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RESUMEN 

Se han podido cultivar en medio axénico trofozo!tos de Entamoeba histolyti 

!:!.• lo que ha permitido estudiar diferentes aspectos sobre este parásito, en--

tre los cuales se encuentra el estudio de antígenos (Ag). Por el método de fe-

nol-agua, se han podido extraer de la superficie de los trofozoítos, moléculas 

de lipopeptidofosfoglicana que es inmunogénica para conejos y reacciona ,en. CO!!_ 

trainmunoelectroforesis y hemólisis pasiva con suero de paciente¡; c~n ab~'ceso 

hepático amibiano, 

se obtuvo un suero hiperinmune de conej~ anti~LPF<¡;-~eJ./iúai°·;~Ii::f~~eracci~ 
nar con la superficie de la amiba, forma un complejo. Ag-lc":,¡j;~~g~no-anUcuer­
po) capaz de activar la vía clásica del complemento (e). dieminuye~do _la viab!, 

lidad del parásito conforme pasa el tiempo de incubación y hay una mayor cant!, 

dad de anticuerpos presentes en el suero hiperinmune, por lo que.estos anti~-

cuerpos podrían tener una fUnción protectora en el hospedero. 

El efecto refractario de la amiba al C y Aes no se observó, ya que se ob-

tuvo igual porcentaje de viabilidad en la primera y segunda incubación de -los -

trofozo!tos con suero hiperinmune y e, sin embargo, se sugiere realizar más e! 

tudios para corroborar estos experimentos. 
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INTRODUCCION 

La Amibiasis se ha definido como la parasitosis que afecta al ser humano -

debido a la ingestión de quistes de Entamoeba histolytica(Schaudin~l903)con o -

sin manifestaciones clínicss(l).Ocurre en todo el mundo y no ee una parasitosis 

tropical,ya que se encuentra en todos loa climas incluyendo regiones subpolares, 

afecta primordialmente a grupos de poblaciones de bajo nivel económico debido a 

la mala nutrición, hacinamiento y malas condiciones de higiene (2). 

El ciclo biológico de Entamoeba histolytica está bien definido. El quiste 

infectante de Entamoeba histolytica puede sobrevivir fuera del hospedero por --

semanas o meses en condiciones de humedad (3), y cuando se ingiere, el parásito 

resiste el jugo gástrico normal del estómago, llegando a la parte baja del in--

testino delgado. Una vez ahi por acción de jugos digestivos neutros o alcalinos 

y la actividad de la amiba se rompe la pared de los quistes, liberando una ami-

ba metaquística de cuatro núcleos que finalmente se divide en ocho trofozoítos 

pequenos (1), que pasan al intestino grueso. Algunos trofozoítos atacan las cé-

lulas del epitelio intestinal causando disentería o ulceración del colon, en --

ocasiones puede llegar a invadir otros tejidos. 

La Amibiasis intestinal puede ser benigna (se caracteriza por disentería) 

siendo más frecuente en niños, teniendo una incidencia de un 2 a 4% en México -

(4), La fonna eevera, es la colitis amibiana fulminante, con una mortalidad ~ 

entre 20 y 54%. El absceso hepático amibiano es el problema más frecuente en Mé 
~ -

xico (5). Estudios epidemiológicos indican que el 10% de la población mundial -

está infectada por Entamoeba histolytica (1). 

ANTECEDENTES 

a) Blologla. 

Entamoeba histolytica pertenece a la familia Entamoebidae, al orden 
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~'llOebidae, phylum Sarcomostigophora, subphylum Sarcodina (6). El tamaño de los 

trofozoitos de Entamoeba histolytica oscila entre un diámetro de 10 a 60 micro­

~etros (um), con un diámetro promedio de 35 um (7), contienen un núcleo excén-­

trico, con una cromatina fina periférica y un nucleolo central. El citoplasma -

consiste en un ectoplasma refringentes y un endoplasma granular que contiene n~ 

me~osas vacuolas. Los seudópodos ectoplásmicos, delgados, digitiformes se for-­

rr.an rápidamente (?,8,9). Existen ribonucleoproteínas en el aparato helicoidal -

en el citoplasma (10,11). Es un anaerobio facultativo con vesículas ecto-endo-­

plásmicas ligadas a la doble capa de la membrana (9,12,13). La amib~ contiene -

un área del uroide, que aparece como una cola con plieges irregulares, externa 

a la membrana celular donde se notan vesículas (9,14). Contienen un glicocálix 

que mide 20-30 nanómetros (nm), cuando se encuentra asociado a bacterias, aisl~ 

das de tejidos, mientras que el glicocálix de las amibas cultivadas mide 5nm(l5}. 

Se han identificado estructuras con aspecto de_microfilamentos y actina en los 

trofozoítos de Entemoeba histolytica (10,16,17). No se ha evidenciado la prese~ 

cia de mitocondrias o microtúbulos citoplásmicos. Estos organismos no contie-­

nen retículo endoplásmico rugoso, pero si un pequeño retículo endoplásmico li-­

so. La amiba contiene gluc6geno y vacuolas digestivas (18). Las amibas requie-­

ren de un pH bajos (6.0-6.5) y un medio complejo para creéer (19,20). 

b} Membrana plasmática. 

Se han extraído antígenos de membrana plasmática de los trofozoítos .-­

de Entamoeba histolytica como mol~culas de proteínas, las cualeR se han purifi­

cado e identificado, encontrándose anticuerpos contra estas moléculas en sueros 

de pacientes con absceso hepático amibiano(21).0oce péptidos han sido separados 

por electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio, que ~e -

identificaron como glicoprotelnas. Se encontró que, a su vez, existe un alto -­

contenido de colesterol siendo ésta una característica de las membranas plasmá-
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ticas de otras variedades de amibas, como A. castellanii y!::· invadens (22). Se 

ha extra1do también de la membrana de los trofozoítos de Entamoeba histolytica 

una lipopeptidofosfoglicana (LPFG), por el método fenol-agua (Westphal-Jann) --

(23) encontrándose que está compuesta por manosa, glucosa, galactosa, azúcares 

aminados y fucosa. Al compararse los azúcares encontrados por esta extracción -

con los de una extracción hecha por el método de Freeman-Staub, se verificó que 

eran los mismos. También se determinó que esta lipopeptidofosfoglicana es inmu-

nógenica para conejos y reaccionó por contrainmunoelectroforesis y hemólisis P! 

siva con el suero de pacientes diagnosticados de absceso.hepático _amibano (24, 

25). 
_,-. .. ,~ 

La superficie de la membrana de las amibas tiene dife~e~~es 6ar~cte~isti-
.. -· 

cas, como la aglutinación inducida por Concanavalina A, que parece ser un _marc!!. 

dor de patogenicidad entre diferentes cepas debido a que cepas patógenas de --

Entamoeba histolytica aglutinan más facil a concentraciones bajas de Concanava-

lina A, que las cepas aisladas de individuos asintomáticos. Se sugiere que es-

ta capacidad de las cepas patógenas de Entamoeba histolytica para aglutinar con 

Concanavalina A está ligada a una lectina y a su carga negativa en la superfi-

cie celular (26). Otra característica ~-vitre es de que anticuerpos poliespec! 

ficos ligados a Entamoeba histolytica inducen una redistribución de superficie 

de los componentes de membrana a través de la región del uroide, en donde los -

Aes son ingeridos y después liberados, a esto se le denomina casquete y poste--

riormente hay una regeneración de la membrana plasmética. Estas caracteristicas 

podrlan contribuir a la supervivencia del parlsito en el hospedero durante la -

infección. La capacidad de for'Tllar casquetes no parece correlacionar con la viru 

lencia del par,sito ~-~ (27), Por otra parte se encontró que cuatro cepas -

de ~· histolytica poseen actividad de lectina, por lo que no correlaciona esta 

actividad de lectina y la relativa virulencia de las cepas ( 26). 
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c) Inmunología~· 

Diferentes cepas de Entamoeba histolytica tienen un gran número de an­

tígenos, particu~armente aquellos que inducen una respuesta humoral (7), La --­

cual se identifica por la presencia de anticuerpos circulantes· específicos,­

que son generalmente detectables en pacientes después de una semana de la apar! 

ción de los síntomas. Es frecuente que exista una reinfección a pesar de la pr~ 

sencia de anticuerpos (29). Estos anticuerpos permanecen de dos a once aHos des 

pués de la infección (30). Existen anticuerpos antiamiba de la clase IgM (31),­

aunque la IgG es la que se encuentra en mayor cantidad y de esta la subclase -­

IgG2 es la que predomina (32). Se ha podido detectar la producción de IgA con-­

tra .lipopeptidofosfoglicana de amiba en bilis de ratas inoculadas intracecal-­

mente con trofozoítos de Entamoeba histolytica (33). En calostro podemos encon­

trar anticuerpos de clase IgA anti-LPFG (34). Algunos estudios muestran la pre­

sencia de coproanticuerpos de clase IgA, en amibiasis intestinal y estos persi! 

ten por un corto tiempo (35), La secreción IgA es importante debido a que puede 

inhibir el establecimiento de ~· histolytica en la luz intestinal. También hay 

anticuerpos antiamiba de clase IgE (36). En amibiasis hepática se detectan anti 

cuerpos contra Entamoeba histolytica en exudados del absceso (37,38). 

c) Complemento. 

