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INTRODUCCION

a) Epidemiologfa y aspectos clinicaoss

ta amibiasis es causada por el protozoario  Entamoeba
histolytica. La entfermedad es de distribucién mundial pero se
presenta con mayor frecuencia en regiones de clima calida y humedo
con bajo nivel socicecondmico y mal saneamiento. En México la
infaeccidén se prasenta como enddmica.

Las condiciones de insalubridad tavorecen ia oroliteracién
del par#sito, pero debido al diffcil control de é4stas, se oretende
encontrar otras metodos de prevencidn a la infeccidén tales como
las métodos inmunalégicoa. Fara el establecimiento de la inmunidad
a la amibiasis as necesario sstudiar e! mecanismo de inteccién del
par&sito distinguiendo las diferentes fases del padecimiento.

Dentro del aspecto inmunologico de la amibiasis se deben
identificar las factores predisponentes a la infeccién inherentes
al parasitn, los relacionados con el hospedero y los relacionados
al medic ambimnte de ambos.

Es de gran importancia el papel de los mecanismos de
respuesta inmune tanto humoral como celular presentados por el
hospedera, asy\ cComo la relacion de éate con al pardsito gue sa
astablece durante la infeccion.

El control que s pueda llspar a tener sobre la infeccison
amibiana esti estrechamente relacicnado con la confiabilidad de

las métodos inmunoldgicos de diandstico existentes.



ta entermedad coldnica 1Nvasiva usuaimMente se Dpresenta con
diarrea sanguinolenta, oolor abdomina: v esoordaicamente con
fiebres. Fueden exilstir ulceraciones en la mucosa, Jas gue poseen
una clésica torma de matra: se Dresentan rara ver. La Torma
fulminante de coliti1s con imolicacién tota: ael co1on v
pertoracion de este se asoCla cOn el uso ge corticoestaroiaes
Li10l. E. histolytica puede tormar lesiones lacalizaocas en torma
cronica  tamepomas) o0 puege oOresentarse sin causar  goor
manteniéndase as)1 durante aAos, perc ambas formas son ae oirficii
diagnéstica.

€l absceso hepAtico amibiano (AHH) se caracteriza por tiebre,
dolor en el cuadrante superior gerecno, una o Mmucnas cavidades en
el higado y presencla de anticueroos Sericos contra ia amioa. Ei
Aosces0  contiene derivados oroteinicos, NO  precisamente  pus
(FMWLs) 3 los trofozoltos se encuentran unlcamente en la periteria
ge la lesion. El AHA puede anaréar la cavidad operitonear o

extenderse hasta involucrar pulmones, pieura o pericardio.



Capituro |

1.1) Clasificacidn de Entamoeba histolytica:

Familia: Endamebidae
Orden: dmoebida
Subphylum: Sarcodinag
Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea
Genero: Entamoeba

Especie: Histolytica

1.2) FPatogénesis da la amibirasis invasivat

lLa patogénesis puede ser definida como el conjunta de eventos
celulares, reacciones y atros mecanismos que se llevan a cabao en
el desarrollo de 1la entfermedad. Siguiendo una secuencia de
eventos, E. Mstolyptico causa  amibiasis invasiva par: 18]
Adherencia a la mucosa, 2) Alteracién de las barreras mediante la
secrecién de enzimas proteoliticas y toxinas, 3) Lisis de células
epiteliales e inflamatorias del hospedero de lo cual resulta una
ulceracién dal colon e invasién al higado, y 4) fesistencia a los
mecanismos de detensa del hospedera {141,

La informacién existente acerca de la patogénesis de la
amibiasis, proviene de estudios fundamentados en el analisis de

material de biopsias y necropsias realizadas en individuos con



amibiasts invasora, asi como de muestras procedentes de animaies a
los que se les provoca la enfermedad de manera enperimental;
también mediarte el empleo de lineas celulares en cantacto con la
amiba o con extractas antigéenitos.

Las consecuencias principales de la invasion por E.
histolytica son: colitis amibiana, disenteria, absceso hepltico y
otras manifestaciones (apendicitis, amibiasis cutanea, ameboma del
colon, focos primarios en pulmén y cerebro); pero todas capaces de

evoluciaonar hasta causar la muerte del nhospedera.

1.3) Relacion hospedero-parasttao:

Actuaimente se define la amibiasis como la sola presencia de
E. histolytica en el cuerpo humanoy con o sin manitfestaciones
cltnicas [15], sin embargo la parasitosis del ser humano por E,
histolytica no i1mplica que todo suleto parasitado tenga enfermwdad
amibiana (141, ya que la amiba vive y se desarrolla comunmente en
el intestino gruesoc del hombre. El parisito no siempre agrede al
hospedero, sino que en gran numero de casos se establece una
coexistencia entre el parasito y el hombre, quien se convierte en
el portadar sano de la amiba {171.

€1 ciclo de vida de E. histolytica es complejo y en &1 se
producen algunos cambios en la morfologfa del parasito; los mas
1mportantes desde el punto de vista médico son quiste y trofozofto
o forma mévil. Las formas 1intermedias como el prequiste y
metaquiste son parte del ciclo bioldédgico que nNo muestran

importancia médica (173,



No se conocen con precisién los tactores que determinan el
cambio de la amiba fde paridsito inofenzsivo © comensal (fendmeno
mundial? a germen agresivo {con distribucion geogritica
especifica). De manera general, se atribuye a exaserbacidn de su
virulencia g bien, a disminucidn en la resistencia del haspedero o
a ambos (1821.

En investigaciones de laboratoric se puede induciv la
transicidn de una amiba avirulenta a virulenta, c‘cmu un procesc
gradual, con la simple adicid4n de colesterol libre al medico de
cultivo axénico. Se cree que el colesterol o sus derivados alteran
el metabolismo de la amiba de tal forma que permiten la produccién
y liberacion activa de enzimas protectiticas dafiinas, a través de
los llamados lisosomas de superticie activa. €sto parece atribuir
ia patogenicidad de la amiba & una caracteristica gendtica del
parésito (191.

Féraz — Darcenas et al. demostraron (xi BSeminario sobre
amibiasis, Mex. 1989) que el triptofana es un modulador de la
virulencia. Observaron gque los animales a las que previamente se
les 1noculd copn cinco Oiferentes cepas de E, histolytica y que
pasteriormente we alimentaron con tri ol (L. triptofana)
presentaron  un  ndwero importante de abscesos Yy alteraciones
histopatolégicas comparativamente con los animales alimentados en
forma habhitual, dande no %e presentaron alteraciones.

Es de wmpartancia actual la discusidn sobre la sxistencia de
especies de amibas dn'er-entes,‘nbtenidas tanto de portadores sanos
comao de enfermas. Hecho basado wn la observacion de que las

distintas cepas obtenidas de portadores sanos, difieren de E,



histolytica invasora en ciertas propiedades de superficie, tales
como : tendencia a aglutinarse en presencia de concanavalina A
{lectina), ausencia de carga en la superficie, mayor capacidad
eritrofagocitica e 1ncluso la idea de que E. histolytica aislada
de casos de amibiasis lpvasora es biologicamente diferente de la
Que se encuentra en cepas obtenidas de la mayor parte de
portadores asintomAticos, demastrado por sus diferentes patrones
isoenzimaticos [iB81.

Trabajos de experimentacion basados en la inoculacion de
diversas cepas de amibas en animales, demuestran que la proparciaon
de animales que desarrollan AHA es diferente de acuerdo con la
cepa patogena i1noculada (HM1:IMSS, HMZ:1IMSS entre otras); lo qgue
hace auponer variacion en virulencia [191. Ademas se cree que en
la patogenia de la amibiasis intestinal intervienen de manera
impartante, las bacterias de la flora intestinal; como se observa
en lesiones experimentales, que requieren de la relacién de flara
bacteriana humana o animal para provocar dato [13].

be los datos anteriores se desprende que la virulencia de la
amiba es una propiedad intr{nseca de los dos aspectas
caracteristicos de cepa: la infectividad o capacidad de
colonizacién i1ntestinal, e i1nvasividad o capacidad de diseminarae
y destruir los tejidos del hospedero.

La invasividad parece depender de manera fundamental de otras
dos propiedades de los trotozoftos, que son la rapidez de
crecimiento y destruccidén tisular. Este dltimo hecho es el mas
ralevante de este parisito, e indica dos tactores citopatogénicos

capaces de lesionar y destruir a las células: los citotdxicos y



citoliticos (141,

En Méxi1co, donde ta frecuentia de amibiasis es de las mas
ejevadas en el mundo, las amibas se aobservan con mayar frecuencia
intectadas por virus. Cirertos trabagas al respecto parecen lievar
a la concliusién de gue un probable pl&smido o factaor
extracromaosomal intervenga en la virulencia (152,

FPor otro lade no debe pasar desapercibida la interaccidn
entre el pardsito y las condiciones del hospedera. De entre los
factares gue se consideran en tal relacidn destacan la situacidn
geografica, raza, sexa, {(afecta en especial al vardn en una
prapoercidn 4:1), edad tlexiste mayor frecuencia de AHA entre los 30
y S50 afos), circunstancias nutricionales, dieta [21), condicidn
inmunitaria, clima local y habitos sexuaies; otros seffalan ingcluso
flora bacteriana 1ntestinal, nivelies séricos de colesteral y
progesterona (223,

Estudios recientes realizados por  Burchard, G.D. X1
Seminario sobre amibiasis, Mex 1989) muestran que pacientes
hompsexuales europeos que forman parte de los grupos de aita
riesgo de SIDA tienen alta prevalencia de infeccién par E,
histolytica, ;:ero rara vez desarrollan amibiasis invasiva. Tampoca
pacientes africancs presentan carrelaci6n entre la inteccian per
HIV y la amibiasis. Sin embargo, Burchard et al. caracterizaron
las cadenas protéicas de E, histolytica encantradas en pacientes
caon SIDA para determinar el papel de los mecanismos especi{ficos e
1nespecfficos de defensa ant;e la infeccidn amibiana. Ningon
paciente de laos anteriormente menciocnados presentd sintomas

clinicos de amibiasis, ademids taodos resultaron ser seronegativos

a



para el parasito. La amiba aislada se cultivd, el patrén
1s0enzimidtico se determind y el potenciral de virulencia se evaiud
mediante pruebas de destrucci16n de celulas CHO. De acuerdo a
los criterios anteriores, las amibas en estudio se considecaron en
estado de avirulencia. Los efectos de diterentes tratamientos
1nmuaosuprsores tales como 1rradiacién, ciclofosfamiday cortisona
e inhibidores en la sintesis de prostaglandinas en ius mecanismos
especf{ficas de defensa a la nYecci6n por E. histolutica se
evaluaron en ratas y cerdaos de guinea. Ninguno de estos
Aretratamientos condujo a los animales a la invasién pomr amibas.
for otra parte, los antmales a los cuales se les extrajo la mucosa
intestinal con solucianes bromadas de cetilpiridina (previamente
al enfrentamiento con E. histolytica) desartollaron ulceraciones
amibianas.

Estos resultados contirman que E. histolytica en Europa no
causa sintomas clinicos en pacientes intfectados por HIV. Lo
anpterior fue corroborada par el hechao de que los traofozaftos no
tnvaden el intestino de animales inmunosuprimidos.

Mecanismos inespecificos de defensa tales como la capa mucosa
parecen ser mis efectivos &n la proteccion del intesting en contra

del parasito.



1.4) Fredisposicion genetica a la amibiasist

Las estadisticas muestran qQue aproximadamente )} de caoa 3uu
indiviovos de los que albergan E. histolytica sufren 1invasion
tisular. Estos casos se presentan predominanctemencte en cilertas
zonas 0e #Hs13, HATrica y Latino America. LOs 1Ndiviguos que
desarrollan AHA son solo una peoueda fraccion de ios anteriormencte
mencionados.

Debido a la alta frecuencia con que se oresenta el AHA en la
Ciudad de Mexico, J. Arellano y A. Isibasi evaluaron la frecuencia
de HLA-A/B y DR en pacientes mestizos con AHA. Del estudio
realizado, las investigadores demostraron oue existe
suceptibilidad racial o familiar a la amibiasis. Encontraron un
aumento significativo en HLA-Bl6 y HLA-DRI en 31 mestizos
mexicanos con AHA. FPosteriormente ampliaron el estudio ae
ant\genos HLA-A, -B, y -DR a 110 mestizos mexicanos con AHA,
incluyendo el estudio de complotipos C2, C4A, (4B, y Bt en 45 ae
estos oacientes. Los resultados contfieman un aumento signiticativo
en HLA-DRI (35.5% vs 12.7 % pc<0.003) y en el haplotino HLA-A2-DR3
(20,9% vs 4,5%, pc<U.005) cuando se compararon con 11U mestizos
mexicanos Sanos estudiados simultaneamente. El aumenio oe HLA-Ble
no tue confirmado ®n este estudio mas amplio, ni se enpcontro
as0Cc1acion con algun complotipo especifico. La suceptibilided a
la 10vasion hepatica por E. histolytica padria estar asociada al
HLA-DR3, que se considera marcador de un gene de resouesta inmune
debil, se asocia an-rn)m;nte a entermedaces cronicas y
autoinmunes del higado, Yy pudiera asl OcesemoefRar un paoel

importante en la genesis del AHA,
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1.5) Mecaniamos de adherencia de E, histolytica:

La adhesidén es determinada par moléculas espectficas de la
superficie celular, es un factor de viruiencia de microorganismos
patogenos, En muchos sistemas esxperimentales, se observa que la
adhesi16n varfa segun el medio de cuitivo.

La adhesidn de los trofozoftos amibianos a células blanco es
esencial para la ci1télisis mediada por contacto y para la
fagocitosis, ademas posiblemente esta involucrada con la
colonizacion intestinal y la invasion por amibas.

Se han empleado varios modelos experimentales para estudiar
la adhesién amibiana, "dichos modelos varian an: 1) la clase de
células blanco y @l tipo de cadenas protéicas amibianas, 2) el
medio y condicaicnes de cultivo, por ejemplo, la adherencia e
integridag de la amiba disminuyen en medios con alta concentracidén
de sales, 3) el tratamiento de las células antes de los ensayos de
adherencia, 4) la concentracion de amibas y 1la proporcién
amiba/celula blanco, S5) el tiempo de incubacién durante las
pruebas des adherencia y 6) los métodos empleados para eedir la
adhegion amibiana. Se sabe tambi1on que el suero de caballo
favorece la i1ntegridad y viabilidad del trofozoito, perc tiene un
efecto inhibitorio sobre la adhesion.

Cano Mancera et al. encontraron Que una lectina, cuya
actividad puede ser i1nhibida por trimerocs y tetrimeros de glucosa,
N-acetil-D-glucosamina (Glu-NAc), participa en la adhesidén de E,
histolytica a células animales, También encontraron que @l

sistema de adhesién de los trotfozoitos a globulos rojos humanas
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nuede  1NN1DIrse POr  varios MON0Sacaricos Yy disacarioos que
contienen residuos de opalactosa (Gal), manosa (Man) y glucosa
(Glus, Estos hallazgos 1ndican que al mMENOS Tres Aazucares

diterentes son mediadores en la adhesion amibiana a er:trocicos.

Hace algunos afios R. Guerrant y Jonathan !. Ravdin encontraron
que concentracianes milimolares de Gal o monomeros oe
N-acetil-D-galactosamina (Bal-Nac) tueron capaces ae inhioir
comoletamente la adherencia oe las amibas a celulas oe ovarios oe
hamster chino (CHO), en tanto que muchos otros monosacarioos no
oudieron hacerlo. Glicoprotemnas cuyo carbohidrato terminal es
Gal, fueron inhibidores de la adherencia 10UV veces mas efecctivos
que la BGal. Se ha logrado que los trofozoitos ae E, histolytica
pierdan su capacidad de adherencia en oresencia oe Gal a
eritrocitos, neutrofilos, celulas mononucleares y muchas otras
celulas de mamiteros.

Se tienen evidenci:as de que el enlace de adnerencia a i1a bhal
se encuentra en la amiba y no en la celula CHO oues la incuoacion
de trofozoitos con Gal-Nac seqguida ge lavado tuvo como consecuencia
ia 1nhibicion de la adherencia a la celula CHO (233,

Fara determinar el mecani1smo  de colonizacion ce E.
histolytica, se ha estudiado 1a i1nteraccion in vitro de 10s
trofozoitos con tejido proveniente del colon. La adnerencia de
trotozottos cultivados en medio axénico unidos a timidina tritiada
fue especialmente 1nhibida por GalNac y Gal. Cnacee et al.
encontraron que la mucosa del colon humano es un receptor
altamente afin a las lectinas de adnerencia Gal/Galhac

provemientes de amibas (24)., La oxidacion o accion enzimatica
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sobre 1o0s residuos de Gal y bBallNac tiene como consecu&ncia una
total inhibicion de la acsherencia (14).

