargeaunt y col., 1978). Entre algunas de las enzimas más imporlanlcs identificadas 

en· 1os trofozoítos se encuentran: la glucosa fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa, 

oxidoreductasa y hexoquinasa(Sargeaunt y col., 1978). 

Por otra parte, el quiste, que es la forma infectante y de resistencia de E. 

histolytica, mide entre 5 y 20 um de diámetro, con 12 um como promedio (Fig. 5). 

Dependiendo de su estado de madurez puede presentar de 1 a 4 núcleos idénticos al 

núcleo de los trofozoftos (Smith y col., 1979). La principal característica estructural 
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Figura S. Quistes de Entamoeba hlstolyLica vistos al 

microscopio electr6nico Je balTidu (~larLÍnez-Palomo, 

1987). 



del quiste es la presencia de una capa de recubrimiento de quitina que le confiere al 

parásito resistencia al medio ambiente y a la acción de los jugos gástricos a su paso 

por el estómago, dentro de lo que es el ciclo de vida de este parásito. 

Ciclo de vida 

El ciclo de vida de E. histolytica es sencillo, sin es~1do sexual ni hospedero 

intermediario, oscilando entre 2 estados diferentes, el quiste infcctantc y el trofozoíto 

que es la forma vegetativa (Fig. 6). 

El ciclo se inicia con la ingestión del quiste, que es la forma infectlva, a través 

de alimentos y agua contaminados con materia fecal. Los quistes provienen de 

personas infectadas ó portadoras asintomáticas que los excretan al medio ambiente 

donde son capaces de vivfr hasta meses en un medio húmedo que evite su desecación 

(Noble y Noble, 1976). Gracias a su cubierta de quitina, los quistes ingeridos son 

capaces de resistfr al efecto destructivo de los jugos gástricos hasta alcanzar la parte 

baja del intestino delgado donde ocurre la exquistación. De este proceso es muy 

poco lo conoce. El núcleo liberado, se divide para formar 8 núcleos, seguido de 

divisiones citoplasmáticas que dan origen al citoplasma y membrana celular de cada 
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Figura 6. Ciclo de vida de Enlamoebil hisLolytica (Wyler, 1990; 

Beck y Davles, 1963). 



uno de los núcleos divididos, emergiendo finalmente, 8 trofozoftos amibianos que 

pasan a colonizar el intestino grueso (Barker y Swales, 1972). 

Bajo ciertas condiciones aún no muy bien definidas, el trofozofto sufre un proceso 

activo de enquistamiento con dos divisiones nucleares, glicólisis anaeróbica y sfntesis 

de DNA (Gonzales-Robles y Martfnez-Palomo, 1983). As!, un individuo infec°tado 

excreta cerca de 45 millones de quistes por día (Barker y Swales, 1972), 

completando de esta forma el ciclo de vida. Los estudios hasta ahora realizados 

indican que al parecer, el único huesped definitivo es el ser humano 

(Martfnez-Palomo, 1987). 

Epidemiología de la amibiasis 

La amibiasis es una enfermedad cosmopolita, generalmente asociada a paí_ses en 

desarrollo, de condiciones socio-económicas pobres, hábitos poco higiénicos y 

malnutrición. No es raro que la enfermedad sea considerada como uno de los 

'síndromes de la pobreza". El parásito infecta a 500 millones de personas en todo 

el mundo excepto China, de los cuales sólo el 10% resulta en casos de colitis ó 

absceso extraintestinal provocando entre 50,000 y 60,000 muertes anuales. La 
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amibiasis ocupa la tercera posición mundial como causa de muerte por parasitosis 

sólo detrás de la malaria y esquistosomiasis (Walsh, 1986a). Revisiones 

epidemiológicas de Walsh (1986b) indican, que comci resultado del crecimiento 

poblacional el número actual de infecciones se ha incrementado. 

Algunos de los factores más comunes asociados a la transmisión de E. histoltytica 

comprenden (Kretschmer, 1990): 

1) Alimentos contaminados debido al uso de técnicas inadecuadas de fertilización 

e irrigación. 

2) Falta de higiene en el procesamiento de los alimentos y en el aseo. 

3) Eliminación inadecuada de excretas. 

4) Hábitos sexuales no ortodoxos. 

5) Tratamiento inadecuado de aguas e insuficiente suministración de la misma. 

La amibiasis invasora es uno de los principales problemas de salud pública en 

cienas regiones de Africa, Asia y América Latina (Sepúlveda, 1970; Sepúlveda, 

1979). La determinación de anticuerpos en México presenta valores que van de 2.3 

a 9.95% por contrainmunoelectroforesis (CIE) y del 29% en una población rural 

por hemaglutinación indirecta (IHA). En Asia, Indonesia presenta valores de 7 a 

34% en áreas rurales y en Africa, Tanzania presenta valores de 1 a 57%, ambos 

detectados por !HA (Krestchmer, 1990). México es uno de los paises más 
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afectados por E. histolytica a nivel mundial. Se estima que el 27% de la población 

está infectada con el parásito; y ocupa el ·quinto lugar como causa de muerte 

(Soberón y Pelaez, 1964). 

En los últimos 20 años, se ha observado un a vanee importante en el diseño de 

métodos de muestreo de la población orientados probabilfsticamente {Krestchmer, 

1990). En México, se han realizado varias encuestas seroepidemiológicas. En 1972 

se estudiaron 7,532 sueros de pacientes de hospitales localizados en Ciudad de 

México y Yucatán detectándose por CIE una seroprevalencia de 5-6 % (Landa y 

col., 1972). Empleando el mismo método de evaluación, en el mismo año, en 766 

niños de la Ciudad de México se reportó una seropositividad de 3.9% (Gutierrez 

y col., 1974) y 5 años más tarde en 519 adultos de la misma ciudad de 6.6% 

(Crevena, 1977). Este último estudio tambien arrojó en el área rural una frecuencia 

de portadores de E. histolytica de 55 % • 

Un amplio estudio seroepidemiológico se realizó en 1974 en 19,442 individuos de 

46 regiones urbanas de la República Mexicana, representando todas las áreas 

geoeconómicas y gcomórlicas dd país; realizado por CIE arrojó un promedio de 

5.95% de individuos con anticuerpos anti-E. histolytica (Gutierrez y col., 1976). 

El estudio seroepidemiológico más reciente y completo en su género llevado a cabo 

en México es el realizado por el grupo del Dr. Ortiz-Ortfz. Se analizaron por !HA 
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un total de 70,000 sueros del Banco de Suero Nacional, representativos de los 32 

estados de la República Mexicana . Se tomaron en cuenta variables biológicas, 

geográficas, sociales, económicas y educacionales. La seroprevalencia fué de 8,41 % 

como promedio, con rangos de 9% en zonas del centro sur, pacífico sur y Yucatán 

y de 8% en los estados del norte, noreste y el Golfo Mexicano. Los resultados por 

ellos obtenidos, indican una mayor seroprevalencia hacia los estados del sur, en et 

sexo femenino y en la edad escolar. Por otra parte, se encontr<$ una correlación 

inversa entre la presencia de anticuerpos y el nivel educacional y/o nivel 

socio-económico (Caballero y col., 1994). 

Estos resultados implican un incremento de la incidencia de anticuerpos antiamiba 

en los últimos años. Sin embargo, los últimos estudios realizados sobre la 

incidencia de absceso hepático amibiano en México revelan el efecto contrarió. Así, 

de una incidencia de 5.4% en 5,000 necrópsias realizadas entre 1963 y 1973, 

se observó una disminución al 2,2 % en el mismo número de necrópsias llevadas 

a cabo entre los años 1973 a 1979 (Ramos-Martínez y col., 1986). 

La letalidad del absceso hepático amibiano en adultos disminuyó de 2.0% a 0.2% 

entre 1975 y 1977; y en casos infantiles de 26.9% a 1.1 % entre 1976 y 1985 

(Gonzáles y Gutierrez, 1986). Sin embargo, a nivel mundial la incidencia sigue 

siendo elevada (Haffar y col., 1982). 
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Patología de la amibiasis 

La palogénesis puede ser definida como el mecanismo de desarrollo de una 

enfermedad. En el caso de la amibiasis, de acuerdo a los síndromes que presenta el 

individuo infeclado, la enfermedad puede ser dividida en tres renglones 

(Ortíz-Ortfz, 1994): 

. Asintomática 

. Sintomática sin evidencia de invasión tisular 

. Sintomática con evidencia de invasión tisular 

La mayoría de los casos de amibiasis caé denlro del primer grupo (Trissl, 1982) 

y sólo un !0% de la población infectada presenla amibiasis del tipo invasiva 

(Walsh, 1986a). En lérminos generales, el conceplo de enfermedad causada por E. 

histolytica incluye (Ravdin, 1986) (Fig. 7): 

1) La colonización del inlestino por una cepa de amiba virulenta. 

2) Contacto íntimo 6 adherencia a la mucosa intestinal. 

3) Ruplura de las barreras inlestinales por enzimas 6 productos tóxicos 

liberados. 

4) Lisis de las células epiteliales e inflamatorias del hospedero. 

5) Penetración profunda, alcance de las vías circulatorias mesenléricas 

sanguíneas y linfálicas e invasión de órganos dislanles (Principalmente el 
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Figura 7. Secuencia en la patogénesis por Entamoeba histolytica. A. Trofozoito de 

E_. histolytica adherido a la mucosa colónica. B. Par de trofozoíLos 

en 1B parte externa de una glándula colónica. C. Serle de trofozo1tos pe-

netrando activamente a través de la glándula colónica. D. 

en el interior de una arterlola ( W yler, 1990). 

Trofozoito 



hígado). 

La enfermedad invasora se inicia a partfr del tercer paso y como se mencionó 

antes, sólo se presenta en el 10% de la población afectada. 

Los síntomas de la enfermedad gastrointestinal por E. histolytica pueden ír desde 

ligero dolor abdominal con leve diarrea hasta formas más graves con disentería, 

moco y sangre en las heces, fiebre, tenesmo, dolor abdominal intenso y a veces en 

adultos ameboma ó apendicitis. Estos últimos son signos inequívocos de invasión 

tisular. 

El principal órgano blanco de la amibiasis invasora es el hígado, provocando el 

conocido absceso hepático amibiano, principal causa de muerte por esta parasitosis. 

Menos frecuentemente, las amibas en calidad de invasoras, pueden afectar otros 

órganos como pulmón, piel, genitales y cerebro (Treviño, 1990; Reed, 1992). 

INMUNIDAD EN LA AMIBIASIS 

El hecho de que la mayoría de la población infectada con E. histolytica no 

presente manifestaciones clínicas de enfermedad (portador sano), conviviendo con 
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el parásito en una relación que no resulta perjudicial para el hospedero y desde el 

punto de vista de expansión, benéfico para el parásito, habla de por sí de la 

presencia de mecanismos obviamente locales a nivel intestinal, que pueden estar 

evitando la invasión del tejido. También puede tratarse de personas infectadas con 

una cepa que carece de potencial patogénico. Asimismo, se ha hablado de la posible 

influencia de factores relacionados con el hospedero, como: alimentación, edad, sexo 

e incluso el estado ecológico del intestino delgado y su potencial de mudo-reducción 

(Brown, 1970). 

Se ha demostrado en la amibiasis invasora el desarrollo de una respuesta 

inmune, tanto de tipo celular como humoral, que aunque parece no ser muy efectiva 

en un principio, si lo es a posteriori, como lo demuestra la ausencia de casos de 

amibiasis invasora recurrente en pacientes recuperados de absceso hepático amibiano 

(Knobloch y Mannweiler, 1983). 