El Complemento es un sistema biológico complejo, compuesto por glico-­

protefnas (Cuadro 1) (39), que circulan en el fluido extracelular con ciertas -

actividades b'.ológicas (Cuadro 2) (40). La activación del complemento puede ser 

por vía clásica, que es llevada a cabo por complejos inmunes IgG o IgM. Esta -­

activación involucra la unión de una macromolécula c1 a la región Fe del anti­

cuerpo ligado al antígeno hasta e~. Se ha estudiado este complejo por microsco­

pía electrónica, observándose qu~tiene una forma cilíndrica. Debido a la inser .• 

ción de este cilindro en la membrana celular, hay pérdida de pequeflas moléculas 
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intracelulares, potasio, hacia el medio externo y un subsecuente influjo extra-

celular de egua, debido a le preaión oemótica intracelular, por lo que la célu-

la aumenta de tamaño habiendo una ruptura de la membrana. 

También puede activaree la vía alterna, y esta es por complejos inmunes de 

IgE o IgA, por endotoxinas, por inulina, lipopolisacárido~ y por. !i&8:f'.,d41). Es­

ta v!a se inicia a partir de la activación de c3 hasta.5~~' A~bas :;~~.¡,P,ued~n 
ser organizadas dentro de varios pasos: iniciación, a~~lific~cióri;.ra~áque a la 

, ,_; .. ,>~:·:.~,-~;:;~ }~/·: ; .. ·~s·.-.. /,_: é-~~·,:· 

membr:a c::::~m:~t: 
3

:~ •otro factor humoral envuelto en la•·déf~nsa 0~o~~L En ta--

~ histolytica. El suero de pacientes infectados con· al tos.títuros;'de anti-­

cuerpos contra Entamoeba histolytica y sueros normales son buenos amibicidas, -

a través de la activación de la vía clásica o alterna de Complemento (42, 43, -

44). Aunque también se ha demostrado que la superficie de la amiba puede acti--

ver la vía clásica del complemento, sin la participación de anticuerpos especi-

ficos; esta activación es mayor a la inducida por la vía alterna (44). En algu-

nos pacientes con absceso hepático amibiano,disminuye la concentración de c
3 

,­

encontrándose normales los niveles de c1 , lo que sugiere la activación de la vía 

alterna del Complemento (45). Se ha visto que diferentes cepas de Entamoeba 

histolytica pueden activar la vía alterna de complemento (46), El suero normal 

humano inhibe el crecimiento de los trofozoitos en cultivo (47). Otros es~udios 

demuestran que cepas patógenas, algunas aisladas de absceso hepático amibiano,-

son resistentes a la lisis mediada por complemento. Estos estudios sugieren que 

la resistencia a la lisis mediada por complemento de las cepas patógenas pueden 

ser un factor importante para la diseminación e invasión!..!!.-~ (38). Otros -­

estudios muestran que las cepas patógenas y las no patógenas son capaces de ac­

tivar la vía clásica de complemento aunque esta no es necesaria para la lisis -

de las amibas. Estos resultados sugieren que las cepas patógenas de Entamoeba -

histolytica activan complemento pero son capaces de evadir la lisis mediada por 

complemento (48). 
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Cuadro 1: Proteínas del Sistema Complemento (39) 

Cono. en 
Proteínas Peso Molecular. plasma ug/ml 

Vía clásica 

Vía Alterna 

Factor B 

ractbr n 
C3 

Ataque a la' membrana 

C5 

C6 

C7 

CB 

C9 

Proteínas reguladoras 

Cl inh. 

C4 b 

N-Carboxipeptidasa 

Factor H 

Factor 1 

Properdina 

Proteína S 

121,000 

154,000 

79,000 

85,000 

570,000 

310,000 

150,000 

80,000 

180,000 

71,000 
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55 

60 

20 

250 

50 

500 

35 

25 

600 



Cuadro 2: Actividades Biológicas del Complemento (40)-

Sobre los complejos inmunes 

Agregación 

Solubilización 

Sobre los vasos y fibras musculares lisas 

Aumento de la permeabilidad vascúlar 
fibras musculares lisas 

Sobre las células 

Quimiotactismo de los polimorfonucleares y macr6fagos _ 

Aumento de la movilidad de los polimorfonucleares 

Inhibición de la migración de los macr6fagos 
ci6n 

Movilización de los leucocitos medulares 

Agregación y marginación de los polimorfonucleares 
lantes y neutropenia ("in vivo") 

Agregación de los polimorfonucleares "in vitre" 

Liberación de las enzimas lisosomales por los 
cleares 

Secreción de proteasa por los macrófagos 

Inmunoadherencia 

Opsonificación 

Estimulación de los linfocitos B 

Liberación de histamina por las plaquetas 

Citólisis 

Modulación de la respuesta inmune 

Sobre la formación de inmunoconglutinina 

Sobre la coagulación 

Componente (s) 

- -~--e--- -:-_, C3b-' 

- ' ~-~a,cs~,CSb67 
_C3b 

C3b----

C3, Cl-6, Cl::-9 

es, C9 . 

C3b,C4b,C3a 

C3b 

Mecanismo que depende de las plaquetas (sólo en el conejo) C6 

Sobre los virus 

Neutralización del virus herpes 

Lisis de las células infectadas por virus oncógenos 
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HIPOTESIS 

Considerando que en la superficie de los trofozoítos de EntatúOeba-histoly­

~ existen moléculas de lipopeptidofosfoglicana, y siendo estas anti.génicas, 

es probable que anticuerpos {de clase IgG e IgM) obtenidos de conejos inmuniz! 

dos con lipopeptidofosfoglicana de amiba, interaccionen con los trofozoítos de 

Entamoeba histolytica, y al adicionar al sistema complemento, se active la vía 

clásica para eliminar a los trofozoitos. 
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HIPOTESIS 

-~ ~ . .--

Considerando que en la superficie de los trofozoítos de Entamoeba-histoly-

tica existen moléculas de lipopeptidofosfoglicana, y siendo estas antigénicas, 

es probable que anticuerpos (de clase IgG e IgM) obtenidos de conejos inmuniz! 

dos con lipopeptidofosfoglicana de amiba, interaccionen con los trofozoltos de 

Entamoeba histolytica, y al adicionar al sistema complemento, se active la vía 

clásica para eliminar a los trofozoitos. 
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l. 

2. 

3. 

4. 

'.··--:\: >=:>:- ·.'"!-·º·_e_, -

Obtenci6n de. tu1 ~.ler6 hip~~iniliune·;~Ú-LPFa¡· ';' ·> 
·>>:.>/~"' -_:,:::::_,,,'> -~~--~:::_;,:;:~(;º~~~ ~~~~~;< ~~~-~ :_~~~:--·.::-·---

.::..,: _·_c;.:_-~o_ ""'·~="' ¡-~·-,L~ -.: ~-._:, ~'.;o'.:'.·;~<;:- · -- ~. · :C~: t:'~--~-~- , ,,,_.,__, --~-~~-'«o:. ----

Oe te rmfn-aci 6~; d~l?fit~l~' dé áritfcue°rpos contra lipopeptidofosfoglicana de 
·'·----;.;'-_e,·-.;-·.·,_ '·. :,;:-,-'~-;. e'·;~;;,-. ~~ . ;',j;_':;~:\\'.· :"' ; .. 

Entamoeb!l hist~l;~i~!l.>} \::: '' H,'. .• '.,¿; ,; > · ·' 
.,·\ ,. ·:~-<'./'( ~--,_:.-~.-~:>."-:/!~/';-; '(•_o;c~· ,' ·• _-

_,.,·· --~iEi.,}}j,~;'."'.-- .-~~=~ .._ -- .:c.:.:c'. \;,: 

Determin~~.ión ~~.-~~.~~iJ.):~~d·)~~ .. ~~t'f~~~F~;'.A'~~t~oeba· histolytica des--
, :".7 ·.'::: .-¿f~:· "'ú"')jc-:'·:',.";·,·-, . ·~":;;>- ,;;;;;: ~; .. ;'

5
_/ · ., '-:. ·_,~:-' 

pués de l,a in~ub~C:,i,,6,R'?~i:>n ~uerofáperii1ííiüñe' ~ti-LPFG y suero de cobayo. 
' ' - .. ,,~,, ' ;;· . 