La adherencia de amibas en el colon mediaca Dor :ectinas
parece tacilitar la colonizacion intestinal, nevo 1a [X-1.3
secretoria anti~lectinas podria ser una 1mportante aevensa adel
hospeaero para 1mpedir la unmion de E. histolytica a la mucosa
del mismo.

Se tienen evidencias de la existenclia ae otras broteilnas ae
adnerencia presentadas por el parasito. una lectina amibiana que
funciona optimamente a pH acido Y que es 1nhibiaa oo
N-acetil-D-glucasamina wci1totriosa) fue aislada recientemencte
L25}. La citotriosa puriticada, de 220 k-Da es caoaz de aglutinar
eri1t1'oc1vos humanas y suede competir in uvitro con trartocoltos oor
la adherencia a celulas tadin-Darby de rifion de perro (MDCK: (233,
Se pilensa que esta lectina tiene un papel importante en el
enquistamiento, posiblemente en la organizacion oe la ouwitina
contenida en la pared del guiste.

A pesar de que la Gal y GalNac 1nhibpen comoletamente la
adherencia de amibas a celulas CHO, estas monosacarigos no imbioen
la tagocitosis de celulas presentadoras por el oparasito [2ol.
frrroyo ¥ Orazco produjeron anticuerpos monoclonales caoaces de
inhibir la eritrafagocitosis por E. histolytica (27).

Kkecientemente se reporto el aislamiento de un gruso de
mutantes de E. histolytica deficientes en adhesion, los cuales
prasentan deficiencia en tagocitosis Vv ciltopatogenicidad. La
adhesion de la amiba a la celula blanco y la Tagbcitosis son 0os

funciones que participan activamente en la agresivigdad del
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parasito.

Leyva-Leyva et al. efectuaron el estudio a nivel wmolecular
del tfendmeno de adherencia en mutantes de E., histolytica para
establecer s1 su deficiencia en adhesién se relaciona con: a) la
carencia de alguna proteina, b) la disminucién en el nimero de
moléculas, c) las modificaciones postraduccionales de los
polipeptidos que participan en la adhesion. El analisis de los
productos de traduccion por electroforesis en geles de
poliacrilamida, mostré una diferencia notable entre las clonas
deficientes en adhesién y 1a cepa silvestre. Una banda de
aproximadamente 40 Kd, presente en la cepa silvestre C9, se
encuentra disminuida en una de las mutantes en adhesion (C723). No
se detectaran otras diferencias apreciables entre las clanas.

Se han obtenido anticuerpos monoclonales dirigidas contra la
superticie de la cepa silvestre de E. histolytica, que inhiben la
adhesién de la amiba a eritrocitos humanos, la eritrofagocitosis y
el efecto citopaAtico de los trofozaftos amibianos sobre monocapas
de células epiteliales. Empleands estos anticuerpos manoclonales,
Orozco et al. identificaron par 10munotransferencia una proteina
de aproximadamente 112 Kd. Esta proteina, a la que denominaron
adhemiba 1, se detect6 en la clona silvestre y sa observd ausente
o disminufda en las clonas G98, C?19 y C923, las tres mutantes de
E. histolytica deficientes en adhesi1on. Experimentos posteriores
de i1nmunoprecipitacion de productos de traduccion empleando estos
anticuerpos monoclonales, 1nd;caran i la protetna ae 40 Kkd se
encuentra relacionada con la adhemiba i, o se esncuentra

involucrada en el fenomeno de adhesién en farma i1ndependiente de
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ta adhemiba 1, © se trata de una proteina No I1nvolucrasa en el
tenomenc de adhesion.

Ravdin J. 1. et al. demostraron que la adherencia de
trotozoitos de E. histolytica a globulos rojos humanos no  es
especifica de grupo pero sl de especie, con adnerencila
notablemente mayor a eritrocitas humanas tipo O en comparacion can
eritroc: tos bovainas,

Jimenez-Cardoso, kumate J. et al. (X1 8Seminario sobre
amibilasis, Mex. 1989) comprobaron recientemente que la adnerencia
de E. histolytica puede modificarse por 1la inhibiciéon de la
fasfofructoquinasa dependiente de PPi (pirofosfato).

Orozco et al. utilizando una estrategla genética, demostraron
que la fagocitosis es un fenémeno que participa directamente en el
mecanismo agresor de la amiba. Estos 1nvestigadores aislaron una
clona deficiente en fagocitosls que fue no virulenta. Revertantes
en virulencia, obtenidas a partir de esta clona, mastraron un
aumento en su velocidad de fagocitosis.

£l procesao de fagocitos:is es muy camplejo, en &1 participan
variocs eventos, €l primero de éstos es la adhesion del trotfozoito
a la célula blanco. Por lo tanto la deficiencia en fagocitosis
mostrada por alguna cepa de E. histolytica puede deberse a
deficiencias en su capacidad de adherencia a células blanco. lLos
factores que participan en la fagocitosis y en el efecto
citopatico de laos trofozoftos, medido in vitro, participan en la

virulencia de las cepas amibianas in uvivo.



1.4) Capacidad citplitica de E, histolytico:

La patologta caracteristica de la citédlis:s en 1a smibiasis
invasiva consiste en la presencia de trofozoftos rodeados par
detritus praveniente de la necrosis de eosindfilos.

Hace algunos aftos se demostrd por suspensidn de células en
dextrana [281, que E. histolytica destruye celulas presentadaras
por contacto directo, no asit por tarinas secretadas. Después de
que la lectina encargada de formar el enlace Gal/GalNac ha
terminado de actuar se lleva a caba la fagocitosis de las celulas
del hospedero gue han muertoa o estan por hacerlo.

La destruccién de npeutrédfirlos, macrédtagos activados ¥
linfocitos T por amibas es inhibitile con Gal. Estudios en 1os que
se emplean celulas CHO autantes en la glicosilacion (Ravdin et al.
dato 1nédito) muestran gue mutantes carentes de residuos de Gal o
GalNac en la superficie celular son resistentes a la ctitelisis
amibiana. Dichos estudias muestran tambidn que la formacién del
eniace BGal/GalNac paoar la lectina amibrana antes menciranada es
suticiente para la niciacién del proceso caitoli{tico. Esta lectina
podria conteibuir directamente en la destruccitn de 1a célula
tlance, pos:iblemente mediante la 1nduccidn de un aumento del
calcio ntracelular de osta (291.

La citdlisis de células blanco por E. histolytica depende en
gran medida de la participacidn de 1ps microfilamentos del
parisito y de la actividad enéxmatxca de la fosfolipasa A (FLA).
Lang-f.rug et ai. (301 encontraron que los trotozoltos de E,

histolytica cantienen dos PLA ditferentes: ia pramera es
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dependiente de la presencia de calcio, presenta actividad optima a
pPH=7.5, la segunda es independiente de calcio y su activadad
optima se presenta a pH=4.5. Inhibidores farmacolégicaos de las
enzimas FLA dependiente de calcio impidieron 1a citéalisis de
celulas CHO por el parasito. Estos estudios muestran gque FPLA
pravenientes de E. histolytica promueven la adherencia del
parasi1to a celulas blanco, por lo cual tienen un pape! fundamental
en la ci1tdlisrs de éstas.

J. 1. Ravdin et al. midieron el pH de las vacuolas amibianas
empleanda isotioscianato de fluoresceina unido a dextrana; el pH
encontrado tue aproximadamente de 3.1. Concentraciones de NH,CI
capaces de aumentar el pH de la vacuola hasta 5.7 inhibieron la
destruccién de celulas CHD por las amibas.

Los ésteres tales como el FMA son activadores especf{ficos de
cinasas ([, por lo gque pueden incrementar 1la velocidad de
citdlisis de células blanco sin promover ia adherencia de amibas a
éstas.

La posible participacidén del calcio en las pasos posteriores
de la adhesi6én de la amiba a la celula blanco se estudio y se
encontré que la concentracidn de calcio libre intracelular en
neutrétilos y células CHO aumenta irreversiblemente a los 3uU-300
segundaos de que ha tenido contacto con la amiba. En cambioc los
trofozoitos rara vez mostraron ipcrementos en el nivel de calcio.
En consecuencia, se piensa que el calcio no tiene el papel oe
mensajero involucredo en la iniciacién de adnerencia o citolisis
que lleva a cabo el parasito. Posiblemente €] calcio st intervigne

en. el interior de la celula blanco, pues al elevarse los niveles
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de é&ste despues de la formacion del enlace GalibGalRac tal vez se
lieve a cabo 1a activacion de DNasas, Tosfolibasas y Oroteasas
enacyenas de la célula rlanco, la cual contriouye en la
destruccion de ésta.

Hernandez R, hkeene W. E. et al. (PR} Seminario soore
amibiasis, Mex. 1989) estudiaron la relacié6n entre ia actividad
secretoria de los trofozoltos de E. histolytica y la virutencia
del oardsito. Fara ésta, aislaron y caracterizaron oos mutantes
deficientes en virulencia, las clonas T-42 y T-&3. Los trofozaftaos
de estas clonas fueron deficientes en adheslon y en fagocitosis de
eritroci tos, mostraron baja capacaidad oara aanar celulas
epiteliales en cultivo y para p|~oaucir abscesos nepdticas en
hamsters 1noculados 1ntraportalmente. fara estudiar la capacioad
secretoria de las clonas se determino la produccién de la proteasa
neutra principal. Las clonas T-42 y '1=-43 praooujercon cantioages
mayores o similares a la clona silvestre, s1n embarga secrecaran
9% y 12% respectivamente de la proteasa total produciaa, mientras
gue la clona silvestre secretd el 38.. Se confirmd aue la
actividad proteolitica detectada en las secreciones y lisaocoos de
las mutantes amibianas correspondfa a la proteasa neutra
perincipal, se purifico lta enzima a partir de ia mutante
hiperproductora deticiente en secreci6n T1-42. Estos resultados
apoyan ta tecorfa de que los trofozoftos secretan enzimas
proteolfticas y sustanclas con actividad citotéxica, las cuales
participan en la agresividao dlel pardsito; ademas confirman gue la
proteasa neutra orincipal desempeda un papel mportante en la

ekoresi1on de la virulencia de E. histolytica.
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Carituro 11
FACTORES PREDISPONENTES A LA INFECCION
2.1) Factores de virulencia del parasito:

Factares quimiotacticos: Estudios th vivoe e in vitro
demuestran que E. hictolytica secreta factores quimioticticos oara
polimorfonucleares y neutrétilos de humanos [11. La oumimiotaxis
es un elemento 1mportante en la patogenesis de la amibiasis
1nvasiva.

Ei movimiento amibiano es el resujtado de un complejo
conjunto de eventos tales como la extension de pseuddpocas,
movimiento citoplédsmico y de membrana, contraccién de la célula
completa y adhesién da ésta con el ;ustrato.

Durante la ftase vegetativa, las ceélulas amibianas se
encuentran como fagocitos con capacidad de division celular y con
la cualidad de ser guimiocatrayentes para el 4cido folico liberado
par bacterias, que representa suU praincipal recurso de
sobrevivencia. Cuando la fuente de bacterias se acaba, la amiba se
ve oabligada a sintetizar receptores quimiotacticos para AMP
ciclico.

Gerisch et al. demostraron que las amibas son capaces de
transladarse hacia un recurso quimioatrayente. Se ha ocoservado ague

la extensi1én de pseuddpodos se presenta aproximadamente de 1S a 30
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segundos después del contacto de la célula can 1 gquimicatrayente.
La extansion de pseudopados es por lo tanto una de las orimeras
respuestas mortfalégicas a la estimulacién can agentes
guimiotActicos. £l si1tio especifico en la celula del cual se
extienden los pseudopodos y su direccion de crecimienta carecen
determinar la subscecuente polaridad, locomacién y por 1o tanta
quimiotaxis de la célula. Estas abservaciones indican que el
proplema de ia qgquimiotaxis pusde ser reducido, en ufa primera
apraximacién, a cémo la estimulacidn gurmintactica resulta en
eitension de pseudopodos. Bl mecanismo por et cual se lleva a caba
la extensien de pseuddpados €5 desconocido, pero <2 tienen dos
elemplos de ceélulas eucariotes en las cuales la extensidn de
pseuddépodos es dirigida en parte por la polimerizacién localizada
de actina £23.

lLas sefales extracelulares puegen promaver ia extension ode
pseudépodos mediante la  estimulacién de sitins  activos de
palimerizacién de actina en la corteza celular, de lo cual resulta
ia formacién de enlaces cruzados de actina gue forman una
estructura rigida,

Estudios con thmunofluorescencia indican que la actina, en
particular la F-actina, ests concentrada en pseuddoodos. (33,

fFara determinar si1 ia extensidn de pseuddpodos esta
correlacionada can la polimerizacién de actina, Candeelis et al.
{2} midieron el contenido de F-actina en las células. Comprobaron
que con Actdo félico y con AP ciclico la palimerizacién de actina

acurre a4l poco Yiempo de la estimulacién con las guimioatrayentes,
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;acho proceso presenta un punto mAximo de F-actina entre los § v
10 segundos, seguido de un descensc en e) contenido oe la msma
que alcanza el punto minimo a los 20 segundos. El contenido ce
F~actina previo a la estimulacidn es aproximadamente del 3I3-4u. ge
la actina total de la célula, en tanto que el contenido observado
después de la estimulacion es de S55-65% de la actina total de la
célula.

ta segunda parte del proceso de extensién de pseudopodos
1mplica que los filamentos de actina presentados en respuesta a la
estimulacidén, se presenten en forma entrecruzada para formar una
estructura lo suficientemente rfgida para extender la superticie
celular. Estudios efectuados por Condeelis et al. demuestran gque
una protefna denominada ABP-120 se concentra con F~actina en los
nuevos pseuddpodos y la miosina 11 adquiere una distribucidn
reticular en la corteza celular. Estos resultados sugieren que
ABP-120 es responsable del entrecruzamiento de la F-actina. Lo
anterior ha sido confirmado en estudios in vitro, en 108 cuales
ABP-120 ha entreciruzado F-actina (2],

El mecanismo mediante e} cual la polimerizacién de accina se
relaciona con la estimulacién de hormonas es desconocido (41, pero
se tienen evidencias de que concentraciones fisioldgicas de calcio
parecen ser suficientes en algunos casos para para la estimulacién
hormonal que conduce al ensamble del citoesqualeto. El
diacil-glicerol y el FIP2Z son segundos mensajeros lnvolucrados en
el ensamble de actina estimulado por ligantes extracelulares,

ambos son difusibles al menos en el plano de la membrana. El



estfmuio ce trombina a las plaguetas, causa un  aumenta en  la
niarolisls de PIFZ y acumulacion de diacii-gliceros.

51 los componentes de actina del citoesqueleto funcionan como
efectores durante la senal de transduccidn, entonces el nucledtico
regulatorio de guanina (orotewnas &), dene estar airecvamence
1nvolucraao en regular l1a asociacidén ae comale)os
normona-receptor con el citoesgueleto ge actina, poraue ias
oroteinas G han mostrado ser mediadores oe comunicacién en otros
sistemas.

Existen varias clases de proteilnas en la corcteza oe amibas
con capacidad de farmar enlaces de actina, algunas son la AbF-240,

ABF-220, ABP-120, migsina 1 y 11, >-actinina, etc.

2.2) Virulencia v cagenas patopenas:

ir1iversas teorias se han postulado resoecto a i1as praoileadades
especf{ticas de los trofozoitos de E. histolytica que particioan en
“su virulencia, éstas incluyen la fagocitosis, el efecto citoplvico
sobre células en cultivo a la actividad de toxina de los extractos
amibianos, la aglutinacién con lectinas, la ausencia de carga neta
de superficie, la actividad de colagenasa [5], la actividad
formadotra de canales en liposomas (6], la actividad de lectina de
las trofozoftos y sus extractos, entre otras. Sin empargo no se ha
iogrrado determinar s1 estos tfactores tienen un papel 1mportante en
la exoresién de la virulencia ;mxblana. 0 s1 se trata de fenémenos

gue aungue correlacionan con la virulencia de las cepas, no taman
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parte activa en el mecanismo agresor del parasito.