El interés por el estudio de la respuesta inmune a E. histolytica se vió impulsado 

·cuando Diamond logró por primera vez cultivar trofozoítos de E. histolytica en un 

medio axénico (Diamond, 1961). Gracias a esto, se empezaron a realizar estudios 

inmunológicos más fidedignos sobre los trofozoftos ó más específicamente sobre 

proteínas del parásito, obtenidas por métodos bioquímicos. Asimismo, se lograron 

obtener modelos experimentales in vivo de absceso hepático amibiano en hamsters 
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y cobayos, así como de la forma intestinal en el ratón. 

Inmunidad celular 

Hasta hace poco era tradicionalmente aceptado que las lesiones invasivas causadas 

por E. histolytica, se desarrollaban en ausencia de una reacción inflamatoria (Powell 

y col., 1959; Pérez-Tamayo, 1986). Sin embargo, un estudio más detallado en fases 

muy tempranas de la infección reveló la presencia de una reacción inflamatoria, que 

es enmascarada por la rápida destrucción de las células inflamatorias a causa de la 

amiba. 

Así, una vez que el trofozoíto ha invadido la mucosa intestinal, ocurre una 

respuesta inmune convencional. Células inflamatorias (principalmente macrófagos 

y polimorfonucleares) acuden al sitio de la invasión, donde ocurre el primer contacto 

con el antígeno amibiano (Tsutsumi y col, 1984). A pesar del gran número de 

macrófagos que intentan fagocitar a la amiba, ésta permanece intacta (Sher y col., 

1980). Modelos experimentales de absceso hepático in vivo demuestran que E. 

histolytica comienza por destruír a las células polimorfonucleares (PMN) en las 

primeras horas, seguido de destrucción de eosinófilos, los cuales al contacto con la 

amiba degranulan, sin evidencia de destrucción del parásito (Tsutsumi y 
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Martínez-Palomo, 1988). La mayoría de los macrófagos al parecer se distribuyen 

en Ja periferia de _Ja lesión, fagocitando restos celulares y no son destruídos por las 

amibas sino hasta etapas más tardías. Se sugiere que este último paso puede 

desempeñar tin papel importante en la extensión del absceso hepático amibiano. 

Tsutsumi y _col. (1984) tambien demostraron que la extensa destrucción del hígado 

se debe en buena parte a la lisis de las células inflamatorias. 

Se ha observado que Jos trofozoítos amibianos son capaces de destruír in vitro a 

leucocitos polimorfonucleares (Artigas y col., 1966; Guerrant y col., 1981), células 

mononucleares de sangre periférica, células esplénicas y macrófagos peritoneales de 

animales inmunizados (Chadee y col., 1985) . Tambien se ha observado que E. 

histolytica es capaz de inhibír el estallido respiratorio de los polimorfonucleares 

(Arbo, 1990). 

Durante Ja amibiasis invasora aguda se suprime Ja respuesta inmune mediada por 

células específicas para Ja amiba, como lo demuestra la anergia a las pruebas 

cutáneas con el antígeno amibiano (Ortíz-Ortiz y col., 1975). Asimismo, se ha 

encontrado disminución en el número de linfocitos T de ayuda (CD4), incremento 

en linfocitos T citotóxicos (CDS) y disminución en la respuesta proliferativa de 

linfocitos Ta antígenos amibianos (Salata y col., 1986). Se ha implicado a proteínas 

amibianas intrínsecas ó secretadas ó ambas, como las responsables de estas 

disfunciones inmunes (Denis y Chadee, 1988; Salata y col., 1990). 
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Sin embargo, los estudios en modelos animales experimentales han indicado que 

Jos mecanismos inmunes mediados por células puede.n Ji(i;itar 6 pr~venfr .Ja 

formación de abscesos hepáticos amibianos (Meerovitch y CJiadee;_-1988).·'·-En 

estos modelos, Ja inmunización previa con proteínas totales.del'¡ia_rá.sitcrinduce. 

protección contra Ja inoculación intrahepática de los. trofozoltos".viruléntos_ de 

E.histolylica y el desarrollo de absceso hepático amibiano (Meerovitch y. Chadee, 

1988; Salata y Ravdin, 1988). 

Hamsters sensibilizados con antígeno amibiano desarrollan una respuesta inmune 

celular (Haq y col., 1984) y al igual que Jos humanos con amibiasis invasora, son 

positivos en las pruebas serológicas. La hipersensibilidad de tipo tardía, ausente 

en la fase aguda de la amibiasis invasora, se hace positiva durante la recuperación; 

Jo mismo ocurre con la prueba de inhibición de migración de los macrófagos (MIF) 

(Ortíz-Ortíz y col., 1975). 

A pesar de la reducción en el número de células T y linfocitos T activados en 

pacientes con absceso hepático amibiano (Ahluwalia y col., 1982), la interacción in 

vitro de E. histolytica virulenta con linfocitos de pacientes recuperados de absceso 

hepático amibiano resulta en la lisis del parásito (Landa y col., 1976). 

La interacción in vitro de una cepa virulenta de E. histolylica con células 
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mononucleares humanas no activadas, ocasiona Ja muerte de las células humanas sin 

daño aparente a Ja amiba. Sin embargo, Ja activación de Jos macrófagos .con 

linfocinas, inducidas con anUgeno amibiano, Concanavalina A (ConA) 6 

fitohemaglutinina destruye al parásito, por una vía independiente de anticuerpos, 

dependiente de contacto y tiempo, en la que participan procesos no oxidativos y 

oxidativos (Salata y col., 1985). El efecto amebicida se ha observado en macrófagos 

derivados de médula ósea activados con INF-r, TNF-a y/o Factor Estimulante de 

Colonias-1 (CSF-1) (Denis y Charlee, 1989). 

En general, Ja mayoría de Jos estudios realizados en amibiasis consideran a Ja 

inmunidad célular como la más representativa de Ja protección adquirida 

(Krctschmer, 1986) y a los macrófagos activados como la célula efectora más 

eficiente contra los trofozoftos de E. histolytica. 

Inmunidad humoral 

La infección por E. histolytica con11eva a la aparición primaria de una respuesta 

local de anticuerpos específicos, aunque se desconoce el tiempo en que se 

desarrolla; sin embargo, los coproanticuerpos se han detectado en 803 de los 

pacientes con disentería amibiana. En contraste, menos del 4% de pacientes 

infectados con otros parásitos y sujetos sanos presentan una respuesta similar 
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(Sharma y col., 1978). 

La determinación de coproanticuerpos por hemaglutinación indirecta (IHA) en 

niños con amibiasis intestinal mostró resultados similares (80% ). (Martfnez-Cairo 

y col., 1979). Sin embargo, tres semanas más tarde, sólo 55% de Jos pacientes se 

mantenían positivos, mientras que Jos anticuerpos séricos anti-E. histolytica 

ensayados por el mismo método se incrementaban significativamente. Los resultados 

sugieren que el curso habitual de la amibiasis invasora podría consistir de una 

respuesta secretora local pasajera seguida de Ja invasión y destrucción de la mucosa 

intestinal por amibas virulentas y Ja subsecuente producción de anticuerpos 

circulantes (Trissl. 1982; Harries, 1982). 

Varios estudios han demostrado que los coproanticuerpos anti-E. histolytica 

parecen pertenecer principalmente a Ja clase IgA (Merino y col., 1990). Se ha 

demostrado Ja presencia de anticuerpos IgA secretorios anti-E. histolytica en bilis 

de ratas inmunizadas intracecalmente (Acosta y col .. 1983), en secreciones de íleon, 

colon y materia fecal de pacientes con absceso hepático amibiano (O'Shea-Alvarez 

y col., 1985) y en leche (Grundy y col., 1983), calostro (Acosta y col., 1985) y 

saliva humana (Del Muro y col., 1989). 

Siendo la respuesta lgA secretoria local la directamente comprometida espacial y 
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temporalmente, con el inicio de la infección por E. histolytica, podría ser de suma 

importancia en el control de la misma. Así, en un amplio estudio realizado en 

Bangladesh, la prevalencia de E. histolytica en infantes de 6 a JO meses de edad 

amamantados por madres infectadas con el parásito fué practicamente nula 

sugiriendo protección contra el parásito gracias a la presencia de lgA en la leche 

materna (Islam y col., 1988). Sin embargo, los trofozoftos de E. histolytica son 

capaces de degradar anticuerpos lgA secretorios seguramente a través de las 

proteinasas que contienen (Quezada-Calvillo y col., 1987). 

La invasión del tejido intestinal por E. histolytica genera una respuesta inmune 

humoral con producción de anticuerpos específicos circulantes (Sepúlveda, 1979), 

que generalmente son detectados hasta una semana después de la aparición de los 

síntomas (Kagan, 1973; Sepúlveda, 1980). Es de hacer notar que el título de 

anticuerpos persiste aún despúes de que la amibiasis invasora ha sido curada 6 

controlada (Knobloch y Mannweiler, 1983). Tales anticuerpos especlficos antiamiba 

pueden permanecer por años debido probabl~mente a la presencia de antígeno 

amibiano secuestrado en el tejido linfoide (Krupp y Powell, 1971). 

Aunque el 95 % de los pacientes con absceso hepático amibiano producen 

anticuerpos especlficos antiamiba, el título de estos no correlaciona con el curso 

clínico de la infección (Krupp, 1970). Se ha demostrado que la inmunoglobulina de 
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clase Ges la que se encuentra en mayor concentración durante la amibiasis invasora 

(Healy y col., 1974) y que la subclase predominante es lgG2 (A rellano y 

Ortlz~Ortíz, 1983). La lgM se presenta durante el contacto inicial con la amiba 

{Capín y. ~o(:J973) y aún se discute la presencia de IgE. La presencia de lgA se 

ha reportado en amibisis invasora en áreas endémicas y sus niveles en suero 

(ELISA) son de significado diagnóstico en el absceso hepático amibiano (Shetty y 

col., 1990). 

La respuesta inmune que se presenta durante la invasión amibiana no parece 

ayudar al paciente a mejorar, ni confiere resistencia a reinfecciones subsecuentes 

(Krupp y Powell, 1971; Chacín-Bonilla y Bonpart, 1981). Por el contrario, estudios 

realizados in vitro demuestran que en presencia 6 en ausencia del complemento, los 

anticuerpos antiamiba tienen una serie de efectos comprometedores para la amiba. 

Anticuerpos purificados ó sut:ro inmunt: inadiva<lu pur el calor actúan sobre E. 

histolytica inhibiendo el crecimiento. (de la Torre y col., 1973), su capacidad 

eritrofagocitaria (Shaffer y col., 1956) 6 neutralizando su virulencia (Sepúlveda y 

col., 1974). 

Estos efectos dañinos para la amiba pueden ser eliminados al incubar el suero 6 

la fracción de la inmunoglobulina con trofozoítos totales ó extractos homogenados 

a 4ºC (Ortíz-Ortíz y Avella, 1984). Es interesante observar que tanto el suero 
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normal como el inmune presentan un efecto citopatogénico que persiste aún 

des¡íúes de que el suero tia sido absorbido con trofozoftos a 4ºC. Este efecto al 

parecer involucra ambas vfas del complemento: Ja alterna y Ja clásica, y no requiere 

de anticuerpos (Ortíz-Ortfz y col., 1978; Calderón y Schreiber, 1985). Sin 

embargo, se ha reportado que amibas aisladas de pacientes con absceso hepático 

amibinno son resistentes a Ja lisis mediada por complemento (Reed y col., 1983). 