. \ ·t ;->.'·: 
. ;,- ~-.-

Determinación de vlablÚdad. de t~~fozclftos de .Entamoeba histolytica a la 
-i_;~ ---~~: 

reincubac~~J1 _con suero hiperinmune-ánti-LPFG y suero d.e cobayo. 
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MATERIAL Y METODOS 

l. OBTENCION DE LIPOPEPTIDOFOSFOGLICANA (LPFC) DE TROFOZOITOS DE Entamoeba -

histolytica. 

La lipopeptidofosfoglicana, se obtuvo por el método de fenol-agua (23), -

y fue donada por M.C. MarySanta Cruz Peralt~ y el Dr. Armando Isibasi, de la -

Unidad de Investigación Biomédica, Laboratorio.de Inmunoquímica del Centro Mé­

dico Nacional del Instituto Mexicano deLS~¡G~~·s6~1ar: 

2. OBTENCION DE SUERO HIPERINMUNE CONTRAj~~~·i~iJ~~;T~obiosfociLI~AN~ ~E En ta. 

~ histolytica. 

se siguió el siguiente protocolo d~ .inmunizaCióiú ' 

Primero se sangró al conejo 5.mi.;.:¡f~~.JJ~r·i~~~·m.~~ del título ini--

cial de anticuerpos (Ac} contra la'rnolé~Ji~•iruntJogénica'; se inmuniZó con 1 m,!_ 

lilitro (ml) de antígeno (Ag) (LPFG amibaii mÚlgramo"(mg/ml) con adyuvante -­

completo de Freund volumen a volumen (J/v)·,· su~~~tánellnÍe~te en . varias partes 

de la región ventral. A los 15 días se volvió a inmunizar con i·m1. de Ag - -

(LPFG amiba 1 mg/ml) con adyuvante incompleto v/v en el mismo lugar. Después -

de 15 días se inmunizó con 1 ml. de Ag (LPFG amiba l mg/ml) con adyuvante inco~ 

pleto v/v, en la región dorsal subcutáneamente, Siete días después se sangró -

10 ml. y se le detenninó el títuto de Aes por hemaglutinación pasiva. A los 15 

días se le dió un refuerzo con 500 microlitros (µl} de Ag (LPFG 200 microgra--

mos (~g)/ml}con solución salina fisiológica (SSF}, intravenosamente. A los si~ 

te días se sangró 20 ml. y se determinó el título de anticuerpos por hemeglut! 

naci6n pasiva. Quince días después se le di6 otro refuerzo con 500 pl. de Ag 

( LPFG amiba 200 jlg/rnl} con SSF, intravenosamente, A los 7 días se sangró 20 --

ml. y se probó el título de anticuerpos por hemaglutinación pasiva. 
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La sangre que se obtuvo fue incubada 15 minutos (min) a 37°C y se centrifuga--

ron a 2000 revoluciones por minuto (rpm) en un diámetro de rotor de 10.5 centí 

metros (cm) por 10 min para eliminar el coágulo, Los sueros fueron conservados 

en alícuotas de 0.5 ml a -20°C. 

3. OBTENCION DE SUERO NORMAL DE CONEJO (SNC). 

Se obtuvieron 20 ml de sangre por punción cardíaca, se dejaron incubando 
' . 

a 37°C por 15 min, fue separado el coágulo por centrifUgación:a 2ooo:rpm .en un 
• :.· .,· •• :-,· •> 

diámetro de rotor de 10.5 cm por 10 min. Se alicuotói~1 s~~rÓy se conservó -

a -20ºC hasta su uso. 

4. HEMAGLUTINACION PASIVA. 
;·~: 

a) Sensibilización de los eritrocitos con LPFG de· amiba~ 
:,•:,;...,_--

Se toma1•on aproximadamente 4 ml de glóbulos roj~s ·de carnero (GRC), con--

servados en solución Alsever estéril a 4°C, los cuales fueron lavados 3_ veces 

con amortiguador salino de fosfatos pH 7,4 (PBS) centrifugado a 2500 rpm con -

un diámetro de rotor de 10.5 cm durante 10 min. Se tomó 0.3 ml del paquete-de 

GCR y se les añadió 20 ml de PBS al que previamente se le adicionó 2 mg de pe-

paína (Sigma Chemical co:) y l mg de cisteína (Merck), se dejó en incubacic)n 

en baño maría a 37ºC por 30 min con agitación continua y posteriormente los 

GRC fueron lavados 3 veces con PBS. El botón de GRC se resuspendió en 10 ml de 

PBS y se subdividió en dos fracciones de 5 ml cada uno y se adicionó a uno de -

los tubos 350 p.l de LPFG (2 mg/ml en PBS) y se incubaron durante 1 hora (hr) a 

37°C con agitación continua. Se lavaron 3 veces con PBS ambos tubos y el peque-

te de eritrocitos de cada tubo se resuspendió en 30 ml de PBS. 

b) Tratamiento de las muestras. 

Tanto el suero hiperinmune como el suero normal de cónefo~(s~c) fueron --

descomplementados a 56°C en baño maría durante 30 min. Posteriormente los sue-

ros fueron adsorbidos con GRC, en la siguiente proporción: 100 µ1 de suero - -
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+ 10 pl del paquete de GRC previamente lavados con PBS. Se dejaron en incuba--

ción 2 hrs a 37°C con agitación continua. Después de pasado ese tiempo se cen-

trifugaron a15cló·r:íim'con.un diámetro de rotor de 10,5 cm por.s'min sacando el 

sobrenadante, el: cual i;~:u~~l.izó en la tecnica de hemaglutinación. 
-,"·:~\-'~'.:. º':,';,:~·'(º,:,y 

c) ·Técni6~ ie~h~~~~iüt'if!a'ción ~n ~tc~o#~~~a.< 
!.a h~ní~st't1y;~~~~~~.~~:eie,r.:~"~e~~.~ff.~~t1r~o'"ioo ~lde ~~s ·~fl ca~a pozo de -

la micropÍaca' roriao.~ni•itf~i 1 {.Co~k'e~tJil{6~oti t~r ·.USA) , ··agregando post~rtormenté -

en el pri,mer, p~~o{de}iavi}./if:rt1~o)li.~e~. suero· problema en Una: d;it;ci()n l: 5. 

::,:~:·:~.:f lf f t~~f {~j;;;:,'::·;:·::::.:::::.~: ::,~~:;;~~1:1: 
la primera hi.l~fa y e~,la.;segunda 100 )11 de GRC sin sensij)ilijÍ!f:~·~~~i;~,~ncub,ó 
a temperaturai~.~;i~nt~' ~\t-'y se procedió a la lectura dando °6b~bc~·Jí~tJ{g ll~ma-

-__ ,_ \:"~- , e- . , :- "';", ·. -,"·~· -. <¡ ' 

glutinante¡ .erütlíic.í inmediato anterior en donde se obser~(ul1 botón; esto es, 

eritrocitos s~oilÍie~~~d~~,. que a diferencia· de los. e~itr~~{~o~ que ii~l~tinaron, 
',:::,::i:,:-

no formaron· la clá~~'ca .-·malla aglutill~te~' .... 

5. OBTENCION DE SUERO DE COBAYO. 

Este suero fue utilizado como fuente de complemento (C ) y para esto se -

obtuvo sangre venosa por punci6n- cardiaca-dé dos cobayos, los cuales se anest~ 

siaron previamente con 2 mg/kg de Ketalar (Parck Davis). La sangre obtenida se 

mantuvo en un baño de hielo hasta que se contrajo el coágulo y se separó el 

suero por centrifugaci6n a 2000 rpm en un diámetro de rotor de 10.5 cm por 10 

min a 4°C. El suero se guardó en alicuotas de 0.5 ml en tubos de 13 x 75, los 

cuales se liofolizaron en una liofilizadora (LABCONCO, Freeze DRY-3) y se man-

tuvieron a -20ºC hasta su uso. 

6. OBTENCION DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica. 

Se utilizaron trofozoítos de Entamoeba histolytica de la cepa HMl, loe --
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cuales fueron obtenidos por crecimiento en cultivo axénico TYI-S-33 (19) a -

37ºC, Se cosecharon los trofozo!tos de Entamoeba histolytica a las 72-96 hrs, -

las cuales corresponden a la fase logarítmica de crecimiento, Se lavaron 2 .ve--

ces con PBS a 2000 rpm con un diámetro de rotor de 10. 5 cm por 5 min. El botón 

de la última lavada se resuspendió en medio TYI-S-33 nuevo y se c~~~ificó en -

un hematocitómetro. Los trofozoítoe se ajustaron a 5 x 104 trofozoífos de Enta-

~ histolytica en 1 ml de medio de cultivo TYI-S-33. 