La diferenciacion entre cadenas virulentas y ho virdientas de
E. histolytica se debe al estudio de los zimoocemos amibiranas (7).
Sargeaunt y colaboradares han clasiticaoo de esta manera a ias
cepas obtenidas de pacientes infectaoos, esto es, moiendo el
corrimiento electroforético en gel de cuatro enzimas: glucoss
fosfato 1somerasa, fosfaglucomutasa, l|-malato: NADF (nicotinam:ida-
adenina dinucledtico fosfato) osldorreductasa y neikocinasa (81, E
histolytica aislada de pacientes coOn amiblasls 1nvasiva oresenta
zimodemos diferentes de los que presentan las amibas ai1slaocas ge
pacientes asintomaticos [7].

Aun No se sabe si1 las amibas tienen capacidad de cambilar ae
zimodemo in vivo, pero amibas virulentas en cultivoe axemico
conservan su patron de zimodemo.

Experimentos in wivo han canalizado la atencidn a la
aspciracidn de E. histolytica con bacgarxas, pues dicna asociacién
facilita el desarrollo 1nicial de las amibas en el medio de
cultivo [F). HWittner y Rosenpaum demostraron gque las amioas
requieren asociacidn directa con bacterias viables para ser
virulentas, aungue nungun factor oe virulencia soluble ha sido
demostrado por dichos 1nvestigadores L[10].

Brecha et al. demostraron gue bacterias gue en sSU superticle
celular presentan substancias que se unen con manoasa, ao0n
ingeridas por amibas, y en Cambio las bacgerias No unibas a Manasa
son ingeraidas por las amibas mediante gpsonizacion con anticueroas

especificos antibacterianos (11). Las amibas tamblen ngieren



directamente bacterias gue presentan residuas de galactosa o
N~acetil-D~galactosamina (BalNac) en su superticie, tales como
Escherichia coli D35S. Bracha y thirelman recientemente demostearon
que se lleva a cabo un aumento en la wvirulencia de las amibas
luego de su i1ncubacidn con bacterias viables, ya que éstas suelen
adherirse a las amibas €121, L.as bac:em.as que han sido
inactivadas con calor, fijadas con glutaraldehtda o expuestas a
inhibidores de sintes:is de protefnas, no aumentaron ia vitulencia
amibi1ana. tLos autores concluyeron gue las bacterias oosiblemente
consumen las maléculas oxidadas, estimulandc de esta manera el
sistema de transporte de electrones de la amiba.

Al parecer, la ascciacidn de bacterias con amibas no es un
tactor detinitivo para la existencia de amibiasis invasiva, pera
dicha asociacidén padria  favorecer 1a colontzacidén antestinal
mediante la disminucién del potencial axido-reductor en el colon,
facilitanoo asi la adherencia del garasito a la mucosa i1ntestinal.
Padria pensarse tambien gue la presencia de bacterias en el colon
disminuye la cantidad de recursos nutricionales para las amibas,
por lo cual éstas se ven obligadas a incrementar su actividad
metabdlica. L[133.

Los factores nutricionales del hospedero  también se
relacionan con el grade de invasion tisular de la amiba, ast un
estado de n.esnucr:cxén se asccia con enfermedad amibiana invasora
£143. El tierro es requerido por la amiba para crecer en cultivas
axenicos L1531, Aungue la ingesta de fierrc por el hospederoc parece

1incrementar la invasitvidad en intfecciones experimentales (n uvivo,
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los estudios en numanos no revelan cortrelacidn &iguna enwre 1a
amiBpias1s 1Nvasiva v los niveles séricos ge fi1erro o 1! oporcentaje
oe saturacidn de proteinas que forman enlaces con este L15],

Varias 1nvestigacores han  observado  un aumenta  en ia
virulencia debido a la exposicidn del parasita al colesterol in
vitro o en inoculacicnes directas al thigado fLiel, la virulencia
permanece alterada por semanas. Es probable gue el colesterol o
sus derivados altersn el metabolismo de la amiba de tal manera que
permitan la peoduccidn y livecacidn activa de BRZI1MAS
oroteolfticas.

La expresidn de algunos tactaores de virulencsa por E.
histolytica iovolucra los pasos de adhesién, citdlisis dependiente
de contacto yso fagocitosis y degragacion intraceiular. En algunos
organismos eucaridficns estos procesos estan  regulados por  la
calmodulina (CaMi. Con base en lo anterior, Arias Negrete et al.
determinaron la participacion de Cai"—CaM en estas procesas. He
evalué de manera directa mediante }a utiiizaci6n de antaponistas
de Calt tales coma la TFF y W-7. Las trofozaftos de E. histolytica
se preincubaron con dichos antagonistas de CaM, posteriarmente se
determind su capacidad eri1trofapocf{tica y citotduica empleanda
como blanco células nhuclieadas de bazo de sraton. Los resultados
encontrados i1ndican que la TFF (15 utt) inhibid la actividad
eritrofagocitica hasta en un 25% comn méxtmo. Concentraciones
mayores resultaron téxicas para los trotozoitos. El campuesto W-?
{34 uM) 1nhibi16 la fagocitosis por amibas en un 34% como maxima,

concentraciones mayores no aumentaron el etecto nhibitario. La



preincubacion de los trofosoitos con W-7 (&2 uM; durante &V
MINULOS produlo una disminucién en la actividad fagocftica de un
&/7%. Los troforoitos preincubados con  TFP presentaron  una
disminucién del &6% en su actividad citotoxica. También se evalud
el efecto de las antagonistas sobre E. histolytica. 1FF (15uM) y
W7 {150 uM) inrhibieran el crecimiento en un 94 y 724
respectivamente. Estos tresultados sugieren que la CaM juega un
papel 1importante en los procesns de expresion de la actividad

citotoxica y eritrofagocftica.
2.32) Toxinas secretadas y citolisis dependiente de contacto:

Se aislaron de E. histolytica numerasas enzimas
proteolfticas, todas éstas son 1nhibidas por el sueroc y deben
tener un contacto directo con el tej)ido para realizar su efecto.
Se puritficéd hialuronidasa, Ssin embargo aun no se ha relacionado
con patogenicidad. También se aislé tripsina, pepaina,
gelatinasa, enzimas hidroliticas para caseina, fibrina Y
hemoglobina (17]. Estudios realizados por Lushbaug concentaron su
atencicon en una proteasa amibiana, es una pratefna parecida a la
catepsina [1Bl. Dicho autor encontré gue cepas virulentctas tienen
mas capacidad enzimitica por miligramo de piotefna amibiana que
cepas menos virulentas; aun no se ha demostirado gue esta proteasa
sea citolftica.

Mufioz et al. [19] qemostrarcon gque las amibas presentan

actividad de colagenasa en ciertas fracciones de la membrana
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celular. Dicho etfecto fue demostrado unicamente mediante el
contacto directo del colageno con las amibas. Wo se encontrd
actividad de colagenasa en sobrenadantes amibianos. Lundblad et
al. purificaron {?-N-acetilglucosaminigasa de dos cadenas axenicas
de E. histolytica {(HK-9 y H-200 NIH) que secretan la enzima al
medio de ciltiva [20]. Los autores postularon gue esta enzima no
tiene papel alguno en la lisis de los eritrocltos tagocltaaos.
Werries et al. puraiticaron la N-acetilglucosaminidasa secreteda
por amibas y estudiaron la actividad éptima de esta hidrolasa. La
preferencia de esta enzima por ciertpos substratos fue i1nterpretada
por los autores como una probable participacion de esta en la
exquistacion [21).

Aunque la actividad de enzimas secretadas no oparece ser
responsable del efecto letal o citolftico abservade en cultivos
celulares, los resultados obtenidos sugieren que las enzimas
proteolfticas amibianas posiblemente interfieren en la adhesion

célula-célula y en la i1ntegridad de la mucosa i1ntestinal (133,

2.4) Citotoxinas liberadas por E. histolytica:

La secresi6n de enterotoxinas y citotoixinas se postula como
un mecanismo que contribuye a la entermedad en el hombre (221, Se
tienen evidencias de que el dafo a la mucosa intestinal se produce
en el sitio en el que se adhieren las amipas (23), aungue dichos
estudios no excluyen el efecto causado por las citotoiinas y

enterotoxinas.



El primer reporte de una citotoxina-enterotoxina amibiana se
dio por Lushbaugh et al. [24]1, en el cual un sgnicado de amibas
presentd actividad de enterotosina en intestina de conejo, na fue
letal para las células pero presentd actividad de lectina [251.

Bos et al. encontraron que la citotoxina amibiana sensible ail
suero tiene un punto isoeléctrico de 4.5-5.0, es estable a un pH
de 4-10 y es capaz de unirse a una columna de concanavalina A
L26). En estos estudios el suero disminuyéd la destruccién
dependiente de contacto de células de riAén de hamster. Los
autores sugieren que dicha citoto:xina posiblemente tiene algin
papel en el evento mediado por contacto. La actividad citoletal de
proteinas amibianas se estudid por Lopez-Revilla et al. qguienes
encontraron actividad hemolftica en extractos amibianos. Dicho
efecto fue mayor en eritrocitos de roedores que en globulos rojos
humanos L[27].

La actividad hemolitica fue localizada en un fragmento
vesicular, fue mdxima a pH de B en presencia de calcio It y se
perdi1o mediante calentamiento a 9U* (. Mc Grown et al. puritficaron
parcialmente una citotoxina liberada de sobrenadantes amibianos
mediante precipitacion con sultato de amonioc y filtracién en gel
de setadex [28]., La citotoiina amibiana 1nhibid la i1ncorporacién
de timidina tritiada en celulas blanco. Su pH 6ptimo resultd ser
dei &6.0-7.2 y tue inhibida por 1nhibidores de proteasas, ademas
resultd ser i1nmunogénica. La virulencia in vitro fue directamente
proporcional a la actividad cxvtctoxlca de laas cadenas amiblianas.

Existen numerosas substancias que podrian participar en el



mecanismo de dafo celular, tales como la citolisina, lipasa,
c‘olagenasa, proteasas, histolisina, protelna formadora de poras v
nemolisina. JTamblen se pueden 1nclulr las enterotokinas, oe las
cuales se han caracterizado dos componentes enteratdxicass
ci1totéxicos (cuya actividad podria estar dirigida a la activacion
de adenilato ciclasa con aumento resultante se AMP cfclicor. Son
sustancilas aparentemente relacianadas con la membrana amibiana que
requieren de cambios en su permeab: lidad [29).

Las alteraciones en celulas epiteliales observaaoas, previo
contacto can cepas patégenas consi1sten en acortamienta Yy
desaparicidan de microvellostdades, modificaciones en la
permeabilidad de la membrana y formacion de peaguefas
discontinuidades o© Ccanales, con desaparicién de las unigades
intracelulares, redondeamiento y desprendimiento de las celulas
epiteliales que tuvieron contacto con la amiba. La cédlula ya
dafada, presenta aclaramiento en su citoplasma, edema ae
mitocondrias, diiatacién del reticulo endopldsmico rugaso  y
desaparicidn de la memhbrana plasmdtica (301, La actividad
ci1tolftica de E. hicstolytica es multifactorial va que Jjunto con
tos  efectas quimicos, s& observan peculiares efectos mecdnicas
como al “pinzamento” y levantamiento de células epiteliales en

sustratos in vitro.



2.5) Mecanismos citol{ticos dependientes de contacto:

El efecto citoletal ripido de E. histolytica ocurre solamente
cuando se lleva a cabo el contacto directo con la célula blanco
£313.

ta adherencia amibiana es seguida por la citélisis, que
precede a la fagocitosis. Esta Gltima tambi1én puede llevarse a
cabo aunque se 1nhiba la adherencia especifica de GalNAc y los
mecanismas citaliticos (321, posiblemente no se realice via
mecanismos de adherencia o adhesinas de superficie.

Los mecanismos mediante los cuales las amibas lisan celulas
son dependientes de la temperatura, su actividad éptima se
presenta a 37 C.

Trissl et al. demostraron la presencia de una mayor carga
negativa en la superficie de amibas axénicas que en monozénicas,
estas observaciones sugieren gque la virulencia puede estar
asociada con una reduccién en la carga negativa de la superficie
amibiana €331,

Estudios recientes indican que cambios del flujo de lones de
membrrana en la célula blanco y en la amiba son involucrados en la
destirucci16n de la celula blanco. Ravdin et al. encontraron que los
bloqueadores lentos de canales del flujo de Nq‘y La?® son capaces
de 1nhibir la citolisis de células CHO por amibas, en tanto que
blogueadores rapidos de dichos canales po presentaron efecto
alguna. Estas hallazgos md\:a‘n que cambios a nivel de membrana en

amibas y células blanco, estan involucrados en la lisis de células
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blanca. Existe un experimento que confiyma ef papel det calcio en
este evento, consta de una suspensidn de amibas con células blanca
en un medio libre de Ca?’ detido & }a presencia ae EDiA.Eajo estas
condicianes tue inhibida 1a lisis de células bilanco. Este evecta
tonibitorio puede eliminarse por ls adicion de LaCl,
extracelular. La faostolipasa A hidroli1za diaciltosrolipidos tates
comp la fosfotidilicalina, con la producci1on ge
lisodiaciitosfolipicos citeliticas v Scidos grasos liores L35].
Havdin et al. encontraran gque la citélisis de celulas blanco par
amtbas es inhibida por antagomistas farmacolégicns de tfasfolipasa
A tales como fosfatidilcolina e hidrocortisona. Sonlcadas de
trotozoftos de E. histolytica presentan dos '.né:umos en la activaad
de ta fosfolipasa A: la actividad ndependiente de \:a’*. dotima A
pH=4.5, y la actividad dependiente de Ca1+ optima a4 pH=7.3. Las
antagonistas farmacolbgicos antes mepcionadas capaces de imhubir
la cit6lisis también snhibieron la actividad dependiente del Ca?‘.

Orazco et al, demoatraron qgue clanas deficientes en
tfagocitos:s presentan capacidad citolitica disminufda in  witro,
dichas clonas son menos aotas para ocasionar absceso heodtico en

hamsters.
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CarmituLo M1 A
RESFUESTA A LA INFECCION PUR Entamoeba histolytica
3.1; Mecanismos oe gefensa No Lamunes:

Las parraras a la inteccidén gara paras:tos iAtestinales
incluyen @] pH acido del estdmago, enzimas 01gRStIVAs, competencla
con la flora normal intestinal y ia oroteccidn que proporciona La
mucosa 1fitestinai. Las oucosigades entéricas parecen ser la
principat defensa del nospedero contra la invasién oor K,
histolytica pues tuncionan camo receogtor ae trotozoftes,
imolaienda  ast el  contacto  directo de  éstos  con  céiulas
eoi1teliales. Chaoee et al, (X1 Seminario scbre amibiasis, @i,
1949 ¥ encontraron que trotozoftos amibianos aromuaven ta
secrecidn de la mucosa tntestinal de ratas, La accidn oe ta
mucosidad es simplemente mecsnica pues atrapa @ 1os teatozofvos

impidiendo la movilidao de éstos.
3.21 Respuesta inmune a la ambiasis:

e ha demostrada que las reacciones Inmunitarias ae la
amibiasis se ajustan a los princigios generales de ta inmunoiogla,
es ‘decir sOn reacclones Semejantes a las aue ocurrven en cualouter

otra inteccidn y por consiguliente, participan tantd. las tenomencs



de 1nmunidad humoral, dependientes de linfocitos B! como los de
inmunidad celular, dependientes de 10s lintocitas [. € prooaole
aue ademds intervengan oOtros fenomenos ce i1nmunidad inespecifica,

propios de la defensa organica contra agresiones externas L1d1,
3.3) lnpmunidad humoral:

La 1nmunidad humoral se caracteriza gor la presencia de
anticuerpos circulantes aue se i1dentifican por medioc ae diversas
técnicas oara reacciones serologicas: inmunodifusién en gel oe
agar, $13aci16n de complemento, hemag lutinaci1én ingirecta,
inmunafluorescencia, aglutinacién de latesn A2 coanuralnmu—
noelectroforesis [11].

Estas diversas reacciones son de aran utilidad en el
diagnéstico seroldoico de la amxblgsls invasora, Darticularmente
en el AHA y en otras tormas graves de la entermedad, en las gue la
respuesta 1nmunolégica es nmas  intensa. Sepalveda. B. et al.
atirman que de estas pruebas, las mAs sensibles son  la
aglutinacion indirecta y contrainmunoelectroforesis.

