
~~~""'UNIVERSIDAD NACIONAL AtrrONOMA 

74 DE MEXICO 

FACUl.TAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

CUAUTITLAN 

COMPARAOON .D! LA R:ESPLJ'EST A INMUNE 
CELULAR Y HUMORAL EN GERBOS ( M~r1ones 
un1ulcul.tot) INOCULADOS INTRACECALMENTE 

CON TROFOZOITOS DE Entamaeba histolytie1 

CEPA HM1 - IMSS. 

FALLA DE ORIGEN 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO . DE: 

OUIMICO FARMACEUTICA BIOLOGA 

P 111 E 

MIREYA 

8 E N 

FIGUEROA 

DIRECTOR DE TESIS: 

T ··A 

BAR RON 

. .. .. -

M. EN C. FERN.ANDO A.LBAHURT.ADO 

CUAUTITLAN. lZCALLI, rno. DE MEX. 1995 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



F" ACUL T AD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 
UNIJAO llE LA ADMH9TRACOM ESCll.AIP 

DEPARTAMEllTO DE EXAMENES PROFESJ:<lNALES 

'./NIV[WoDAD ,\JAqCl(Al 
AVF.•".'IA D[ 

.l\.\om:p 
ASUHTOr VOTOS APROMTORIOS 

DR. JAIME ICEI..LER TORRES 
DIRECTOR DE LA FES-CUAUTlTLAl't 
PRESENTE. 

AT'N• Ing. Rafael Rodriqu•z Ceb•llos 
Jefe del Depart...,nto d• EMtmen•s 
Profeston.al ... de la F.E.S. - C. 

Con ba!H! 1!11 el art. 28 del Reql•-o General d11 Extmene9. nos 
p..,.eiti1110s c.,.._.nicar a usted que rev1sa1110s la TESIS TITULADA• 

.-.. 0 m:, .. j.;0 ;ó0 a 8 1 8 t.e.s:pnesta jnm1me reJ11J .... y t '.L:¡Qr .¡ sn 

-.-. .,..\.-os ( i·leri'."lc .... n urr:·uicul ·1tus ) Inoy 1Jl 1 !o:a 

intr:lcacalmente con trofozo!tos de E!r...t:.mioeb~. :'llsto:!..yti:;a. 

que presenta _.l;¡,__ p•sante1 
con rN..,ro de cuentai 0 131c~~-7 

<:,uímica Farmacéutica Bi6loga 
par" obtener el TITULO deo 

Considerando qu• dicha tesis r"'1.,. les requisitos rwc: ...... ia• para 
ser discutida en 111 EXAt1EN PR<lFESIONAL correspondiwnt•, otorqa.n.a• 
nuestro VOTO APROBATORIO. 

A T E N T A M E N T E • 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU* 
Cu•utitltn Izc•lli, Edo. de 1'16M., a ..1l__ de ~J_ul~i-º~~~- ~ 199_5~ 

PRESIDENTE 

VOCAL 

SECRETARIO 

PRIMER SUPt.Elfl'E;..,•1.;;. :noria Ortíz Gasea 

UAEl'DEl'/VAP/O& 



AGRADECli\JIENTOS 

A mis padres : Constantino Figueroa Salgado y A. Tomasa Barrón de Figueroa, 

por su ejemplo, amor y apoyo l~s cuales han sido: la fuente de motivación para 

la realización de un~ más de mis metas. 

A mis hermanos :'Edgar, Gabriela ,Claudia 

y Lorena , por su ~ariñ.o y ayÜrla e~ I~ reáiización de mi trabajo. 



A mis amigos y compañeros del laboratorio de fnmunologia 

del Hospital Infantil de México, quienes me brindaron su apoyo 

en la realización de éste trabajo. 

A mi coasesor y estimado amigo Q.F.B.: Sa¿I Torr.e~ Akántara 

por su colaboración en la el~boración y desarrollo d~mi tesis. 

A mi director de tesis M. en C. Fernando Alba Hurtado 

por su apoyo y colaboración para su diseño .. 

A mis maestros y compañeros de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán 

por su ayuda, motivación y compañía a lo largo de mi carrera. 



INDICE GENERAL 

Pág. 

1 .- Abreviaturas .. , ... : ...... ; ....... ; ... ,,...................................................... II 

2 .- Lista de figuras y gráficos ............................................................ IV 

3 .- Lista de tablas :.-. .. ::....................................................................... V 

4 .- Resúmen' ..................................................................................... .. 

5 .- Introducción .. _. ...... , ..... ,................................................................. 2 

6 .- Planteamiento del problema .......................................................... 17 

7 .- Objetivos .. : ..... · ..... :......................................................................... 19 

8 .- ~latedales y méÍodos ................................................................... : 20 

9 .- Resultados .................................................................................... 27 

10.- Discusión .. , .......... ,:........................................................................ 53 

11.- Condusiones ................................................................................ : 56 
12.' Apéndice de reactivos ................................................................... 57 

13;- Bibliografia ................................................................................... 61 



ABREVIATURAS 

Ac ............................ Anticuerpo 

Ag ............................ Antígeno 

Ci ............................ Curies 

CPM ................... ; ... Cuentas por minuto 

ELISA ............... ; ..... Ensayo lnmunoenzimático 

E. histolytica .; .......... Entamoeba histolytica 

ET ............ ,. .............. Antígeno amibiano extracto total 

lgA ........ :., ................ Inmunoglobulina A 

lgE ........................ ,, Inmunoglobulina E 

lgl'"I .......................... lnmunoglobulina M 

Ig's totales ................ lnmunoglobulinas totales 

11 ................................ litro 

uCi ........................... micro curies 

ug ..................... . microgramos 

ul ............................... microlitros 

um ............................. rnicrometros 

ul ............................... microlitros 

mM ............................ milimolar 

ml .............................. mililitro 

nm ............................. nanómetro 

Ol\IS .......................... Organización Mundial de la Salud 

P-15 ........................... Antígenó amibiano fracción membrana! P-15 

pH:\IB ........................ para-hidroximercurfüenzoato 

PMN ................ , ......... polimorfcinudcar~s 

11 



SAF ........................... Solución amortiguadora de fosfatos 

SAF-ASB ................... Solución amortiguadora de fosfatos-albúmina sérica bovina 

SAF-TWEEN ............. Solución amortiguadora de fosfatos-tween 

SFB ............................ Suero fetal bovino 

SSF ........ ; ................... Solución salina fisiológica 

JH-Td ......................... Timidina tritiada 

111 

• 



LISTA DE FIGURAS Y GRAFICAS 

Pág. 

. . . . ' 

Fig: 1 

Fig.2 

Fig. 3 

. Trofoz~itos de E11tai11oehd histolyticá ................................... 6 

: a~;bo (Me1Ú1111iig1íic11Ja111s) ., ...... :.................................... 16 
Placas dé irimllitoeleéfroforesis ............................................. 27 ,, . . . .. . 

Grár.·1 .. DéiermiríáCióndelgAensuerósderataygerbci ................... 29 

Gráf. 2; · Det'~i;;,i~ació~ de IgG"en sueros de.rata y gerbo ................... 31 

Graf. 3. Del~;~ina6ión Ú lg~l~n s~eros de rala y gerbo · ...... , .... ,,..... 33 

Gnif. 4. · ·. Deler~iináción de lg's tótales en sueros de rala y ge;bo ..... ;... 35 

Gráf. 5 • Del~rminÚiÓn d~ ÍgA,' lgG ~- lgM en sue;os de ....... , ............ , 38 

.· rat~ y ge~bo hacia P-.15. 

Gráf. 6. Dete;miri¿ción d~ Ig's total~s en ;u.iros de g~rbo 
hacia P~l5. 
,·-:· .:·· .,, é •• •• ,,, ' • 

40 

Gráf. 7.' Determinación de lgA, lgG ~ lgM en suerns_de .................... 43 

rat.a y gerbo hada ET .. 

Gnif. S. Dele;tninadón de lg'.s totales en sueros de gerbo ............. ,... 45 

hada ET. 

Gráf. 9. Respuestá de linfocitos de bazo de gerbos hacia ................. :. 48 

P-15,y ET. 

Gráf. l O. Respuesta de linfocitos de bazo e lg's totales de .................... 50 

gerbos hacia. ET. 

Graf: 1 l.' Respuesta de linfocitos de bazo e lg's totales de ... :............... 5 l 

gerbos hacia P-15. 

IV 



·' 

LISTA DE TABLAS 

Pág. 

Tabla J.- Absorbancias en Ja determinación de .lgA en ..................... 28 

sueros de ráta y gerbo. 

Tabla 2.- Absorba~ci~s en Ja determinación de lgG en ..................... 30 

sueros de rata y gerbo. 

Tabla 3.- Absorbancias en Já dete~inació~ d~·Í!iiVI en 

sueros de rata y gerbo. 

Tabla 4.- Absorbancias en Ja determi~ación de lg's 

totales en sueros de rata y gerbo: 

Tabla 5.- Absorbancias en. Ja determinación de lgA, 

lgG e lgM en sueros de gerbo hacia P-15. 

Tabla 6.- Absorbancias en Ja determinación de lg's 

totales en sueros de gerbo hacia P-15. 

32 

34 

37 

39 

Tabla 7.- Absorbancias en Ja determinación de lgA, ........ :............... 42 

lgG e lgM en sueros de gerbo hacia ET. 

Tabla . 8.- Absorbancias en Ja determinación de lg's ............. ·........... 44 

totales en sueros de gerbo hacia ET. 

Tabla 9.- CPM en linfocitos de bazo de gerbos hacia ....................... 47 

ET y P-15. 

Tabla JO.- CPM en linfocitos de bazo y absorbancias 

para Ig's totales de gerbos hacia ET 

Tabla 11.- Cl'i\·f en linfocitos de bazo y absorbancias 

para Ig's totales de gerbos hacia P-15. 

V 

49 

52 



·""'' 

RESUMEN 

El propósito en el presente trabajo fue estudiar la respuesta inmunitaria h·umoral y 

celular en gerbos (Maianes 1111g11ic11/a111s) provocada por la inoculación intracecal de 

trofozoitos de E. histu~1·tica. 

Se utilizaron trofozoitos de E. histolyticcide la cepa axénica HMl-lMSS. Se trabajó 

con 35 gerbos machos los cuales fueron divididos en 5 grup~s .''catorce·animales fueron 

inoculados con 5 x 105 trofozoitos en el ciego, otros· catorce'·co.n SSF y 7 se emplearon 

como grupo de gerbos sanos. Posteriormente s~ obt.uvierori su~~o y linfoéitos de bazo a los 

O, 10 y 30 días post-inoculación. La deternti~ación' cÍ~. los. isotipos de inmunoglobulinas 

séricas se realizó por análisis inmunoenzimático de tipo_ indirecto con anti-inmunoglobulinas 

de rata, la respuesta celular mediante transformación· blastoide en linfocitos de bazo por 

incorporación de timidina tritiada. Las respuestas· se evaluaron hacia dos antigenos 

amibianos, antígeno fracción membrana! P-15 y antigeno extracto total. 

Se identificaron anticuerpos anti-amiba del isotipo lgA, JgG, lgl\1 e 

inmunoglobulinas totales cuyos niveles se incrementaron conforme el periodo post­

inoculación (p<0.05). La respuesta celular se comportó de manera semejanie, aumentando 

conforme el periodo de inoculación (p<0.05). Al comparar ambas respuestas se encontró, 

que la respuesta humoral fue mayor hacia el antígeno amíbíano extracto total y la respuesta . . 

celular hacia el antígeno fracción membrana! P-15 (p< O.OS). 



INTRODUCCION 

Amibinsis. 