De acuerdo con lo anterior, un estudio reciente demostró que una 1ectina de 

superficie de E. histolytica, con afinidad por galactosa y que esta involucrada en la 

adherencia amibiana a células epiteliales y mucosa colónica humana, inhibe la 

formación del complejo de ataque del complemento a la membrana (Braga y col., 

1992). 

La amiba tambien es capaz de redistribuir en su superficie a los anticuerpos y 

complemente unidos a ella, en un fenómeno conocido como formación de casquetes 

polares ("capping"). Estos casquetes pueden ser liberados al medio ó internalizados 

protegiendo a la amiba del daño que estos componentes puedan causarle (Pinto da 

Silva y col., 1975; Calderon y col., 1980; Reed y Gigli, 1990). A pesar de estas 

observaciones, la inmunización experimental de animales de laboratorio con extracto 

amibiano axénico (Tanimoto-Weki y col., 1973; Ghadirian y Meerovitch, 1978), 

fracciones purificadas (Ghadirian y col., 1980) e incluso con la Jectina de superficie 

que une galactosa (Petri y Ravdin, 1991), los protege del desafío con E. histolytica. 
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Sin embargo, estos resultados no pueden ser extrapolados a los seres humanos y más 

aún si se considera que la infección persiste a pesar de los altos títulos de 

anticuerpos (Krupp y Powell, 1971). Es posible que la IgA secretora y tal véz la IgE 

demuestren ser factores realmente protectívos en amibiasis invasora aunque sólo 

temporalmente y por un corto tiempo (Kretschmer, 1984). Se requieren de más 

estudios para determinar si una vacuna puede proteger a los humanos en contra de 

este protozoario. 
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ADHERENCIA AMIBIANA 

Un aspecto que ha merecido particular atención en el pasado es el conocer como 

E. histolytica se establece y ejerce su efecto patogénico. En este sentido, se han 

llevado a cabo trabajos sobre la patogénesis de la amibiasis invasora usando modelos 

in vitro con diversas lineas celulares de tejido, los cuales indican que la amiba ejerce 

un rápido efecto citoletal dependiente del contacto (Ravdin, 1986) (Fig. 8). 

Los estudios realizados indican que E. histolytica coloniza inicialmente el 

intestino grueso del hombre, a través de un proceso activo de adhesión a la mucosa 

colónica. Este primer paso es esencial para la invasión que la amiba lleva a cabo por 

medio de enzimas ó productos tóxicos, lisis de las células del epitelio intestinal y 

penetración del tejido, que le permiten llanquear las barreras intestinales. Este tipo 

de amibiasis invasora se observa sólo en el 10% de los casos, produciendo colitis 

ulcerativa y absceso hepático amibiano (Walsh, 1986). 

Debido a las implicaciones de la adherencia en los procesos amibianos de 

destrucción tisular, se le ha estudiado ampliamente en la última década. Sin embargo, 

aún se desconocen los eventos que conllevan a la destrucción de las células del 

hospedero después de la adherencia (Bailey y col.,1990). 
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Figura 8. Micrografía electrónica de una monocapa de células M OC K 

10 mln dcspúcs de su interacción con trofozoítos de Enta m oeba 

h.is tolytica. Es evidente una separoclón en los sitios de contacto 

entre las células epiteliales (Kretschmer, 1990). 



La adhesión es un proceso activo que combina la habilidad de la amiba para 

ponerse en contacto físico con la célula blanco y la presenci~ de moléculas, de 

superficie que estabilizan la interacción entre ellas, en la amiba , principalmente 

lectinas y receptores del tipo carbohidrato en la célula blanco (Ravdin, 1986., Bailey 

y col.,1990., Saffer y Petri;l99lb., Mann y Petri,199la., Ravdin y col.,1989). Por 

lo menos se han reportado dos lectinas de 260 y 220 KDa, una adhesina de 112 KDa 

y recientemente una proteína de membrana inmunogénica de 46-52 kDa con múltiples 

secuencias repetidas una tras otra, que participan en el fenómeno de la adhesión de 

trofozoítos a diferentes lineas celulares cultivadas in vitro. Además, han sido 

identificadas otras 4 moléculas protéicas que participan en la interacción de la amiba 

con eritrocitos humanos pero que se desconoce si son adhesinas. 

A continuación se discuten algunos aspectos físicos, químicos y principalmente 

moleculares que participan directamente en el proceso de adhesión de E. histolytica 

a la célula blanco. 

As~tos Físicos y Químicos de la adherencia amibiana 

Como se mencionó anteriormente la adhesión es un proceso que en la amiba está 

muy relacionado con su motilidad. Observaciones al microscopio electrónico de amibas 
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adheridas a monocapas de células epiteliales del intestino· humano (Henle 407) 

muestran la presencia de invaginaciones endocíticas, pseudópodos, protuberancias 

vesiculares y filopodios que al parecer ayudan á la amiba a estabilizar la adhesión 

(Kobiler y Mirelman, 1981). 

Los autores arriba citados encontraron que la adhesión es dependiente de la 

formación de microfilamentos (filopodios), ya que la incubación previa de los 

trofozoítos con citocalacina B reduce su capacidad de adherirse a una monocapa de 

células. Asímismo, agentes quelantes como el EDTA también bloquean la adhesión. 

Por otra parte, colchicina no tiene efecto sobre la adhesión, confirmando la ausencia 

de tubulina en E. histolytica (Kobiler y Mirelman, 1981). Estudios de Ravdin y col. 

(1982, 1985b) en los que bloquean la adhesión utilizando iilhibidores del flujo de calcio 

intracelular (fMB-8) y bloqueadores de canales de calcio (Bepedril), confirman lo 

anterior. Probablemente estos agentes impidan la participación del calcio en la función 

de los microfilamentos. 

La adhesión amibiana a monocapas de células fijadas (Henle 407 y MDCK) es 

dependiente de la temperatura, el tiempo, el pH y la relación amiba:célula (Kobilcr 

y Mirelman, 1981). De esta manera se determinó que la adhesión es óptima a 

temperaturas entre 35 y 37 ºC y disminuye a temperaturas inferiores en que la amiba 

pierde actividad y tiende a redondearse. La adhesión máxima se alcanza en un tiempo 
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. 
de 15 mio, cuando los trofozoftos se incuban con la monocapa de células en una 

relación 1: l. En estas condiciones el 80% de los trofozoítos se adhieren a las células. 

Aún cuando se ha tendido a óptimizar el pH para la adhesión de trofozoítos ·a una 

monocapa de células, se observa que cuando se usa un amortiguador de corrriente 

iónica baja ó media (fosfatos 0.2 y 2 mM) es similar entre pH 5.7 y 7.4. Sin 

embargo, cuando se usa un amortiguador de corriente iónica alta (fosfatos 20 mM), 

la adhesión es dependiente del pH, ya que se mantiene al mismo nivel a pH 5.7, pero 

disminuye dramáticamente a pH 7.4. Probablemente esto se debe a la presencia de un 

micromedio ácido en la superficie amibiana, que es abatido por el amortiguador de 

corriente iónica alta y que al parecer es necesario para ta activación de moléculas de 

superficie amibiana que participan en la adherencia, principalmente lectinas (Kobiler 

y Mirelman, 1981). 

Lectina con arinidad por N-acctyl-D-galactosamina 

Ravdin y Petri han aislado una lectina que es sensible a la inhibición por 

N-acetyl-D-galactosamina (NacGal) y moléculas con residuos terminales de galactosa 
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en unión íll-4, como sialofetuina y sialo-orosomucoide. Esta lectina se encuentra en 

la superficie de los trofozoítos amibianos y se libera al medio de cultivo como lectina 

soluble (Ravdin y col.,1985c). La lectina aislada por cromatografía de afinidad a 

carbohidratos y anticuerpos monoclonales específicos anti-lectina es un heterodímero 

de 260 kDa consistente de una subunidad de 170 kDa y otra de 35 kDa unidas por 

puentes disulfuro (Saffery Petri,1991a; Mann y col.,1991b; Ravdin y col,,1989; Petri 

y col., 1990b) y con un punto isoeléctrico de pH 6.2 (Petri y col.,1989). 

La leclina fué descrita por Ravdin y Guerrant (1981) cuando estudiaban el papel 

de la adherencia en la citopatogenicidad a células de ovario de hamster chinos (CHO) 

y eritrocitos humanos (Grupo O). N-acetyl-D-galaclosamina y galactosa inhiben la 

adhesión de trofozoítos cultivados en medio axénico a células CHO, eritrocitos y 

neutrófilos humanos (Ravdin y Guerrant,1981). De igual forma, concentraciones 

milimolares de NacGal, galactosa y sialofetuina inhiben la adhesión de trofozoítos a 

la mucosa humana y de rata fijada con glutaraldehído. La mucosa humana y de rala 

son ricas en NacGal (Podolsky y !sselbacher,.1983). Es interesante observar que 

NacGal no inhibe la adhesión de amibas a mucosa de rata sin fijar (viable), lo que 

indica la presencia de un receptor sobre la mucosa independiente del receptor para 

NacGal susceptible a la fijación con glutaraldehído ó tratamiento con tripsina 

(Ravdin y col., l 985a). De este resultado se desprende la presencia de otra u otras 

adhesinas. 
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Las ·investigaciones realizadas indican que la lectina que· se inhibe con NacGal es 
. . 

responsable, al inenos .en pÍlrte; de la adhesión amibiana a cultivos de células.de 

mamífero, eritroí:itós ·y ·leucocitos humanos, mucosa y submucosa colónica ·de 

mamíferos,· mucosa colónica humana y bacterias (Ravdin, 1986). NacGal inhibé la 

citolisis de células blanco por trofozoítos amibianos al impedír su adherencia (Ravdin 

y Gerrant, 1981). Por otra parte, la caracterización del receptor para Ía lectina con 

afinidad por NacGal, mediante el uso de células CHO mutantes en glicosilación, indica 

que la lectina se puede unír a carbohidratos de superficie en unión N u O, aunque la 

unión es más estable al N con ramificaciones lll-6 y que carecen de residuos 

terminales de fucosa y ácido siálico (Ravdin y col., 1989). Por otra parte, Bailey y 

col. (1990) usando liposomas con glicoesfingolípidos, encentran que los trofozoítos 

reconocen tanto la configuracion a como la B , pero prcferencialmente a glicanos con 

puentes glucosídicos terminales Bl-4 ó Bl-3. Tambien observaron que los residuos 

terminales de fucosa reducen la capacidad de adhesión. Trabajos recientes de Saffer 

y Petri (199la) respaldan estos resultados. 