Sepulveda subraya el hecho de aue los anticueroos especiticos
persisten ados después de curada la amibiasis 1nvasara y aue con
toda probabilidad, aparecen también  después de infecciones
subclinicas como ocurre en muchas otras entermedades i1ntecciosas.
Le este hecho se derivan das consecuenclas: la orimera, oue es
preciso nterpretar los resultados del estudio seroldoico ae

conformidad con el conjunto de datos clinicos, a fin de darles su
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Justo valor, ya qQue una reacci0On positiva puede ser solo una
secuela de reacci16n amibiana previa. La segunda consecuencila es
que la presencia de los anticuerpos cilrculantes tiene amucha
utilidad para los estudios sercepidemicladgicos.

Estudios diversos confirman que los anticuerpos inducidos par
amibas se encuentran principalmente en la inmunoglobulina G, en
menor oroporcibn también se presentan en la 1nmunoglaobulina M. Se
sabe que también la i1nmunoglobulina A del suero est4 elevada en
pacientes con AHH, pero se desconoce su papel en la reaccion
1inmunitaria. En 1o gue respecta a la inmunoglobulina £, se ouede
decir gue no se ha detectado su presencia en el suero i1nmune.

i-a mayor parte de los antigenos de E. histolytica oue
provocan.la formaci6n de anticuerpos especificos se encuencran en
la superficie exterior de la amiba.

En investigaciones sobre la purifticacién del antfgeno de E.
hictolytica por filtracion en gel se aislaron siete fracciones,
Cuyos pesos moleculares variaron entre 1,450 y &50,U0u. La mayor
capacidad antigénica se encontrd en las dos primeras tracciones,
con peso molecular de 650,000 y 229,000 respectivamente [1).

Sepulveda resume en los siguientes puntos las i1nvestigaciones
llevadas a cabo en su centro de estudiost

1) El suero humana inmune y la globulina gamma aislada del
propio suero tienen efecto i1nhibidor en el desarrollo de cultivos
de E, histolytica. La globulina gamma comercial ﬁo tiene eaate
efecto inhibidor. El suero h;Jmar\u 1nmune, ademds neutraliza la

virulencia de cultivos de E. histolytica patbgenos.
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Z) £l suUero numano 1NMUNE tilene eTecto C1tol{tico S0DIE 1aS
tratozoitos de E. histolytica, oe manera gue mas ae: 0% ae las
amibas se encuenctran destrruloas en 1o0s Drimeros 40 minutas ae
contacto con el suero.

El suero numanc 1nmune bierae el etecto  citoiiftico
antiaminianc con el calentamiento a 569 € y recupera gicno efecto
%1 se le agrega complemento de cobava,

La globuiina pamma aislada del suera numano 1AMUNe tiene
etecro citolftico sapre 108 trratozoftos oe E. histolyvtica
semejante al suerc  1nmune  Derc de  menor i1ntensidad. £l
calentamiento de la glabulina gamma a 569 C por 30 minutos. o bien
la adicidn oce comoiemento de covayo., no modifica el efecto
citolftico ae la misma. La globulina gamma comerclal carece ael
etecte mencicnado. Lon toda orobabiligad, el efecto citolf{tico ae
1a globuiina gamma 1NMUNe en ausencla de comoiemento se ejerce aor
ia openetraci6n del anticuerpo esrl:ec(hcn aentro de 1a amioa,
gracias a la pinocitosis activa efectusda por el pardsitoa.

5) La absorcidn del suero y de la giobulina gamma 1nmunes con
cultivo de amibas o con antigeno liafilizade elimina el etecto
citolitico de ambos sabre los tratosoitas ae E. histolytica. Al
miemo tiemoo que se pierde el etecto cn:olftu:o. ta reaccién oe
contrainmunoe lectroforesls se vuelve negativa en el suero come en
la globulina gamma i1nmunes.

&) La inyeccién de suero humano en el namster confiere
nroteccién parcial, orobablemente del tioo ae la i1nmunioad pasiva

contra la inoculacidn i1ntrahnepdtica de E. histolytica viruienta.
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Este conjunto de datos puede apoyvar la interpretacié6n de aue
los anticuerpos especificos tienen accion antiamibiana erotectora
y que contiribuyen a 1a defensa i1nmunitaria contra la infecci6n.

Es muy controvertida la i1dea de que los anticuerpos inducidos
por amibas son o no protectores. En relaci16n a esto, algunos
autores afirman gue la amiblasis i1ntestinal puede recurrir a pesar
de que el i1ndividuo afectado presente altos titulos de anticuerpos
L21.

Diversos estudios comprueban la presencia de coproanticuerpaos
de la clase IgA en la amibiasis intestinal. Dichos anticuerpoas
persisten por muy poco tiempa.

Autores como Trissl D. [21 afirman gue las respuesta humoral
comunmente observada en la amiblasis 1nvasiva, ho Darece ser
efectiva en el control o protecci6n contra dicho padecimiento. La
presencia de anticuerpos sericos puede emplearse como marcador en
la infeccion invasiva.

’ 1.6. Kagan hace la observacion de qQue la presencia de
anticuerpos usualmente se asocia con resistencia, pero solamente
aquellos anticuerpos que confaeren tnmunidad pasiva puegen
considerarse protectores. Dicho autor ci1ta a Swartzwelder, como
uno de los pocos investigadores que han practicado la
transferencia pasiva de anticuerpos con un peguedo grupo de
perros.  Los resultados obtenidos en este experimenta fueron
negativos.

La amibiasis s1n embargo, 1nduce un amplio espectro de

anticuerpos, espec:almente cuando i1nvade tejidos. Con estudios de



pruebas cuténeas, se propone la presencia oe anticueroos 1gE que
pueden unirse a basdédfilos.

Un mecanismo probable de contribucidn a la natoioota de la
amibiasis 1nvasiva es la produccidn de lgE en el 1ntestino. Las
ant{genos secretados por amibas reaccionan con las 1uE presentes
en la superficie celular de basofilos, de lo cual resulta una
degranulacion v liberacién de sustancias farmacolbgicamente
activas gue lesionan al i1ntestino. La posterior infiltraci6n de
eosinofilos en la pared intestinal puede neutralizar los efectos
de 1a histamina y otras substancias activas liberadas por
bas6filos.

Los resultados reportados referentes a pruebas cutdneas son
diffciles de evaluar debido a una falta de apreciacibn, va que
distintas reacciones pueden llevarse a cabo simulténeamente. La
reacci6n 1nmediata se asocia con anticuerpos 1gE, desarrolla
minutos después de la inyeccién con el anticuerpo y alcanza el
maxi1mo entre los 15 y 30 minutos, para desaparecer por completo a
las 2 horas. La segunda reaccién es de tipo Arthus, es mediada par
complejns antigeno-igG en presencia de complemento. Dicha reaccién
desarrolla después de 4 6 S horas y puede persistir por 24 horas o
mas. £1 tercer tipo de reaccion es de tipo retardado, es mediada
por celulas. Difiicilmente puede detectarse antes de 12 horas.

Cada tipo de reaccién puede caracterizarse histolégicamente
por el tipo de células que la promuevan, La reaccion i1nmediata
mediada por IgE la intiltracion celular es predomnantemente de

eosin6tfilos. En la reaccion de t:ipo Arthus se encuentran

37



predominantemente neutrdfilos, y la reacciéon retardada esta
mediada principalmenta por celulas mononucleares eoiteliales.

En estudios reallizados por lsibasi, A; kumate, R. et al. se
atirma gue en los flufdos intestinales los anticuerpos
predominantes son los de la clase 1lgA secretoria y estos inhiben
la adherencia de bacterias en forma espec{fica a las células
epiteliales (31. Este mismo mecanismo podria ser evocado en la
interferencia de la adherencia en trofocoftos de E. histolytica a
las células epiteliales del 1intestino, ya gue IgA secretoria
reacciona con antigenos de  superficie de la amiba (43. Los
anticuerpos de la subclase lgA 2, que son los mis abundantes en
secre.iones, contienen mds residuos de N-acetii-U-galactosamina en
su  fragmento Fc por 10 que es posible gque a través de sus
azdcares, interfieran en forea egspecf{fica con la adherencia de
trofozoftos .a las ceélulas epiteliales [(3]. lLos autores antes
mencionados encontraron gue el calostro humano concentrado 25
veces sin anticuerpos ant: E. histolytica 1nhibe su adherencia a
los eritrocitos humanos, posiblesente por la particioacian de
algunos componentes del calostro como lgA secretoria. La traccidén
carente de inmunoglobulinas de la leche y calostrro humano inhibe
la adhesion de bacterias a eritrocitos humanos (357,

La inhibicion del receptor para eritrocitaos humanos oor Igh
secretoria numana inespecltfica puede deberse al alto contenido en
carbohidratas como la N-acetil-D-galactosamina en esta
inmunogliobulina, que es el mcr{usacan-ldo reconncico por el receptor

tipo lectina presente en la membrana de la amiba. De esta manera
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el calostro y e! ligquida 1i1ntestinal rico en anTiCuernas 1M
secretorios, pueden inhipir la adnerencia ce 1as ampas a 1as
celuias epiteliales del 1ntestinoc de un hospecero susceptibie L3).

Los anticuerons espec{ficos anti-amica presentes en los
sueros de DAC1Eentes con AMA, Calostrro NUMano, gamma gloouiina
humana y de conejo anti-amiba, lgA secretoria humana vy de rata son
canaces de provocar el desorengimiento oe ios trotozoftos al
interactuar con 1os antigenos en la sucerficie ce }a amipa. La
inhibicion en la formacion oe rosetas puede daeperse al oioaueo
espec{fi1co de los receptores Para eritiocitos NUMAROS.

.

De los estudios antes mMeENcilonados Sse deauce que 108
anticuercos 1gé secretorios puegen 1nhibir la adnerencia o€ 1o0s
trofozoitos a las celulas blanco por dos mecanismos: €1 Drimero es
1nespecifico, mediado por carbohidravos coma la
WN-aceti1l-D-galactosamina. El segundo €% un mecanismo especitico
que mediante el si1ti1o0 activo de 1la lgh, reconcce dadeterminances
antigenicos presentes en  la  superficie de l1os  trotfozoftos
amib1anos.

La proteccién de los recién nacigos en concra de E,
histolytica, depende en sus praimeros dias de 1a oresencia oe
anticuerpos especificos transmitidos transplacentariamente, ya oue
el neonato no presenta niveles signiticativos de loA  en
secreciones 1ntestinales hasta las dus O tres orimeras semanas oe
vida. La ingestion de calostro refuerza la 1nmunicdad pasiva. Asi
mismo PO un MECan1sSmM0 N0 dependiente  de  anticuernos, los

trotfozoltos amib1anos son 0eStruldos al ponerse en contacto con
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leche humana, debido probablemente a la a::x@n de enzimas
presentes en dicho fluido L[6).

t.a 1mportancia de la lactancia materna tambien ha sido
reforzada por la demostracion de la actividad amebicida in vitro
de los macrdfagos de calostro sobre los tratozoitos de E,
histolytica [7].

Es pasibie que myJeres Jdvenes contengan anticuerpos
especffxcos contra diferentes constituyentes de la amiba y saan

excretados en el calostro durante el puerperio.

3.4) Complementos

E)} suero de pa:ne&tes que presentan anticuerpos contra E.
histolytica funciona como amebicida contra trofozoitos
mediante la activacion de la via cldsica o alterna del
complemento. Los hamsters que sufren deplecion de complemento in
vivo mediante la accxén del venena de cabrs ptresentan mayor
suceptibilidad a la {formacion de AHA [131. En relacion a lo
anterior, algunos autores consideran que la amebiasis invasiva se
debe a cepas de E. histolytica resistentes a la accion del
comp lemento.

fleed et al. estudiaron la suceptibilidad al complemento de
cepas virulentas y no virulentas. Los resultados que encontraron
sugieren que la resistencia a.la lisis mediante complemento es un

tactor indispensable para la i1nvasi6n y diseminacidn. in vivo.
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El papel! del complementa en la prevencidén aa la 1nvasidn ae
ia mucosa es 1ncierto oebido a que en secrecianes ael  tubo
vigestivo, que es donde el parisito resige, DO S8 encuEntra casi
complemento (ibDre.

Al parecer, i0s mecanismos humorales son de 1mportancia
directa en la i1nmunidad contra cadenas amibianas sensibies a la
accifn del complemento.

En estudions realizados por Orti1z-Ortiz et al. (i1tl se oemascrd
gue trofazaitos de E. histolytico tienen capacidad ae activar al
complemento  humano en  ausencia oe  anticuerpos. Al incubar
trotozaftes con suero humano normal, se observd el consumo oe las
proteinas de la via alterna, 10 cual i1ndica gue las amioas activan
selectivamente dicha via. Ademds, la lisis de células amibianas se
veali2é en susencia de Ca? .

€0 un estudio realizado por Calderdn, J. y Schreiber R.D. (Bl
ta presencia de la proteina C3b en la membrana amibirana se usd
como indicador  de  interaccién  directa  entre pardsito  y
complemento. Mediante i uso de suero uepletaco en algunes casos
de su func1én alterna y en otras casos de su funcion clisica, se
camprabé que los tratfazoftos pueden al:ttv.av' ampas vias en suera ng
inmune. La actaivacién de 1a via clésica fue oe mayor maghiltud aue
la activaci6n de la via alterna, tanto en el aspecto cindtico comb
en el cuantitativa, y condujeran a la lisis de la amiba. Fara
obtener suero depletado de la funcién clasica, se evectud la
adsorcibfn del tactor C4 en columnas con anticuerpos esopectficos

para dicho factor. En cambio el suero depletado de la funcian
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altrena se obtuvo mediante cromatografia, mediante la extraccion
ce los tactares Cia y D. Estos estudios ademuestran  aque
E histolytica HM1 puege activar la vfa cldsica en ausencia oe
anticuerpos. Este fendmeno no puede atribulrse al uso oarticular
ge una cadena proteica amibiana pues en los estudios. reali1zagos
por Calderon, J. y Schreiber K.D. no se observaron diferencias
entre la cepa HMI y la HM?. Dichos autores reportan que en sSus
estudios con suero humano normal carente de los factores Clg y D,
se opservo un &% de consumo de C3 y un B4%4 de lisis con suero
reconstitutdo con Clg, 17% de consumo y 44% de lisis e€n presencia
del tfactor D, 3I3% de consumo y 93% de lisis cuando amoas vfias
fueron reconstituidas. For lo tanto, en estas condiciones, la
lisis y la presencia de C3 en la mempirana del parasito tueron los
indices mas contiables de meciciédn de éctxvacnén del compiemento,
es decir gue no consideraron confieble evaluar el consumo de 10s
componentes del complemento en el suero.

Existen varias partfculas biologicas capaces de activar la
via cldsica en ausencia de antiCuerpos, tales como oacterias,
vitus, carbohidratos [Bl.

tusoke y Barbet (9] demostraron gue un antigena variable de
Tripanosoma brucei puede activar la vfa cl&sica del comp lemento en
ausencia de anticuerpo especffico. For lo tanta, la activacién ae
ambas vf{as por E. histolytica parece deberse a un sistema andlogo
a los anteriormente mencionados.

Hasta @1 momento, no se han encontrado elementos aue relacionen

el desarrollo de la enfermedad con deficiencias en el sistema del
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complementao (81. El pardsito por s1 Mmi1smo, pueae sutrir
alteraciones gue le permitan No Ser reconNoc1oo como exirano, O aue
le hagan resistente a los efectos citoliticos del comoiemento.
Amibas  cultivadas tn  vitre ocasichaimente pieraen ciercas
camoonentes de superficie gue les permiten oasar oesapercioidas
por los anticuerpas, y amibas cultivavas en presencia ae
complemento pierden suceptivilidad a éste.

En investigaciones realizadas por Mufoz Espinoza y Saiazar
Flores se hizo la consideracidn de que los niveles ge comolemento
en suero no son factores que evidencian la activacidn  oel
complemento. Los niveles séricas del complemento aepenaen o0& La
cacacidad de sintesis de este asl camo también oe su consumo {1ul.
En camhio, la degradacién de (3 se bpuede consigerar como un
criterio més confiable de activaciGn del comblemento. Las
concentraciones de C3d plasmaticas se encuenran 1ncrementacas en

pacientes can entfermedad hep&tica cranica, con un catabolismo

incrementado del complememento £10].