La amibiasis es definida por la OMS como la situación en que se porta el parásito E 

histnlytica, con 1itanifestaciones clinicas o sin ellas . En la mayoria de los individuos el 

parásito vive como comensal y en algunas ocasiorles, por mecanismos aUn desconocidos, 

causa invasión de la pared intestinal provocando el desarrollo de la infección (24,75). 

La amibiasis sintomática es primariamente una enfermedad intestinal y cuando se vuelve 

extraintestinal puede producir una amplia variedad de alteraciones anatómicas, afectando 

principalmente el higado. Cuadros clínicos bien definidos muestran, colitis ulcerativa 

amibiana, megacólon tóxico o disenteria amibiana fulminante, ameboma o granuloma 

amibiano y apendicitis amibiana . La amibiasis hepática se caracteriza por la presencia de ·una 

o mas areas grandes de necrosis o abscesos. La amibiasis extraintestinal pu~de .afectar todos 

los órganos del cuerpo; esto llega a suceder en muy raras ocasiones y. g~neralnl~nte ocu~e 
en sujetos gravemente parasitados (65). 

' ,, ,' 

La infección provocada por E. histolytim ocurre en todo el mundo. particular01enie .. 

en Africa, América del Sur, India y México. La morbilidad y mortalidad son significativas,' 

aproximadamente 10% de la población mundial padecen esta enfermedad· (63·, 74). 

La amibiasis intestinal es una enfermedad muy frecuente en México, 

aproximadamente del 1 O al 20% de la población es portadora de éste parásito. La amibiasis 

tiene caracteres endémicos en la República Mexicana, con zonas de predominio más 

elevado. que no tienen relación alguna con el clima. La exposición al contacto infeccioso con 

E. histolytica ocurre en todas las edades, con ligero predominio en la edad escolar. En 

pacientes adultos el 2% desarrollan absceso hepático amibiano. Las malas condiciones 

sanitarias y la falta de educación higiénica favorecen su propagación, de la misma forma en 

que sucede con otras enfermedades infecciosas (9,35,45). 



Característicos y moñologín de Entamoeba /1i.vtolytictL 

La E. hisw/ytica es una amiba· patógena. Al parecer es úno de los organismos 

eucarióticos más primitivos. 

La actividad dimimica y el pleomorfismo de los trofozoitos o formas móviles están 

basados en una disposición citoplásmica sencilla. Son sensibles a los cambios fisico­

quimicos. La variación local de pH, osmolaridad y potencial redox pueden alterar la forma y 

motilidad de la célula. El enfriamiento a menos de 3 7º C provoca la disminución de la 

motilidad, las amibas se vuelven esféricas y se separan de la superficie, mientras que aquellas 

que forman grumos tienden a disgregarse. Este protozoario pequeño (10 a 40 um), inicia su 

ciclo vital cuando el hospedero ingiere alimentos y bebidas contaminados con quistes. El 

parásito· se libera en el intestino delgado (ileón) y bajo circunstancias aún desconocidas, 

puede invadir la mucosa .intestinal y eventualmente destruir prácticamente cualquier tejido 

del organismo humano, desde los epitelios de recubrimiento, hasta órganos sólidos y huesos. 

Al mismo tiempo el parásito evade con éxito las respuestas de defensa moleculares y 

celulares' del. hospedero humano y encuentra los requerimientos necesarios para su 

~Últiplicación (52). 

Tiene propiedades de superficie que la diferencian de cepas no patógenas como: 

aglutinar en presencia de la lectina concanavalina A y una alta tasa de eritrofagocitosis. 

Posee un sistema vacuolar el cual no ha sido explorado con detalle, pero por medio· 

del microscopio electrónico de transmisión se han identificado varios tipos. de vacuolas 

citoplasmílticas como: vacuolas fügocíticas, autofiigicas, de micropin.ocitOsis, de 

macropinocitosis, además de lisosomas primarios y secundarios y cuerpos residuales . Los' 

lisosomas de las amibas difieren de las células eucarióticas superiores en que .las enzimas de 

las primeras no se encuentran en forma soluble dentro de las vacuolas, sino que son párte 

integral de la membrana (24 ). 

A pesar de la notable motilidad y elasticidad de los trofozoitos, se sabe muy poco 

sobre la organización estructural de su citoesqueleto. Se sabe que éste participa en la 

adherencia hacia células blanco mediante la formación de microfilamentos y energía 



metabólica, además de un receptor amibiano especifico, una lectina galactosa especifica que 

se encuentra en la membrana (50) . La adherencia de trofozoitos es fundamental para la lisis 

celular, ya que en experimentos in vi/ro e ill "ivo se ha encontrado que la adherencia a la 

mucosa es un paso preliminar a la invasión intestinal (4,44,59,_68) . Este efecto puede ser. 

inhibido mediante el uso de carbohidratos o anticuerpos monoclonales, reduciendo asi el 

efecto citopatico de las amibas (6,48,66,69). 

La membrana plasmática de los trofozoitos mide aproximadamente 1 O . tim de 

espesor. Esta membrana es más gruesa que la membrana plasmática de. las. célu.l_as :de 

mamiferos, muchas de las cuales miden aproximadamente 8 nm. La membrana plasíriática d~ · 
los trofozoitos cultivados de E. hisloiylica, está rodeada por una cubiel1a. s~perfi~i~I. Esta · 

cubierta es de interés debido a que contiene algunas de las proteinas amibian_as r~ion_ocidas 
como extrañas por el sistema inmunitario del hospedero durante el est~blec.imi~llto de la · 

amibiasis invasiva. Es posible que la virulencia de las amibas pued~ estar.rela~im1~.d~ con.la 

composición y propiedades de los componentes de la cubierta de superficie (57):· Estos 

componentes son liberados al medio en forma de microexudado, lo q·~e · s~gie;e: ~~e .po~ee 
antígenos solubles que son constantemente eliminados al medio extracel~lár. La iriteracciÓn . 

de ciertos componentes de la superficie celular con algunos ligandos "p~~cÍuce' m~vili~~clón 
rápida de. los complejos formados. Este fenómeno de formación· de. ~asqueté ha .-sido 

analizado en amibas patógenas, la movilización y liberación subsecuente ·de este 'casquete 

puede hacer que las amibas sean menos susceptibles a la respuesta inmune humoral del 

hospedero ( 1 O). 

La /\. histo/y1ica presenta diferentes. morfologias dependi.e~dd .d¡l··~inbi~nÍe ~n que 

se encuentre y son: 

Trofozoítos: es la forma móvil, se· multiplican· por tÍsión · binaria y'. se 'e~quistan; 
produciendo quistes tetranucleados tipicos, despué~ de dos divisiones nucleares s~cesivas de 

quistes uninucleados. Es la fase parásita (fig. 1 ) (52). 

Prequiste: En éste estadio la E. hislo(vlica se multiplica por un proceso de división 

binaria, después de algunas divisiones la motilidad de las amibas disminuye"y los organismos 

muestran menos pseudópodos, se hacen redondas y más pequeñas, pierden su pared y se 



puede obseivar el núcleo, éste contiene vacuolas de glucógeno que aportan energía durante 

la maduración (81 ). 

Quiste: El prequiste es seguido por la secreción de una. membrana gruesa y· dos o 

tres divisiones adicionales del núcleo, transformándose en quiste. Los quistes son redondos 

o ligeramente ovalados, su· diámetro varia de 8 a 2o·um. En preparaciones no teñidas y vistas 

al microscopio, aparecen como cuerpos hialinos con pared refráctil, el citoplasma es 

incoloro, los cuerpos cromatoidales y los núcleos se obseivan claramente al teñir la muestra 

con yodo, que también tiñe el glucógeno de color pardo rojizo . La pared está compuesta 

por elementos fibrilares que forman una red compacta, constituida a su vez por varias capas 

concéntricas (53). 

Amiba metaquística: de cada.quiste emerge una amiba metaquística tetranucleada, 

que produce a su vez och~ trofozoítos 'uninucleados después de la división en. intestino 

delgado (52). 

Actualmente se • carece· dé información detallada sobre los procesos de 

enquistamiento y désenquistamiento, debido a que no se ha logrado diseñar un medio de 

cultivo en 'et qti~ 'Se reproduzcan estas tbrmas de resistencia en condiciones axénicas. 

La E. hisiolylica cuenta con enzimas glucoliticas inusuales que solamente se habían 

encontrado en bacterias, tiene patrones de isoenzimas (zimodemos) que pueden participar en 

la patogenicidad del parásito (24,49). Además es un anaerobio facultativo, este metabolismo 

puede ser ventajoso para el parásito al permitirle cambiar del ambiente de la luz intestinal 

donde la presión del oxigeno es reducida, al que encuentra al invadir órganos sólidos· con 

abundante aporte sanguíneo. 



Fig11r:1 l. Tn1fi.11011us d11 E11tt111wl!hu ltisto(1'tict1. 

H.espursta inmune en In amibiasis. 

Las investigaciones sobre la inmunología de la amibiasis son de época reciente y la 

gran mayoría de ellas pertenece a la última década. Anteriormente hubo algunas 

contribuciones de interés: pero es sobre todo a partir de la obtención del antígeno amibiano 

de culti\'os a...:cnicos de 1~·. histo~wíca (.28), cuando los estudios inmunológicos acerca de -la 

amibiasis logran notables avances Se ha demostrado que las reacciones inmunitarias ha_cia la 

amibiasis se ajustan a los principios generales de la inmunología, es decir, son reacciones 



semejantes a las que ocurren en cualquir.r otra infección, participan tanto los fenómenos de 

inmunidad humoral dependientes de anticuerpos y complemento, como los de inmunidad 

celular dependientes de linfocitos T (81,92). 

~ ' - .. 

_.:. ,\, ,, :·.'':· ·. :· . 
Interacción entre.EtitámoehiíJ1is~oly.1icu y rieutr'ófilos. 

'···,, . .' 

(63,82). ··. · ... 

En experimentos con varias cepas amibianas axénfcas se· ob~~~1Ó~ · que. ~;Pa~ 
patógenas eliminan a los neutrófilos, mientras que cepas no patóg~nas com() 1~· cepa Laredo. 

son eliminadas por neutrófilos sin ningún problema (26,50,82). 

Se ha observado que los productos de desgranulación de los neutrÓfil;,s ·contribuyen 

en la destmcción de hepatocitos que estan en contacto con trofozoítosd~·É. histo~tica yló 

a la lisis de células que se encuentran a su alrededor. Los neutróftÍos' ·participan· e.n los 

estados iniciales de la patogénesis en absceso hepático amibiano en humanos (82). 



El compleme11to en In nmibinsis. 

El complemento afecta a bacterias y protozoarios mediante dos . mecanismos: la 

opsonización y la citólisis directa ( 12). 

En algunos experimentos se ha demostrado que el suero humano sin anticuerpos es 

capaz de destruir trofozoitos de E. histolytica (61 ). 

Cepas axénicas de E. histo/ytica activan ambas vi as· d~I complemento. La via alterna· 

del complemento es activada sin la presencia d~ a~ticuerpos y la vía cÍlÍsíc~ .cdn ellos, 

provocando la muerte rápida de los trofozoitos y la i~hilÍlcÍÓn del c~ecimíentci "aritibíÍtno ·in 

1•itro . La activación es debida a la presencia del factÓr C3 .. s6br~ i~'Íi~ís d~. trofdzoÍtos. La 

cinética y magnitud de la disposición y Úsis indican que haj!l 'ci~rtas' co;dícidnes, la vla 

clásica del complemento juega un papel impo~ant~ en .la respuesta ~acla elp~rÁ;itll ( Í ; ,61 ). 
·, ... ,. . ., .. ·. ··,· . . .. ,. 

El complemento es un importante factor en. la disemÍmicíó~ ·d.e' !á amíbiasis. Esto .ha 

sido demostrado en hámsters previamente descomple~entados'.utilizaitdo venéno"d<icob~a;. 

los cuales posteriormente fueron inoculados intrahepáÜca;.,e~t~ c¿ri. trofdzóitds · Ú E.·· · .· ., .. 

histo(\'/ica y comparados con un grupo testigo, encontrando que en los animales en que se. 