Estudios de inmunogenicidad indican que la subunidad de 170 kDa de la lectina es 

altamente inmunogénica, no así la subunidad de 35 kDa, cuya función aún se 

desconoce. El 100% de los sueros de pacientes convalescientes de absceso hep¡ítico 

amibiano reconocen por Western blot la banda de 170 kDa (Petri y col.,1987). La 

inmunización de gerbos por vía intraperitoneal y subcutánea con la lectina purificada 
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por cromatografía de afinidad induce un alto nivel de anticuerpos que a una dilución 

1: 10 inhiben la adhesión amibiana en un 100% y los protege del absceso hepático 

amibiano en un 67% (Pctri y Ravdin,1991). Suero inmune de conejo preparado por la 

inyeccion de una fraccion semipura de la lectina inhibible por NacGal y suero de 

pacientes con a~~biasis invasora, inhiben la adhesión amibiana a mucosa colónica de 

rata fijada con glutaraldehído, lo que sugiere un papel importante de los anticuerpos 

· en Ía inhibición de Ja adhesión a ·Ja mucosa colónica y en la amibiasis recurrente 

(Ravdin y col.,1985a). Sin embargo, los mismos anticuerpos policlonales antilectina 

a diluciones de 1: 1000 1 aumentan la adherencia; resultados similares se observan con 

sueros de pacientes con absceso hepático amibiano a bajas concentraciones (Pclri y 

Ravdin, 1991), complicando Ja interpretación de los estudios obtenidos in vivo. 

Por otra parte, Ja cepa HM 1: JMSS que es la más virulenta, es más sensible a la 

inhibición de la dherencia por NacGal que las cepas menos virulentas, indicando una 

inayor actividad de lectina en Ja primera que en la última (Ravdiny col., 1985c). Estos 

resultados indican que la subunidad de 170 kDa de la lectina susceptible a inhibición 

por NacGal es uno de los antígenos amibianos inmunodominantes reconocidos por 

suero inmune. Es posible que estos anticuerpos, junto con la respuesta celular, sean 

responsables de la ausencia casi total de amibiasis recurrente. 

Anticuerpos monoclonales contra la subunidad de 170 kDa mapearon 6 eprtopes 
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diferentes tanto funcionaL como antigénicamente. Los anticuerpos morioclonales 

dirigidos contra los epítopes. 4, 5 y 6 inhibieron la adhesión en diferentes 

proporciones, poniendo de manifiesto la participación de estos epítopes en favor del 

proceso de adherencia amibiana. Anticu~rpos monoclonales contra el epítope 3 no 

presentaron efecto sobre la adhesión, mientras anticuerpos monoclonales dirigidos a 

los epítopes 1 y 2 aumentaron la adhesión en lugar de inhibirla (Petri y col., 

1990b). Lo anterior correlaciona con el hallazgo ya mencionado de sueros de pacientes 

y sueros policlonales contra la lectina que a determinadas concentraciones inhiben ó 

incrementan la adherencia. 

Este resultado sirvió de marco a un estudio reciente de diferenciación de cepas 

patógenas y no patógenas (Petri y col., 1990a), donde se observó que la lectina con 

afinidad por NacGal de las cepas no patógenas parece carecer de los epítopes 3 al 6, 

a diferencia de la lectina de las cepas patógenas que presenta todos los epítopes (1 al 

6). Las cepas no patógenas que contienen los epítopes 1 y 2 parecen actuar en contra 

de la adhesión, por lo que dichas cepas no son capaces de adherirse a la mucosa 

colónica y de causar daño. Con base en lo anterior, ellos proponen un método efectivo 

y rápido para diferenciar cepas de amibas patógenas de no patógenas usando un 

radioinmunoensayo con anticuerpos monoclonales contra los epítopes 1 y 3 de la 

subunidad de 170 kDa . La importancia de la lectina como mecanismo de evasión 

inmune se ha puesto de manifiesto al demostrarse que inhibe la formación del complejo 
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de ataque del complemento a la membrana (Braga y col., 1992). 

La lectina obtenida en condiciones no reductoras por filtración en Sephacryl 

S-300 revela un peso molecular de 440-600 kDa, lo que indica que en la forma nativa 

se encuentra como dímero ó trímero. La determinación de la secuencia de aminoácidos 

de ambas subunidades (170 y 35 kDa) confirma sus diferencias. La secuencia de 

aminoácidos en el lado aminoterminal es tínica para cada subunidad. En la subunidad 

ligera la secuencia es heterogénea planteando la posibilidad de otro gen (Petri y col., 

1989). 

La hibridación de RNAm de E. histolytica con un oligonucleótido sintético 

obtenido de la secuencia aminoterminal de la subunidad pesada revela un segmento de 

4.4 kilobases (Tannich y col., 1991). La complejidad y el tamaño poco usual de una 

molécula de este tipo, lo asemeja a otras otras moléculas de adhesión celular, como 

el receptor Mo 1 de los linfocitos (Petri y col.,1989). 

El grupo de Tannich y el de Petri reportaron casi simultaneamente la secuencia del 

gen que codifica la subunidad pesada de la lectina. Aún cuando ambos grupos 

trabajaron con la cepa HM 1 :IMSS, encuentran diferencias en el tamaño y la secuencia 

del gen. Tannich y col. (1991) la describen como una proteína de 1270 aminoácidos 

con 3 dominios y un pequeño tallo citoplasmático de 38 residuos (Fig. 9). El primer 
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Figura 9. Do~1nios estructurales de la subunidad de 170 kDa 

de la lectina de superficie de Enta moeba histolytica. La región 

_sonlbreada representa seudorepetici.ones de 30 aminoácidos. Los 

puntos indican los sitios potenciales de gUcosilaci6n. (Tannich y 

col., 1991). 



dominio se extiende del aminoácido 1 al 373 y es pobre en cisteína. El segundo 

dominio que comprende el resto de la región extracitoplasmática, va del aminoácido 

373 al 1204 y al contrario del anterior es rico en cisteína. Entre los aminoácidos 373 

y 648 hay nueve segmentos repetitivos de 30 aminoácidos con cuatro cisternas cada 

uno. A lo largo de toda la región extraeelular se observan nueve sitios potenciales de 

glicosilación unidos a asparragina. El tercer dominio de aproximadamente 30 

aminoácidos, es una región transmembranal con aminoácidos hidrofóbicos. La 

presencia en el tallo citoplasmático de 11 aminoácidos con grupos hidroxilo, 

sugieren que la molécula puede enviar señales al interior de la célula vía fosforilación. 

Por su parte, Mann y col. del grupo de Petri (199lb), describen la subunidad 

pesada como una proteína de 1276 aminoácidos distribuidos en 3 dominios. Un 

dominio extraeelular de 1209 aminoácidos, con 16 sitios potenciales de N-glicosilación; 

una región hidrofóbica de 26 aminoácidos y un tallo citoplasmático de 41 aminoácidos. 

Al igual que Tannich, encuentran que el dominio extracclular es rico en cistefna, lo 

que al parecer le confiere a esta subunidad resistencia a proteasas. 

Recientemente, el mismo grupo de Tannich y col. (1992) clonó un cDNA que 

codifica la subunidad ligera de la lectina. El análisis de la secuencia de aminoácidos 

indica que la mayoría de los residuos de aminoácidos N-terminales son hidrofóbicos, 

sugiriendo una función de ¡>!ptido señal. La secuencia completa indica que se trata de 
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una proteína de 275 aminoácidos con una masa molecular de 32 kDa, con 2 sitios 

potenciales de glico.silación unidos a asparragina. El hallazgo de 2 genes estrechamente 

relacionados,' poiencialmente c~ificantes de esta subunidad de 35 kDa, sugiere la 

presencia de 2 protefnas isomorfas en las cepas de E. histolytica patógenas. Los 

análisis de hidrofobicidad de la secuencia de aminoácidos deducida, revela la presencia 

de una secuencia hidrofóbica en el extremo e terminal, similar a la encontrada en los 

precursores de protefnas de membrana ancladas por GPI. Lo anterior sugiere que la 

subunidad de 35 kDa puede estar unida a la membrana por un motivo GPI y participar 

en la transducción de señales al interior de Ja célula. 

En la actualidad, con el propósito de obtener una vacuna eficaz, se está trabajando 

en la determinación de los epÍlopes de Ja subunidad pesada de la Jectina que reconocen 

las células T Y B y los fragmentos de Ja proteína que puedan inducír protección 

(Ravdin y col., 1993). 
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lnmunoglobulina A secretoria 

La inmunoglobulina A presente en mayor cantidad en las secreciones externas, es 

probablemente la primera defensa específica contra la infección natural (Tomasi y 

Bienenstock, 1968) y tambien la segunda inmunoglobulina más importante del suero 

(Mestecky y col., 1971). 

La IgA sérica es esencialmente monómera mientras la fonna secretoria es 

predominantemente dimérica. La lgA como otras inmunoglobulinas, es una 

glicoprotefna compuesta de aproximadamente 90% de aminoácidos y 10 % de 

carbohidratos. Tiene un coeficiente de sedimentación de 7S con un peso molecular 

que oscila entre 162 y 165 kDa. Estructuralmente es una unidad monomérica con 

simetría bilateral, que comprende dos pares de cadenas polipeptídicas: dos cadenas 

H y dos cadenas L, con pesos moleculares de 56-58 kDa y 23 kDa respectivamente 

(Fig. 10). 

La lgA secretoria que comunmente se presenta como dímero (tambien se han 

detectado trímeros, tetrámeros y pentámeros) tiene un coeficiente de sedimentación 

. de ! IS (Fig. 11). El conjunto cuenta con dos cadenas polipeptfdicas adicionales: la 

cadena J y el componente secretor (Halpern y Koshland, 1973; Heremans, 1974; 
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Figura 10. Estructura de la fgA monomérlca y su reglón de 

blsá.gra. La molécula representada es la A2m la cual carac-

terlstica mente presenta un enlace dlsulfuro intercadenes li-

geres •. (Acosta y Lescurain, 1992) 
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figura 11. ~lodelo de la TgA presente en secreciones. Se representan dos 

monómeros de fgAl unidos entre SÍ, por. enlaces intercatenarios constitui

dos por puentes disulftiro. La cadena J y el componente secretor (SC) 

se muestran unidos individualmente a dos cadenas 

mero. (Acosta y Lascurain, 1992) 

de un mismo manó-



Lamm, 1976). 

La cadena J es una glicoproteína muy hidrofóbica con peso molecular de 15 kDa, 

que tambien se encuentra asociada a la lgM pentamérica .. El com¡:¡onente secretor 

es una glicoproteína de 70 kDa sintetizada por las células epiteliales, que actua con;o 

receptor específico para el transporte de la lgA dimérica a través de las células 

epiteliales hacia fluidos secretores (Brandtzaeg, 1974) (Fig 12). 

La cadena J al parecer desempeña un papel importante en la dimerización de la 

lgA producida por las células plasmáticas locales (Della Corte y Parkhouse, 1973). 

Por otra parte, el ensamblaje de la lgA secretoria ocurre en el epitelio de la mucosa, 

donde se sintetiza el componente secretor (Poger y Lamm, 1974; Brandtzaeg, 1974; 

Brown y col., 1976). Aunque no hay interacción covalente entre la cadena J y el 

componente secretor (Mestecky y col., 1974), se cree que la cadena J es importante 

en la unión de la lgA al componente secretor al inducír una conformación óptima 

(Brandtzaeg. 1976). 