La C3 convertasa de la via clasica o alterna rompe a C3 en
C3a y C3b. A partir de este punto, dos sistemas regulatorios
participan en la tformacion de productos de degradacién de L3, 1)
los factores H e 1, 2) el factor aceleragor del decaimiento del
enlace de membrana (DAF) y el receptor de CIh (CRi). COb forma un
complejo hiomolecular con el factor H. Ib1 se tforma cuando el
factor | actba sobre el complejo bDiomolecutar. Uno de los
productos finales de degradacibn es C3d, que se oeriva aoel
tratamiento con trapsina de €3bi. El estudio antes mencionana

reporta niveles séricos o plasmaticos de C3d, C3 y tactor H en
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pacientes con HHH para determinar s1 la activacidn del complemento
se lleva a caba. La relaci6n C3d/C3 tampién se miold, oues el
hecho de Qque esta se encuentre 1ncrementada refleya un consumo
elevado ael compiempiemento. LoOs resultados de este estudio
1ndican nmiveles 1ncrementados del tactor H y ge L3 en pacientes
con AHA gue nan recibido tratamiento médico. Esto es probablemence
el refle)o de de una sfntesis incrementada de estos comoonentes.
A medida que la enfermedad progresa, 10s niveles séricos oe C3 y
de C3d disminuyen, pues comao consecuencla de la entermedad tamoidn
se ocbserva un catabolismo acelerado del compleangnto.

C3 es sintetizado Drincipalmente por n{gada, ¥ en  mepar
proporcién por el sistema recicuio endotelial. El taccar H es
sintet1zado par mONOC1ItOS.

Los pacientes con AHA presentan niveles séricos de atpdmuna
disminufdos, lo cual padrfa interpretarse como devYiciencia en la
capacidad sintética por parte del hfgado. Este tfendmeno no es muy
evidente en la sfntesis del factor H y C3, puesto que ampos
tampi1én son sintetlrados por @l sistema reticulo endotelial.

En estudios realizados par kKeed, S.L3 Mc Kerrow; et al. se
comprobd gque tanto caadenas aisladas de pacientes asiftomatlcos,
como cadenas alsladas de pacientes con amiblasis i1nvasiva, son
capaces de activar ia via cldsica y alterna gel complemento. En
investigaciones  mas recientes realizacas opor 195 mismos
investigadores (X1 Seminario sobre amibiasis, Mex. 1989), se
estudid la 1nteraccién de una de las principales proteinasas

neutras extracelulares de E, histolytica, que es la proateinasa e
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la cistefna, ae 96 KD con  componentes purificacos des
complementa. Dicha proteinasa activa 1a +fa altterna v por
rompimiento  de C3  produce CIp  nemolfiticamente activo. El
rompImMiIento @5 a un amingicido distai del sitio conge rompe 1a L3
convertasa. Fara determinar si la oroteinasa ouecde tampién activar
la vfa clasica independientemente de anticuerpos, se evalud su
capacidag de lisis de 04 y generacibn oe productos fisioldgicos
provementes de este. En contraste con el rompimiento esoec{iica
de (3, mds del %0% de la cadena « de 10 ug ae L4 tue aegradada en
tragmentos menores a U KD despues de o0 minutos de 1ncubacién
con 200 u de proteinasa pwritficada., For 1o tanto, la disminucidan
de la capacidad hemoiiylca opservada de L4 en suero numano normal,
itncubads con trofozoftos, se debe orobablemente a la aegracacidn
protenlftica de C4. De estos estudiaos se conciuve que ia
protetnasa amibiana de 56 KD 1nactiva C4 por completa degraaacidn
de su cadena o, pero activa la via alterna mediante el rompirmenta
especi{fico de C3.

En estudios realizados por Ortiz-O0rtfz et al. (12] se conjugd
un anticuerpc monoclonal (MNC) que por si mismo no activa el
compiemento, con Factor-veneno de caobra (FVL) que es un activadar
del complemento. Dicha conjugacién se hiza para determinar s1 el
complejo FVC~-MNL es capaz de destruir troforoftos oe E.
histolytica. Los resultados de este estudio muestran aue el
complejo cavalente MNC-FVYC, en presencila del comolemento ejerce un
efecto citopatogénico sobre los trofozoltos amibianos.

La molécula efectora (FVL) se combina con el tactor B de los
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mamiferos, correspondiente a la principal oroenzima de la via
alterna del complemento, lo cual activa al factor D formando 1a
C3/C5 convertasa o FV(,Bb. Esta enzima puede activar directamente
a C5 e 1niciar la formacion del complejo que ataca a la memorana

sin la presencia de 3.
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CapituLo III. B

Inmunidad celular

3.5) Polimorfonucleares:

Estudios in vitro realizadas por Guerrant et al. (S 9]
demuestran que cadenas patogenas de E. histolytica son capaces de
matar neutrdfilos humanos mediante un mecanismo dependiente de
contacto e independiente del suero, sin mostrar nérdida de
viabilidad alqguna. Por su parte, los neutrdfilos fueron capaces de
matar Gnicamente amibas axénicas gue presentaron poca virulencia
tn vitro, aparentemente dicho efecto se realizo mediante un
proceso extracelular independiente de anticuerpos anti-amiba.

La suceptibilidad de laos neutrdfilos a la 1lisis por
diferentes cadenas de E, histolytica se asocla con la virulencia
in vitro en cultivos celulares, as{ como también se asocia con la
actividad de la adghesina 1nhibible paor N-acetil-D-galactosamina de
estaa cadenas axenicas (2]). Con la adicion de 1 gr de N-acetil
D-galactosamina disuelto en 100 mi, se inhibi16o la desatruccion de
neutrofilos por amibas virulentas, permitiéndose asi la
destruccion de amibas por neutrétilos. Estos resultados muestran
que la adhesina 1nhibible por N-acetil-D-galactosamina tiene® un
papel vital en la virulencia dvel miCroo”Qanisma.

Considerando la posibilidad de que la inmunidad celular
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participe en la resistencia a la inteccion a traves de mediadores
solubles o linfocinas, ©rtiz-0Ort12, L. y Castellanos, C. [3]
estudiaron el efecto de dichas linfocinas. Para ello emplearon
sobrenadantes de cultivas de celulas linfoides estimuladas in
vitro con concanavalina A, una lectina que favorece la formacion
de estos mediadores. Se observe que los sobrenadantes activados
presentan un efecto inhibitorio sobre la sintesis de protelnas y
sabre la sintesis de DNA de E. histolytica. Cuando los
sobrenadantes fueron acidificados a un pH de 2.5, no causaron el
efecto antes mencionado, lo que hi1zo suponer a los i1nvestigadores
que la linfocina sresponsable pudiera ser el intertferon 7.

En estudios posteriores realizados por Castellanos, C. ¥
Orti1z2-Ortiz, L. (X1 Seminario sobre amibiasis, Mex. 198%9), tue
posible comprabar que el interteréon p es el responsable adel efecto
inhibidor observada.

Lopez 0Osuna et al, L[4, estudiaron la 1nteraccidn de
polimortonucleares (FMN) con E. histolytica . Como indicador de
destruccion de FMN emplearon la liberacion del isotopa Cr". Se
empleoc una cepa virulenta (HMI-IMSS) y una menos virulenta
(HK?=NIH). La primera cepa produjo gran liberacién del is6tonc, en
tanto que la segunda lo hi1zo en una wminima pProparcion. Estos
resultados confirman que cepas virulentas de E. histolytica poseen
capacidad de destruir FMN mientras que las cepas menos virulentas
son menos aptas para ello.

Ferex-Tamayo et al. (Xl SEmnnar:n sobre amibirasis, Mex. 1989)

recientemente estudiaron la participacion de proteinasas amibianas
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y FMN en el dafo tisular. El modelo experimental empleado fue una
lesi6n aguda amibiana desarrnllada en testiculo de rata. En ratas
leucopenicas tcon menos de 1000 leucoci1tos/ml) la i1nyeccion
intratesticular de trofocoftos axénicos HM-1 produjo  lesion2s
1ndistinguibles ogel contral normal. BEn cambio. la i1nhibicion del
Bu% (promedio) de la actividad de proteinasa produyo lesiones
infiamatarias minimas casi indistinguibles de los coantroles. LOs
datas sugleren que en este modelo experimental de amibiasis aguda
los FMN no participan en el dafo tisular y gue las proteinasas
amibilanas son responsables de la virulencia de E. histolytica.

En otros estudios realizados nor Ferex—-Tamayo et al., (5], se
estudio tambien el papel de las proteinasas amibianas y de los FMN
en lesiones tisulares. Se encontrd que el principal dafo a tejidos
es causado por la proteinasa de la cistefna. Fue evidente que los
leucocitos no son mediadores en procesos necraticos porgue  en
animales leucopénicos se enCOntraroB lesi1ones similares a las de

animales normales.
3.6) Células efectoras en el humano:

Ghadirian et al. encontraron que las intervenciones que
depraimen la i1nmunidad mediada por células tienen como consecdencia
un mayor desarrollo del AHA. Dichas intervenciones son tratamiento
con esteoides, timectomia neonatal, esplenectomia, radiacidn,
terapia con silice e inmunaglobulinas anti-macrdfago o

anti-linficito [&6]. La proteccién se consiguié con la. inmunizacidn
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con el bacilo de Calmette-Guerin o mediante la infeccion prevaia
con Trichinella spiralis (7). En modelos anmimales, 1a 1nfeccion
previa con E. histolytica o la inmunizacién con  extractos
protéicos amibiancs, confirié proteccién contra la amibiasis
invasiva. Ghadirian y HMeerovitch [8) encontraron que los
linfocitos de sangre periferica, las células esplénicas vy
mononucleadas peritoneales de hamsters i1nmunizados, son capaces de
destrurr trofozoitos amibianos in vitro. Estudios realizados por
Stern et al. [9] con miri1dos muestran el papel del macrétago como
celula eritica en la fase efectora de la respuesta del hospedera.

En humanos, la actividad de cé¢lulas efectoras contra K
histolytica se reporté por Guerrero et al. L1011, aquienas
demostraron que los linfocitos de pacientes que recientemente
curaron de AHA, resultaron citotoxicos para trofozoitos amibianos.
En cambio, linfocitos de pacientes con ambiasis aguda fueron
répidamente fagocitados por amibas.

Stemberger (11] encontré que los eritrocitos cubiertos con
antfgeno amibiano fueron lisados por monocitos humanas en
presencia de suero i1nmune. Este hecho sugiera la particioacion de
un mecanismo celular citolitico dependiente de anticuerpos.

Galata et al. describieron la interaccion in vitro de
leucocitos humanos provementes de individuos infectados can
trotozottos de E. histolytica virulenta. Amibas virulentas de la
cepa HMi:IMSS, destruyeron celulas mononucleadas de sangre
periferlca y lainfocitos T snA perdida de viabilidad alguna. La

adici6n de suero inmune no ocasi1o0no que las celulas del haospedero



destruyeran amibas. For otra parte, macréragos activaoos con
concanavalina A, aestruyveron trofozoftos de E. histolvtica
virulenta. La adici1on de suera inmung No potencio dicho evento, io
cual 1ndica gQque es un proceso 1ndependiente de anticuerpos. Fue
posible corroborar que se trata de un mecanismo dependiente de
contacto mediante el examen micrascopico. Mecanismos oxidativos
como el de la catalasa y liberacion de H,0, npor parte del
macrofago, fueron reqgueridos para la li1sis de la amiba. Ademas,
las amibas maostraron suceptibilidad al H,o, erogena.

Ravdin y Salata ([(12) observaron gue linfocitos T activados
con titohemaglutinina destruyeron amibas virulentas de la ceoa
HMl, durante una 1ncubacion independiente de anticuerpos. La
actividad ametricida de dichos linfocitos fue eliminada mediante la
depleci6n con anticuerpos monoclonales OkT8 y complemento, lo cual
indica que las celulas con fencnqo T8 son responsables de la
actividad amebicida observada. Un mecanismoc dependiente de
contacto fue confirmado mediante microscoptia.

€studios realizados por Salata et al, [13) muestran que el
interferon » es uno de ios componentes activos de la concanavalina
A y que es capaz de estimular macrétagas y linfocitos a la
destruccion ambas.

Algunas de las pruebas comdnmente empleadas en la medicién de
la inmunidad celular son la de transtormacién blastoide de
linfocitos en presencia del antigeno y la de produccion de factor
inhibidor de la liberacién de macréfagos (MIF).

En estudios realizados por Lenis M. y Chadee k. (141, fue



posinle comprobar gue en la amiblasis hepatica experimental can
gernos, i0s macrotagos provenlentes ael AHA resultan seriamente
afectagos en sus tunciones de celulas efectoras y oresentacoras.
En cambio, los macrofagos esplenicos y peritoneales no gismnuyen
sus funciones tan drasticamente.

Los macrotfagos esplenicos y peritoneales provenientes dae
animales 1nfectados, presentaron una considerable capacidad ae
destruccion de amibas (28 y 43 % respectivamente). LOS macratagos
hepaticos directamente afectados, resultaron deficientes en la
liberacion de H,0, e interleucina { (lL-1) y presentaraon resguesta
disminuida a linfocinas.

Estudios recientes 1ndican gque sobrsnacantes de cultivos
amiblanos axenicos pueden i1nhibir la quimiotaxis, AQUIMIDCINESIS ¥
movilidad de celulas mononucleares tfagociticas [(13). Esto
evidencia lo involucradas que estan las proteilnas amibianas, vya
sean 1ntrinsecas o secretadas, en la disfuncion obsetrvada de los
macrotagos hepaticos. Ademas se puede sugerir que los productos
amibianos requieren de una gran pro:ximidad a los macrotfagos para
inhibir las funciones de estas, ya que en los macraotagos
distantes al absceso hepatico no presentan las mismas disfunciones.

La habilidad de los extractos amibianos para disminuie la
liberacion de IL-1 explica en parte la notable talta oe
cicatrizacion alrededor del AHA en humanos © en mooelos
experimentales, puesto que la IL-1 es un tactor importante
involucrado en la ueposlcxan‘ de colageno y en el proceso oe

curacion {16].
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Los macrdfagos esplénicos de animales 1nfectanos nreseantan
redpuesta disminuida a la concanavalina A. Una respuesta similae
se observH en leucocitas periféricos de pacientes caon AHA [171.

los extractos protéicos solubles provenientes de amibas
virulentas son mitogénicos para linfocitos humanos v de maridos.
Esta mitogenicidad estd relacionada con la actividad de lectina,
que a su vez lo estd con la virulencia [18). Estudios sobre el
principiao mitogénico de los troforoitas amibianos indican que E,
histolytica puede actuar como activador policlonal de jintacitos
T, 1o cual tiene como consecuencia disfunciones en el sistema
nmune.,

En estudios realirzados en hamsters, a log cuales se les
administrd suero antimacréfagn, luego se les 1noculo
tntrahepaticamente con E. histalytica, se abservé aumento en el
ndmera y tamado de los abscesos del higade vy  tampién  una
diseminacidn mayor en los otros éﬁqanas en comparacién con los
testigos. Esto confirma que la resistencia a la amibiasis depende
de los macrdfagas y en menor grado de los linfacitos T (191,

For otra gparte en el calostre humano se ha dempbstrado la
presencia de elementos i1nmunitarios que incluyen constituyentes
celuiares como linfoct tos, leucacs tas polimorfonuciearss Y
macrétagons, asi como elementos solubles como son anticuergas lgA,
196, 1lIgM, IgM, e IgD, componentes del complemento, 1izosima,
ilactoperoxidasa y lf{pidas asociados can resistencia anti
—estatilacéccica (203,

Tomando en cuenta ia pasibilicdad de gue los trafazoftas de E,



histolytica 1nteraccionen con macrédtagos intestinates y hepdticos,
Rocha-hodriguez et al. [211 estudiaron la interaccién de estos
trorogzoftos con macrdfagos del calostro humano. Los resultanos de
este estudio i1ndican que al contacto de trofozoftos con macrérvagos
de calostro humano se provoca una disminucién en la viabil:ioad ae
los trotozoftos. si1endo esta disminucidn estadisticamente
si1gnificativa. En relacié6n a los macrétagos se observé que la
viabilidad se mantiene en un 75-8u%, pero esta disminucidn na Tue
s1gn1ficativa.

Es 1mportante notar que la amiba no fue lisada oor el
mact6tago, s4lo se observé una disminucion de viablliidad. Esto
podria explicarse por el hecho ae que el macrdtaga, al
1nteracclonar con ia amioa se activa liberando factores tales coma
hidroiazas lisosomales, protefinas ¥ metapolitos de dciao
araquidonico, as{ como 1ntermediarios de oxfgeno reactiva (22,
Estos Gltimos son causa de dafoc citotSuico soore 1o0s
trofozoitos. Es probable qQue al establecer contacta con las
amibas, los macréfagos liberen cantidades importantes de 1gh tanto
especf{ficos como 1nespecfticos, ya gue se cree qQue los macrdfagos
de calostro tienen una funcién de vehiculo y almacenamiento oe
IgHA, lo cual posiblemente interviene en la adnerencia y
viavilidad de los trofozoitos como se ha demostrado en estudias in
vitro £23].