utilizó el veneno de cobra las lesiones hepáticas fueron mayores .y ~on metástásis á .otros 
. . 

órganos. Este tratamiento no alteró la respuesta inmune humoral hacia las amib~s. indicando 

que el electo sobre el absceso hepático amibiano en hámster depende de los niveles del 

complemento que esten presentes en la infección causada por el protozoario (14)," 

En trabajos realizados en pacientes con absceso hepatico amibiano se ha tratado de 

estudiar el papel del . complemento en éste padecimiento, sin embargo los resu.ltados ··en·· 

humanos difieren a los encontrados en hámster ya que la cantidad de complemento en estos 

pacientes varia en cada individuo, en algunos los niveles aumentan y en otros disminuyen 

(14). 

Se ha encontrado que las cepas patógenas de E. histolytica no activan la via alterna 

del complemento, estos resultados podrian permitir especular que las amibas que son 

capaces de evitar la activación del complemento por esta via, son también capaces de invadir 

el intestino, llegar al torrente sanguineo y localizarse en los sitios extraintestínales, mientras 



que las cepas amibianas que activa~ el complemento por la vía alterna serian destruidas 

rápidamente en sus intentos por invadir órganos blanco ( 46 ). 

Respuesta humoral en 11ri1ibinsis.· 

La inmunidad humoral se caracteriza por: fa presencia de anticuerpos circulantes 

especificas que se pu;den id~ntifica~ 'por ¡;,~dio de di~ersas té~nlcas 
sera lógicas. La presenci; de a~Íigenos óagent;s. paió~énos eii la luz 

provocar una respuesta i~mu~~Io6aÍ <) sisléini~'a ( Í ,62): 

para. ~eacciones _. 

i~testinal púede 

En la amibiasis in~asor~ ~~ hi~ eri~<lntrad<l.~nticu~r~o~ ci;cul~~tes e~pecifi~os anti-

amiba princiP~lm~nt~· d~:-~~~~~:·~g9-.·~.·1:~~t.Ú.)'. <··. -.. - " · ..:·:::·:. ··. -; ., __ -... : ·" · 
Se ha demostrado lá'exi~tetÍ~ia de. anticuerpos ~specificos de clase lgG~ontra' 

algunos antígenos de la' ~embraíia celular ·.¡ giic<lcalix .de. trofoz~ítos.de ·E.,, /1ista.Íytka. Sin· 

embargo, tambíé~ se han identificado anticuerpos que pertenecen ·a <,'oirás :'élase.s .·.de.· , 

inmunoglobulinas como lgE e lgA (82) . En algunos estudios se han encÓn;;~ci() anticú~;~a's 
de la clase lgM e lgA ¡n las secreciones intestinales de paciente~ ~~d. ~b~ceiÓ 'li~pAiic<l 
amibiano. Esto sugiere la existencia de una respuesta inmune: lociL d~ra~te: este 

padecimiento. También se ha demostrado la presencia de lgA específicaen-.l~ch;·/c~l~s.tro 
humano, así como en líquido intestinal (2,7). ..::;:~ 

Se ha encontrado que la lgA secretora humana tiene u·n ali<l': conte~ido·: en 

carbohidratos como la N-acetil galactosamina, la cual es reconocida ~-Ó;;elre~ep~or 'tipo' 

lectina para eritrocitos presente en la membrana de la amiba provocando sÚ inhibii:ión 

. (90,91 ). De esta manera el calostro y liquido intestinal rico en antic.uerpC>s IgA ~ecr~t;rios,: 
pueden inhibir a través de este mecanismo, la adherencia de las an\ibas:a las'~élulas. 
epiteliales del intestino de un hospedero ( 1 ). 

En paciemes asintomáticos el desarrollo de estos anticuerpos es raro, en general .se 

acepta que altos títulos de anticuerpos circulantes son indicativos de amibiasis invasora: ·Los 



títulos de anticuerpos van disminuyendo paulatinamente después de que los pacientes sanan, 

sin embargo pueden encontrarse titulos de anticuerpos ¿rculantes aún después de varios 

años de haber padecido la infección (64). · 

Los anticuerpos séricos no son protectores, puesto que la amibiasis invasora se 

presenta aún en personas con altos titulos de anÜcuerpos. En·. estudios· ill · l'itro se ha 
' . , ' 

descubierto que suero humano inmune y la gammaglobulina aislada del propio suero tienen 

efecto inhibidor en el desarrollo de cultivos de E.· hist~~vtica. La gammaglobulina comercial 

no tiene este efecto inhibidor. Además el suero inmune neutraliza la virulenCia de cultivos de 

amibas patógenas y tiene efecto citolitico sobre los trofozoitos (22,80). 

En animales de experimentación se_ha encontrado la producción de anticuerpos anti· 

amiba provocada por la inoculación o inniuniz_ación de éstos con antigenos amibianos ( 15). 

En hámster la inyección de suero humano confiere protección parcial, probablemente 

del tipo de inmunidad pasiva, contra la inoculación intrahepática de E. histo/ytica patógena 

(79). 

lnmunid~d mediada por cétutás: · 

La inmunidad mediada por . células ha sido estudiada por ·varios métodos: 

hipersensibilidad en la piel, proliferación de linfocitos T in vitro con antlgenos amibianos 

(38), respuesta inmune mediada por células durante la amibiasis invasora (33) y la 

producción de un factor inhibidor de macrófagos (MIF) (25). 

En algunos estudios se ha encontrado que en la etapa inicial de la e~fermed¡¡d, los 

pacientes con absceso hepático amibiano presentan reacciones cutáneas tardias en la mayoria 

de los casos. Sin embargo las mismas reacciones persisten en la mayor parte de los pacientes . 

después de su curación (46). Similares resultados se han obtenido con la- prueba de:la 

inhibición de la migración. de macrófagos. La prueba es generalmente ·negativa antes de 

iniciar el.tratamiento y positiva después .de la curación. En hámster con amibiasis hepática 
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esta prueba da resultados comparables, (71 ). En cobayos las primeras observaciones de 

hipersensibilidad se obtuvieron al ser inoculados con E. his10/y1ica (8). 

Otra prueba in vitro para estudiar la existencia de inmunidad celular es la 

transformación blastoide de los linfocitos bajo el estimulo de un antígeno especifico. En 

pacientes con absceso hepático amibiano en la fase inicial de la enfermedad se encuentra baja 

respuesta proliferativa blastógena de linfocitos incubados con antígeno amibiano, mientras· 

que en fase de recuperación la respuesta aumenta (31,38). 

Los datos anteriores indican que en la fase inicial de la enfermedad existe una 

disminución de la respuesta inmune celular y en la etapa de curación la respues.ta inmune 

celular se manifiesta favoreciendo la recuperación del paciente (21,33,7.6) .. 

Se ha determinado que fracciones amibianas ricas en una lectina,inhibible".con N~ 

acetil-D-galactosamina inducen gran actividad proliferativ.á, en linfocitos,. de pacientes 

recuperados de amibiasis aguda invasiva (76). 

En otros trabajos se ha encontrado 'que en los tÍnfocitos i de paeientes no infectados 

se produce proliferación por medio de proteínas solubles amibiana~ d~: ~ultivo.s axénicos , 

pero no proliferación de linfocitos B . Esto ha sido compr~bado al estudiar la respuesta 

mitogénica con proteínas amibianas y al mismo tiempo comparar· la respuesta con un 

mitógeno, la concanavalina A (mitógeno para linfocitos T). La respuesta mitogénica de los 

linfocitos es mayor con proteínas amibianas que con concaniivalina A, esto sugiere que las 

proteinas amibianas se unen a un gran número de receptores de los linfocitos T activándolos 

ó activando diferentes subpoblaciones (36,37,55). 

:\lodelos nni11111les para el estudio de amibiasis e.tperimental. 

. . . 

A pesar de los estudios clínicos no se ha aclarado lá reinfecció~ constante de los 

individuos infoctados por E. /listo(vlica, po~ ello ~e h~ tratado de reprodu~ir la i~fecció~ en 

animales de laboratorio. 
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En un principio a los animales se les administraban quistes por vía oral . 

Posteriormente se intentó el enquistamiento de trofozoitos in vitro sin obtener buenos 

resultados, ya que hasta la fecha no se ha encontrado el medio de cultivo adecuado para el 

·desarrollo.de quistes de amiba ( 13 ). 

Actualmente los animales de laboratorio que se utilizan para el· estudio. de la 

amibiasis son infectados mediante la inoculación directa de trofozoitos en el intestino grueso 

o en el hígado ( 16, l 8): 

Las primeras investigaciones se realizaron con perros Y, gatos . obteniéndose, 

importantes resultados, como el hecho de que las heces disentéricas qu'e ·c'~ntienén 
' .. ·.· '' ,·· 

trofoz~itos no infectan a otros animales cuando se les administran oralmente, m~entras que 

los quistes administrados por la misma vía si producen lesiones:ii1testinale ... Actual,¡;ente el 

.uso de estos anim~les es limitado, debido a la dificultad para manip~l~rl~s •. la falta de 

uniformidad e insuficiente número de animales (87). 

Los roedores son utilizados actualmente can mayor frecuencia como. modelos para el 

estudio de la amibiasis experimental. Sin embargo se ha observado en, gen~r~I que los 
'·' ·.· 

animales adecuados para amibiasis hepática no los son para ámibiasis intesiinal.''Debido a 

ello los animales empleados en el estudio de amibiasis son elegidos'por~su.·~us~~ptibilidad .. · 
hacia las diferentes manifestaciones de infección amibiana. 

Actualmente los animales más utilizados parn estos estudiós son: rata.~. rai~~es, 
cobayos, hamsters y gerbos. 

Ratas. 

Las ratas han sido utilizadas desde hace muchos años en estudios sobre amibiasis .. 

En 1946.Jones y cols. (41) infectaron ratas recién destetadas al inocular amibas por via 

intrarectal e intracecal. Los trofozolt~s inoculados provenían de cultivos mixtos o de gatos 

previamente infectados. Con éste estudio se logra implementar el primer sistema p~ra m.edir 

las lesiones intestinales amibianas. (41). Posteriormente se realizaron trabajos para evaluar la 

virulencia de i:: hisw(1•tica sobre diferentes cepas de ratas, en los cuales se encontró una 

mayor susceptibilidad en raras Wístar que en ratas Sherman. Esto demostró que la genéti9a 
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posiblemente juega un papel importante en el hospedero ante la invasión por E. histo/ytica 

(39,95) 

Ratón. 

Se ha encontrado que los· ratones ·presentan baja susceptibilidad y variabilidad de 

respuesta ante la infecCió~ amibi~a. Westapal en 1970 (34,54), encontró que los ratones no 

tienen resistencia.naturÚá I.a aITiibi~sis y que el establecimiento de la infección depende de la 

cepade a~1iba qué sea utili~ad.a (97). : Estudios realizados por otros investigadores (34,54) 

han demost.rado que e~ ratones la infección arnibiana es muy dificil de reproducirse, por lo 

que estos animales son muy poco empleados en amibiasis experimental. 

Cobayos. 

Carrera y'Faust :.en ·1949 (13) al inocular en la región ileo-cecal un cultivo 

monoaxé~i~o' ~eE. hisiolytic:~ p'rod~jeron úlceras necróticas. en el intestino grueso dé 

cobayos.: 

· En otras i~~esÍigaciones se ha encoritradci que las. l~sio'~es intésiinaÍ~s inducidas en 

cobayos· con E. hisÍolyric'a. son similares a. las ericontrad~s eri 'et' malerlal<·de .biopsias' de 

pacientes con amibiasis intestinal (67). ·> , ... 
Tambi.én se ha epcontrado que trotbzoitos de E.°!1isi~lyÍÍd;, de cultiv'cis monoxénicos 

se establecen en el higado de cobayo, solamen't~ c~~nd~ 1~·~ hi~et~~ de c~l~~te~ol se 

encuentran anormalmente elevados (8). 