7, DETERMINACION DE VIABILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica i:2!!._.:. 

EL METODO DE EXCLUSION CON AZUL DE TRIPAN. 

Para hacer la determinación de viabilidad, se tom6 o.1·m1 de la suepen-~-

si6n de trofozoitos de Entamoeba hietolytica en un tubo y se afiadió 0.1 ml. - -

de solución de azul de triplin al 0.3%. Se homogenizó la suspensión y se colocó 

en un portaobjetos, se observó al microscopio-óptico. 

?ara determinar la viabilidad de contaron 300 trofozoitos de Entamoeba - -

histolytica, tanto trofozoítos teñidos de azul (trofozoitos muertos) como trof~ 

zoítoe refringentes (trofozo[tos vivos) y se sacó el porcentaje de viabilidad -

tomando 300 trofozoítos como cien por ciento. 

Este criterio se utilizó en todos los experimentos, 

8. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA INCUBACION -­

EN DIFERENTES INTERVALOS CON SUERO HIPERINMUNE (Anti-LPFG). 

Loa trofozoitos de Entamoeba histolytica cepa HMl, se obtuvieron como se -

mencionó entea. 

El auero de cobayo (fuente de C), liofilizado, se constituyó en 0.5 ml con 

Solución Amortiguadora de Barbital (SAB) y se hizo una dilución de 1:30 en SAB. 

El suero hiperinmune contra LPFG de amiba y SNC,se·descomplementaron en~ 

ba~o rn~~ía a 56°C por 30 min. 

- 15-



En tubos de 13 x 75 se puso lo siguiente: 

Tro!"ozoítos de Fuente de 
E. histolil'.tica Complemento 

Tubo S X 104 100 }ll• 200 p.l 

1 + + 

2 + + 

3 + + 

Se incubaron los 

bilidad por el método de exclusi6n con azul de 

(5, 15, 30, 45, 60 min), durante cinco ocasiones, como 

EDTA 
lOmM 
10 )ll 

' ·- _ .. :;,':_ ----
9. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA INCUBACION -

CON DILUCIONES DEL SUERO HIPERINHUNE (Anti-LPFG). 

A los trofozoitos de Entamoeba histolytica, al suero de cobayo, al suero -

hiperinmune anti-LPFG, SNC, se les hizo el tratamiento ya mencionado. 

Una alícuota del suero hiperinmune descomplementado, se adsorbi6 con 0.2 -

ml de LPFG (211\g/ml) y se incubó por dos hrs a 37°C con agitación continua. Des-

pués se centrifug6 a 1500 rpm en un diámetro de rotor de 10,5 cm por 10 min, se 

separó el sobrenadante, el cual fue usado como suero hiperinmune adsorbido (S, 

hiper .ads.). 

En tubos de vidrio se puao lo siguiente: 

Trofozoitos Fuente S.Hiper. Diluciones 
de E.h. •SxlO de e ada. SNC s. hiperinmune EDTA 

Tubq, 100 )11 200 Jll 200 f-1 200 )ll · 200 J!l 10 Jll 

l + 
2 + + + + 
3 + + 
4 + + + 
5 + + + 
6 + + + 1:120 
7 + + + 1:64 
6 + + + 1:32 
9 + + + ltl6 
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10 + + + 1:8 
11 + + + 1:4 
12 + + + 1:2 
13 + + + Concentrado 

• E. h. Entarnoeba histolytica . 

Se incubaron los tubos. 30 ~¡~ a 37°C>y se-~~~e~~{~¿ iá viabllidad por el -

método de excl us:l ón con azul de .~~i.p~:~ 

El experimento se realizó en 10 ocasiones. 

10. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS RESEMBRADOS DESPÚES DE UNÁ INCÚBACION CON -

SUERO HIPERINMUNE (anti-LPFG). 
-, :,,-----,-- '('-':::=," 

',..·:-:-}'.·:\;··-' 

Para probar si la exposición previa a C, hace refcir~t~~. ri'1~s -amiba~ a -
,~:-~--,~~ .;~;~~-~~~~.:~;:._~~-;-"=~-- . -

una segunda reincubación, se hizo lo siguiente: 

A los trofozoítos de Entamoeba histolytica, al suero hlperi~múne; al SNC,-

al suero de cobayo y al suero hiperinmune adsorbido, se les·dió el tratamiento 

como ya se ~encionó: 

En tubos de 13 x 75 se puso lo siguiente: 

Tubo 

Trofozoítos 
de E. h,* 

5 x 10 

1 + 
2 + 
3 + 
4 + 
5 + 
6 + 

• ~· !!· 

Fuente 
de c. 
200 µl 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

S.Hiper. 
ads. 

200 pl 

+ 

SNC 
200 Jll 

+ 

S. Hiper-, 
inmune -
200 )Jl 

+ 1:2 

EDTA 
lOmM 

. lOpl 

Se incubarc1 los tubos a 37ºC por 30 min, posteriormente se tomó una ali--

cuota de cada tubo para determinar la viabilidad por el método de exclusión de 

azia de tripru1. 

El tubo número 6 se centrifugó a 1500 rpm con un diámetro de rotor de 

10,5 cm por 5 min, lavándose el botón con PBS, El botón se resuspendió con un -
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poco de medio TYI-S-33 y se pasó a un tubo de vidrio para su resiembra. Se dejó 

en crecimiento por 72 hrs a 37ºC y después de ese tiempo se v·olvió a probar la 

susceptibilidad de. los trofozoítos de Entamoeba histolytica al suero hiperinmu-

ne {anti-LPFG), como se mencionó antes. 

11. MICROSCOPIA ELECTRONICA. 

Después de la interacción de los trofozoít6~ de Ehf~m6eba histolytica con 

suero hiperinmune {anti-LPFG) o, suero hiperinm~~e aclsg~b'i'a~ .(3o?~il'l ~i37ºC), -

se centrifugaron los tubos 10 min a 2000 rpm con u~· <1?~~~~0> d~;~b~~~':§e'10.s­
cm, se eliminó el sobrenadan te y los paquetes .~e f"ij~.r·c;~~~~"~fff~~f~üfiv~~sal 
por 2 1/2 hrs. Se lav6 con agua bidestilada y se póst:.:iijóicon;t...;t~~Ó~ido de os 

mio al 1% en agua bidestiladav/v por 2 1/2 hrs. Po~:e~iorJi'e'n~e~;r~{d~~k[á~ató la 
, .,·_ ... :._,.'~';.'""-·'.:: ~__'.~~;;~-~;:--:=-·"·--,-·.··--;\>· .-•,_ 

". ':~' 

muestra usando alcoholes en concentraciones ascendentes 'dií' soill.ióo%.y .se inclu 

yó en resina Epon. Se esperó hasta su polimerizaciÓri (;4~~~:t{;~;).~.~~h1I~~eron = 
primero cortes semifinos de 0.5 micras con ultr~,i~r;~i~:·!/~i~~~~~~Zi{ii;~:i~:~t, --

Australia), tiñéndose posteriormente con azul -~e~.to1l1l~J:~a~~]: '{~r.:Jti~t~§;;dose 
i"./~>~,c,;;,_ ;c',i!).•.:: :!:'.·(:·,./,,;' \'·''> •"i.>.¡ ~<; '_, -

al microscopio de luz. Posteriormente se hicieron'corté"Sir1rios ~e''SOO A0'con -

ultramicrotomo y se tiñieron con acetato de u~~f1~;,~~'~ú~~ai¿;,J~',;~1i~o.o o~~er--
vándose al microscopio electrónico de trans;nisii~~:~i=:~g~~J~~~.' 

. , '-·' ~. \·;o·;"'.~}: ":_··· '.~'.,,,-~ 

12. ANALISIS ESTADISTlCO. 

Se utilizó el Análisis de Varianza, para probar la diferencia de viabili-

dad de los trofozoítos de Entamoeba histolytica a la incubación con un suero hi 

perinmune (anti-LPFG) y diferentes testigos, debido a que este es un método 

apropiado para probar la igualdad de diversos tratamientos, siendo este uno de 

los métodos más utilizados en el campo de inferencia estadística. El objetivo -

de éste, es probar una hipótesis apropiada acerca de los efectos de los diferen 

tes tratamientos, en donde sólo un factor es investigado, en nuestro caso es el 

porcentaje de viabilidad. Además se requiere de que el experimento sea realiza-
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do en un azar ordenado en donde los tratamientos son usados lo :::As uniformemen­

te posible, por lo que se requiere hacer una transformación, para cambiar la e! 

cala de las medidas y tener una varianza constante, para hacer el análisis más 

válido. 