De los estudios de Kocha-Ram{rez también se puede conciuir
que el macratago lntel’acclésna can diterentes cepas oe E.

hictolytica puesto que en todas las QqQue se estudiaron hubo



disminucién de viabilidad.

Canales-TreviAo; Tsutsumi,V. y Martinez-Falomo (X[ Seminaria
sobre amiblasis, Mex. 1989) realizaron estudios con el fin de
saber si el macréfago Juega un  papel preponderante en la
tresistenci1a del cobayo a la infeccion amibiana. En dicho estudio
se administro sflice por v{a 1intraperitoneal para disminur el
numero de macrdfagos. Los resultacos obtenidos mostrareon gue las
lesi1ones amibianas persisten por mas tiempo y son mas extensas en
el higado de cobayos depletados de macrofagos, suylriendo asf, aue
los macrbfagos i1ntervienen en la resistencia del covasyo ante la
infeccidn nepatica amibiana. Para determinar si esta resistencia
depende ademas, de una i1nmunidad mediada oor células linfociticas,
se utilizo la ciclosporina A como agente toxico para lintocitos (.
Los resultados obtenidos 1ndican que la resistencia del cobavo a
la infeccion por E. histolytica no tiene una relacién directa can

la inmunidad mediada por linfocitos 1.

3.7) Actividad mitogenica de eutractos amiplanas orotéicos

solubles:

Estudios realizados por Diamanstein et al. Li4), muestran que
extractos amibianos proté&icos solubles i1nducen la proliferacié6n de
linfocitos 7 de 1ndividuos sanos. En cambio, los linfocites B no
proliferan ante dicho estfmulo. Después de filtrar en gel las

estractos antes mencionados, la actividad mitogénica se asocid con
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fracciones que presentaron  lectina inhibible por  N-acetil-D-

galactosamina.
3.8) Respuesta 1nmune mediada por celulas en pacientess

En estudios clfnicos gue miden la hipersensibilidad cutdnea
retardada o la liberacién del factor 1inhibidor de macrdfagos
(liberada por linfocitos), los pacientes con AHA presentaron un
retardo en la respuesta 1nmune mediada por celulas (25). Se
abtuvietron respuestas positivas despues del tratamiento.

Estudios recientes e fec tuados par Salata y kavdin
caracterizaron los tenotipos de linfocitos 1T, las respuestas
proliferativas y la actividad de celulas efectoras en pacientes
can AHA que previamente hablan recibido tratamiento. Encontraron
disminufdos los radios de T4 y TA (ayudadares y supresores). La
respuesta de linfocitos de pacientes a .\a concanavalina A fue
menor que la de linfocitas controles. La respuesta a
fitohemaglutinina A no se encontré deprimida, Diversos estudios
demuestran respuestas disminufdas a lectinas en pacientes con
AHA, lo cual se qebe probablemente a un efecto supresor de la
lectina inhibible por N-acetil-D-galactosamina. Los monocitos
fueron requeridos para una respuesta éptlma a prote{nas amibianas
por linfacitos de pacientes. Los estractos aobtenidos de linfocinas
de controles muestran menor cantidad de interferdn ; (26]. Los
monocitas activados coh héohemagluhnxna A provenmientes de

pacientes, fueran capaces de destruir trofotoftos de amibas
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virulentas. Dichos estudios sugieren gue después del tratamiento
para el AHA , a pesar de que se abserva un decremento en el radio
de linfocitos T4 y T8, se lleva a cabo una sensibilizaciédn de tas
células i1nmunes, por io cual estan presentes mecanismos efectores.
Tanto la respuesta humoral como celular estan presentes en la
amibiasis. Observaciones clfnicas indican que la 1nmunidad
protectora se desarrolla para prevenir amibilasis recurrente. La
respuesta humoral no parece ser un factor protectaor contra la
infeccidén (27].

£€n 1nvestigaciones realizadas por Sepdlveda et al. fue
posible observar que en la etapa 1inicial de la enfermedad, las
pacientes con AHA tuvieron reacciones cutdneas tardfas negativas
en la mayoria de los casos. En camhxo._las misMas reaccilones sea
volvieron positivas en la mayor parte de los pacientes oespuéds de
la curacién. Resultados similares se obtuvieron con la prueba de
inhibicion de wmigracion de ma:réfagos y ¢€on la orueba de
transfarmacién blastoide [28]1. Los datos anteriares sugieren que
al tnicio de la infeccion amibiana hay una fase de anergla
especifica transitoria. La especificidad radica en que la falta de
reaccion cutdnea se registrd sdlo para el antfgeno amibiano, na
asl para la estreptocinasa y estreptodornasa. No es probable gue
la disminuci6n transitoria de la 1nmunidad celular se deba a falta
de linfocitos T, ya gque la prueba de la roseta dio resultados
normales [28].

Sepldlveda supone que en la tase itnicial de la enfermedad ia

respuesta 1nmunolégica a la  infeccion amibiana  parece ser

a7



Gnicamente de naturaleza humoral; y que la inmunidad mediada por
células aparece como regla hasta la fase tard{a del padecimiento.

Isibasi et al.L[29], realizaron investigaciones con el objeto
de verificar la presencia de inmunidad celular en la etapa ag‘uda v
de convalescencia en pacientes can AHA. Se utilizd la prueba de
inhibicién de migracion de leucocitos (LIF) debido a su sencillez,
confiabilidad y rapidez. Se encontrd una prueba positiva de LIF en
la mayorfa de los casos de AHA tanto en la fase aguda como en la
de convalescencia. Esto Gltimo es valido para los dos antfgenos
empleados, que fueron un pura ficado polisacarfdico y un
homogereizado total. Los 1nvestigadores subrravan la importancia
de que mientras la respuesta celular mediada por la prueba de LIF
se relacionaba mucho con la buena o mala evolucion de la
enfermedad, los anticuerpaos circulantes hacia ambas antigenas
amibianos siempre estuvieron presentes y sus titulos no mostraron
relacion con la evolucion de la entfermedad. For otra parte, en la
prueba de LIF no hubo una diferencia estadisticamente
significativa en ilos resultados al utilizar uno u otro antfgeno,
lo cual sugiere 1la posible importancia dei polisacarido en la
raspuesta hacia E. histolytica durante el AHA.

£En los pacientes con AHA la respuesta inmune humoral se ha
detectado y cuantificado por diversos meétodaos serologicos,
encontrandose titulos elevados de anticuerpos en estaos pacientes,
pero tambien en amiblasis asintomatica e incluso en individuas
aparentemente san0s; adensés los anticuerpos circulantes

antiamibianos persisten por meses o afos. lado lo anterior reduce



fa utilidad dgsagnostics de las pruebas serclogicas habituaies, por
elio Isibasi et al. (3u) 1nvestigaron la presencia de células
plasmaticas productoras de anticuerpos de las clases laoM, g6 e
Igh en la sangre perifaerica de pacientes con HHA v su utilidad
diagnastica.

En la sangre peritérica de todos los pacientes con AHA se
encontraron celulas plasmaticas; por el contrario en los grupos
testigos solamente en algunos 1ndividuns se detectaron en ndmera
mds reducido. A pesar de elle, la prueba puede ser dt1l en el
diagnastica, la mayor sencillez y rapidex de las oruepas
seraldgicas la hace impractica para el uso rutinario.

for otro lado, tas células plasmdticas habitualmente no se
encuentran en la circulactan general de coedores, incluso después
de la inmunizac1én intravenesa y su nGmero es muy limitaoo en la
sangre periferica humana a menas gue ocurra proliferacidn excesiva
como en el caso de los mielomas LBX:'I. Far lo tanto, es pasible que
la presencia de células plasmdticas en la circulacidn de pacientes
con AHA pueda deberse a la intensa proliferacién de los
precursores por productos aitégenos procedentes de la amiba o a

productos procedentes de las células T actaivadas [32).

3.9) Papel de la histamina en la respuesta 1nmune local

anti~amibasz

La histamana tiene efectos diversos tanto sobre tas

respuestas inmunes no especificas, tales como le 1nhibicidn de la
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guimiotaxts y la fagocitosis, como sobre la liberaci1én de enzimas
y mediadores por FMN. De esta manera participa en la Pegulacl:’m de
la respuesta inmune humoral vy celular sistémica, a las cuales
inhibe directamente 1incrementando los niveles de AMPc en las
células efectoras o 1induciendo la aparicién de una pablacion de
celulas T supresoras. También inhibe la secresié6n de anticuerpos
especi{ticos anti—amiba. (33).

Isibasi et al. (34] realizaron una 1nvestigacién basada en la
hip6tesi1s de que los trotozoftos de E. histolytica, a traves de
la secresidn de polipéptidos bagicos, citotoxinas, lectinas o
contacto directo, provocan la liberaci16n de histamina contenida en
los mastocitos de la mucosa intestinal. La gran cantidad de
histamina liberada intertfiere con los mecanismos de defensa
inespecfficos y especfficos en contra del pardsito, lo cual a su
vez permitird la permanencia de éste y su diseminaci6n posterior,
Los resultados abtenidas en dicha 1nvestigacién muesteran que los
productos procedentes de E. histolytica pueden Dprovocar la
liberacién de histamina por baséfilos humanos, lo cual inhibe -ta
sectresidn de IgA anti-amiba par parte de las células olasmdticas
de la mucosa intestinal. Este podrfa ser un mecantsmo local de

evasian de la respuesta 1nmune empleado por la amiba.
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CapituLo IV

DIAGNOSTICO DE LA AMIBIASIS

Los signos y sintomas oe una infecciédn amibiana son ae gran
ayuda en el diaondstico clfnico. La udltima determinacidn de la
tnfeccidén es la 1dentificacidn en laboratorio, va sea directamente
mediante la demostracitn de la presencia del agente Etxolégl:a, o
indirectamente mediante la demostracién de anticuernos o
antigenos en suero, heces u otros flufdos bioldogilcos. Tanto los
métodos directos, cama los anditectos presentan proolemas
inherentes.

€1 examen de heces en fresco es al método mis confiable en el
diagnéstico de infecciones por E. histalytica. Todos los métodos
ae examen directo son tardados, Caros y depencgen en gran medida de
la habilidad que tiene la persona ﬁue los realiza en el uso del
microsconio. Ademds, los guistes en heces pueden presentarse tanto
en individuos asintomaticos como en 1ndividuos con entermedad
invasiva.

Actuaimente no se cuenta con métodos rdpi1oos y sencillos
capaces de distinguir entre cadenas patdpenas y no patagenas de E,
hictolytica, pero se sabe que los trofozaftos hematdiagas sdlo se

oresentan en amibiasis i1nvasiva [11.
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4.1) Tecnicas de examen de neces para deteccién de

protozoarios intestinales [21:

Examen directo en frescos con s0l. salina o 10do
Tinci6n con sol. de fierro-nematoxilina

Tincidn con tricromo

Tinci16n con azul de metileno

Tinci1én y/a concentragidn con merthiolate-~iodo-tformalina
Fijaci1én con alcahol palivinilico

Fijacidén con formalina (4%-10%)

Flotacién con sulfato de 2inc

Sedimentacidén con formalina-eter

Sedimentacién con formalina~acetato de etilo
Cultaivo

EL1SA

Inmunofluorescencia

Qtros

De los métodos de rutina, el de concentracidn con
merthioclate-iocdo~tormalina parece ser el mis sansible. Un métudo
de dilucién de heces en sol. salina isoténica es menos sensible
que el uso de técnicas de tincié6n y concentracidn. Si se aplican
diversos métodaos a la vez, el diagnédstico sera mds contiable,

Frecuentemente se obtienen falsos positivos debido a la
confusi16n. de trofozoftos am;bxanos con macrétagos Qque tienen

alébulos rajas en su 1nterior.



Otra dificultad en el diagnostico de amibiasis es la
multiplicidad de substancias que 1interfieren con las

determinaciones. Las substancias mas comunes soni

Antibidticos: letraciclinas, sulfonamidas
Antiparasitarios: agentes anti-protazoarios

Laxantes, antiacidos, hidroxido de Mg, aceite mineral
Hedio de contraste para radiologia: sultato de Ba
Astringentes: bismuto. compuestos derivagos de caolin

Sangrado gastrointestinal no relacionado a la infeccion.

€n pacientes con disenteria severa que requieren
hospitatizacidn, s6lo un Sui.-8auy, presentan anticuersos
circulantes [33, y una menor proporcion de aguellos con diarrea
tienen anticuerpos circulantes. La cotonizaci1én del i1nctestino con
cepas patogenas induce respuest; 1nmune humarat, pero la
colonizaci1é6n del ntestina con cepas no patdégenas rara ves lo
nace.

Actualmente las pruebas inmunolégicas son de agran utilidad en
el diagnéstico de amibiasis invasiva, tanto a nivel individual,
como en estudios seroepidemiolégicos en los que se suelen aincluir
datos de incidencia, morbiiidad, mortalidad y prevalencia de la
infeccién amibiana.

En general se ha reportado que las pruebas serolégicas tienen
un 95%-100% de sensibilidad en paientes con AHA y un BSL~-95% en

pacientes con enfermedad intestinal 1nvasiva £43,



for otra parte, es importante considerar que las pruebas de
diagnéstico 1nmunoléglco tienen limitacianes tales camo la
persistencia de anticuerpos anti-amiba por varias afos. Esto tiene
el agravante de gue se dificulta la diferenciacién de pacientes
gue padecen i1nfeccion activa, de los pacientes gue curaran nace
meses 0 aAos. Otros tnconvenientes del diagnbstico inmunolédgico
son las diferencias antigénicas de Jlas diversas cepas de E.
histolytica y los distintas tftulos de anticuernas considerados
coma pasitivos.

Para el conocimiento de la i1nmunologefa de las intecciones
producidas por parasitos se debe considerar: a) los antigenas
parasitarios; b) los metodos y técnicas de aeteccidn de la

respuesta i1nmune, y la aplicaci6én prictica que pueden tener.

4.2) Antigenos parasitarios:

Los pardsitos poseen una estructura compleja que desde el
punto de vista inmunolégico se traduce en un elevads nimera de
diferentes antigenos, esto ha sido denominado por algunos autores
como el “mosaico antigenica®. Fara un mismo parasito, el numero.y
caractertsticas de estos antigenos es variable seqdn sea el
momento de su desarrallo. Los antfgenos de un parésito pueden
tener distintos efectos: algunos son similares a los del hospedaro
y su funcién es l1a de bloquear la especificidad antigénica del
par&sito y por lo tanto prntngér\o de la agresién inmunolégica del

hospedero. Otros serfan 1nmunégenos capaces de desencadenar la
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proguccion de anticuerpos [S).

Los detgrminantes antigenicos esoeciflicos Qe caga Dparasito
0N de gran utilidad pues son 1O0s que contieren al o0l1agnostico
inmunoliogilco la garantia oae especi1ticidad, ya oue no aan
reaccilones cruzadas ¢on sueros de Otras parasitosis.

{)e acuerdo con la tecnica 1nmunologica a ertectuar, Se usatan
antigenos solubles © corpusculares. LOs Drimeros se usah  en
tecnicas ge 1NMUNOPreci1Nitacion, enzimolnNMuNoensavo, eic; Vv 10s
segundos en las pruebas de aglutinacion o ipmunartidorescencia.

Los antigenos pueden tener diterentes orlgenes: teguinenta,
memprana celular o citoplasma ‘ex0 v enaogenns) y se obtienen oor
rotura mecanica o aquimica del cuerpo del parasito, O bien
recngiendo los productaos de secrecion y excrecion durante el

metabolismo del mismo L[S1.

4.3} Pruebas 1nmunologicas en el diagnostico de amibiasis:

La mayoria de las pruebas cutaneas han calcg en gesuso,
aungue en algunos casos todavia pueaen signiticar un aporte en el
diagnostico individual o en encuestas epiocemiologlcas. La
sensibilidad de las pruebas cutaneas es por 10 general nauy
ejevada, petro su aplicacion se ve limitada por una i1nespeciticioad

tambien alta.
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4.4) Pruebas que emplean antigenos solubles:

Prueba de fijacién de complemento (FC): Es una de las mas
utilizadas, es compleja vy reguiere el usa de reactivos
estandarizados tales como hematfes de carneroc y complemanto de
cabayo, que ademds Son de vida muy corta. Un considerable numero
de sueros pueden tenet actividad anticomplementaria.