Por otro lado los abscesos hepáticos amibian~·s prcidu~ido~'en ~ob~yo son ITienos 

severos que los observados en el hámster (28). ' 

llámster. 

En 1951 Reinertson y Thompson (71) produjeron abscesos hepátiéos en h~msters al 

inocular intrahepáticamente trofozoitos de E. histo/ytica · de \~úi~os axénicos . y 

monoxénicos, encontrando que con ambos tipos de cultivo los anímales d~sarrollaban 
absceso hepático amibiano . .Con esto descartaro·n la idea de qúe·.1a asociación de bacterias 

con los trofozoitos provocaba mayor patogenicidad y por' ésta 'razón· se producia absceso 
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hepático. En estudios posteriores se evaluó la respuesta. celular en absceso hepático 

experimental encontrándose que la inm_unidad med_iada po~ células tfo10 dependientes juega 

un papel importante en la respuesta hacia la .infección con E. histo(¡itic;, (32, 72). 

Tsutsunti y col s. en 1984 · (84 ), ~~·~éh.i};en :-~~e' el - hámster ·es el animal de 

experimentación que se recomienda par~_'ififerentes estudios relacionados con amibiasis 

hepática, por presentar una alta susceptibili:d~d ~ lalnreidó~. así como lesiones uniformes e 

histológicamente similares a las_ observ~d~s':en' ·1;uriuinos. En contraste, las lesiones 

intestinales amibianas no se reprod~b'en fáciÍrrieriie e~ este animal. 

Gerbos. 

En gerbos el primer repone· de sti uso en procesos patológicos producidos por ¡,~ 

histo~1·tica fue realizado por Di.amónd y cols. (27). Ellos estudiaron las lesiones hepáticas 

producidas por la inoculación iÍt si/11 de trofozoitos y observaron una menor virulencia que 

en el hamster, independientemente del sitio de inóculo. 

En 1984 Chadee y Meerovitch ( 17) encuentran que el daño ·producido·- por 

trofozoitos inoculados en hígado es debido a una respuesta i~llalliato~á :·aguda , 

Posteriormente Shibayama y cols. estudian la morfología de· la¿·élesi6~es:-.: eiL:geibos 

inoculados intrahepaticamente con trofozoitos de E. histo(¡•tica, conc1Jy~~&1 ~u~ lanec'rosis 

de los hepatocitos puede ser debida al contacto directo con las amibas, aunado· a los 

productos liberados por la lisis de células inflamatorias. como se ha ~bservado-·eri hámster 

(83). 

Debido ha que el gerbo es susceptible al desarrollo· de la amibiasis experimental se 

ha empleado también como modelo para el estudio de la amibiasis intestinal experimental. 

Chadee y cols. en 1985 · (18, 20) estudiaron la infección amibiana· en· gerbos 

inoculando trofozoitos de E histolytica .'de·. una cepa axénica por vía íritracecal . e 

intrahepática, sacrificando a los animales a los 1Oy30 dias post-inoculación. En la irifecéión 

hepática encontraron granulo mas y abscesos qUe aumentáron en volúmen haci.a los 30 di~s . . 
post-inoc~lacíón. En la infección cecal observaron . i.nllamación .·y daño .. en: el, t.ejid~; 

presentando microerosiones en la' mucosa superficial y .lesiones ulcerativas, aún 'cuando se 
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encontraron muy pocas amibas en el tejido. El daño fue más severo conforme aumentaba el 

periodo post-inoculación. Esto indica que existen factores que provocan resistencia y el 

subsecuente control de la infección. La hemorragia local,· el edema, ·el daño en epitelio 

integlandular,. asi 'como . los cambios . ce!ul.ar~s. én. diferentes: ~!anos del tejido cecal, se 

relacionan eón la descripció~ Ú la J~~ÍÓn difus~ y Iá lesión no especifica reportada en 

amibiasis intestinal aguda en hJmanos:. 

Los antígenos de ·~ste. p;r.á~ito, ·las enzimas y .otros metabolitos pueden alterar 
' ... ·.·.- . . .·.'. . -

específicamente la· distribución ·de . células · inmunocompetentes . en · órganos linfoides 

sistémicos o locales. Durante él .desarrolló de la amibiasis intestinal, las lesiones y el inicio de 

la proliferación en aréas paracoÍticalesde g~llglios Únfáticos mesentéricos es seguida.por la - ··- . . - . - . 
disminución de células T. Estosugiere.que los linfocit~s T puede.n corytrolarel desarrollo de 

las lesiones cecales (18,42,BS), 

Lás amibas obtenidas decasos asintomáÜcos 'deamibiasispu~de~ coicinizar el ciego 

de gerbos, sin embargo el desarroÍio .de amlbiasi.~ inv'~siv~ d~peitd~ ·~el'. ~so d~ cepás 

altamente. virulentas. Las infec~iones cecales . se. p~ede~: oll·i~nér'. cbn' cepad cuIÚvadas en 
. . . ·.' .. •:', ,_ .... ___ , ... ,,.· ..... ·-. 

medios axénicos ci moriáxéniéos. Las bacterias aso~iadá~ eit ~ulti;os ~onoxoi'nicos párecen 

no jugar un pápel imporiante parael manÍ~nimie~t~ yex¡iresiÓ~ de la. ~irulencia e~ este 

modelo ( 19). sin 'embargo los proto~6arios y las bacteriás dd ~iego · pueden afe~tar el 
' • r "> ., - ,,·-: .- ._ ·. ' 

creciniienio y la colonización de los trofowitos (16). · 

Debido a los reportes mencionados anteriormente, cuy.os hallázgos histopatológicos 

indican 'que el gerbo sufre la infección áiníbiana en forma serriejante al humano, es necesario 

estudiar y ampliar los aspectos inmunológicos entré la relación hospedero-parásito, con la 

expectativa de conocer si el gerbo. pudiera ser un modelo apropiado para el estudio de la 

amibiasis intestinal ( Fig. 2 ). 

¡._-,; 
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'IÍL'lllatu.\). b (Alcricm 1111.~1 Figu r:t 2. Ger o , 

16 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La amibiasis es una enfermedad frecu.ente en nuestro país. sin embargo sólo algunos 

individuos infectados con E. histolytica desarrollan colitis amibiami y· con menos fre.cuencia 

absceso hepático amibiaílO (24). . .. 

El estudio de este padecimiento se encuentra limitádo debido a que· hasta la fecha no 

se ha encontrado un modelo experimental que permita ~I est~d!Ó de .a~ibi~~is intesÍi~al y 

hepática con manifestaciones similares al humano y qu~ pernÍita:~o'noce(lo~.f~cto';esque 
desencadenan la virulencia del parásito y la respuesta 

0

i~mune delh~~peder.;'., ', i . d ' ••• 

Diferentes autores han encontrado que la lllanlfé~ta~ió~ d;~ la ~~fe~e~ad y el gracÍ~ 
t:• '·· ·,1,. ·.·• .<. _·, ..... • 

de respuesta inmune varian dependiendo 'del modelo éxperimental.'·:~ •; :. · :,:., ·' :.- · · · .... . 

Actualmente se han realizado di~~rsos esiudio~''de .a~Íbiasis~' h~p~tic~ ~n: ge;bos 

(lvferiones 1111g11ic11/at11s), en los cuales han encontrado que la iÍtfecCiónºprovó'éáda en éste 
' .. , ·:o'.",.·::~.--·-:.~··,_,.,-,.': ... ··"· .... ~··~·--·:.··-.~ 

animal se manifiesta en forma aparentemente seínejanteá Íá ?lisérvadaen humanos (16, 17,' 

83 ). • : ::· .. : .. · •: .i > :::·. ·<: \ ... .' . 
Sin embargo se conoce muy poco sobr~ la r~~Jl~~~t~ i~~uXe 1tl~l g;;i;~ anÍe la 

infección intestinal amibiana. 

El propósito de éste· trabajo' es adicio'n;r 'iiu\;'d~tbs q~e ~~s p~~il;n. ~o~ocer los 

aspectos inmunitarios en éste probable. ~odelo. 'EÍ' estudio pretendeval~rar la r~sp~esta 
humoral y celular en el gerbo. ante. los an;igenos ~mibianos fra~ciÓ~ memb;anal P~!S ··y 

extracto total, posterior a un inóculo intracecal de trofozoitos de E. histolytica. cepa· HM 1 

-ll'vlSS. Para la determinación de anticuerpos anti-amib~, no existen actualmente antisueros 

contra inmunoglobulinas de gerbo, sin embargo debido a una comunicación person~ co~. d . 

Dr. G. Acosta (ESM-IPN) y el Dr. J.P. Vaerman de la Universidad de Louvoin e~ Bélgica; 
•:·-··· . 

en la cual comentaron una reacción cruzada entre las inmunoglobulinas de'rát~ Y .. gerim, 

li.te que se decidió estudiar como se desarrollaba la respuesta humoral en éste animal, · 

mediante la determinación de anticuerpos anti-amiba en suero. emple;nd·~. ··para,. ~lto 
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anti-inmunoglobulinas de rata. La respuesta celular se evaluó mediante técnicas de 

transformación blastoide de linfocitos de bazo por incorporación de timidina tritiada. 
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OBJETIVOS 

- Estudiar. la respuesta inmunitaria en gerbos ( /o,,ferio11es 1111gtric11/at11s ) a O, 1 O y 30 días 

post-inoculación intracecal de trofozoítos de ¡;;, histolytica. 

- Determinar el nivel de antic~erpos en suero hacia dos antígenos amibianos; extracto total y 

fracción membrana!. P-15 mediante ensayo irimunoenzimático (ELISA). 

- Tipificaéión del . isotipo de anticuerpos anti-amiba en sueros de gerbos inoculados 

intracecalmente con trofozoitos de E histo/ytica. 

- Observar si existe una relación entre la respuesta inmunitari_a humoral. con la respuesta de 

linfocitos de bazo encontrada en los mismos gerbos, medida. por la irícorporadón de 3H-Td 

mediante una microtécnica de transformación blastoide .. 
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MATERIALES Y METODOS 

Se utilizaro~ 35 gerbos machos (Alerio11esu11g11ic11/at11s) de 55.a 65 dias de edad y 

con un peso de. 60 a 80 g. Se alimentaron con. productos comerciales para ratones y agua 

adlibitum. 

Obtención de amibns para inoculación. 

Se utilizó la cepa axénica de f;'. histo6•tica HMl-lMSS. Todos los trofozoítos fueron 

cultivados en condiciones axénicas en el medio TYl-S-33 (28,29), durante 72 horas, a 37ºC, · 

tiempo en el cual las amibas se encontraban en la fase logarítmica de crecimiento.: Las 

amibas se despegaron de las paredes de los tubos de cultivo colocándolos 'en báñ~ de agua­

hielo (4ºC) por 10 minutos y posteriormente se centrifugaron a 450 x g dúrani~S n\.inutos a 

4ºC. Se retiró el sobrenadante y los trofozoitos fueron resuspendidos :en él n:i.snio n:~dio:' 

Se contaron las amibas en un hematómetro y se ajustaron a 5 x 105 tr~fow;to.sI0.2 mi. La.s 

amibas utilizadas fueron donadas por el Dr. YictorTsutsumi del laboratori~ de ·Para.sitofogia 

Experimental del ClNVESTA Y-lPN. 

111ocul11ció11 intracecnre.n gerbos con trofozoítos de E11ta111oeba liiswlytjca • 
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Se utilizaron 35 animales los cuales se dividieron en 5 grupos de 7. Los grupos 1 y 3 

fueron inoculados con trofozoitos de E. histolytica y los grupos 2 y 4 con SSF, los cuales se 

utilizaron como grupos testigo, los animales del grupo 5 se emplear':'n para determinar las 

respuestas basales (animales a los cuales no se les realizó técnica q~irúrgica). Quince días 

antes de la inoculación, los gerbos fueron tratados con metronidazol (Flagyl por sondeo 

intragástrico) durante tres dias a dosis de 200 mg I kg de peso. El tratamiento previo fue 

con el fin de eliminar protozoarios comensales como E. 111111·is y Tric/10111011as >p. ( 16). Cada 

animal se mantuvo en ayuno 12 horas antes de la Cirugía. Los animales fueron anestesiados 

intraperitonealmente con pentobarbital sódico a una dosis de 50 mg / Kg de peso. Se realizó 

asepsia de la región abdominal . Posteriormente se hizo una incisión media abdominal 

exponiendo el ciego, en el cual fueron inoculados en el ápice a los grupos 1 y 3, 5 x 105 

trofozoítos I 0.2 mi, los grupos 2 y 4 fueron inoculados con SSF. El grupo 5 no fue 

inoculado. La herida fue suturada con catgut 000, aplicando finalmente un antiséptico local: 

Los animales se mantuvieron en observación hasta 30 dias después.de la inoculación. 