La lgA dimérica forma con el componente secretor una macromolécula que 

adquiere mayor resistencia a la acción de la1 proteasas, acorde con el micromedio 

donde ejerce su acción. Esta inmunoglobulina constituye aproximadamente el 90% 

de los anticuerposen secreciones (Fig. 13). 
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Figura 12, Esquema del trayecto transepitelial de la lgA dimérlca. La IgA 

sintetizada y secretada por células plasmáticas, es captada por el componente 

secretor e internalizada en vesículas que se dki.gen a la luz intestinal donde 

son liberadas en unión covalente con el componente secretor. (Acosta y Lascu-

raln, 1992) 



Las inmunoglobulinas en secreciones tienen aparentemente un amplio. espectro de 
. . . 

actividades contra virus, bacterias, parásitos, antígenos alimentari~sx~del medió .. 

ambiente (Bienenstock y Befus, 1985). As!, la lgA secretoria bloquea'1á.absorción .. - ... · ... 

de antígenos llevados por alimentos ó drogas que pueden ser alergéni·c~s:~ot~~~i;l~s. 
La lgA es un anticuerpo neutralizante de antígenos biológicamente activos tales 

como toxinas, enzimas y virus, realzando la eficiencia de ~os sistemas _inmunes 

efectores (Bienenstock y Befus, 1985). 

La afinidad específica de patógenos por el moco y sus componentes se debe 

principa1mente a mucinas e lgA secretoria, que reti~ne específicamente al 

organismo dentro de la capa de moco, retardando la invasión y eliminándolo a través 

de procesos naturales de remoción (Tse y Chadee, 1991). 

Varios estudios han demostrado la capacidad de la lgA secretoria de la saliva para 

agregar, inhibir la adherencia (Liljemark y col., 1979) y conferir inmunidad 

(Morisaki y col., 1983) contra agentes bacterianos causantes de la placa y de las 

caries dentales humanas. Tambien se ha observado la capacidad de la lgA secretoria 

de aglutinar algunos protozoarios (Miller, 1987) y de otorgar inmunidad contra 

Trichuris muris en ratones inmunizados pasivamente con anticuerpos monoclonales 

del tipo IgA anti-T. muris (Roach y col., 1991). 
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Estudios sobre la respuesta inmune secretora local en la amibiasis y su papel como 

mecanismo protector son escasos. La presencia de antígeno amibiano en la mucosa 

intestinal de personas infectadas induce una respuesta inmune local ·con producción. 

de lgA se~retoiia espe~ffica contra E. histolytica. Se ha dém~ostrado su prés~ncia 

en la bilis de ratas inmunizadas con trofozci!tos de E. histOlyticil (Aé~stá/ col:, 

1982), y en secreciones intestinales y suero de pacientes con abséé~éí'.hepáti~o 
···~· __ . ; . 

amibiano (O'Shea-Alvarez yTreviño, 1985; O'Shea-Alvarez y col., 1987;.Ó~ndy 

y col., 1983; Berber y col., 1990). 

Así mismo, se ha detectado la presencia de anticuerpos lgA secretorios antiamiba 

en el calostro humano (Acosta-Altamirano y col., 1986; Berber y col., 1990), en 

leche humana (Grundy y col., 1983) y más recientemente en la saliva de pacientes 

con amibiasis intestinal (Rubén del Muro y col., 1990). Se ha observado que los 

niños alimentados con leche materna estan protegidos contra varios agentes 

patógenos incluyendo a E. histolytica (Gerrard, 1974; Mata y Urrutia, 1971; Islam 

y col., 1988). 

Los anticuerpos lgA secretorios antiamiba, tanto de humanos como de rata, 

impiden la interacción de trofozoítos con eritrocitos humanos (Barranco-Tovar y 

col., 1986). Al parecer el calostro humano y la lgA secretoria no especifica, tambicn 

impiden, en una menor proporción, la unión a eritrocitos humanos. 

42 



Ya que el paso esencial en la patogenicidad de la mayoría de organismos 

invasores es la adherencia a superficies epiteliales, es posible que complejos de 

antígeno con moléculas de lgA secretoria inhiban la motilidad e invasión del agente 

patógeno (Tse y Chadee, 1991). Es probable que la lgA secretoria anti- E. 

histolytica presente en la luz intestinal desempeñe un papel muy importante contra 

la amibiasis invasora al interferir con la adherencia de la amiba a las células 

epiteliales. 
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Planteamiento del problema 

Mucho se ha hablado acerca del posible papel de la respuesta inmune secretora en los 

mecanismos de defensa local contra agentes patógenos que penetran por la cavidad oro

nasal. Así mismo, se ha descrito su participación en la regulación de la flora bacteriana 

intestinal. Sin embargo, son escasos los irabajos que demuestran la presencia de 

anticuerpos secretorios específicos y su acción sobre los principales mecanismos asociados 

al potencial patogénico de un agente. 

En el caso de la amibiasis como en otras parasitosis intestinales, se ha demostrado el 

desarrollo de una respuesta inmune secretora con producción de anticuerpos de clase lgA 

secretores específicos anti-E. histolytica. Estos anticuerpos lgA específicos anti-amiba 

se han detectado en suero, calostro, leche y recientemente en saliva (Grundy y col., 1983; 

Islam y col., 1988; Acosta y col., 1985; Del Muro y col .. 1990). Sin embargo, se 

desconoce el papel de estos anticuerpos en la amibiasis y particularmente el mecanismo 

6 los mecanismos a través de los cuales los anticuerpos lgA secretorios podrfan estar 

actuando sobre E. histolytica. 

Los anticuerpos secretados tienen un amplio espectro de actividades en infecciones 

virales, bacterianas y parasitarias (Bienenstock y Befos. 1985). Estos anticuerpos son 
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neutralizantes, agutinan bacterias e impiden la adherencia a células epiteliales in vitro 

(Liljemark y col., 1979). La mayoría de los agentes infecciosos inician la secuencia 

patológica con la adherencia a las células blanco. El efecto citoletal ejercido por E. 

histolytica es dependiente del contacto y mediado por moléculas de superficie del tipo 

lectinas (Ravdin, 1986). De ellas, se demostró que la lectina que se une a galactosa es 

la principal molécula responsable de la adherencia de E. histolytica a célula.• epiteliales 

y mucosa colónica de rata y humana (Ravdin y Guerrant, 1981; Ravdin y col., 1985a). 

En base a lo anterior, en el presente trabajo se decidió analizar el papel de los 

anticuerpos lgA secretores anti-amiba y en particular anti-lectina que se une a galactosa 

en la adherencia de trofozoítos de E. histolytica a células epiteliales in vitro. Con ese 

fin, se utilizaron muestras de salivad'' pacientes con amibiasis intestinal y los anticuerpos 

lgA purificados a partír de ellas. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar in vitro el papel de la respuesta inmune secretora como posible mecanismo 

protector en amibiasis intestinal. 

Objetivos específicos 

-. Identificar antígenos amibianos reconocidos por anticuerpos de la clase IgA secretorios 

de salivas de pacientes con amibiasis intestinal. 

-. Purificar la lectina de superficie de Entamoeba hiatolytica que se une a galactosa. 

-. Determinar el nivel de anticuerpos IgA secretores específicos contra la lectina que se 

une a galactosa. 

-. Analizar la capacidad de los anticuerpos lgA secretores anti-E. histolytica presentes 

en las muestras de saliva de los pacientes, de inhibír la adherencia amibiana a monocapns 

de células epiteliales MDCK. 
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Thc prcscncc of secretory immunoglobulin A (lgA) unti .. Emcmweba lzistolylfrll antibodics in the saliva of 
1mtients wllh inteslinnl nmebinsis wns dcmunstratcd by immunohlot nssny, nnd tite cupnc.:ity of lhcse nntibodies 
to inhibit nmchic udhcrcncc ton monolaycr or J\.1DCK cclls wns mmlyzcd. Inhihitinn wns duc to lgA untlumeblc 
nntibodics nnd in ¡rnrt to nnti-Gnl-hindin1.Hcctin antibndics. as dcmonstrntcd by uhsor¡>tion cxpcrimcnls with 
total umchic cxtruct :rnd with tite fractiun or Gal-hinding lcctin. Thcsc rcsults cmphnsizc thc rclcvuncc of 
sccrctnry JgA untihndics In thc phcnomcnon uf E. ltistolytfra udhercncc to cpitheliul cclls. 

Amchia~is duc to Em11moeba lli.wolytica is an infcctiuus 
discasc of worldwidc distribution which affccts 500 million 
pcoplc 1111U is rcsponsihlc fnr approximalcly 50 rnillion cases of 
tissuc i11vasion Hn<.111ppn1ximatcly 60,(Jllll dcaths pcr ycar (22). 
In many devcloping cuun1rics. amchiasis is onc uf thc main 
mcdkal prohlems, nffccting ali snciDcconomic lcvcls of thc 
populatinn (6). 

Tissw! damagc hy E. llis10/y1icu is cuntact Ucpendcnt, rcsult· 
ing in lysis uf thc cclls to which amcbac adhcrc (3, 18). Thc 
molcculcs which mcdiatc adhcsion are lcctins locatcd on thc 
amchic surfacc ( 17), of \\ hich severa! havc bccn dcscrihed 
prcviously (J. 15, 19). Among thcm. 1111 :uncbic l~cLin with 
ulfinity fnr galactosc (Gal) has bccn proposed as thc main 
molcculc rcsponsihlc fnr tite adlll'sion of truphnzoitcs to 
cnlonic mucin and cpithclial cclls (J, 13). 

Thc role of sccrctol)' immunoglohulin A (lgA) anlihoUics 
against surfacc molcculcs of E. hislO~\'lica, including thc Gal· 
binding lectin tlml parlicipatcs in adhcrcncc, has not hccn 
studicd in depth. lt is hi:licvcd tha1 thc sccrctory immunc 
response uguinst :11nchic surfocc molcculcs plays an importa ni 
role whcn it comes to pmasitc colonizatinn nf the intcstinc, 
sincc bnc nf thc protcctivc mcchanisms mcdiatcd by lgA is thc 
inhibition of microorganism adhcrcncc tu ami colonization uf 
this· tiSsuc (9, IO). lt was thcrcforc intcrcsting to determine 
whcthcr anti·E. /iisto/ytica lgA antibm.Jies and spccifically thosc 
to.thc Gal·hinding lcctin are prcscnt in thc saliva of paticnts 
with amchiasis ami to determine whethcr thcsc antihodics are 
11blc to inhihit adhcrcncc uf arncbac tu MDCK cclls in vitro. 

Axcnic cultures uf E. liistolytica, 1-IMl:IMSS strnin, werc 
grown in TYl-S-33 mcdium with IOO U of pcnicillin pcr ml-IOO 
µg of strcptomycin sulfate pcr ml-11.25 µg of mnphotcricin l3 
pcr mi at 37"C in culture flasks (5). Trophozoitcs wcrc 
hatvcstcd aftcr n h of growth by chilling thc tlasks 011 ice for 
10 min and ccntrifuging at 150 X g for IO min al 4ºC. Thc 
parnsitcs werc thcn washcd threc times with phosplmtc .. huff
crcd salinc (PBS), pH 7.4, by ccntrifugntion as dcscribcd 
abovc. Thc vinhility of pmasitcs was llSsaycd by exclusion of 
lrypan hluc, ami it was ahout 91 %. 

MDCK cells wcrc grown in Dulbccco's modificd E¡1glc 
mcdium (GIBCO Laboratorics, Lifc Tcchnologics, Grand 
lsland, N.Y.) at pH 6.R, supplemcntcd with 5%, fct:il hovinc 

• Corrcsponding au1J10r. 
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scrum-100 U uf pcnidllin pcr ml-HJO µg uf strcplomycin pcr 
ml-2.4% sodium bicarhonatc, in culture llasks at 37ºC ami in n 
humid atmosphcrc with 5% C02 • Monolaycrs of MDCK cclls 
wcrc obtaincd in %-wcll culture platcs (50,000 cclls pcr wcll). 
Thc monolaycr was washcd with 0.15 M NaCI and fixcd with 
0.25% glutaraldchydc for 10 min. Thcn, thc platcs werc 
washcd with a solution uf 0.1 M glycinc and linally with 0.15 M 
NaCI and storcd at 4'C until uscd (8). 