Fruebas de aglutinacidn: La aglutinacién directa de parssitos
mse basa en utilizacién de ant{genos corpusculares; sin embargo,
existen variables que emplean antigenos solubles adsorbidos sobre
soportes que aglutinan. La aglutinacibn pasiva sobre soportes
utiliza partfculas 1nertes como latex y bentonita, o bien hematies
de coneja, carnero U otros animales. A estos soportes se les fija
por meétodos tisicogquimicos antigenos solubles. En la
hemaglutinacion pasiva (HA), los antigenos se encuentran
adsorpidos a la membrana del hematie gracias a la atcion de
agentes como el acido tanico, el glutaraldehido, etc; que
confieren estabilidad y duracién al reactivo.

Pruebas de inmunoprecipitacién: Las técnicas més utilizadas
son: doble difusion, inmunoelectroforesis, inmunodifusidn radial,
contrainmunoelectroforesis (CIEF). Estas técnicas se basan en la
reaccidn antigeno-anticuerpo que s® produce sobre gel O agarosa.
Como principales incanvenientes se pueden mencionar el desmesurado
consumo de antfgeno y la necesidad de utilizar sueros concentrados
para incrementar la sens\hxhd.ad de la prueba. La nefelometria es

otra prueba de inmunoprecipitacion comdinmente emoleada.
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Enzimornmunoandlisis: En el método ELISA tenzime linked
immuno sorbent assay) se une una enzima a un  anticuerpo
espec{tico, que se hace reaccionar con su respectiva antfgeno.
Después de lavar, se adade el sustrato de la enzima, lo aque
produce un cambia e@n la coloracién que puede ser oOservaao
espectofotométricamente. En dicho método la especaticidad inmune
se ve ampliada por la reaccon enzimética.

4.5) Fruebas que utilizan antigenos particuladaos:
Inmunafluorescencia indirecta (IFI): La IFI es uno se los métodos
seroldgicos mds radpidos y sensibles. Esta prueba no estd libre de
presentar reacciones cruzadas. En la IFI la lectura de la reaccién
es subjetiva, 1o que 'se ha resuelto al introducirse un métodg
fluorimétrico automatizado conocide como FlAX, que utiliza
antigenos solubles (fijados a un soporte de celulasa) y cuyas
lecturas se efectuan a traves de un fluordmetro en torma
automatizada.

En resumen, las pruebas empleadas en el diagndstico de
amibiasis invasiva son:

Aglutinacidén

Latex o bentonita

Hemaglutinacidn pasiva

Fijacién de complemento

Inmunaprecipi tacién

ELISA

1F1

Pruebas cuténeas (reportadas ocasionalmente).
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4.6) Estudios de gabinetes

En el diaghostico del AHA son actualmente empleacas las
pruebas de gabinete, tales como: 1) Radialogfa; 2) Centellograffia
de higadn, que se basa en la demgstracién de uno o mds detfectas de
captacién que corresponden a la zona de necrosis tisular. For
medi1o de este método se puede conocer el tamafo y localizacién de
los abscesos. 3) Ultrasonograffa y tomograffa axial computadas
mediante la ultrasonograffa el absceso se 1dentifica coma imagen
sonollicida ¥y cton ello es tfactible estudiar situacibn, numera y

tamafio de las lesiones.

4.7) Métodos de diagnbstico en estudia que poderfan tener

aplicaci16n en el futuro:

En estudios realizados por Agundis, Ci lsibsi, A. et al. («1
Seminario sobre amibiasis, Mex. 1989) se planted como objetivo
praducir anticuerpos monoclonales capaces de detectar antfgenas
relevantes de superticie de trofozoftos de E. histolytica, con el
fin de emplearlios en una prueba diagnéstica.

La fusi6n celular para la obtencién de los anticuerpos
manoclonales (AcM) se efectué con celulas de bazo de ratones
previamente i1nmunizados con glicoprotefnas de membrana y células
SPZ/U. Se probaron los sub"en;dantes de los hibridomas por ELISA,

emnp leanda como antigeng las glicoproteinas y



lipopeptidofastfoglicana (LFFG). Se encontraron s21s hibrioomas
productores de AcM contra las glicoprotefnas, y de dstos, tres
reconocen también a la LFFG. La capacidad de reaccionar de los Actt
contra las dos moléculas desaparecié para todos los positivos
contra la LFFG cuando fue tratada con WalO,.

Con los resultados obtenicos se deduce que algunos AcH
recanccen como epftope la porcién polosacaridica, por 1o gque puede
inferirse que estan dirigidos contra la superficie y serdn por
ende, buenos candidatos para su futuro uso como diagndstico.

En investigaciones realizadds par Ganzsles Chavez a; Pereyra
AltTonso et al, (X1 Seminario sobre amibiasis, Mex. 1989 se
presentd un sistema para evaluar de manera objetiva la evolucion
de la amibiasis 1nvasora en hf{gado con el fin de identificar en
forma temprana los pacientes con riesgo de desarrollar
complicaciones. Dicho sistema puede resumitse en la siguiente

tabla:
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VARIABLE PUNTO DE CORTE CALIF.

Edad {(ados} . 280 1
Irritacidén peritoneal presente S
Albamina (g/dl) 2.2 S
Plaquetas <300, DOY 4
Fosfatasa alcalinatmu/ml) <188 3
Bandas (%) 27 2

Velaocidad de sedimentacion

globular (mm/hr) >38 1
Namero de abscesos 2 3

1 2
Tamafo de abscesos (cm) >9 2

De acuerdo a la escala, a mayor calificacion correspondera un

riesgo mayor de desarrollar complicaciones.
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Jimener Caraozo, Ej Le tachica-Gilles, P. e.c al. wal
Seminario sobre amibiasis, Mex. 1989). ocesarrollaron un mdtodo
para cultivar amibas, que podtria tener aplicacién en el
diagndstico de la amiplasis.

Se estudiaron B304 pacientes con transtornos
gastrointestinales en los gue se determind en una muestra ae heces
fecal‘es la prevalencia de E. histolytica nor: 1Y  andiisis
copraoparasitoscopico; 2! cultive monoxenico oe Robinsan y 3y
cultivo monoxénico adicionado de tioglicolato.

El analisis coproparasitoscGpice dio una positividad de
20.55%, el cultivo monokénico de Robinson de 42.08% y el cultivo
manoxenico adicionado de tioglicolato dio una positivioad oe
58. 66%.

De acuerdo al numero de cultivos positivos obtenidos, 10s
autores antes mencicnados proponen gque el medio de cultivo
adicionado de tioglicolato podria utilizarse en el diagnédstico oe
la amibiasis intestinal.

Del Muro, &3 Hcosta, E; Ortiz-0Ortiz, L. et al. (X1 Seminario
sobre amibtasis, Mex. 1989, realizaron una i1nvestigacién sobre la
posibilidad de hacer un oagnostice de amibiasis intestinal
mediante anticuerpos salivaies.

La presencla de amibas en el lumen intestinal pueae
estimular al tejido linfoide asociado a la mucosa e i1nducar la
producci16n de anticuerpos en las secreciones externas,

E1 obhjetivo de dicho trlabaao tue ®1 evaluar el opotencial

diagnbstico de los anticuerpos de la clase lgh anti~E. histolytica

71



en la saliva de un grupo de nidaos, mediante la prueba de ELISA. La
busqueda de estos anticuerpaos mostréd una certeza diagndstica del
91%. HAdemés se observd una correlaci16n significativa entre la
deteccién de antigeno amibiano en mater:a fecal y la presencia de
anticuerpos lIlgA en saliva. Los resultadas muestran que la
detecciébn de dichos anticuerpos por el método de ELISA es de valor
diagnéstico en la amibiasts 1ntestanal.

Torian, D.E. et al. (&) proponen un método de diagndstico de
amibiasis invasiva basado en la deteccién de la respuesta
serclégica a un antigeno puriticado de %946 kDa que se encuentra
situado en la superticie de E. histolytica patogena.

Dicho antigeno puede encontrarse tanto en cepas patngénicas
como en cepas no patogénicas, pero se encontrd que solamente en
las primeras resulta altamente inmunogénico.

Los autores proponen que el antfgeno de 96 KDa combinado con
otro antigeno purificado o proveniente de una clona en particular,
podrian representar un método sensible v espec{fico para la
deteccidn de amibiasis i1nvasiva.

Recientemente Jackson et al. (7), mediante la utilizacidn de
la técnica de inmunofluorescencia llF)' mencilonaron la presencia de
IgM especffica en titulos bajos en 40% de pacientes con amibiasig
intestinal y en 83% de pacientes con AHA. ldentificaron ademds 196G
especifica en 100% de los casos. For lo anteriaor, el autor
considera que la presencia simultérea de IgM e 1gG especificas
denotan infeccién reciente y l.ctxva. mientras que la presencia de

106 especf{fica con IgM negativa, sugiere ausencia de infeccidn
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activa.

Con esta informacién, Onofre-Mufoz; et al. (8), decidigron
utilizar la técnica de ELISA para identiticar Ight =a lgG
especificas contra E. histolytica en el suero de pacientes con AHA
y en un grupo de adultos sanos. En este estudio, se identificd la
actividad antiamibiana fundamentalmente en la fraccidédn 1gG y muy
escasa actividad en la fraccion lgM, que nao pudo diferenciarse de
ta dei grupo control.

Los resultados obtenidos por Onotre-Mufoz indican que la
respuesta inmunolédgica humoral en pacientes con AHA relacionada
con la fraccieon IgG fue muy Gtil para el diagndstico, aoe aparicidn
temprana y a ti{tulos elevados desde la primera semana de la
enfermedad, sugestiva de respuesta inmune secundaria. No fue
posible reproducir los resultados de Jackson con  respecto  a
utilizar la fraccidn IlgM espec{fica como indicador de intfeccidn
reciente y activa. ’

Sanchez-Guillen; Arguello-Garcia; et al. (XI Seminario sobre
amibiasis, Mex. 1989) realizaron una investigacidn con el fin de
establecer una posible correlacién entre el zimodemo de las
diferentes cepas de E. histolytica y la respuesta serocldgica a
éstas en humanos. En este estudio se recolectaron muestras de
suero y de heces para ser analizadas. A las muestras que
presentarcn cadenas amibianas con zimodemo caracterf{stico se les
aplicaran las pruebas de HA y Electroinmmunotransfer blot (ELTE)
para determinar el tftulo de anticuerpos.

En este estudio no se encontrd correlacion alguna entre el
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zimodemo de las cepas y el tftulo de anticuerpos encontrado por HA
y EITB.

Es 1mportante mencionar que actualmente se est4 trabajando en
la estandarizacién de la prueba EITH, (Bardudo, G; et al. Xl
Seminario sobre amibiasis, Me:i, 198%). Esta técnica presenta una
especificidad tan alta que puede permitir la deteccidn de
antigenos de E. histolytica en pacientes sintomdticos y
asintomdticos. También permite descartar la presencia de
reacciones cruzadas Con otros pardsitos intestinales.

Férez de Suarez; et al.(9), recientemente propusieron un
método inmunocitoquimico al que liamarcon Inmunoperonidasa (1F),
para la deteccion de E, histolytica. Consta de varios pasos, pero
a grandes rasgos el tratamiento de las muestras de heces, exudados
rectales o biopsias hepdticas puede describirse asi: 1) bloguear
la peroxidasa endégena con qu, diluldo, 2) bloquear con suero de
chivo normal diluido, 3) adadir antisuero anti-E. histalytica
diluido, 4) lavar con solucién salina fosfatada, %) afadir suero
de chivo dilutda anti 196G humana conjugado a peroxidasa, &) lavar
con FBS, 7) adadir H,0, con un indicador de colaor, 8) lavar con
agua, 7) montarlo en glicerina-gelatina.

El métido de la IF tiene la ventaja de que permite la
deteccion de E. histolytica en cas) todas las muestras positivas.
No se observa reaccion con leucocitos, células endoteliales, o con
quistes de otros protozoarios. El métado tiene ila miama
sensibilidad que la HA, es de“?e.b'/.. Tres ventajas del metaodo 1P

que deben considerarse son que no presenta reaccion cruzadas, es
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atil en la deteccian de E. histolytice en cualquiera de sus formss
de vida, y detecta antigenas amibianos superficiales e
intracelulares.

betido a las razones expuestas, el metodo de ta IF se esta
evaluanda en grupos de pacientes para su pasteri1or estandarizacion

y uso @n el diagnostico de rutina.
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CapituLo ¥V
INDUCCION DE INMUN1DAD PROTECTORA

En experimentas realilzados por Septlveda se demostrd aque la
tnyeccion del antfgeno total liofilizado abtenida de cultivos
anenicos de E. histolytica, o bien la 1inyeccidén de cultivos
viables de la misma amiba, confieren 1nmunidad orotectora en
hamsters contra la inteccidn amibiana.

Otros investigadores demostraron que la fraccion | obtenida
por cromatografia a partir del antfgeno total de E. histolytica,
estimula la produccién de titulos elevados de anticueroos en el
cobayo.

For otra parte, datos estadfsticos muestran que la frecuencia
de recidivas del AHA es excepcional, probablemente esto se debe a
inmunidad postinfeccién.

Tanto en la amibiasis 1nvasora con destruccién  tisular

xtensa como por medio de la inyeccién de antfgenas o de cultivos
amibianos se provoca respuesta i1nmunitaria espec{fica capaz de
proteger contra la infeccion por E. histolytica. No es infundada
suponer entonces que pueden encontrarse los medios oara 1nducir la
inmunidad activa antiamibiana en el humano «1).

En 1nvestigaciones reajizadas por Ghadirian, E. et al. (2),
se extirpd el bazo a ratones para observar su efecto en la
infecci1dn can  E. his(olvtical Los resultados indican que ja

esplenectomia 1nduce un ncremento en la resistencia a la
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amipi1asis 1atestinal en ratones. Ei mecanismo megiante el cual se
1nduce resistencia a la 1infeccién amipiana, wDosteriur & 1a
esplenectomf{a es desconocida.

En el mismo estudio los i1nvesti10adgores Ccomproparan que e
tratamiento con sflice disminuyb la resistencia a ia 1nteccidn
amibiana en ratones eplenectomizados y normales.

£l bazo es fuente de celulas i que subrimen la respuestca
1nmune. kor esta ractén, una prapable explicaci1én a lo anterior es
la atribucién de resistencia anti—amioiana en ratones
esplenectaomtzados a la pérdiada de dicna activicadg supresora.

Salata, R.A. et al. (3, en paclentes tratagos oe HHA
estudiaron los mecanismos 1nmunes mediagos por céiulas. Dicho
estudio abarcé el numero de 1intocitas T, respuestas
proliferativas a ml‘tbgenos y protelnas amiblanas, generacidn ae
lintacinas en respuesta a dichas protefnas y 1a activiaad ae
macr@fagos frente a cepas virulentas ae E. histolytica.

LOS autores demostraron que la cuenta absoluta oe linrtocitas
1 fue s1milar en pacientes nomrmales y €N paclentes yratagos dae
AHA, pero la relaci6n T4/18 y el porciento de T4 se encantraron
disminuidos en pacientes tratados de AHA.

Se encontrd que las proteinas amibianas 1nducen a los
linfocitos de pacientes a la secrecidn de linfocinas erectivas en
la activaci6n de macrbfagos, gue a su vez adguieren la capacldad
de destruir trofozoitos. Los lintocitos también aoguieren dicna
" capacidaa luego de tener contacto con proteinas amibianas.

En relacién a los resultados anteriores, 1os autores
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concluyeron que existe la pos'ibilidad de aislar antfgenos
amibianos que mediante la induccién de inmunidad protectora,
puedan emplearse en la inmunoprofilaxis contra la amibiasis
invasiva.

Vinayk, V.K. et al. (3) realizaron una investigacidn oara
‘evaluar el potencial protector de los antigenos asociados a la
bmembrana de E. histolytica (NIHz 200 W), Los resultados que
abtuvieron indican dichas antfgenos confieren un alto grada de
proteccién contra la infeccién amibiana

Jiménez Cardozo, J.M; Barradas, A. y Kumate, J. (XI Seminario
sobre amibiasis, Mex. 1989), efctuaron un estudio morfolégico del
higado del hamster, protegido por la actividad enzimética de la
b4-tostfoglucomutasa de la E. histolytica. La actividad de esta
enzima se encontrd en el sobrenadante obtenido de centritugar un
homogenado amibiano de la cepa HMI-IMSS. La puritficacidn parcial
de la enzima se llevé a cabo por cromatogratfa en columna. Los
€cinco picos que presentaron actividad enzimdtica miés alta wma
utilizaron para inmunizar a 40 hamsters. Después, los animales y
un grupo control fusron desafiados intrahepiticamente con la cepa
amiblana antes mencionada.