Antígenos amibianOs. · 

Los antig~nos amib.ianos se obtuvieron de la siguiente manera: 

Extracto totaI(ET); Trofozoitos cultivados en medio TYI-S-33 de 72 horas se colocaron 

en hielo para despegarlos de las paredes de los tubos de cultivo. Los trofozoitos se 

centrifugaron a 800 x g durante 5 minutos (a 4ºC), se eliminó el sobrenadante y los 

trofozoitos fueron resuspendidos en SAF (pH=7.2) estéril y frio. Se rompieron mediante 

congelación a -20°C y d~scongelación brusca a 15ºC repitiéndose tres veces. Después de la. 

última descongelación se tomó una muestra y se observó al microscopio sin observarse 

trofozoitos completos. Posteriormente se adicionaron 0.5 mi de SAF y 250 ul de· un 
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inhibidor de pretensas pHMB 100 mM. (94). La cantidad de proteínas de los extractos 

amibianos se determinó por la reacción de Folin-Ciocalteau (Ver apéndice de reactivos). El 

extracto se colocó en viales que fueron almacenados a -70ºC hasta su uso. 

Antígeno de membr:uiií (Pe IS); Para. su ·obtención se realizó la misma téénica que para el 

ET hasta. el paso en el. cual se' adicionó •el .inhibidor de: protea'sas; posteri;rmente . se 

centrifugó a 14 ooo\g porÚ RlÍ~ui~s .. sé eliminó ~lsobrén,adantey s~r~s~~pendióen 
0.5 mi de SAF, La cantid~d 'de,pr~teina:s amibia~as se'detemli~ó'por ~I r\iétodo de Lowry 

(Ver apéndice de reaétivos): El a~tíge~o se c~locÓ en vi~les y se alái'acerió ~ -io0c. 
' • " •, •••• •• • ' •• ' < 

Obtención de linfocitos dé bllzo y sueros de gerbos inoculados intracecalmente con 

trofozoítos En.tamoeba llistolytica. 

Los. animales del grupo 5 fueron sacrificados el mismo día en que se realizó la 

inoculación, los grupos 1 y 2 fueron sacrificados 1 O dias después de la inoculación y los 

.srupos 3 yA, 30 dias post-inoculación. Los animales fueron anestesiados con éter y por 

punción cardiaca se extrajo la sangre para la obtención de suero. En área estéril, se localizó 

el bazo., sé e.xtirpó y se colocó en cajas de Petri conteniendo RPMI-1640 libre de suero a 

4°C. Se desintegró mecánicamente, se tomó la suspensión celular la cual fue filtrada a través 

de tela de organza estéril para eliminar tejido conectivo y grasa. La suspensión fue 

centrifugada a 350 x g durante 5 minutos a 4°C. Se eliminó el sobrenadante, y se lavó tres 

veces resuspendiéndose en RPMl-1640 fria y sin suero. Después del último lavado se 

adicionaron 4 mi de RPMI-1640 frio suplementado con 5% de SFB previamente inactivado 

por 30 minutos a 56 ºC y mercaptoctanol 5 X 10·5 M. Se tomaron 50 ul de la suspensión a 
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la cual se adicionaron 50 ul de azul de tripano al 0.2 % en SSF al \o.85%, la muestra fue 

colocada en un hemocitómetro y se contó el número de linfocitos (en un tiempo no mayor 

1 
de 3 minutos). Posteriormente se ~standarizó la. sus.pensión a 2 X I06 linfocitos/ mi. 

Transformación blasioide para linfocitos · de bazo de gerbos inoculados 

intrncecalmente con trofozoftos de E11tumoeh~ llistolytiL'u. 

Se utilizaron placas de inicrocultivo (Costar). En cada pozo ·e colocaron 2 X 106 

linfocitos de bazo en 100 ul de RPMI-1640 suplementado con SFB. Se adicionó a los pozos 

por triplicado .. y pÓr separado O, I, 5, 20, 50 y 100 ug de proteína d. e 'lis antígenos amibianos 

(ET y P-15) en 100 ul de RPMl-1640 suplementado con SFB. . 

. Las células se incubaron por 5 días en estufa a 3 7ºC, con 5% d C00 en aíre y 100% 

de humedad. IS horas antes de finalizar el periodo de incubación, J. adi:ionó 1 uCi po.r 

pozo de timídína tritiada (actividad específica de 6.7 Ci /mol, New En~land Nuclear, Boston 

l\lass., E.U.A.) en 10 u; de RPMl-1640 suplementado con SFB. 1 

Después del periodo de incubación las células fueron c.osecha¡tas en SAF a pH=7.2 

en filtros de fibra de vidrio por medio de un cosechador (Bello-microharvester), conectado a 

una bomba de vacío. Se hizo pasar por el filtro en forma secuencial áci~o lricloroacético al 5 

y 10% y metano! al 70%. · · ¡ 
El filtro fué secado y se despegaron los círculos correspondientes a cada pozo de la 

microplaca, éstos se depositaron en viales de plástico con.lapón de r+ca; se adicionaron 2 

mi de líquido de centelleo a cada vial. Las . lecturas fueron obtemdas en CPM en un 

espec1rofo1óme1ro para líquido de centelleo (Contador d.e Centelleo L/quido Packard)(77). 
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Técnica de inmunoclectroforesis pura sueros de rata y gcrbo empicando anti­

gammaglobulimts de rata. (Reacción inmunitaria cruzada.) 

Para probar la reactividad cruzada entre las gammaglobulinas de rata y gerbó se 

utilizó la técnica de inmunoelectroforesis. 

En placas de agarosa al 1% (en amortiguador de barbituratos) se colocaron 10 ul de 

suero de gerbo. rata y hámster 1:20. las placas se colocaron en una cámara de electroforesis. 

El corrimiento se realizó a 120 volts durante una hora y media. 

Una vez terminado el corrimiento, a los canales se adicionaron por separado 40 ul sin 

diluir de anti-lgG, anti-lgA, anti-lgM y anti-gammaglobulinas de rata elaborados en cabra 

disponibles comercialmente (Sigma Chemical y Cappel Laboratories ) Las placas se 

mantuvieron en refrigeración durante toda la noche en cámara húmeda. Posteriormente se 

realizaron tres lavados con SSF a concentraciones decrecientes: 0.9%, 0.45% y 0.22% 

utilizando una nora para cada concentración. 

Una vez lavadas, las placas fueron teñidas con azul de Coomassie por 5 minutos. 

Para quitar el excedente del colorante se sumergieron en solución de ácido acético/ glicerina. 

Posterionnente las placas fueron secadas a 37 ° C (51 ). 

Ensayo i111111111oenzi1111ítieo (ELISA) para suero de gerbo y rata utilizando anti­

gammaglobulinns de. rata. 

El ensayo se realizó para probar la reactividad cruzada encontrada por 

inmunoelectroforesis de los antisueros de rata con suero de gerbo. 

Placas de fondo plano de poliestireno (Costar) fueron sensibilizadas con 100 ul de 

sueros normales de rata y gerbo en solución de carbonatos (pH=9.6), a diferentes diluciones 

( 1 :25, 1 :5?, 1: 100 y 1 :200) manteniéndose en refrigeración toda la noche. Posteriormente se 

lavaron (6 veces) con SAF y los sitios libres dentro del pozo fueron saturados con 200 ul de 



SAF-ASB al 1 % incubándose 2 horas a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 

con SAF-Tween (Tween 20 0.5 mlllt) 6 veces. A continuación se adicionaron 100 ul por 

separado d.e anti-lg's de rata elaborados en cabra lgA, lgG, lgM e lg's totales (Sigma 

Chemical) en dilución 1: 1000 en SAF-ASB incubándose durante una hora a temperatura 

·ambiente. Al término de la incubación se realizaron 6 lavados (SAF-Tween) y se agregaron 

100 ul del conjugado (anti-cabra) en una dilución 1: 1000 por una hora. Nuevamente se 

lavó. con SAF-Tween 6 veces y se adi~ionaron IOOul del sustrato ( orto-fenilendiamina 

lmg / IOOml) manteniéndolo en obscuridad por 5 minutos. La reacción se finalizó con SOul 

de H2so4 5 M. Las lecturas se realizaron en un lector de ELISA (BIO-TEK 

INSTRUMENTS MICROPLATE READER) a 490 nm (23,40,51,99). 

, - .. · . 

Ensnyo inmunoenzinuítico para In ·determ~i~n-~i-6~'-'.de ·~nticuerpos -.~~,~;eros d.~--ger.bos 
inoculados. intrncecnlmen!c .co~ trofo~oi(os 'cte. E~tanrii~ba /iistolyÍi~a.· l11idn los 

antígenos nmíbinnos 'ET y P-15.: 

<_'.·;:·_":,~~-> .. _ .(': .,:: .... ·.·_ .. _· : .· ".. . 
Las niicroplacas depoliestireno (Costar) se recubrieron con los antígenos amibíanos 

ET y P-lS porseparado de lá síguíé~;e ma'ner~: 
Se adicionaron 100 uide tina solución de carbonatos (pH= 9.6) conteniendo 50 ug I mi de 

proteína amibiana'. en cadá ·pozo de las microplacas . Se refrigeraron toda la noche y 

posteiiormente se lavaron (6 .veces) con SAF ; los pozos fueron bloqueados con 200 ul de 

SAF-ASB .al 1 % ·incubándose' durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas fueron 

lavadas con SAF-Tween 6 veces. 

A estas placas recubiertas con proteinas amibianas se adicionaron 100 ul de los 

sueros (dilución 1 :200) de los diferentes grupos de gerbos inoculados con trofozoítos de 

¡,·, histo/y/ica (O, 10 y 30 dias) , incubándose durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Después de la incubación se lavaron las placas con SAF-Tween (6 veces) y se adicionaron a 

25 



cada uno de los pozos 100 ul de los respectivos antisueros de rata elaborados en cabra 

diluidos 1: 1000 (lgA, lgG, lgi\.l e lg's totales) en SAF-ASB y nuevamente se incubó por 1 

hora. 

Posteriormente las placas se lavaron con SAF-Tween (6 veces) y se agregaron 100 

ul de conjugado anti-inmunoglobulinas de cabra (Sigma Chemical) dilución l: 1000 en SAF­

. ASB a cada uno de los pozos y se dejaron las placas a temperatura ambiente durante 1 hora. 

Se realizó un último lavado y se adicionaron 50 ul de sustrato ono-fenilendiamina 

(Sigma Chemical) a cada pozo, se incubó por 5 minutos en la oscuridad. La reacción se 

detuvo con 50 ul de H2SO 4 5 ;lo!. Las lecturas se realizaron en un lector de ELISA (BIO-

TEK INSTRU~IENTS i\l!CROPLATE READER) a 490 nm (23,51). 

,\ruílisis Estadistica 

Para c~mparar las respuestas.obtenidas a lo~ antígenos amibianos ª.los O, JO y 30 

dias pÓst-ínoculación, se utilizóanálisis de.~arianza y la prueba múltÍple de Duni::án (96). 