Optima) conUitions for a<lhcrcncc uf amcbac to an MDCK 
ccll monolaycr wcrc obtaincd with 50,000 amcbac per micro
wcll, in 2 rnM PBS, pl-15.7, hy coincubuting thcm far 15 minal 
37"C with gcntlc shaking (75 rpm). Thcsc conc.Jitions wcre 
applic<l to ali cxpcrimcnts rcportl!<l hercio. Thc trophozoitcs 
adhcring to the cclls wcrc thcn lixi:d with 0.25% glutaraldc· 
hydc in 0.15 M NaCI for IO minal room tcmpcraturc. The ncxt 
stcp was to hlnek thc platcs with 200 µI of 1% hovine scrum 
alhumin fnr 1 h al room tcmperaturc. Thc platcs wcrc washcd 
with U.05% Twccn 211-1% BSA in PUS, pH 7.4 (T-BSA-PBS). 
Sub>cqucntly, 51l µI of biotinylatcd monoclonal anti-E. histo
~\'ticu mllihudy 10 a surfaci: nmfcculc of E. Mstolytica ( 11) 
<lilutcd 1 :400 was aJtli:<l ami thi: platc was incubatcd far 1 h at 
37"C. Thc platcs wcrc thcn washcd as dcscrihcd abovc. A 
strcptavidin-pcroxidasc conjugatc ( 1:2,000) was addcd ancJ 
incubatcd for 1 h at 37"C. Then, thc pl11tcs wcrc washcd aguin 
as dcscrihetl abovc. Finally, o·phcnyh!llcdiaminc was uscd as a 
substrntc: thc rcaction was ~toppi:d with 2.5 N H:?S04 anti 
mcasurcd ut 49{) 11111 in an i:nzymc~Jinkcd immunosorbcnt assay 
(ELISA)-Proccssor M. A positivc corrclation was found hc
twccn thc numher uf amdlilc binding to thc MDCK cclls anú 
optical dcnsity at 490 nm. 

Saliva was collcctcd from 24 paticnts with a diagnosis of 
intestinal amchiasis confirmcd by stool cxamination and by 
salivary lgA anti-/.:.·. hislolyrica antibody dctcction (4). Thcsc 
saliva samplcs wcrc kindly providcd hy Edmundu Godincz 
Camacho from thc Hospital General de México. Control 
samplcs wcrc ohtaincU from 16 hcalthy individuals with no 
clinical symptoms of amchiasis and from 9 paticnts with 
nonamcbic parnsilic discasl!S. For hoth control groups, stool 
cxamination (thrcc samplcs, ohtainc<l on thrcc consccutivc 
duys) and salivary nnti-E. ltistolytica antibody assay wcrc pcr· 
formcll; thcy wcrc 1wgativc, imlicating tite.: ahscncc or amchac 
or thcir antibody, rcspcctivcly. Howi:vcr, thc control group of 
paticnts· with othcr parnsitic disc:1scs yiclUcd at lcast onc of thc 
following parnsitcs: Hy111L'110/epi.\' 11t11w, Enlamoeba coli, Giar· 
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dia lmnb/ia, Triclwris rriclliura, Eme1vbius 11ermicu/aris, Cllilo· 
mtwir me.mili, nml Asrnris lumbric'oides. Thc saliva samplcs 
wcrc ccn1rifugcd ut IO,llllll X g fur 30 min, ancl thc supcrnatant 
wus frozcn at -20ºC until uscd. 

A111cbac (50,001! parnsilcs) wcrc prcincubatcd with 1 mi of 
salivn from pnticnts or controls prcviuusly dilutcd l:J with a 
mucolytic ngcnt (Mucosil-20; Dcy Laburatorics Inc., Napa, 
Calif.) far 1 h at 37ºC. Thcsc i11111111noglohulin-trcutcd tropho
zoilcs wcrc washcc.J ;md uscd in thc adhcrcncc ELISA dc
scrihcd abovc. For ull salh•:i s;1111plcs, a control uf possiblc 
intcrfcrcncc c.Juc to compclition hctwccn thc monoclonal 
untihody am.J IgA frum thc saliva was run in parnllcl in lhc 
íollowing way: aftcr amclrnc wcrc li.\'.Cd. 200 µI of suliva wt1s 
addcd and incuhatcd for 1 h al 37ºC; aftcnv¿irc.Js, thc phllcs 
wcrc washcd: ami finally, Lhc hiotin~·lated monoclonal anti-E. 
ltisto~Wict1 anlihody was addcd. The rcading was subtractcU 
from thc ELISA resolis. 

lgA írom thc saliva ~arnph:s w<1s purificd hy aflinily chroma
togntphy un a j:.icalin-;1gan1sc Cl1lu11111 (Signm Chcmical Cu., SI. 
Luuis, Mo.) (2). Fral'1ions of 1 mi wcrc cullcctcd, and 1hc 
protcin contcnt was dctcnnincU al 280 nm in a spcc1ropho-
1omclcr. Thc purificd lgt\ was ana/yzcd by polyacr~yh1midc gel 
clcctrophoresis (PAGE) undcr rcdudng comlitions (sodium 
dodccyl sulfate (SDSJ-PAGE). Thc charactcristic thrcc bands 
of lhc sccrctory lgA \\en.: uh:-it:rvctl: 7U, 56, and 23 kDa (12). 
Onc hundrcd flíty microgrnms uf purified IgA was uscd in thc 
inhibition assay dcscrihcd ahovc; this amount was thc avcrngc 
valuc oí purificd fgA from 1 mi uf paticnt's saliva. 

Saliva samples wcrc prcabsorhcd witl1 150 µg of thc Gal
binding Jcctin or wi1h 150 µg of ;.1 tola! umchic cxtract for 2 h 
ut 37ºC. This amount of antigcn was prcviously known to 
abolish thc rcactivity of thc saliva lgA with cither thc total 
:imebic cxtrnct or Gal-binding lectin hy immunoblot. Then, the 
salivn snmplcs wcrc uscd in lhc mlhcrcncc ELISA. 

Thc purificalion of lhc G<tl-hinding lcctin w;1s pcrformcd <1s 
rcpurtcd prcviously (IS). In hricf, 5 mi of immobilized u-Gal 
(Picrcc, RockforcJ, Ill.) was incuhatcd wilh 201111ofa10-timcs
conccnlralcd surH.:rnatant cul1un: mcdium from amchac (prc
viously clialyzcd ngainst lll m~I HEl'ES (N-2-hydroxycth
ylpipcr:izinc-N'-2-cthancsulfonic acidj-11.14 M NaCI (pH 7.5J 
for 18 h at 4ºC) wilh gcnlh: :1gita1ion. Thcn thc column was 
W'1Shcd with MEPES-N<iCI. Thc hound protcins \\.'ere clutcc.1 
with 0.N M Gal, ami prolcin was úclectcd ;11 280 nm. Positi\'c 
frm:liuns wcrc amilyzcc.I by SDS-J>AGE. A \Vcslcrn bfol (im
munoblol) of thc G:il-hinding lcctin wilh cithcr a polyclonal 
anti-E. histolytica antiscrum (J l) or thc 3F4 monoclonal anti
Gal-hinding-lcctin antihody (kindly prol'idcd hy W. A. Pctri, 
School uf Medicine, U11ivcrsi1y oí Virgi11i<1, Charlottcsvillc) 
w~1s also performec.1. 

Trophozoitcs (3 X llJ'') wcrc mctaholically labclcd with 600 
µCi of ("S]mcthioninc (spccilic activity, 1,200 Ci/mmol) in 
TYI-S-33 mcdium without cys1einc for 12 h al 37ºC. Thcn, thc 
p.arasites wcrc lwrvcstcc.1 by bcing chillcd un ice far JO min :md 
ccntrifugcd at 150 x g for 5 min ;11 4ºC, washcd with PBS 
containing 2 mM phcnyhncthylsulfonyl lluoridc and 1 mM 
p-hydmxymcrcuribcnzoatc, and linally lyscd by frcczing and 
lhnwing. Thc labclcd supcrnatanl and thc parnsitcs wcrc 
:ipplicd to thc immubilizcd n-Gul column. 

!loth thc total E. /Jis10/ylica c.xtract (800 µg) :111d thc 
Gal-binding lcctin ( IOO ¡1g) wcrc clcctrophorcscd 011 SDS
IO% polyacrylamidc gcls and transfcrrcd to nitroccllulosc 
papcr as dcscrihcd by Tmvbin et al. (20). Saliva samplcs from 
paticnts and controls wcrc dilutcd ( 1 :8) in U.3% Twcen-P!JS 
and íncubatcd with thc p¡_¡pcr s1rips for 2 h al room tcmpcru
ture. Aflcr extcnsivc w;.1shing with T-PBS, a goat anti-human 
lgA antibody cnnjugatcd to pcroxidasc (1:2,000) (Zymcd L¡¡h-
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FIG. l. lmmunublol of amchic anligens rccognizcd by sccrctury 

lgA <llltibm.lics in saliva ( l :8 di/ution) oí pa1icnts with intestinal 
amcbiasis. P, palicnls with intestinal umcbiasis; C, healthy cuntrols; 
Ag, control oí lolnl ilmchic anligcn stuincd with Coonrnssic hluc. 

oratories, fnc., San Francisco, Calif.) was addcd. Finally 3',3-
diaminobcnzidinc was used us a substrate. 

The results indicatc tlmt 85% of the saliva samplcs from 
paticnts rccognizcd various amcbic antigcns whcn a total 
n111cbic cxtract WJs used. Thus, lgA antibodics from paticnt 
saliva rccognizcd proteins of36 kDu (84%), 23 kDa (79%),59 
kDa (68%), 87 kDa (58%), and 26 kDa (50%) (Fig. 1). In 
mlúi1ion, 42% uf 1hc sanw samplcs prescnlcú spccific lgA 
a111ihotlics against a prutcin of 170 kDa. On thc uthcr hand, 
saliva from nornrnl individuals was gcncr<.11ly ncgalivc mal only 
occasionally showccJ somc 21-, 23-, und 109-küa bands. 