Si se rechazara la hipótesis nula, nos indicaría que hay diferencias en--­

tre los tratamientos pero no se especifica exactamente en cual ce los tratamie~ 

tos hay dife~encia, por. lo que se realizaría un método para comp;a;-¡1ci.ones 

tiples siendo el apropiado el de "'J;ukey" ya que se basa en el ran 

go estadístico. (49,50) 
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:tESUi..TADOS 

TITULACION DEL SUERO HIPERINMUNE 

::1 :!: tul o del sut!:-o lli oe~{~ml.lne ( :11,~i-LPFG l. se det:erminó por la 
' . '·,., . .. . :écnica 

je hemagli.::inación pasi·1a, obteniéndose u;,}ti~u16 .fin~i de 1: i28o. y sin '4'1'.:i-:::-­

cL:erpos hemoaglu'Cinani:es en el sue?:'o ~o;¡;alcte·<ion~jo} (dg. 2) 

.v:· :1so .·16C ::320 1 -s~o t·:2sc 

~ 3ue~o nor~al 1e ~oneJC. 

:) Eritrocitos sensibilizados con LPFG 

21 Eritrocitos sin sensibilizar. 

- 20 -



2. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA INCUBA--­

CION EN DIFERENTES INTERVALOS CON SUERO HIPERINMUNE (anti-LPFG). 

En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos de la viabilidad de 

los trofozoítos de Entamoeba histolytica en diferentes intervalos de tiempo, en 

donde en la gráfica 1 se observa una gran diferencia de viabilidad cuando se 

usa suero hiperinmune (anti-LPFG) a cuando se usa suero normal de conejo y sue-

ro hiperinmune con EDTA. 

3. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica A LA -INCUBA~ 

CION CON DILUCIONES DEL SUERO HIPERINMUNE (anti-LPFG). 

-- ---';'-;,-

En el Cuadro 4 podemos observar que a mayor cantidad .de anticue';p6~ pre---.. 
sentes en el suero hiperinmune hay una menor viabilidad de loa trofozoHos de -

'' _,'•· 

Entamoeba hiatolytica, después de la incubación a 37ºC por 30 min. f:ri1~_gráfi-

ca 2 podemos visualizar mejor este efecto. 

4. SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS RESEMBRADOS DESPUES DE UNA INCUBACION -

CON SUERO HIPERINMUNE {anti-LPFG), 

Este experimento se realizó para probar si la exposición previa a C , se -

hace refractaria a una segu.'1da reincubación. Por. los resultados obtenidns (C::ua,.. 

dro 5, gráfica 3). 

Se ve que existe el mismo porcentaje de viabilidad en cuanto a la primera 

y segunda incubaci6n con el suero hiperinmune. 

5. AflALISIS ESTADISTICO. 

En el Cuadro 6 se muestra el tratamiento que se le hicieron a los datos --
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para hacer mAs homogenea la muestra y poder hacer el anAlieis de Varianza y com 

probar si exiate igualdad de los diferentes tratamientos. 

6. MICROSCOPIA ELECTRONICA. 

Podemos observar en la figura 3 que los trofozoitos de Entamoeba histolyti 

!:!! después de la interacci6n con suero hiperinmune, muestran una secuencia en -

la membrana plasmAtica. 

En la figura 4 vemos que hay un rompimiento de la membrana plasmática de -

los trofozoitos después de la interacción con suero hiperinmune anti-LPFG. 
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SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOJTOS DE !• hiatolytica A LA INCUBACION 
CON ANTICUERPOS FIJADORES DE COMPLEMENTO DIRIGIDOS CONTRA LPFG DE AMIBA. 

Cuadro !: SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE !• histolftica A LA INCUBACION EN 
DIFERENTIS INTZRVALOS'Cott SUERO HIPtRINMUNE (anti-LPFG), 

n;;;;o 
'6' 1'6 30 45 

111Snu\o- ,. ll 1'- ll . .,, .. .,, 
94,66 ""'·33 89 86.M 

SUERO 96.66 SS 90 88,33 
llORllAL 95.1111 !)3,33 90'.66 87.66 
COHIJO 97.33 95.33 92,66 89.33 

95 93,33 90.33 88.66 
s: '79.31 •71.32 •52.65 ••0.64 

P..-dto t5.86 ... 28 
4
90.&3 88.12 

d ••• ! 2.00 ! 1.6& - 2.•o ! l.e2 

85.66 78 70.66 62,33 
SUERO 89 79,33 611,33 60.33 
HJPERJNMUNE 91 112.66 72 60 
(antt-LPFG) 87,33 78.33 69 61 

88.33 80.33 73,66 63.33 
e ••l.32 3111.B!> 3~.tll 306.99 

Pr-dto 88.26 711.73 70.119 61 ,39 ..... t. 3, "4 t 3,35 ~ 3.34 t 2.SO 

98 97.33 96,66 96 
SUERO 97.33 97 96 95.66 
HJ PERJ NMUNE 98,66 97.66 97 96.33 
(antt-LPFG) 98,33 96.33 96 95.66 
• EDTA 98,66 97 96.33 95.33 

e •90.98 485.32 •81.99 478.98 
Pr-dto .9tl.lll 97.06 96,39 95,79 
d ••• - 0.99 ! 0.88 ! 0.77 ! 0.60 

60 . .., 
82.66 
83,33 
84 
84.66 
e3,66 

•18.31 
83,611 

! 1,33 

S0.33 
51 
53,66 
52 
30 

2'66.89 
fll .39 

:t 2.6 .. 

11!>,33 
94,66 
9!> 
95.33 
94.66 

47'1.lll 
t•.119 

! 0.'69 

Todo1 101 experimento• ae realizaron como ae describe en Materill y M~todos en 5 diferentes ocasione• -

·y ee prob1ron por duplicado, en el Cuadro 11e expreaan aua volorea promedio. 

•v • Porcentaje de viabilidad d.a. • d1aviaci6n eatandar. J:: • sumatoria 
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SUSCEPTIBILIDAD DE TROFOZOITOS DE !• h11tolytica A LA INCUBACION 
CON ANTICUERPOS FIJADORES DI COMPLEMENTO DIRIGIDOS CONTRA LPFG DE A~IBA. 

Cuadro 4: SUSCEPTIBILiüMl DE TROFOZOITOS DE Entamoeba h111tolytica A LA INCUBACION 
CON DILUCIONES DEL SUERO HIP!RINMUNE (anti-LPFG) 
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Todo1 101 experimento• •• raall11ron como 1e de1cribe en material y método• en 10 diferentes ocaaiones 

1 •• probaron por duplicado, en el Cuadro ae expresan su• valore• promedio, deapué• de una incubación a 37ºC 

por 30 111n. 

•v • Porc1nt1J1 de vlabllldad: d,1. • desviación e1tandar; s. hiperinm. • Suero h1perln11une (•ntl-LPFG)¡ 

C • C0111pl1111nto S. hlperirvn. •d•. • ~uero hiperinmune ad1orb1do 

SNC Suero Normal de Conejo, e " 1Ulllator1a 
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SUSCEPTIBIL!ílAD DE TROFOZOITOS OF. ~· hlatolytica A LA INCUBACION 
CON ANTICUERPOS F!JADOHES DE COMPLEMENTO DIRIGIDOS CONTRA LPfG DE AMIBA, 

Cuadro 5: SUSCEPTIBILIDAD DE TROYOZOJTOS DE Entamoeb1 hietolvtlc1 RESEMBRADOS 
DESPU!S DE UNA INCUBACJON CON SUERO HJPERJNMUNE (anti-LPFG) 

Trofo1ol toe Trofo•olto1 Troro:r.of to• Trofozof toa 
1. h. Trofo1ol toa . !. h. E, h. F.. h. 