RESULTADOS 

Determinación de anticuerpos eu sueros de rntn y gerbo por inmunoelectroforesis 

cmplenndo anti~inmimoglobulina~ d~ mt~.: 

Para determi~ar si existi~ rea~ción cruzada entre I?~ ~uerosderata, ~erbo<~'Í1ámster se 

empl~ó la técniéa d~ inmunoelectroforesis. Para ello se trabajó"ccin ar\tistJe;Íls de rata hacia 

los isótipos lgA, lgG e lgM además de un anti~irununoglobulinastotales. No se observaron 

bandas de perecipitación hacia el suero de hámster con ninguno de los antisueros de rata. 

Para los sueros de rata y gerbo sólo se observaron bandas de precipitación hacia los isotipos 

lgG e inmunoglobulinas totales. En la figura (3) se ilustran los resultados de la 

inmunoelectroforesis para los sueros de rata y gerbo. 

suero de gerbo -·-· 

anti· gammaglo· 

bulinas totales !~!!C!ll!J?~!IJll!!'.'!ll~!l;!!!""':o,!l'...,...,..~lW'•--•!lill 
de rata ~ 

suero de rata 

suero de rata 

anti - lgG de 
rata 

suero de gerbo 

Figura 3 .. Placas de inmunoelectroforesis para sueros de rata y gcrbo. En la fotografia se 

observan bandas ·de precipitación hacia los isotipos lgG e lg's-totalcs de rata en sueros de 

·rata y gerbo. 
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Determinación de anticuerpos en sueros de rntn y gcrbo por Ensnyo 

inmunoenzimático empleando nnti-inmunoglobulinns de rata. 

Debido a que en la inmunoelectroforesis no se.JÍUd~· observar la reacción de. cruce 

hacia todos los isotipos de inmunoglobulinas,. se réaiizó i{ ensayo i~mu.;cierizirii.ático 
empleando anti-inmunoglobulinas de rata para .1ds. suerns• de'g~rbo: y r;ta a. diferentes 

diluciones. Las absorbancias obtenidas para lgA de ratú g~rbo:~o~"mostrada;~n la tabla Í. 
Los resultados obtenidos para lgA mostraron que exi.ste u'ri¡ r~~cció~ dru'zada•entni lgA de 

rata y gerbo. 

La respuesta es significativa (p<0.05) para el s~ero de gérb6:encomparaeión.¿~n el 

blanco de reactivos y significativamente elevada (p<0.05). par~ eÍ' ~uero de rata en 
·., \ .. ' 

comparación con el suero de gerbo. Los resultados son presenta.dos. enlá gráfica· l. 

Tabln l. Valores de absorbancias en la determinación de_ lgA en .s~erosde. ~ata y gerbo 

utilizando anti~lgA de rata.' 

.. 

.. 
BLANCO DE 

. 
DILUrn;>N 

__ ,._ 
RATA GERBO REACTIVOS (BR) 

' .. / ... " O.E " O.E X O.E . 

.• : 1:2,5 0.174 0.061 0.025 0.005 0.008 0.003 

,1:50 0.287 0.025 0.043 0.002 0.010 0.004 

1:100 0.370 0.040 0.068 0.006 0.006 0.002 

•.. 1:200 0.401 0.028 0.055 0.007 0.014 0.004 

D.E.= Desviación estandar x =Media 

BR=SAF-ASB 
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C.5 ~ 

C . .!5 .:.; 

Grálicn l. Determinación de JgA mediante la técnica de ELISA con anti~lgA de rata en 

sueros de ratas y gerbos no inoculados a diferentes diluciones. Las respúéstas obtenidas 

muestran que ambos sueros reaccionan con anti-lgA de rata, siendo mayorla ~espuest.a en 

suero de rata (p<0.05). Cada dato fue el promedio de siete sueros ensayados cada uno por 

triplicado e· =diferencia estadistica significativa). 
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De Ja misma manera se comprobó Ja existencia de una reacción cruzada para IgG de 

rata y gerbo. Las absorbancias obtenidas para IgG de rata y gerbo son mostradas en la tabla 

2. Nci se observó diferencia significativa en lás diluciones 1:2.5 y 1:50 (p<0.05) entre los 

sueros de raia y gerbo.: Se obse,.Vó una difer,e'ncia signifiéati~amente elevada. {p<0.05) para el 

suero de gerbó en comparación con :el blanco, de reacii~os y una diferencia significativa 

(p<0.05) entre .fgG de ráta ;·iiú6o én J~s ~ilu;io~es I: 100 y 1:200, siendo mayor la 

respue¿t~ én suero de ni;a. Lós r~su1tad~s so~ ~res~ntados en 1a sráfica 2. 
'· ·, , . ·; .·•·'' ,, ... ' ·. 

~ o .. oos " .0.004 

1:200 0.640 O.O! 1 0.453 : '0.007 

D.E.= Desviación éstandar 

BR = SAF-ASB. 
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1:25 1:5C 1 :2c:: 

Gráfica 2. Determinación de lgG mediante la técnica de ELISA con anti-lgG de, rata en 

sueros de ratas y gerbos no inoculados a diferentes diluciones. Las ie.spue.stas ,obténÍdas 

muestran que ambos sueros reaccionan con anti-lgG de rata, siendo ·m'aybr la ~espuesta en 

suero de rata (p<0.05). Cada dato fue el promedio de siete s.ueros ensayados 'éada .uno por 

triplicado (* =diferencia estadistica signiticati~i). 
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Para lgM se observó que existe reacción cruzada entre lgM de rata y gerbo. Las 

absorbancias obtenidas para lgM de rata y gerbo so'n mostradas en la tabla 3. 

La respuesta fue similar~ la obienida con lgG. Existe 'diferencia ~ig.nificativa elevada 

(p<0.05) entre el suero de gerbo en comparación con la. respuesta obienida. para el blanco de 

reactivos. No se observó diferencia significativa en la dilución l:Z5 e~t~~-el ~u~;.; de ~~~a y 

gerbo. Se encontró una diferencia significativa (p<Ó.05) entre lá'rnsp~~sta'en ~~e~Ó de rata y' 
': . . . . ' ... ' ~ ' ' '. . ·", ... '. ' ' ... 

gerbo en las diluciones 1:50, 1:100 y 1:200, siendo mayorpara.:el suero de.ratá. Los 

resultados son presentados en la gráfica 3. 

Tabla J. Valores de absorbancias en la determinación.de lgM en sueros dernta y gerbo 

utilizando anti-lgM de rata. 

X O.E 

0.293 . 0.002 

0.359 0.009 0.003 

0.010 0.371 . 0.038 . 0.011 0.005 

0.006 0.344 0.0.10 0.002 

O.E.= Desviación estandar x =Media 

BR=SAF-ASB 
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1 :25 1 :5C 1 :1SG 1 :2C~ 

Gráfica 3. Determinación de lgM mediante la técnica de ELISA con.ánti-lgM,de.rata en· 

~ueros de ratas y gerbos no inoculados a diferentes diluciones. Las respuestas ··obtenidas 

muestranque ambos sueros reaccionan con ant.i-lgM de rata, siendo,.may~~I.~ ;es~ue~t~'~n 
suer~ de rata(p<o,os): .Cada dato fue ~I promedio ele siete sue~iis ~~say.idos:~ad~ ~no por 

triplicadó (* = dife;encia estadística significaÚva). 
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Las absorbancias obtenidas para lg's totales de rata y gerbo son mostradas en la tabla 

4. Los resultados para inmunoglobulinas totales (lg's totales) muestran una diferencia 

significativa elevada (p<0.05) entre el suero de gerbo y el blanc,o .de reactivos siendo .m~yo.r 

para el suero de gerbo y una diferencia. significativa <.p<0,05) parn el suero de rata en 

comparación con la respuesta en suero ne .gerbo. Los resultados son presentados en la 

grñfica4. 

Tabla 4. Valores de absorbancias en la cietenninación.de lg'~ totales en sueros de rata y 

gerbo. utilizando anti-ga~maglobulinas totales de rat.a. 

DE 

D.E 

0.004 

0.002 

0.015 0.004 

0.008 0.002 

BR= SAF-ASB 
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Gr1ificn 4. Determinación de inmunoglobulinas totales mediante Ja técnica de ELISA con 

anti-lg's totales de rata en sueros de ratas y gerbos no inoculados a diferentes .dilucfones. Las 

respuestas obtenidas muestran que ambos sueros reaccionan con anÍi-Ig;s :d~· rata, siendo 

mayor Ja respuesta en suero de rata (p<0.05). Cada dato fue el p~ome.dlo. d~ sieÍe suer~s 
ensayados cada uno por triplicado(• =diferencia estadistica significa.tiva). 
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En el ensayo inmunoenzimático para la determinación de anticuerpos en los sueros 

de rata y gerbo a diferentes diluciones empleando anti-i~munogloliulinas de rata, se observó 

el efecto Hóok (89). Se determinó que la dil~~iÓn adec~ada pára d ensay~ fiici 1 :200, debldó 

a que con. ésta dilución se observaron Íos mayo.;~s ;~~go~de,¡bso,rb~~ci~.en. la~ respuestas 

hacia los diferentes isotipos de inmunoiiíob~linas ·ensayados: Estos ·resultados .demostraran 

que existe reacción cruzada eritr~ las irin;~~~~lobÜli~~~d~ i~t~~ ¡erbo.·; 

;,-. 

::\:-- ·,; :\;'._ x~: .· . ·-·- -
E\•aluaclón de·· Ja respuesta i.í~ll~¡t:i;ri1;'·hu~~~~I;~~ ;;¡eros. ~~·.· ge~blls in~c~lndos 
intracecnlment~ con. trofozoíto~ Íle E;;;a;/;oi!ba /d,;tol/d~a;. medi~:it:t~ la· ~eterminitción 
de anticuerpos haéia I~; ~.;'¡¡~i~os·P~ÍS ~·ET~{ '!;' i / ·. . ·.· . , . 

•"'. 
. ·.1 - - _,, 1-~ . -. -

Identificación de los 'is~Íij,'o~ dé irímí1noglob~Ún~~- sPic~;¿ ~~-. girb~~ inoculados 

intrncecalmcntc. · J! ){ , • . 

Por. medio de la iécnica ~~.· ELISA s~ realizÓ' I~ idcriÍifica~ión d~ {~s clases de 

anticuerpos presentes en sueros de gerbos in~c~lád.~~ con trofoz~Íto~ d!'~É. hisÍolytÍéa. Se 

determinaron los isotipos lgA, lgG; · IgM e. irímunoglobulimis, totales hacia· Jos antígenos 

amibianos fracción membranai'P~ 15 y extracto to.tal.-. 

- .- " ¿ 

. - . ' 

Cuantilicnción de 11ntlc1;erp~s contra el .antígen~ nmibiano fracción ~embranal _P-

15. 

' - -. . ~ ·. . - - " . ' 

Las absorbancias obtenidas en la determin~~iÓn de anticuerpos del isotipo JgA; JgG e 

lgM hacia el P-1 S son , rMstrad~s en la tabl~ 5. i..~s re~puest~s olit¿nidas fueron las 

siguie~tes: para JgA se eÍIC()ntrÓ diferencia sig~ificativa 'e~tre Ja r.espuésta a 0 y J 0 y entre J 0 
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y 30 días (p<0.05), manifestándose un decremento en la respuesta a los 30 días post­

ínoculacíón. Para ,JgG no se encontró diferencia significativa (p<0.05) entre la respuesta 

obtenida a los O y. 1 O días, sin embargo a Jos 30 días se encontró diferencia significativa 

elevada (p<0.05) en :contparación con Ja. observada a los JO. días post:í~oculación. En la 

determfoadón de, lgM"se observó diferencia significativa (p<0.05) entre la respuesta 

obtenida a los o ¡:10 días post-inoculación, a los 30 dÍas se encont~ó diferencia significativa 

elevada (p<0.05) en co~pa~ai:ió~ con Ja obse.-Vada a los JO días. E~tos resultados son 

préserit~d~s en la ~r~fl~~ 5., 

. .. . : •.......•.... > .•.. , . ·. . ·. 