An allcmpt to purify thc lcclin uf 260 kDa from lite 
supcrnatanl culture 1111.:dium wilh affinity lo G;il was done by 
a/Ji11ity chromaiography in an immohilizcc.I n-Gal colunm. A 
single protcin pc<1k was ohtaincd. SDS-PAGE untll!r nonrc
ducing conditions uf thc poolcd peak showcd only a hand uf 
260 kDa (r:ig. 2, lanc 13). On thc othcr hand, SDS-PAGE 
pcríormcd undcr rcducing conditions shmvcd four b1..1nds of 
170, 1110, (18, and JO küa ( Fig. 2, lanc C). Thc bands of 170 and 
30 kDa sccm to corrcspomJ to lhc molecular mass prcviously 
rcportcd for tlw Gal-binding lcclin. Similar rcsulls \\.·ere oh-
1aincd whcn thc parasitcs wcrc mctabolicully labclcd with 
l35Sjmcthionine (Fig. 2, Jane D). \Vhcn 1his frnction was tcstc<l 
hy immunohlot with a hypcrimmunc ::mti-E. /listo~~·tic11 anli
scrum, thc samc four hands wcrc rccognizcd (Fig. 2, lanc E). 
Furthcrmorc, thrcc ( 170, 68, rn1d 30 kDa) oí thc four uhovc
mcntioncd bands wcrc rccognizcd whcn tcslcd wi1h thc JF4 
monoclorrnl anli-Gal-binding-lcctin anlihody, which rccognizcs 
thc 170-kDa subunit epi tope 1 of thc Gal-hinding lcctin ( 14, 
16) (Fig. 2, hmc F). \Vhcn this frac1ion was uscd :1s anligcn in 
an immunohlul assay with lhc saliva dcscribcd ¿1hove, 61% oí 
the samplcs shuwcd a positivc rcaclion wilh thc protcin oí 170 
kDa (Fig. 3). Thc hands of 68 and 31! kDa wcrc also rccognizcd 
by 52 ancJ 43% uf lh~ saliva samplcs, rcspct:tivcly. Howcvcr, 
thc IUO-kDa bumJ was not rccognizccl by uny uf lhc path:nt 
saliva sumplcs. In cuntrnsl, saliva from lhc hcalthy groups did 
not show rc<1ctivi1y with lhc Gal-binding kctin (Fig. 3). 
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nitroccllulosc papcr, lhc protcins of 170, 68, and 30 kDa wcrc 
rccognizcd hy thc 3F4 monoclonal m11i-Gal-binding-lcctin 
untihody, suggcsting that thc lcc1in was hcing dcgradcd. Onc 
pnssihilily for !he protcolyth: hrcakdown ohscrvcd is tlrnt wc 
uscú a mild pnllcasc. i11hihi10r cocktail 1101 containing diiso
propyl fluorophusphatc, a putcnt scrinc prulc•1sc inhihitor. 11 
was of intcn::st to invc!<iligatc wht!thcr thcsc saliva antihodies 
inhibit thc udhcsion of amcbac to cpithclial cclls. Far this 
purpose, wc dcvclopcd an ELISA wilh MDCK cclls and a 
monoclonal nnlibody produccd against a surfacc protcin of E. 
/Jisto(\'lica (l l). Thc assay showcd a dircct corrclation bctwccn 
thc numbcr of adhcrcnt amchac and thc ahsurhancc n::ading of 
thc substratc. 

Saliva or lgA purificd from paticnts \\·i1h intestinal amcbiasis 
inhibitcd adhcrcncc of E. /ii.1101\'1ica lo MDCK cells to thc 
sume cxtcnt (Fig. -t), imlicating i1 direcr rule of the sccrctol')' 
IgA anti-E. lzi.wolytica immunoglobulins in thc inhihition of 
adhcrcncc phcnomcnon. Thc lgA spccific to the Gal-binding 
lcctin from E. histo~wica very Jikcly prcvcnts thc attuchmcnt uf 
the parasitc to thc targct ccll. rctaining thc microorganisms 
within the mucus laycr and rcUucing thcir motility; in aUdition, 
thcy bccame susceptible to thc natural rcncwal process of thc 
rnucus !ayer (21 ). Jntcn:Mingly. saliva nht<.iincd from individu
als infcctcd with othcr parnsitc:-.. including Emamoeba coli and 
G. lamblia, did not inhihit amchic adhcrcncc to MDCK cells. 

Thc ubsorption cxpcrimcnl!, slwwed tlmt thc lgA antibodics 
to thc lcclin of 260 kD11 wilh allinity for Gal wcrc in part 
respunsiblc for thc inhibition ohscrved. On thc othcr hand, 
ubsnrption cxpcrimcnts with thi.! total amcbic cxtract showcd 
that thc saliva thus absorbed lo:-.t thc capacity to inhibit amebic 
udhcrcnce. Thesc rcsults are in <1grccmcn1 with thc notion that 
thcrc must be a group of Jcctins and adhcsins participating in 
thc udhcsion of E. /ii.l'wl.wica l!l cpitheli11I cclls. Sevcral ofthese 
lcctins h11ve bcen rcportcd clscwhcrc (1, 7, 19), but informa
tion nbout thcir role in thc.: in vivo phcnomenon of adhcrencc 
is limitcd. It would be of intcrt!st to study the secrctory 
response against thc othcr lcctins with thc adhcrcncc ELISA 
dcscribcd hcrc. 

This wnrk was suppor1e<l hy lhi.! Dirección Ciencral de Asuntos del 
Pt::rsnnal Ac11démico de la Univer)lidad Nacional Autónnma de Méx
ico, ~rant IN:205981J. 

\Ve 1lmnk Edmundo Go<lincz Camad10 far providing saliv;i samplcs 
and William Pctri. Jr .• far thc gcncrous gift oí 1hc JF~ monoclonal 
antihody. \Ve also 1hank Enrique Ortega al1ll Edmumlo Lan10yi íor 
critica! rcvicw of thc n1anuscript, bahc/ Pérez-lvlontfort for cdiling of 
1hc munuscripl, ;md Espcra111.a Rui1.-García for its final prepmation. 
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FJCi." 2. Purilicmiun oí lcctin hy allinily chrumatogruphy in an 
immubilized u-011! column. Thc prutcins wcrc clu1cd, poolcd, ami 
am1lrtcd by SDS-PAGE. Lanc!'.: A. SDS-l'AGE pallcrn uf supcrn:uunt 
upplicJ to c(1lumn: B, purilic:J fn1t:1ion analp:cd hy SDS-7.5% PAGE 
unllcr 1m11rcducing conditiuns aml staincd with Coomussic hluc; C, 
purifü:d l'rnc1ion analyzcd by SDS-!Ot;'r, PAGE umh:r n:dudng condi
tium. mu.I staincd wilh Cunmassie hluc!; D. purifü:ll fraction obtaincd 
frum parusitc mctalmlic;,1lly lahclcd with ¡·1:-SJmi:thiuninc; E, purificd 
frac1iun an:1lyzcll by immunohlot with u hypcrimmunc anti-E. /iisw
lylica antiscrum; F. immunohlot 11~~ay with 3F4 monoclmml anti-Gal
binding-lcctin untihody. 

Considcring that thc phcnomcnon uf ullhcrcnr.:c muy be 
mcdiatcd by adhcsins or Icctins and particuhirly by thosc with 
ulnnily for galac1osc, \\.'C dccidcd to test whclltcr lgA antibod
ics to umchic protcins and particularly to thc Gal-binding 
lcctiu could block thc adhcrcnce oí trophozoites to MDCK 
cclls. Fur this purposc, :!4 saliva samplcs uf paticnts with 
intestinal amchiasis wcrc tcstcd for inhihition of nmchic ad
hcrcncc to a monolaycr of M DCK c.clls. Amchic adhcsiun was 
nrnnitorcd by thc ELISA dcscrihcd uhovc. Eighty-livc pcrccnt 
uf tite sulivH samplcs from paticnts with amchiasis significantly 
(P < ll.01) inhibitcd thc adhcrcncc oflrophozoites to MDCK 
cclls by more than 20% (mean ± standard error ISEJ = 35% 
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FIG. 3. lmmunoblut of purificd G:il-hinUing lt:ctin rccognizcd by 

sccrc1ory fgA antilmcJics in saliva (1:8) uf pnlicnls wilh inlcstinul 
amchiusis. P, paticnts with intestinal :uncbia~is; C, hcnhhy cuntrols; L. 
G:tl·binding lcctin ubtaincJ from thc immohilizct.I ll·G:1I column. 

INFr:cr. htMUN. 

Adherence lnhibilor 

Saliva 
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FIG. 4. lnhihition of 11dhcrc11cc by palicm's sulivu and by its 
purificd lgA ilíllibodies. Amchlc tmphu:wilcs (501000) wcrc incubated 
wilh ISO µg uf purc JgA obtuincd frum 1 mi uf paticnt's saliva or wilh 
1 mi of totul ~aliva fur 1 h at 37ºC ami ncJdcd to an· MDCK cell 
monoli.lycr. Thc immunocnzymatic usstty wus monhurccJ as previously 
UcscribccJ. Both to1ul suliva ;1nd purc lgA showcd thc samc inhibitocy 
lcvcls. On thc othcr hanU, thc unhounU fruclion obtuinc<l during thc 
lgA purification shuwcd a vcry low inhibitor)' cupacity. Shnwn ore the 
mcans ± SEs of four ~aliva snmpli.:s. 

± 2.6%). Saliva samplcs fmm paticnls with othcr parasitic 
discascs (13.5% ± 2.5%) und frum hcalthy pcoplc (9% ± 
1.4%) inhibitcd adhcsiun more wcukly. The adhcsion valucs of 
thc last two groups are signilicantly (I' < O.O 1) lowcr than !hose 
for saliva from paticnts with amchiasis. 

lgA anti-E. histoly1ict1 omtihodics wcrc purificd from four 
saliva samples by mea ns or minicol umns of jacalin-agarosc and 
cxamined hy SDS-PAGE. Threc bands corrcsponding to thc 
suhunits of lgA wcrc ohscrvcd (data 1HH sltown). Thc purc lgA 
antihmJics wcrc uscd in tite samc assay uf inhibition of amcbic 
<idhcsion 10 MDCK cclls as prcviou!'-1>• dcscribcd. Thc rcsults 
showcd that total salivu ( 1 mi) from amcbic paticnts as wcll as 
thc lgA purified from thcm at similar lgA conccntmtions ( 150 
µg of lgA purificd from 1 mi ur saliva) inhibitcd amebic 
adhcrcncc to thc samc cxlcnt (f-ig. 4), suggcsting tlrnt thc 
inhihitury capacity of paticnt saliva is duc to thc prcscnce of 
antiamcbic lgA. On thc uthcr hand, thc material nut bound to 
thc samc column did 1101 inhibit thc amchic adhcrcncc to 
MDCK cclls. 

An cxpcrimcnt on ahsnrptinn was l'nnductcd to determine 
whcther lhc inhihilion of adhcrcncc hy antibodics wus spccific 
to E. liistolytica ns wl'll ílS lo 1hc G:1l-hinding lcctin. For this 
purposc, thc saliva uf fivc paticnts was absorbed with total E. 
lzistolytica cxtract or with thc Gal-hinding Jcctin from thc E. 
histolytic11 trophozoitcs und thcn uscU in thc adhcrcncc ussay. 
Thc rcsults showcd that tite adhcrcncc inhihition was rcduccd 
by 80% whcn thc saliva :mm ples wcrc prcviously absorbed with 
total amcbic cxtract (inltihilion mean ± SE = t 1.2% ± 3.6%) 
comparcd with inhibilion wilh nonabsorbctl saliva smnplcs 
(inhihition mean± SE= 56.Jt'J;, ± 2.9%). On tite nthcr hand, 
udhcrcncc inhihition wus rcduccd by only 32.7% (inhibition 
mcnn ± SE = 37.8% ± 2.7C:(,) whcn thc Gal-hinding lcctin 
was uscd. 