Trofo1olto1 l.hi'ptrint0, E, h. SNC- S.hlp•rinm. ii.hlporln"'' 
!· !!· EDTA e - e •d•. e 

C· e 

A "V "V "V "V "V 1' V 
97,33 96,33 86.33 60.66 68 70.66 
96,611 95,96 89 8B,33 OB.33 69-.66 
1111 95 llO 69,33 69.33 68.33 
117 96 119.33 89,66 80,66 GB.66 
116,33 96 07,66 68 87.66 59;55 
116.611 95,66 88 87.66 67,33 69.33 

r. 579,98 574,65 532.32 531.M 529.31 416.3 
Pr<>111tdlo 96,90 !9~:~~ !ª~:~~ B0.60 86,21 69.30 
d,a, ! 0,115 ! 1.40 :. l. 31 ! ¡ ,50 

B "V "V "V "V "V "V 96.33 95 88,66 68,33 88 68.66 
96 94,66 08 89 87 70,33 
96.66 96,33 89 00,33 60.66 66 
96.33 95,66 89,66 !!9,33 80.33 68,33 
96.611 96.33 88 07,66 89 69 
97 96,66 88,33 89 89,66 69.66 

i:: 576.96 574,M 531.65 531,65 530.65 413. 90 
PrOllledlo 96.49 95.77 88.60 68.60 68.44 68,99 
d ••• ! 0,63 ! 1.47 ! J.17 ! 1.17 ! l .65 ! l, ~e J 

Todo• 101 experimentos ee realizaron como •• deecrlbe en Material Y M~todos en 6 diferentes ocaniones 

~ •• probaron por duplicado, en el Cuadro ee expreaan euo valoree promedio, despuén de uno lncubaci6n o 

37ºC min. A • Prlmere incubación con suero hiperinmune; ll • Segunde incubación con nuero hiperinmune; "V. Porcentaje de viabilidad; d.a. e llesvlacl6n eel.endnr; o.hlperin"'.cSur.ro hiperinmune (entl-LPrGl; 
e' • Complemento; ·stlC e suero normal de conejo. i:: • t1Umetorie 



t 
Q 
e 
~ ... 
• ! 
> ... 
Q ... .. 
e ... 
z ... 
"' • o .. 

...... 
Me41e 

•IM1 

'"'"'"º IOTA 
e 

A 

•111lba1 amiba• a111lb .. 
SNC S, hlp,ad1 l,hl11,L"O 
e e e 

a111lbo1 aoilb•1 0111lbo1 
M•dlo S,hlp.LPrO e 

fOTA 
e 

.. .... ... . 
INC l,h111.••• 
e e 

GUPIC.A I • IUICIPTllUIDAD DI T"OPOZOITOI O! !. hl.ua.lriWI. US!MUAOA OUllUU 
01 UNA INCUIACION CON SUUO HIPUINMUNI (ANTl-LPPOI 

Ce•• b•rro repn1enlo •I pro modio dt 6 uperlm1n101 11a
0

ll 1ado1 por du11llcotle 
le lncu .. •r•n )0 111ln • 17•c 
A 1 ,. INCUIACION oe LOS u oro zo ITOI CON • u uo H 1PI-1 NMUNf + e 
11 J! INCUIACION OE LOI TROPOZOITOS CON SU!RO HIPE-INMUNE+ C 

1 hl11.L,,G- Suora hlp•rlnmun• (onll-LprGI 
INC - Suero no1oial d• ,.ne¡o 
1, hlp,od1· Suoro hlpeilnmuno ad1arbldo 

8 



r 
¡¡ 

A: Cuadro 6: TRATAMIENTO DE LA MUESTRA Sin·fP = Proporción de viabilidad 

Tl Tl Tl Tl Tl Tl 

X x2 X x2 ,_X __ , -· x2 
-- L X·. 

x2 ., X x2 X x2 

1,4066 1.9786 1.3780 1.8989 1.222L 1.4936 •• i.22z3 ,, _l.5063,, -1.2170 1.4812 0.9903 0.9967 
1.3870 1.0237 1.3609 1.8521 1.2327 l. 5196 1.2221 1.4936 1.2221 1.4936 Q,9874 0.9750 
1.3694 1.8753 1.3452 1.8097 1.2490 1,5601 1.2380 1.5327 1.2380 1.5327 0.9730 0.9468 
1.3780 1.8989 1.3694 1.0753 1.2118 1;4685 l. 2170 l. 4812 1.2118 1.4685 0,9874 0.9750 
1,3870 1.9237 1.3609 1.8521 1.2170 1.4812 1.2118 1.4685 1.2060 1.4565 Q,9838 0,9679 
1.3967 1.9508 1.3694 1.8753 1.2380 1,5327 1,2434 1.5460 1.2273 1.5063 0.9766 0,9534 
8,3247 11.551 8, 1838 11.163 7.3706 9.0557 7,3596 9.0283 7.323 8.9388 5,9065 5.8148 
1.3874 l. 9251 1.3639 1.8605 l ,?.284 1,5092 1,2266 1.5047 l.2205 1.4898 0,9844 0,9691 

0011110: ,. 
l -· 1'r'llfo~ur l.11u lfo,!i1 !!· 

'1'2 ~= Tr_<Jfozo!toa _de !• !!· + S,hlperinm. + EDTA + c 
T3 = Trofozo! toe de !· !!· + e 
T4;, Trofozo! toe de !· !!· • SNC + e 
T5 = Trofozoítos de !· !!· + S.hiperinm. ads, + e 
T6 = Trofozo!tos de §· !!· + S.hiperinm, + e 

En este Cuadro se mueotra el tralnmionto que ae le hizo a loe datos, para hocor m6e homogenea la muea-­

tra Y posteriormente ser usados los datos para hacer el Análisis de Vnrian?.a, 

La transformación se hizo para los datos del Cuadro 4¡ de la eecc16n A, 

i: = Sumatoria X .. Media 



B) Análisis de Varianza. 

"o )11 = )12 = p3 JJ4 p5 p6 

"1 )11 '/- JIJ 

.X 0.05 se = .-sUIRa de cuadrados 
_, -·' . -

N º1 + "2 + º3 + n4 .+. (6) 36 

1:-xij = 44.4682 
2 

I:xij = 55.552 

SCTOTAL 

SCTOTAL 

' -. ' - ' 

SCET = 8.32472 ·+ 8.1BsS2 • >~~~'.;5g~i '+ ';,;~2~2 <~ 5;9oss2 :.. 7 .37062 

·e· • :< -.. .: •-""" -· --- 6 -- _t.~:--' 
-_-,. ~~-" .:: '~.'."'-\}:.i~ :".·<-"'::<\->:: 

- (44.46a2> 2 E ;,;~:; ::0:611934184 -
36 

SCTOTAL = SCET + SCDE ERROR 

scoE scTorAÍ. - sct:'l' 

0.623644 - 0.617934184 

Variaciones se 

Entre Tratamientos 0.617934 

De Error 5.7098 X 

Total 0.623644 

·-· . -3 S.7098 x 10 

Grados de· 
libertad 

5 

10~3 30 

-

- 30 -

Media de 
cuadrados 

-
0.123586 

1. 9032 X 10-4 



Grados de libertad: 

Entre tratamientos a - l .. 6 -

De Error 

Total 

F Media de cuadrados ET 

Media de cuadrados DE 

Ftabalas = 2•53 

Si F calculada > F tablas 

649.3633 ") 2.53 

N 

N 

-
-

. . . 

a ~ 36 -
l ~ 36 -

0.123586836 = 
-4 1,9032 X 10 

se rechaza H · . 
o 

H se.rechaza 
º''' 

6 30 

l 35 

649.3633 

5 

Por lo tanto vemos que la hipótesis nula se rechaza, o sea, hay difercn---

cias entre los tratamientos dados a las muestras, pero no sabemos específicame~ 

te en cual, por lo· que se realizó el método de comparaciones múltiples "Tukey" 

para ver en cual de los tratamientos había una diferencia estadísticamente sig-

nificativa. 
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C) Comparaciones múltiples por el método "Tukey", 

La media (x) 

guiente manera: 

x
1 

= i.3a14s 

x2 = 

x3 = 

+ S.hiper. + C 

Diferencia mínima significativa honesta = DMSH 

DMSH = (S x1 ) (q O.OS) 

G,L, 

la si-

Si la diferencia entre x
8 

y ~ es mayor . que DMSH hay. una diferencia es­

tadísticamente significativa. 

sx¡ 

q ········~ ··~~.J4~ .. :,'.:;Y'.f ,;;/,;;; 
DMSH "' 5,6320 X 10 , : ·X t;j;44 ';, 0,01937 

x
1 

- i
3 

= l.~;·~s'·~ i;}~f14·~; 0.15905 

0.15905 > ·. 0,01937 

- 32 -

Hay una diferencia estadística-­

mente significativa entre, trof~ 

zoitos de ~· h. y trofozoítos de 

!· ~· +c. 



e) 

d) 

DMSH = 5.6320 x 

0.0079 J. 0.1937 

X S.44 = 0.1937 

No hay una diferencia estadístic~ 

mente significativa entre, trofozo!tos 

de !· h· + e y trofozo!toa de !· h· + 

S.hiper. adac. + c. 
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e) 

5,6320 X 10-3 

- 34 -

di~erencia estadísticamen 

entre, trofo.zoí tos de 

ads. .¡: e yé trofozoi-­
+ S.hiper. +-e 

-·-



6. MICROSCOPIA ELECTRONICA 

Fig. 3 TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica DESPUES DE LA INTERACCION CON 

SUERO HIPERINMUNE ADSORBIDO. La interacción se hizo por 30 min a 37°C, se cen­

trifugó la muestra y el paquete se fijó con fijador Universal. Se trató la~ 

muestra para microscopia de transmisión (x 3000) • 

..,. Secuencia de la membrana plasmática de loa trofozoítos de E. histolytica. 