Tabla 5. Válore~ d~ 'ab~orbanCias en la determin~ción de anticuerpos lgA, lgG e IgM hacia 

el pe 15 en sue~os d.e gerbo~ i~o~uiádos intrácecalniente con trofozoitos de E. liistolytic<1 . . . •,, ·~ •,.. . . . . 

lgA 

TESTIGO 

INOCULADO 

lgG 

TESTIGO 

INOCULADO· 

IgM 

TESTIGO 

INOCULADO 

O.E.= Desviación es~~~dar 
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Gr1ífica 5. Determinación de lgA, JgG e lgM en sueros de gerbos inoculados 

intracccalmente con trofozoitos de E. histolytica hacia el antígeno. amibiano P-1 S ·a 

.dlfcrente's. periodos de. inoculación. Se observó una respuesta mayor. a los 30 días post­

inoculacíón para !gG e !gl'vl, sin embargo la respuesta para lgA disminuye en éste periodo 

.<Íi<0.05) .. Cada dato füc el promedio de siete sueros ensayados .cada uno por.triplicado (* = 

diferenciá estadística significativa). 
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Las absorbancias obtenidas para Jg's totales hacia el antígeno amibiano fracción 

membranal P-15 son mostradas en la tabla 6. En la respuesta entre O y 1 O días se observó 

diferencia significativa (p<O.OS)"encontrándose disminuida la respuesta a los. JO dl~s: A los 

30 días se presentó diferencia sí~níflcati~a elevada (~<0.05) e~ corriparación a la obtenida a 

los I o días post-inoculaéión. füt~s resultados son pies~ntados eri la gráfica 6. ·· 

. : ' . . ": ·: . . ·_. '· :· -: -~ ,'-: ·. ::: ¡:· ·.: \·. : .. ~ ·:·. 
Tabla 6. Valores de abs~;b~nciás de i~~u~~g1ciiiuli~~s i

0

otal~~ ccínÚa el ~~;;~~nri a~ibíano 
de E. P-1 S en sueros de ge;í,c)~ lnÓ~~la~os • • inii~~.;~~l~~~i~ ~ •• cóíi 'trcifcí~oito~ · 

,.,--, ";.-::···· 
histoly1iá1.· 

TOTALES. 

x...; Media 
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Gr1ífica 6. Determinaé:ión de lg's totales en sueros de gerbos inoculados intracecalmeme 

con trofÓzoitos de E .• hi.l'to(l'lica contra antígeno amibiano P-1 S a diferentes periodos de 

inoculaé:ión. Se obser:Vó una respuesta mayor a los 30 días post-inoculación (p<0.05 ). Cada .· 

dato fue. el promedio.: de siete .sueros ensayados cada uno por triplicad() (* = diferencia 

estadística sig'niticativá). 
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Los resultados de la producción de anticuerpos hacia el antígeno fracción membrana! P-15 

en sueros de gcrbos inoculados intracecalmcnte con trofozoitos de E. histo/ylica mostraron 

el siguiente orden de respuesta de mayor a menor: IgG, IgM e lgA. 

Determinación ·de anticuerpos eontra ET. 

Las abs~rbaricias obteni.da's pariilgA,IgG e .IgM hacia ET so~ mostradas en la. tabla 

7. Los resultados de. la producc.iÓn de anticuerpos hácia el ET en sueros de gerbos 

inoculados con trofozoitos de E; histolytica fueron los siguientes: 

Para lgA se encontró diferencia significativa (p<0.05) entre O y 1 O días, aumentando 

significativamente entre 1 O y 30 dias post-inoculación (p<0.05). En el caso de lgG se 

observó diferencia significativa elevada (p<0.05) entre la respuesta a los O y 10. días, asl 

como entre 1 O y 30 días después de la inoculación. En la respuesta para Igl\<1 se encontró 

diferencia significativa mayor (p<0.05) entre O y JO dias y una diferencia significativa 

(p<0.05) entre 10 y 30 dias post-inoculación. Estos resultados son presentados en la gráfica 

7. 
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Tabla 7. Valores de absorbancias en la determinación de lgA, lgG e lgM hacia el antígeno 

extracto total amibiano en sueros de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de 

E. hislo/ytica. 

INMUNOGWBUL!NAS . 

lgA 

. TESTIGO 



~';A rrsrco - ';A lJ·)·:J~-':i:J ~ ;~ r~5n::i 

\ ~ oG .'JOC:Jl.AOO ;=:::: ot.c T~5t~O 8 Q'-1 ,"J:jCJ.~)0 

Griífica 7. Determinación de lgA. lgG e lgM en sueros de gerbos inoculad.os 

intracecalmente con trofozoitos de E hiswlytica contra antígeno ET a diferentes períodos 

de inoculación. Se observó una respuesta mayor a los 30 días post~inoculació~ ·para todos_· 

las ínmunoglobulínas (p<0.05). Cada dato fue el promedio de siete sueros ensayados cada 

uno por triplicado(• =diferencia estadística significativa). 
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Las absorbancias obtenidas para inmunoglobulinas totales contra el antígeno cxtrato 

total amibiano son mostradas en la tabla B. Los resultados fueron significativamente 

elevados (p<0.05) a los 10 y 30 dias en c'omparación con.los encontrados a los O días. Estos 

Tabla 8. ·Valore¿ de absÓrb:~~i~s · e~•.· la.·' dé;erminación de inmunoglobulinas totales 
•;, .' ... ·. ·. ·.·: 

contra el árítígéno. extracto total ·ámibiano · en sueros de 

0.011. 

O.E .. = Desviación estandar x =Medía 
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Gr:íticn 8. Determinación de lg's totales en sueros de gerbos inoculados intracecalmente 

con trofozoítos de H. hisw(1·1ica hacia ET a diferentes periodos de inoculación. Se observó 

una respuesta mayor a los 30 dias post-inoculación (p<0.05). Cada dato fue el promedio de 

siete sueros ensayados cada uno por triplicado ( • = diferencia estadística significativa). 



Respuesta de linfocitos de bazo de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos 

de E. liistolyticu hacia los antígenos amibianos fracción membrana! P-t:: y ET 

mediante la incorporación de timidina triti~da. 

Las cuentas por niillü'to de. la esÍi1nula~ióÓ de Únfo~itos debáz,;·de'; gerbo ·hacia 

ambos antígeno~ a~ibia~os son mostrados en 1'a ¡~¡,;. ~.' L'a r~sp~~~·ia ;obterii~a de linfocitos . . ' ' ' . - .. .. ,_ . . ,. '. .. . -
de bazo de gerbos inoc~lados.controibzoito.~ de E.J;\st~lyii&,'~~cia ID's aniígénos a~ibianos 
membrana! P-15 y ET mostrarori q~e a ¡()5 o é!i~s de ino6~laciéin°no ~xiste ~na diferetici~'én 
el grado de r.espÚesta (p~~.05) .. ·,·· .--. -'.· ., ... 

. i '.' . l.·. t,:_, :~ ~ ~·-:'::, 

. (.:: 
. A los i ó di as ,dé inoculáció~ existe\in~diferencia:~ispiÍicati~a (p<0,05) éntre ambds 

antígenos sie~do. mayor· pa~á. é1 .ET. Sin _eni~argo.a• :lós }O .. días i 1a ·re.spuesta. es 

significativamente niayór(p<ó.05¡ i'ar~ e1 ~¡;;ís~nóf t5:Losr~suhaci<>~ sóñ.p~esentactos en 

la gn\ftca 9. 



Tnbln 9. CPl'vl en la determinación de la respuesta de linfocitos de bazo de gerbos 

inoculados intracecalmente con trofozoitos de !':. histolytica hacia los antígenos amibianos 

P-15 y ET. 

ANTI GENO 

P-15 

TESTIGO 

INOCULADO 

TESTIGO 

INOCULADO 
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Griíficn 9. Determinación de la respuesta de linfocitos de bazo mediante la. técnica de 

transformación blastoide de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoítds . de. E. 

histr1/ytica hacia los antígenos amibianos P-15 y ET a diferentes períodos de inocutilción. Se 

observó una respuesta mayor hacia el antígeno amibiano fracción membrana! P.~15. a los 30 

días post-inoculación (p<0.05). Cada dato fue el promedio de los linfocitos de bazo de siete 

animales ensayados cada uno por triplicado ( • = diferencia estadística significativa).· 



Respuesta celular y humoral en gerbos inoculados iutrncecalmente con trofozoítos de 

E.histll(1•tica hacia los antígenos P-15 Y ET. 

Los resultados de las respuestas ~bserviétas e~ .su~ros hacia á~ti-inmu~oglobulinas 
totales y linf~citos de bazo de gerbos inoculados ~~n tr~f~zolÍos de E'.: histo¿•tic~ . h~cia el 

ET son mostrados en la tabla 10. L~ respu~sta"cel~Íar y hum~ral hácia_éste anÍígeno se 

incrementó conforme el periodÓ de •. inocul~~iÓn: E;tos' ;esÚltad~s -~~n presentados· en· 1a 

gráfica 10. 

Tabla to. CPM y absorbancias e~ la . déiermi~acióri de ia resp~~st~ de' linfocitos de 

bazo e inmunoglobulin~~ total~~ de gerbos · iriocul~d<is int;áéeéálmente; . con trofo~oit~s 
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Gráfica 10. Comparación de las respuestas de linfocitos de bazo e inmunoglobulinas totales 

de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoítos de E .. histolytica median·t~ las técnicas 

de transformación blastoide y ELISA hacia ET a diferente~·~~rlcidci~(¡~·i~~~ul~i:lon. S~ 
observó que ambas respuestas se incrementan conforme ~lp~rl~dci 'de' i!lo6~Iaci¿n (p<0.05). 

Cada dato füe el promedio d.e linfocit~s d~ b¡;fo y sti'eros de ~lete ani~ale~ ensayad~s cada . .. 

uno por triplicado ( * = diferencia estadisdca significa.tiva). 
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Los resultados de las respuestas de linfocitos de bazo e inmunoglobulinas hacia el P-

15 son mostrados en la tabla 11. Para éste antígeno las respuestas fueron aumentando 

conforme el período post-inoculación. Los resultados son presentados en la gráfica 11. 

Tnbla 11. CPl'.I y absorbancias en Ja determinación de Ja respuesta de linfocitos de 

bazo e ínmunoglobulinas totales de gerbos inoculados íntracecalmente . con irofozoitos 

de h~ histolytica hacía P-15. 

CPi\I 

TESTIGO 

INOCULADO. 

AllSORBANCIA 

TESTIGO 

INOCULADO 

. ' . 

D.E.= Desviación estand~r . 
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Gr:ític11 11. Comparación de las respuestas de linfocitos de bazo e inmunoglobulinás totale.s 

de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoítos de E. ht.i'to(ytica médiante· las técnicas 

de transformación blastoíde y ELISA hacia P-15 a diferentés\ieri~dos dé ill~~ulaclón. 'se 

observó que ambas respuestas son mayores a los 30 .días poit-íno~ulación (p<Ó.OS¡.' Cadá 

dato fue éÍ p;omedio de linfocitos dé bazo y sueros de sÍete ani;;;ales ·~n~ayados cada u~o 
por triplicado ( • =diferencia estadística significativa). 

Estadísticamente la variación en los resultados depende tanto d~l .antígeno inoculado 

como de los periodos de inoculación. 
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DISCUSION 

En el presente trab.ajo se estudio ta respuesta humoral y celular en gerbos .inoculados 

intracecalmente con trofozoitos de E. histo/ytlca de la cepa a.'<énic~ HM l '.IMSS.· La ~lección 

de la vía de ínocJt~ción fue favorecida por la razón de aseb>Úramos el poder coritrolar la 

cantidad de inócÚlo al . intestino, además de ser una vía empleada y documentada 

previamente por otros investigadores (20,21 ). Se trabajó con grupos de animales a los cuales 

les fueron extraidos linfocitos de bazo y los respectivos sueros a los O, 10 y 30 días post­

inocula~ión. Los periodos post-inoculación se fijaron de acuerdo a estudios histológicos 

realizados por otro grupo (20). 