Thc dala prcscnlcd hcrc indicatc lh;ll saliva from paticnts 
with intestinal amcbiasis prcscnts sccrctury antibodics dircctcd 
against scvcrnl protcins from un cxtrncl of E. histolytica and 
ulso ng:.linst thc Gnl-binding lcctin. Thc Gal-binding lcctin 
obtaincd in uur labonitory whcn 11nalyzcd by SDS-PAGE 
undcr nonrcducing conditions showcd une band of 260 kDa. 
I fowcvcr. thrce main hamls, 170, 68, and 30 kDa, anda faint 
banú of 10() kDa Wl!rc obscrvcd whcn mrnlyzcd undcr rcducing 
comlitions. \Vhcn this fii.tl-hinúing lt:clin was transfcrrcd to 



ÜTROS RESULTADOS Y COMENTARIOS FINALES 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo avalan un papel protector para la 

respuesta inmune secretora en la amibiasis intestinal, a través de la inhibición de la 

ádherencia a las células epiteliales del intestino. Es probable que la respuesta secretora 

detectable en pacientes infectados con E. histolytica sea responsable, al menos en 

parte, de la ausencia de amibiasis invasiva en el 90% de la población infectada a nivel 

mundial o que esa· población está infectada por una cepa no patógena. 

Se han propuesto una serie de eventos que participan en la patogénesis de la 

amibinsis invasiva:- La secuencia se inicia con la colonización del tracto intestinal 

gracias a la adherencia de los trofozoftos a la mucina colónica y las células epilolialos, 

que depende de moléculas de superficie celular, seguido de penetración y destrucción 

de esas células (Kobiler y Mirehnan, 1980; Ravdin y col., 1985a; Ravdin, 1986). 

Entre estas moléculas, la lectina de superficie amibiana que se une a galactosa parece 

ser importante para que la amiba colonice el intestino e invada los tejidos (Chadee y 

col., 1987). 

La lgA secretora, particularmente la específica de E. histolytica, puede desempeñar 
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un papel importante en este esquema, ya que la lgA es la inmunoglobulina 

predominante a lo largo del colon y es parte integral de la defensa del hospedero 

(Killian y col., 1988). Las inmunoglobulinas de las secresiones tienen un amplio 

espectro de actividades contra bacterias, virus, parásitos, antígenos de la dieta, y 

productos del medio ambiente (Michalek y col., 1983). La aglutinacion de bacterias 

y otros antígenos extraños impide su adherencia a células epiteliales. Esto puede 

deberse al recubrimiento de los microorganismos con lgA, la cual evita la adhesion por 

impedimento estérico. La lgA unida tambien puede retener al microorganismo en la 

capa de moco evitando de esta manera. su movimiento de penetración a las capas más 

profundas (Tse y Chadee, 1991). 

La producción de anticuerpos lgA específicos contra trofozoítos de E. histolytica 

ha sido demostrada en las secresiones de animales inmunizados (Acosta y col., 1983), 

leche y suero de mujeres lactantes (Grundy y col., 1983; Islam y col., 1988), en 

muestras de calostro (A costa y col., 1985), y mas recientemente en muestras de saliva 

de pacientes con amibiasis (Del Muro y col., 1990). Sin embargo. no se ha aclarado 

el papel de estos anticuerpos en la protección. Un reporte reciente describe la 

propiedad de un anticuerpo monoclonal IgA anti-E. histolytica de inhibír la adherencia 

de este protozoario a lineas celulares MDCK y HT-29, aunque no se demostró la 

especificidad de este anticuerpo monoclonal (Leyva y col., 1992). 
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En este arabajo se demueslra la presencia· de_ anlicuerpo_s · JgA _específicos · anli-E. 

histolytica en la saliva de pacientes éon amibias,is i~leslin~:· c'apaces.de i~hibír la 

udhesion de la. aníi!Ía . a: ~n~ ! rii~~Ílcapa. de celulas ll>iDCK .. El análisis por 
n;.-.,.'·· :·:·:·.;_{~·;.;~'.{,.:'~::,·,~~::· ':;:;~:: "'"~,>·. 

inmunÍlelecfrolrarisfereilcia.' inosfró :qüe.-:esas : mtiesfrás.:_del:saliva conl\~ne · _lgA :que 

reconoce v~~¡{;~~º':f~:~--f~d:~~~~cl
2

~í~~ ~~· ~.;;:;~;;;;: .. i~i·c~n;¡,6~entes 
reconocidos_c~n'riiay~r frecuencia por los anlicuerpos d~ las inue~tras de saii~a ftÍeron 

d.e 23,Z6: 36. s{87, y 170 kDa (Fig. 1 del articulo). La banda de 170 kDa pOdría 

corresponder a la subunidad pesada de la lectina que se une a galaclosa (Pelri y col., 

1987; Petri y col., 1989). Se ha propueslo que esta lectina desempeña un papel 

primordial en la adhesión de E. histolytica a la mucina colónica y a las células 

epiteliales (Ravdin y col., l 985a; Chadee y col., 1987) y que prole ge especfficamenle 

a gerbos inmunizados conlra el desafio inlrahepático con E. histolytica (Pelri y 

Ravdin, 1991). 

La lectina purificada se obluvo por cromatografía de afinidad en una columna de 

galacaosa-agarosa a partir de sobrenadantes de cultivo amibiano (Fig. 2 del artículo). 

Cuando la lectina se analizó por inmunoeleclrotransferencia con las salivas de los 

pacientes, la lgA reconoció predominanlemente (62%) a la banda de 170 kDa (Fig. 3 

del artículo). 

Una vez determinada Ja presencia de anticuerpos lgA antiarniba en la saliva de 
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pacientes con amibiasis intestinal, se procedió a determinar el efecto de los mismos 
. . . 

sobre la adherencia amibiana, La capacidad de inhibición de la adherencia se ensayó 
..... __ 

por itn método i~munl)(inzimático desarrollado en el laboratorio (Díaz, Tesis 1992) 

(Fig. 14). El.eils~~~.se'1:~n6~Ó con núm~ros variables de trofozoftos (5,000 a 50,000) 

adiciónadcis'a''pó~o~~~~·plai:as dé ELISA que contenían las monocapas de células 

MDCK, e~'con¡¡á~dose;Üna correlación lineal con las densidades ópticas obtenidas 
' :::; . .. -_ •,:··:,·;·;·,···.' . . ·: 

(Fig.' lSJ. > Ún nci~e~o de trofozoftos superior a 50,000 satura el sistema y se obtiene 

una meseta. 

En otros estudios se ha demostrado la capacidad de ciertos azúcares de inhibfr la 

adherencia amibiana a diferentes tipos celulares (Mirelman y Ravdin, 1986; 

Cano-Mancera y López-Rcvilla, 1987; Ravdin y Guerrant, 1981; Ravdin y col., 

1985a). Aunque la mayoría de los azúcares probados son capaces de inhibir la 

adherencia, algunos suelen hacerlo con más eficiencia que otros; los monómeros de 

N-acetílgalactosamina han demostrado ser los más eficaces en esta inhibición (Ravdin 

y Guerrant, 1981; Li y col., 1988). 

En este trabajo también se determinó la capacidad de diversos azúcares de inhibir 

la adherencia amibiana a células MDCK, en un esfuerzo por evaluar el ensayo 

inmunocnzimático aquí descrito. Los azúcares N-acetíl-D-galactosamina, lactosa, 

glucosamina, N-acetíl-D-glucosamina, glucosa y galactosa se probaron a 
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Flgura 14. En~y.o inmunoenzimático para la cuantificación de 

adherencia amibfana,.a monocapas de células epltelfales MDCK. 
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concentraciones de 10, 50, 100 y 200 mM.- Los trofozoítos amibianos 

(50,000/micropozo de placa de ELISA) se preincubaron con los ll2:úcares a las 

concentraciones mencionadas por lh a 37ºC, se centrifugarán y'..1a"p~stilla se 

resuspendió en el amortiguador de fosfatos usado en el ensayo de adherencia. · El· 

ensayo inmunoenzimático se continuó como se describió en el artfculo. De acuerdo 

con otros informes, la N-acetíl-D-galactosamina fué el mayor inhibidor a todas las 

concentraciones ensayadas, seguido de la N-acetíl-D-galactosamina y la lactosa (Fig. 

16). A una concentración de 200 mM la inhibición por N-acetíl-D-galactosamina fué 

de casi el 90%, mientras que los demás azúcares inhibieron entre 50 y 70%. 

Los resultados obtenidos apoyan la capacidad del ensayo inmunocnzimático para 

evaluar adherencia amibiana, con las ventajas que aporta un ensayo de ELISA: 

rapidez, sencillez, sensibilidad, y a diferencia de los métodos hasta ahora empleados, 

no se requiere de la enumeración microscópica de células adheridas en suspensión, 

ni el uso de material radiactivo. 

El ensayo inmunoenzimático se utilizó para evaluar el potencial inhibitorio de 

muestras de saliva de pacientes con amibiasis intestinal comprobada. El 80 % de las 

muestras de saliva ana1izadas inhibieron la adherencia amibiana a las monocapas de-. 

células MDCK en más del 20%, con una media de 35%. Por el contrario, las 

muestras de saliva de pacientes con otras parasitosis intestinales y de sujetos controles 
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sanos inhibieron la adhesión eri un promedio de solamente 13% y 9%, respectivamente 

(Fig. 17). 

Los ensayos de inhibición con la inmunoglobulina lgA purificada de las salivas de 

pacientes con amibiasis demostró que el efecto inhibidor era debido a este anticuerpo, 

ya que ambos, la saliva total y la lgA purificada de la misma, inhibieron la adherencia 

en la misma proporción (Fig. 4 del artículo). El material que no retuvo la columna 

de Jacalina-agarosa no inhibió la adhesión, indicando que otros elementos de la saliva, 

entre ellos anticuerpos IgG e IgM, al menos en las concentraciones en que estan 

presentes, son incapaces de inhibír la adherencia. Esto no elimina la posibilidad de 

que estos anticuerpos, a concentraciones mayores, no puedan ejercer ese efecto. 

En un reporte previo se demostró que los anticuerpos lgA inespecíficos interfieren 

en la interacción de los trofozoítos amibianos con eritrocitos humanos (Barranco y col., 

1986). Con el propósito de determinar la especificidad de la inhibición debida a los 

anticuerpos lgA secretorios anti-E. histolytica y el debido a lgA anti-lectina que se une 

a galactosa, se desarrolló un experimento de absorción de muestras de saliva de 

pacientes empleando un extracto amibiano total y la lectina purificada. La absorción 

fué total como lo demostró la ausencia de reactividad de las muestras de saliva contra 

un extracto amibiano y la fracción de la lectina purificada, ensayadas por 

inmunoelectrotransferencia. Las salivas absorbidas con extracto amibiano vieron 
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reducida su capacidad deinhi,bició~ .en un pro~edio de 80%, mientras las absorbidas 

con la lectina sólo en un 32% (Fig; IS). 

Esto implica que la inhibición observada con las muestras de saliva de paci~ntes con 

amibiasis intestinal se debe a anticuerpos lgA secretorios específicos para E. 

histolytica y que aproximadamente un 32 % de ellos están dirigidos contra la lectina 

que se une a galactosa. Sólo una peque ña parte del efecto inhibidor pudiera deberse 

a anticuerpos inestecíficos, lo que podría explicar los bajos pero aún detectables niveles 

de inhibición que mostraron las salivas de sujetos sanos y de los pacientes con otras 

parsitosis intestinales (Fig. 17). 

En conclusión nuestros resultados sugieren que la respuesta inmune secretora 

intestinal que se desarrolla en la presencia del antígeno amibiano, constituye un 

mecanismo importante de defensa contra la amibiasis invasora, a través del bloqueo 

de las moléculas de superficie implicadas en adherencia, que son necesarias para que 

la amiba inicie su proceso de invasión tisular. 
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