- 35 -
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Fig. 4: TROFOZOITOS JE Entamoeba histolytica DESPUES DE-LA !NTERAcc:oN 

ce:; SUERO HIPERINMUNE : anti-L?FG 1. La intet"acción se hizo por 30 min a 37'C, se 

cencrifugó la muestt"a y el paquete se fijó con Fijádor ;Úriiversai 'se :rató la -
.: .. ;~'.~.·:· ·, 

mues :ra para microscopía de, transmisióri. (x,3Óoof:l'·/ 

A = hay rompimieni:~.:~es;~ifyb~~ri~;p11;t~~~i.~~;;~~':t~~' t~~f~zrií tos de E. h1sto • 
).-.··.• 

lytica. 
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DISCUSION 

Los resultados de la hemaglutinaci6n pasiva demostraron la presencie de ~ 

ti cuerpos (clase IgG e IgM) anti-LPFG en' 'e1· suero .del con~jo inmunizado y no en 

centramos anticuerpos hemoaglutinentes•eri.ei :J~;~r~cl~¡ii~:ae con~j~. comprobán-
. . , ·. -·;;; 

dese que esta molécula es inmunogénica, como ·~~··~·¿J~ic;·~~,,~ri' e~tudlos previos 
. - -· ·-,: ;::,;~·::. '···· . '. ': ~;···· .·.",·:,: .. '.~·.·.::-,,, : •. : ~.·.; : ; '.·'0:-:;-:'.::~-·.-:,~;~-~~- .. , ... ·.•.·:,\~ .. ".:: . -, - - - .:_/:,-,_<'}_~~.'::':'· .. 

-_: /~ ·,.¡··' ... . - . 

>.:·:'·~;' ~~~:,%. '.:;~{ ~:~:¡;->' 
(24). 

Tomando en cuenta que la LPFG está en la superfi~Í.~'.'á~'?tró'r~zoÚ:ós de 

.-·,;_:;~e.'-;: .. -;o.):-;;: 

cuerpos de clase IgG o IgM, dirigidos contra la misma:,_~iit~s~pcidriari'fijar com-
---; '7 -,:;-,~:-¡- ·-_--;' -. :~-,:-.:~<-·.',;:·>'. - ":. -_,-:_,_~-- - ' -

plemento por la vía clásica, por lo que pensamos pone1~~·~ir~~~~;~-~;~~f~oºid~tos 
de Entamoeba histolytica mh suero hiperinmune anti-LPFG y'.' úria .. fúente'' de compl~ 

o';:.t.c· e-.·->:· 

mento (suero de cobayo). •-··~··e .,,;:,,:;;,;,.\ ... · 
--~-.- ~-""-=",:~;o. -

'·'·········. '4'.· .. · ', Para esto se ajust6 a un número constante de trofozoítos s·.xlO , para te-

ner una cantidad más uniforme de antígeno presente, Los trofozoítos una' vez co­

sechados se mantuvieron en medio TYI-S-33, ya que en éste, se mantení~,en mej2_ 

rea condiciones, y como el parlisnetro a utilizar en este experimento· .es· el por-

centaje de viabilidad se tiene que evitar algún otro factor que pudiera estar -

disminuyendo la viabilidad de los trofozoítos, 

Por otra parte el suero de cobayo, se utilizó en una dilución 1:30, debido 

a que en estudios previos (46), se demostró que utilizando el suero diluido no 

se activa la vía alterna de complemento por lo que si encontrabamos muerte de -

trofozoltos sería exclusivamente por la activación de la via clásica de comple-

mento. 

De la gráfica 1 y Cuadro 3 podemos ver que conforme pasa el tiempo hay una 

disminuci6n de la viabilidad de les amibas, teniendo a los 60 min una diferen--

cia de un 35% de viabilidad entre el suero hiperinmune y SNC. La diferencia --

que se observa entre SNC y suero hiperinmune más EDTA, es debida a que loe tro-
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fozoitos son capaces de activar la vía clásica del complemento en ausencia de -

anticuerpos (44), pero también ae ha mencionado que aunque se activa la vía clá 

sica del complemento por cepas patógenas de trofozoítos de Entamoeba hiatolyti­

ca éstas son capaces de evadir la lisis (48), podría ser que se está activando 

la vía clásica, y que existe lisis debido a que la cepa puede haber perdido pa­

togenicidad, debido a los pases que se le han hecho. Cuando se utiliza el suero 

hiperirunune, más EDTA no se observa disminución de viabilidad, comparado cuando 

se utilizó el suero hiperinmune,esto es porque el EDTA es un agente quelante, -

secuestra el calcio presente, y no activa la vía clásica del complemento, ya -­

que esta es dependiente de calcio (51). No se probó aumentar el período de inc~ 

bación,pero pensamos que si prolongamo!el tiempo va a disminuir más el porcent! 

je de viabilidad ya obtenido a los 60 min, que era del 51.39%. 

Se puede ver también que la viabilidad se ve disminuida conforme aumenta -

la cantidad de anticuerpos presentes en el suero hiperinmune, como se observa -

en la gráfica 2. No se encuentran diferencias entre la viabilidad de las amibas 

en medio de cultivo y las amibas con suero hiperinmune más EDTA, por lo que se 

comprueba que al usar EDTA se está inactivando la vía clásica del complemento. 

Por otro lado vemos que en las amibas más C; amibas más SNC más C; amibas más 

suero hiperinmune adsorbido (para ver especificidad de anticuerpos)existe una 

disminución de viabilidad COft1Parada con las amibas en medio de cultivo debida,-

como ya se mencion6, a la capacidad de los trofozoítos de activar la·vía clási-

ca del c. 

Se ha reportado que los trofozoitoa de Entamoeba histolytica se hacen re-­

fractarios a la incubación con anticuerpo11 y C (48), por lo que ~ste podria ser 

un mecanismo de evasión de la respuesta inmune. Para probar lo anterior se hizo 

incubación de amibas con el suero hiperinmune anti-LPFG y C y en 

la gráfica 3 se observa que siguen siendo sensibles, ya que existe el mismo po~ 

centaje de viabilidad que en la primera incubación de las amibas con el suero -
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hiperinmune y e, También se puede ver que hay una diferencia estadísticamente -

significativa entre amibas más C y amibas más suero hiperinmune más EDTA, lo --

que refuerza otra vez que los trofozoitoe son capaces de activar la vía clásica 

del C, en ausencia de anticuerpos. No existiendo diferencias estadísticamente -

significativas entre amibas más C; amibas más C más SNC; amibas más suero hipe!:. 

inmune adsorbido más C; por lo que vemos que existe la activación de C en ausen 

cia de anticuerpos. Finalmente vemos que hay una diferencia estadíaticament.ll! -

significativa entre amibas más suero hiperinmune más C y amibas más. suero hipe!:. 

inmune adsorbido más e, lo que indica que este efecto es debido· a la formac~ón 
. ,_._··;,.,·~-~~~-:: 

del complejo Ag-Ac y activación del e, o sea que es un efecto cdebidó ,~-:Xa ¡>;~-­
-~-. ~ ·-~º.~·Ó-;:t- -',~/yi.,;f~~~f:.~----r;~•~,'-' 

sencia de anticuerpos específicos contra el Ag de superficie tfífo; . · ... · .. 
'-,'-,:;_._//·. , __ 

El criterio de viabilidad usado fue por el método. de exC!UslÓil:CC!e' ;:i~r de 
- '-'"--~·,_~_.,-~,ó_ó-- -----: . ..,--e-

tripan, donde las células se tiñen cuando su membrana'~~fád~~~,~~rsi~"~e~llElrgo 
esta prueba tiene ciertos inconvenientes, ya que se ha obser~~éid'JJ'~~:~fkunas 

está o no muerta. En vista de ello se realizó microscopía elect;ÓÚca, para te-

ner un parámetro de comparación. 

En la fig. 3 y 4 se muestra que existen diferencias entre los trofozoítos 

incubados con suero hiperinmune y suero hiperinmune adsorbido, observándose que 

existe un efecto lítico sobre loa primeros. 