Los linfocitos de bazo fueron empleados para valorar la respuesta cetUlar mediante 

una técnica de transformación blastoide y la respuesta humoral se evaluó por la 

determinación de anticuerpos anti-amiba por ensayo inmunoenzimático. Para estudiar ambas 

respuestas se utilizaron dos antigenos amibianos, fraccióri membrana! P-15 y extr~6to total. 

Debido a que el objetivo de medir las respuestas era muy general .y que. nri e~_~!;~ ·~n el 

momento del experimento un .antígeno amibiano específicoha~i~ ~l::~Úal pu~iérru;,o~ clirlgir 

.el estudio, fue que se optó por dichos antígenos, cuyo empleo iambi~n'est(nfüy difundido 

(94). 

El empico de anti-inmunoglobulinas de rata !>ara ta'c'úaiiÍiticaéión·d~ anticuerpos anti-a~iba 
en los sueros de gerbo se debió a cornunica~iiJnes pe~~~n~l~s cori el Í:>r. G. Acosta y el Dr.J. 

P. Vaerman, quienes comenÍaron. ta/existencia·:de·: ~na . reacción cruzada entre las 

inmunoglobulinas ·de rata y g¿rbg; e~t~ hecho ~~s c~ndujo a éomprobar dicha reacción, . ·--. ... . , ..... ·,,·· ,,.,- - -
empleando pára ello técnicas ~~ in.ni~nóetectÍOforesis ~n sueros de hamster, rata y gerbo, en 

donde encontramos r~~c~iÓn Úc~~e i~;re, IgG e !~';totales de rata y gerbo, sin embargo 

por ést~ mét~do' nci ,logr.ur\¿s a~'i~~iar ;~acción~ruzada con las inmunoglobulinas de 

hámstér. A
0

unqué P,~r imnJno~Íe~tr~fo~esis no s~ pudo observar I~ reacción cruzada hacia 

lgA e l~Md~ rni~; s~ probÓ por ens~y~ i~rnu~óenzi~áti~~. en el.cual se logró apieciárta 

reaccióri de cru~é iiaciá. toda~ l~s i~muriógtobulirias de rata. Las reacdon.e~. de anti­

inmunoglobÚlinas de_ rata c~n l~s s~e~os ~ormales de rata y gerbó a dife~e~t~~ di\iÍCiones son 
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presentadas en los gráficos 1, 2, 3 y 4, donde se encontró respuesta para ambos sueros en 

comparación con el blanco de reactivos (SAF) p<0.05 , ~on lo cual se demostró que hubo 

ciena reacción cruzada entre las lg's de rata y gerbo. · 

Basándonos en éstos resultados se llevaron a cabo las determinaciones ele anticu'er¡í¿s a~Íi- . 

amiba empleando anti sueros de rata en sueros de gerbos lnocutacios. esta f¿r~a indirecta de 

medir los anticuerpos fue un recurso abligado debido a que en el momento de la realización 

del estudio no se conocia la existencia de antisueros comerciales y el. objetivo de nuestro 

trabajo no implicaba de momento la purificación y obtención de los'antisueros: ·~·. 

Los anticuerpos anti-amiba que se determinaron en los sueros. de gerbos. fuéron_ IgÁ;' lgG, 

lgM e Ig's totales. Al determinar la respuesta de Ig's hacia el antigeno fracción 'membrana! P-

15 encontramos que los anticuerpos IgG, IgM e lg's totales se increm~~t~~on'Cii~r6~ine el 

periodo post-inoculación, a excepción de IgA que disminuye a los jÓ dias Cp~O.~S).'No 
tenemos una explicación clara para éste fenómeno, aunque po~ibl~~6~i~ p~d~ d~bersci aU~a . 

repoblación de células plasmáticas hacia in mucosa i~téstillal (20{toné~I ~'ritig~~Óex;racto,. 
total se observó que la respuesta aumenta para todas lasig;¿ hacia,!¿~'.· JO di~s'ipi,st: 
inoculación (p<0.05). La respuesta hacia el antígeno ex;racto to;Ú fui';;,·~yor· é¡~e h~~i~_ el . 

antígeno P-15. El aumento en las respuestas a los 30 días pocl~ia~ :cleb~rs~ .~ · q~~ 
posiblemente en éste periodo existieran trofozoitos vivos en la luz 

0

irlte~~i.nÍll. ;. que estos . 

fueran responsables de la estimulación de la producción de anticuerpos .... 

En los resultados del estudio de la inmunidad celular encontramos respu.esta .hacia ambos 

antigenos por pan e de los linfocitos de bazo que también aumentó a medida· que. transcurrió 

el tiempo post-inoculación y fue mayor hacia el antígeno amibiano fracció~ ;;,embranal P-15. 

La diferencia entre el grado de respuesta celular y humoral hacia los antíg~nos. a;;,ibianos 

empleados tal vez podria deberse a mecanismos que involucran las respu~stas'de células Thl 

y Th:! respectivamente. Actualmente existen trabajos en los cuales se estudia ta' respuesta de 

células Th 1 y Th2 en protozoarios, mediante la determinación · de. -interle~cina~ 
<,. '" 

(30,56, 78, 70, 73 ). Aunque existen algunos datos que indican que, la regulación de ·la 

respuesta depende de la vía de inoculación, del tipo de antígeno. emplead.~ y ~e lás 

características del parásito (56). es necesario contar con más trabajos para poder establecer 
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en una forma más concreta como se da la regulación de estas células ante diferentes tipos de 

parásitos. 

Al integrar las respuestas celular y humoral observamos que existe una respu.esta 

sistémica hacia la inoculación de trofoz~itos por via intracecal en el gerbó. Estos resultados 

coinciden con una investigación reciente en donde se inocularon trofozoitos fijados . con 

formaldehido por diferentes vías, rectal, íntragástrica y peritoneal en ratones, en la cual se· 

encuentran respuestas sistémicas independientemente de la vía de inoculación (58). 

El objeto de éste estudio fue conocer tanto la respuesta celular y humoral del gerbo después 

de la inoculación intracecal de trofozoítos de /;'. hislo(vtica. Los resultados obtenidos sé 

adicionan a los ya reportados e.n similares experimentos con gerbos y amibas,. y aunque . 

nuestro estudio presenta ciertas Hmitaciones como el empleo de antisuero.s de rata y e.1 tipo. 

de inoculación, ést.as . no son mayores. que las que suelen . presentarse en otros. modelo.s 

animales. 

Existen muchas i~cógnitas sobré el mecaÍtis.rio de interacción a~tigénica con ~I sisienta dé 
' - .. , ·, ·:, .. ·. . . . ···'···.. . :· '· 

· 1as mucosas, per? es :~ecésárió. estáblécei bases.· para. poder cÓmp'renderlO:' Es.té• t~a.b~jo 
podria servir dé her,rami~nta--~. filíu,r~s dis~ños de expe~imentaciÓri p~~~·evaÍ~ar respúestis 

celulares.· Y· hu~o~ales.h~cia ' anÚgenos .a~ibiancis :·más ·~~p~cificos\y p~sibiemente 
contempl~ndo la regulaclón de Th i y Th2 p~ra,dirigir res¡í~~stas ;;,,is~fei:tlvas ~o sólo para 

la amibiasis sino para, otros P.adecimientos .. 
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CONCLUSIONES 

- Los gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de E111amo~ha hi.1·1o~vtit·a 

desarr~llan respuésta inmune celular y humoral a los 1 O y 30 días p~st-inoculación. 

- La producí:ión de anticuerpos h_acia el antigello extracto total, fue mayor que para el 

antígeno membrana! P-15, 

- Las respuestas obtenidas en la determinación de los diferentes isotipos de anticuerpos 

fueron en orden decreciente lgG, IgM e IgA haciá ambos antígenos amibianos. 

- Al comparar la respuesta .celular :medida pcir tránsforrnación blasto'icie el~ Unfocitos de bazo 

y la respuesta humoral evaluada por ELISA para la deteceión ieanticuerposse observó que 

en ambos casos I~ respuesta: se incrementa conforme aumenta el ¡i~~iod~ :póst-ino~ulación. 
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APENDICE DE REACTIVOS 

1.- Método de Lowl")'. (Folin-Ciocalteui 

Soluci6n A: Carbonatode sociÍo al 2 o/. en hidróxido de sodio 0.1 N. 

SoluciÓrí B ; Sulfat~ d~ ~obr~ peni~hidratado ~I 0.5 % , en tartrato de sodio y potasio 
. ' ~' .. .,. ' . 
ál 1%: 

Solución e: Mei~la{50 ;.1~~s d~·la ~ciI~ciÓn A ~on u~~ parte d~ la so.lución B. 

Reactivo de r;n~i'~iSdo.~. . i:' 
Disp~nlble co111er~iá'1M~ritic;~o r~~ctiv~ d~ f~nol ·de acue.,do. ª· F~l;n:ciocalteu. Se. diluye 

Curva est_ándar. ... . . . . . . . 

Preparar unasolúdón de,áÍbúmina' sérica boviná,' fracción V, que contenga 1 ,,;g /mi. Hacer 

las diluciones qJ~ s~ muest:~n ,¡ ~onÍinuación:. 

"mi sol. estándár mi agua destilada · 

mg/ml. 

0.05 0.95. 0.05 

0.1 0.9 0.1 

0.15 . 0.85 0.15 

0.2 0.8 0,2 

0.25 0.75 0.25 

0.3 0.7 0.3 

0.4 0.6 0.4 

0.5 0.5 0.5 
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Tomar 0.3 mi de cada una de las diluciones y 0.3 mi de agua destilada (blanco). 

Añadir 2.5 mi de la solución C, mezclar y dejar en reposo a temperatura ambiente por 15 

minutos. Después adicionar 0.25 mi de reactivo de fenol diluido agitar e incubar 30 minutos 

a temperatura ambien_te. Leer en espectofotómetro a 700 nm. Graficar la curva estándar e 

interpolar las absorbancias de las muestras problema para conocer su concentración. 

2.-· Regulador de barbituratos 

Tds-barb_ital (lnstrunientation Laboratory lnc.) 1 frasco 

Menhi6taté.al 1 % .: 

Agua destilada 

3.- ~lenhiolate al 1 % 

Thimerosal . 

Agua destilada 

4.M Agarosíl al 1 % 

Agarosa 

Regulador de barbituratos 

~lenhiolate al 1 % 

5K 

9.0 mi. 

1000.0 mi. 

0.1 g. 

JO.O mi. 

1.0 g. 

100.0 mi. 

1.0 mi. 



S.- Tinción azul de Coomassie 

Azul de Coomassie (Azul brillante Sigma) 

Ac.ido acético gldeial 

Agua destilada, • 

6.- Solución desteñidor~ 

Acido acético gl~cial 
Agua destilada 

7.- Amortiguador de citratos O. 1 M pH,;S,O 

Acido citrico. 

Fosfato de sodio · 

Agua destilada 

l.2S g. 

SO.O mi. 

18S.O mi. 

SO.O mi. 

ISS.O mi. 

l.OSO g. 

0.890 g, 

so.o. mi.· 

Ajustar el pH si e.s menor de }Q i:onfosfatcis, si es mayor a S.O con ácido cítrico. 

Carbo~~Ío d~ ~odlo 
13icarb~riato de ~odio · · 
Agua destilada 

;;' .. · ... 

La solución se ajustó ápH= 9.6 con ácid.o cl~rhidríco 1 N. 
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9.- Sustrato para la enzima peroxidasa 

1 mg /mi. de ort~fonilendlamfna en solución de citratos 

10.- S~lución amortigu~dor~:de,iosfatos-tween 
Tween 

Sol. amorti~uadora de rosr'atos (pH~7,2) 
0.5 mi. 

1000.0 mi. 

. . . 
11.- Solución amortiguadora defüsfatos-albúmina sérica bovina 

Albúmina sériéa bovina(fnicción \/;Sigma) · 1.0 g. 

Sol. amortiguador~ de .fo~fa;ós (pH:..7.2) . 100.0 mi. 
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