Debemos también mencionar, que, se sugiere hacer más estudios para corrob2 

rar estos experimentos, COllO lo seria el de utilizar los anticuerpos purifica-

dos, as! como comparar el efecto de estos anticuerpos y anticuerpos dirigidos -

contra proteínas de membrana, por ejemplo. También seria valioso comparar el 

efecto con cepas no patógenas, ya que en este experimento sólo se utilizó la c~ 

pa HMl-IMSS {cepa patógena). También sugerimos hacer estudios para comprobar 

la actividad de la amiba, ya que al utilizar el método de exclusión con azul de 

tripan, sólo vemos viabilidad pero no sabemos si funcionalmenteestá viva la am! 
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ba, se recomienda la prueba de eritrofagocitosis. 
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CONCLUSIONES 

La molécula LPFG induce_producci6n de_anticuerpos de clase IgG, IgM e IgA 

(24, 34), 
- . - . '"" ·::_,_- _::;,_' 

Estos anticuerpos forman un complejo antígen6:.anticu~rpd en'.ia ~Üpe~ficie 
-, " ~ .. 

de la amiba, y son capaces de activar la vía_clásica del complem~-~~~. 7 dls~.inu--
:·,,J::_·:.:_. ···.; 

yendo la viabilidad conforme pasa el tiempo y aumenta la canti'dad-,d~- áriticuer--

pos presentes en el suero hiperinmune, por lo que estos anti~~e;~o~?~6drían te-
_, . " . -;.·---- ~ ·---· 

ner una funci6n protectora en el hospedero. -·----.,,·:.;· 

Aunque en estudios previos se ha sugerido que cepas patÓgeh~~ .;~on-capices 
·_>.,~.:_:J_/~,·--,-

de evadir la lisis por complemento, en este trabajo se obse~~iÍ-~Ü~~i(')~_iiiliticuer 
"''' .-.:;¡¿-~·: -

pos pueden activar la vía clásica del complemento y lleg~.~~¿ti~i.;a.qlJ~ se -. ··•:/ ,,,.-,- -.,, .---· 
encuentran diferencias estadísticamente lilignificativas úsaiíC!Q''.'amib-a's-~más''Buero 

=-c··o ~- -==;-~,-ooc-;~·"· 

hiperinmune más C y amibas más suero hiperinmune más EDTA ~~~'e, :~C'lriéie '~n éste 
:::::. r:;. ··::.>_::-;'-· 

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

último se inactiva la vía clásica del complemento. . ---.,{.~:, :~-.-.·--_•:--_ ·_ . ·-._,_: ::¡;·:··'.. ~ 

Por otro lado vemos que el efecto refractario de las ~{_g~~,~~- ó'~y ilñúcueE_ 

pos no se observa, ya que se obtuvo igual porcentaje de ~i~~til~~~~~·~-ia 'prime-
•• ~¡ '.h{1·~:~;-.· ----«~-, 

ra y la segunda incubación de loa trorozoítos con suero hipertrunGneS; :e; sin --

elllbargo se sugiere realizar más estudios para corroborar.. es~o:~·: J~~eriment'~s. 
- . . ~'-----'-~''--'--·==-=--,.-"-,"""'=---·-=-=-,,...,-o--'- -

Se sabe también que la amiba es capaz de activar C por la ví{;.i~f'!'l'~a 
(45, 46), por lo que pensamos que esta molécula (LPFGl,tenga par~i;;ipaciÓ~'-en -

·~,-... 

la activación, debido a que como ya se sabe moléculas de lipopoÚsac~:i.'clo son 
.. -:;- <-~'·' 

capaces de activar la vía alterna del complemento. .'.·??;·.>- - --- . 
• ;,•~ ,.-'··.,ii,::;'f"~:-:(·---:-c :y• 

La viabilidad de las amibas se confirmó al utilizar lá mférélsEo(í"r~ ~fe¡;'tr§_ 
. ~·-,:-:·~';.-,/x>; : .. ::..:·"' 

ni ca, donde se observó que la membrana plasmática no estaba --ínt~g~a'.y:~e p;civo­
" .,,_'·4: ::.,;;o;-;~""- ·,_;_~i._,_-~~;-_r"-; __ , 

có la lisis de ésta, como fue observado al utilizar el ~é~od1i'cl~: e¡1~tsi6n de -

azul de tripan. 
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APENO ICE 

a) ABREVITURAS. 

EDTA 

PBS 

Ac 

Ag 

cm 

e 

GRC 

ºC 

g 

hrs 

LPFG 

1 

).lg 

pm 

µl 

ml 

min 

nm 

N 

rpm 

SAB 

SSF 

SNC 

v/v 

ácido etilendiamino tetracético 

amórtigJ~dor saH.no de. fosfatos 

__ -:" ____ •',. ,__,, 

centígrados -

Lipopeptidofosfaglicana 

litros 

mforograrnos 

micrómetros 

microli tras 

mililitros 

minutos 

nanómetros 

normal 

revoluciones por minuto 

solución amortiguadora de barbital 

aoluci6n_salina fisiológica 

suero normal de conejo 

volumen a volumen 
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b) REACTIVOS 

Solución Salina Fisiológica 0,85% (SSF) 

Cl~~~ro ~e Sodio.,.·;;,:,: •• ;,;·;, ......• a. s g 

AguaOa~o~aI' ~ ..• /.';:,.;;/.T: :~).; :f~.; ~·.; LO· l 
;:.,. ".' - "~---· ·~--,·":->'--' 

'·." > -- -/-";'.: :-:· :··-;; ''.'> <7 :.<:-~'-~-- ,::,,:;:< .::·.~p=-~-~:~.,_:.-, 

. sofoc16~ Als~ver. > ';)cr ;o / ..•. :; · 
---\'/: -"· ,-.~----<~j·, ;·:{.:<·i: '·'.' .. :: 

oe~tro~a 'e)\ ~r~6'os~'¡c;;; ;;~··)t:'.~(;'{;:;;;:;:~ ··;': : f2 .os ·s 
citra~~de)o~faT\~~:;:J;f;~:::C:(?~.:i;:~;;·;:; ,·, h.oa' ~ 

:~1~~í f~~~~~[~~~~~~~~~l~ 1~!:~fi: 
Esf~ri1izar 8Cioilt>, '.;io':lnin·: .• ~ >· · ,.··· 

Amortigj~r:r.·~¡~7k~::i[;~~i~.':;~=;~4~-c:~s > 
~ --~ \':: -~<-l '4. -.:.;~:.:,:/_;(;·!:' ·' ' 

::~: :: !~ll~l;iJ~~1~~~~:~1''.~i.~.z. 
r1-,~ 

Cloruro de Pota~ió::.:::::;~-;·,;;~';·;·::\:1·;r,;;;\ '0;2&•' 

Agua c. b. p:: ; ••• ; ; ·; f '.'>j .~; '1?'*! .. ':~~;;?'; ; ·~.~~ };'O J. 
Medio TYI-S-33 ;<••;;.~·} ;( : . :·:'' <e .. ·· .. 

Peptona Biotriptic~~~;;~;;;::~);~fJ~~~:~?:~~t-;:·~ ,,, . . 
·>»-'' . ,, ' ' ,,. .. " . ' -·· ,· " . ·~ 

Dextrosa............. •,: ~i;.';~ ·/~: .\.;';1 '..~.g 
Cloruro de Sodio •••• ;.;•.;;';.\:; ~,.g~/;,;;;6;2; g 

Fosfato de Potasio Monobá~i~ü:;;"; ;",': i•~•;é; ó;o5, g 
Fosfato de Potasio Dib~sic~·~-.\r.,:·:::;c:t;\o.{ g 

Se ajustó el pH a 6,8 con !Jid~Óx~~~tdH~6di'~.fr.N;<s~°fút~Ó usando papel -

Whatman # 1 y se esterilizó 15' ik;:;fiit~'~~t;,"{~~~J..{}'~~-tes de ser usado se adi-
"··· -··~~.'" ' ~· .. ~· 

cionaron por cada 75 ml de medi~~{s~~:A~ :~~~~o bbvino (Biorad) descomplentado 

y 3 ml de mezcla vitamínica (Biorad),. 
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Azul de Tripán 0.3% 

Azul de tripán •• , ~,, .... ;; ..... , .. , ... Q,3 g 

ioo·m1 

·· -• c1cirilro _ci~- ca1d.~~.,. ; •• ;}/.;. ;_~:L;; > c>;Ofg -•·-· 
• Agu·_' __ ª_:_•_c_·_._•·_;::¡);-;,-~• .•. ,;,; :~ J:::·.·:':{;?;\;.";~·ict?=~i(~~-~-; 
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