En relacién a este estudio los autores concluyeron que la
inmunizacién se llevh a cabo can las fracciones protéicas que
contenfa la enzima parcialmente purificada y los valores de
actividad espec{fica coincidieron con laos de proteccidn
inmunclegica més alta. La -nzi.m- dio proteccién para evitar que se

produjera AHA, en los hamaters inmunizados por la formacidén de
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anticuerpos anti-enzima.

Schain, D.C; Petri, W.A. et al. (X1 Seminario soore
amibiasis, Mex. 198%9), realizaron estudios sopre el efecto aue
tiene la inoculacidn de animales con una lectina de adherencia de
E. histolytica, sobre la respuesta inmune.

Los esplenocitos de gerbos con AHA presentaron respuesta
blastogénica a la lectina :inhibible por N-acetil-D-galactosamina
de E. histolytica, ademds adquirieron capacidad amebicida luego de
cinco dfas de incubacién con la lectina. Los esplenocitos de
gerbos inmunizados con la lectina presentarcn menor resouesta
blastogénica que las esplenacitos de gerbos con AHA, pero tambidn
adgquirieron capacidad -amebicida después de ser incubadas con la
lectina. En cambio, los esplenocitos provenientes de controles no
presentaron capacidad amebicida y su respuesta blastogénica a la
lectina tue deticiente.

La canclusién de los autores sobre el estudia fue gque @l AHA
en gerbos estd asociada con la respuesta inmune a la lectina antes
mencionada. La 1noculacién con la lectina despierta una respuesta
inmune algo menor que la adquirida con la infeccidn oor amibas.

Ghadirian y Kongshavn (&) realizaron una investigacidn para
observar si los ratones adquieren raesistencia a la infeccién
amibiana luwgo de ser inoculados con Corynebactertum parvum y el
Bacillus Calmette-Guerin (BCG).

Los resultados aobtenidos indican que el pretratamiento de
ratones con BCG, lws confieare completa proteccién contra la

infeccibn por amibas. E1 pretratamiento con C. parvum les
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proporciond a los animales una proteccidn algo menor a la
anterior.

El mecanismo de protecci1én inducido por estas substancias poar
lao general se ha asociado con la inmunidad no especifica. Se cree
que tiene relacidn con la activacién oe macréragos, que son
células con capacidad amebicida.

Jimenez~Cardozo, £€; Camacho-Vargas et al. (xi1 Seminario sobre
amibiasis, Mex. 1989) estudiaron la modificacién en el patran
1soenzimdtico de la fosfoglucomutasa de £. histolytica, debida a
la presencia de metabolitos secundarios de Z. liebmanniarum.

Se cultiva E. histolyticea en presencia de tres metabolitos
aislados de Z liebmaniarum. Se utilizaron testigos cuitivados en
1guales condiciones sS1n los metabolitos. En todos se deteraind
ndmero  y viabilidad, asi caomo el Patrén electrotaretico
1soenzimético de la fosfoglucomutasa. Los metabolitos tuvieran un
etecto letal sabre los cultivos de E. histolytica.

Los autores proponen que los metabolitos secundarios de
2z, tiebmanniarum son productas que potencialmente podrian
utilizarse en la tel*apéutlca de la amibiasis, en donde ®]1 efecto
letal se carrelaciona con cambios estructurales ae la

fosfoglucomutasa.
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CONCLUSIONES

Entamoeba histolytica causa colitis tnvasiva y AbB4, es
responsable de altas tasas de morbilidad v martalaidad.
Aproximadamente un 10% de la poblacién mundial es portadora det
pardsito.

tas condiciones insalubres favorecen la proliferacidn del
pardsito, pero dificilmente podrian controlarse en zonas endémicas
por el alto costo que esto representarfa. Es por eso que serfa mds
tactible el control de la enfermedad mediante el manejo de la
genetica y bioguimica del parésito.

Actualmente no se cuenta con metodos répidos y sencillos para
diferenciar cepas amiblanas patégenas de cepas no patogenas, pera
los trabajos realizados sobre la respuesta i1nmune en 1nfecciones
por E. histolytica son muy prameteaéres en cuanto a los alcances
que tendrdn en el diagndstico y terapéutica de la amibiasis.

La falta de mooelos adecuados de :nfeccién intestinal en
humanos y el poca presupuesto con que se cuenta en ios
taboratorios son probiemas que dificultan el estudio de la
entermedad.

En los Gltimos afos las pruebas inmunologicas han tenido gran
auge puesto que son de utilidad en estudios epidemioldgicos, peroc
tienen el agravante de no distinguir entre pacientes con inteccidn
activa y pacientes gue han curada, puesta que los anticuerpas

prevalecen por meses o afos.
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La mayorfa de las pruebas serolégicas son Dpositivas solo
cuando la enfermedad es extremadamente severa, pero permanecen
positivas par tiempo 1ndefinido.

A pesar de las dificultades en el estudio de la amibiasis,
recientemente se ha avanzado en el conocimiento de las
caracter{sticas morfolégicas y bioquimicas de E. histolytica, asf
como también slcbr‘e su torma de infectar.

La i1nmunologfa pretende aplicarse a diversos niveles, poar
ejemplo antes de la infeccién a nivel preventivo, Ss1 se lograra
obtener la vacuna. Otro nivel seria en el diagnéstico, con el
desarrollo de técnicas confiables y costeables. Por dltima, la
inmunolagfa poadrfa apl{:arse en la terapéutica, va sea mediante el
refuerzo de las mecSnxsmus de defensa del hospedero o med:iante la

disminucién de la virulencia del parasito.

a2



BIBLIOGRAFIA
REFERENCIAS A LA INTRODUCCION Yy CAFITULO T

1) walsh, J. A. Froolems 1n recognition and diagnosis af
amenlasis: Estimation of the aqlobal magnitude ot morbidity and
mortality. Rev.lnfect Dis. 19865 8: 228-38.

2) bray, R. 5; Harris, W.6. The eoidemiology at infection
with E. histolytica 1n the Gamb:ia, West Africa. lrans. &. 2Qc. hed
Hya. 19775 71: 401-7.

3 fetri, W. A. Jrs Ravdin, J. 1. Hmebiasis n
institutionalized populations. In: Ravdin J. 1; ed. Hmebiasis:
human infection by E. histolvtica. New York: John Wiley snd Sons,
1988y S576-B1.

4)Sexton, D. J hrogstad,D. Ji Spencer, H. C. Jri Healy G. R}
Sinclair, 5; et al. Ameblasis i1n the mental institution: serolagic
and epidemiologic studies. Am J Epidemiol. 19745 JQu: 414-23.

S) Markell, E. K; Havens, K. Fi hkurtsubo, R. @3 Wingerld, J.
Intestinal Protozoa in homosexual men of the San Francisco Bay
area; prevalence and correlates of infection. Ag., J, lrop. rHed,
Hyg. 1984 3I3: 239-4S.

&) Smith, F. D; Lane, H. L; et al. Intestinal intections in
patients with AIDS: etiology and reponse to therapy. @Qnn, lntern.
Med, 19685 {081 328-33.

7} Ratzenstein, D; Kicherson, V; Braude, A. New Loncents ot
amoebic liver abhscess derived trom hepatic 1maging, sercdiagnosis
and hepatic enzymes 1n 67 consecutive cases in Sn Diego. hedigine,
1982s bi: 237-46.

83



8) Fuchs, G Ruiz-Palacios, BG; Pickering, L. K. AmoebDiasis:
human i1nfection by E. histolytica. New York: John Wiley and Sons.
1988; 594-613.

?) Lewis, E. A3 Antia, A. U. Amoebic Colitis: Revew ot 295
cases, Transg, R. Soc. Trop. Med. Hvg. 1969 &3: &33-8.

10} Tucker, P. C; HWebster, F. D; Kilpatrick, Z. A. Amoebic
colitis miataken from inflamatory bowel disease. Arch. lovest.
Hed, 19753 135: &81-5.

11) Gathiriam, V; Jackson, T. Frecuency distribution ot E.
histelytica zymodemes 1n a rural South Africa population. Langeg.
1985;72: 669~72.

12} Sargeaunt, FP. G. The reliability ot E. histolytica
zymodemes in clinical diagnosis. Parasitol. Taday. (9875 3:40-3.

13} Mirelman, D; Bracha, R; Wesxler, A; Chayan, A. Changes in
ispenzyme patterns of a cloned culture of nonpathaogenic E.
histolytica during axenation. [nfect. Immuno}. 19863 S4:3 H27-32.

14) J. 1. F&avdin. E.  histolytica: From adnerence tao

Enterophaty. Ihg Journal of Jofectioys Digeasgs, 1989; 159
420-29.

15) Kretschmer, R. K. Iimmune phenomena 1N ameblasis. Surv.

lamungl. Res. 19843 J:1-10.
16} Arias-Negreteg et  al. Actividad citotoxica de E,

histolytica sobre celulas linfoides de bazo de raton. Arch.
invest. Med. Me:x.1982. 133 217-22.

84



17} Schirman-Gaytan. Amebiasis. Observaciones de labotratorio.

Intectologla. 1987; 1: 25-34.

18} mMartinez-Falomo, et al. Amibiasis. Salud Publjca de

Mexicog., 19835 S5&63-73.

19) Meerovitch, E. and Ghadirian, E. Restoration of virulence
of axenically-cultivated E. histolytica by cholesterol. #@rchs
lnvest. Med. Mex, 19846 (supl 1), 253-5&.

20) Gill, Recasens, M. E; et al. Increased leucocyte
histamine release by E. histolytica antigen 1n patients with
amoebic abscess of the liver. Parasite lmmungl. 198435 &3 211-22,

21} Brandt, H; FPerez-Tamayo, HR. Amebiasis. Frensa RMedica
Hexicana. Mex. 1970.

22) kagan, Irving, G. The 1mmunology of amebiasis. (=
lovest., Med. Mex. 1973. 4 (supl §): 169-7S5.

23) ravdain, J. 15 Murphy, C. F3; Salata, R. A; Guerrant, R. Lj
Hewlett, E. L. NAc-D-Bal-binding lectin which mediates the 1in
vitro adherence of E. histolytica. Partial puritfication and
relation to amoebic virulence in vitro. J. Infgect. Dis, 1985; 154
a04-15.

24) Chadee, Kj; Fetri, W. A; et al. FKRat and human colomec
mucins bind to and inhibit the adherence lectin of E. histolytica.
J.. Clin. lnvest. 19873 80: 1243-54.

25) Rosales-Encaina, J. L; Meza, 1l: et al. lsolation of a

220-KD protein with ject:n properties from a virulent strein aof E,
histolytica. J. Infect. Dis, 1987; 156: 790-7.

as



26) Kavdin, J. 1; Guerrant, K. L. Role of adherence in
cytophatogenic mechanisms of E, histolytica: study with mammalian
tissue culture cells and human erythrocytes. J. Clin. lovest.
1981; &8s 1305-13.

27) Arroyo, R; Orozco, E. Localization and identification of
an E. histolytica adhesin. Mol. Biochem. Parasaitel. 1987; 23:
151-7.

28) Ravdin, J. I; Ceroft, B. ¥Y: Guerrant, R. L. Cytophatogenic
mechanisms of E. histolytica. J. Exp. Hed. 1980; 152: 377-90.

29) Ravdin, J. 13 mMoreau, Fj; et al. FRelationship of free
intracellular calcium to the cytolitic activity or E. histolytica.
Intect Immun. 19883 Hb&: 1505-12.

30) Long Krug, S. A; Ravdin, J. I; et al. Phosphalipase A
enzymes ot E. histolytica: descraiption and subcellular
localization. J. lntect. Dis. 198S5; 152: 542-9.

REFERENCIAS AL CAPITULD 11:

1) Guerrant, R. Lj Ravdin, J. I} et al. Interaction between
E. histolytica and human polymorphonuclear neutrotils. 4, lntect,
pis. 1981; 143: 83-93.

2) Coondelis, J; Hall, A; et al. Actin poliserization and
pseudopod extension during ameboid chemotaxis. Cell Motility and
the cyvtoskeleton., 19883 103 77-90. °

3) Haal, Aj; Schlein, A; et al. Relationship of pseudopod

extension to chemotactic hormone - 1nduced actin polimerization in
amebold cells. J. Cell. Biochem, 19883 37: 285~89.

=1



4) Ogihara; et al. Actin architecture 1n moving cells and
chemoattractant-elicited acting changes of Dictiostelium. Exp Cell
kes. 19083 140: 275-86.

S) Mufoz, M. Ls Rojkind, Mj et al. E.  histolytica:
Collagenolyc activity and virulence. J. Frotozool. 19843 31: 4e68.

&) Young, J; et al. Characterization of membrane poro-

forming protein from E. histelytica. J. Exp. Hed. 19825 1563 1677,

7)Sargeaunt, F.G; Williams, Jo E} Grene, J. D. The
ditferentiation of invasive and not invasive E. histolytica by
13cenzime electrophoresis. Irans. R. Soc. Yrop Med. Hyg. L978; 2z
S19-21.

B8) Sargeaunt, F. G; Williams, J. E; et al. The epidemiology
ot E. histolytica in Mexico City. A pilot survey !, Iprans. K. Sog.
Ivop. tMed. Hyg. 19805 74: &53-6.

9) Fhillips, B. P; bortigis, 1. L. Effects of grawth in uitro
with selected microbial associates and of encystation and
axcystation, on the virulence aof E. histolytica tor Guinea pigs.
Am, J. Irgp. fted, Hyqg. 19545 Iz &21-7.

10) Wittner, M; Rosenbaum, K. M. HRole of bacteria in
madifying virulence of £E. histolytica: studies ot amebae from
axenic cultures. Am J. Irop Med. Hya. 19703 s 621-7.

11) Bracha, KRj Kobiler, U3 Mirelman, D. Attachment and

1hgestion of bacteria by trophozoites at E. histolytica. lpfect
immun. 1982; 36&: 3I96-406.

az



12) Bracha, FK; Mirelman, D. Virulence of E. histolytica
trophozoirtes; effects of bacteria, microaerobic conditions and

metronidazole. J. Exp. Med. 1984: 160: 3IS53-48.

13) Ravdin, J. 1. Pathogenesis of disease caused by E.
histolytica: Studies of adherence, secreted toxins, and

contact-dependent cytolisis. Rev. Infect, Dis. 19863 2:247-00.

14) saingh, B. N Sirvastra, R; Dutta, 6. F. Virulence of
strains of E. histolytica to rats and the eftect af Cholesterol

Rat Cecal Strains. Indian J. Exp. Biol. 19713 2: 21-7.

15) Diamond, L. 5% et al., E. histolytica: lron and
nutricional lmmunity. Arch. lovest. Med. Mex. 1978; 9 (supl 1) =
329-36.

16} Lushbaug, W.B; et al. Secuential histopathology of
cavaitary liver abscess formation i1nduted by axenically grown E.
histolytica. Arch. Pathol. Lab. Med. 19803 575-9.

7 Jurumilinta, R3 Maegraith, B.G. Enzymes at E.
histolytica. Bujl Wno. 19693 S50t S531-50.

18) kavdin, J. 13 Guerrant, R. L. Citopathagenic Mechanisms
at E. histolytica. J, Exp. Med., 19803 152: 377-90.

1) Mufoz, M.Dy et al. The Collagenase af E. histolytica. J,
Exp. Med. 19823 155: 42-51.

20) Lundblad, 6§ Huldt; et al. [-N-Acetylglucosaminidasa from
E. histolytica. Stocholm Phisiol, 19813 &8B: 71-6.

M) Werries, [ %3 Nebinger, P. Degradation of biogene
oligosacaries by -N-acetilglucosaminidasa secreted by E.
histolytica. Mol. Biochem. FParasitol. 19835 7Z: 127-40,

aa



22) Pittman, F, E; Henmiger, G. R. Sigmoidoscopic and colonic
mucosal biopsy findings in amebirc colitis. Arch, Fathgl, 197435 97:
155-8.

23) Brandt, Hi Fere:x Tamayo, R. Pathology of human amebiasis.

Ham Pathol. 1970; L: 352-85.

24) tushbaug, W. #; Kairalla, A, B; et al. lsolation of a
citotoxin-endotanin from £ histolytica. J. laofect Dis, $1979:9-17.

28) Uderzulu, 1. A; Leitch, 6. J; Batley, 6. B. Use of
indometacin to demonstrate enterotoxic activity in extracts of £,
hitstolytica trophozoites. lntect Imnun, 19825 34: 795-801.

26) Bos, H-JI; et al. E. histolytica: Citopathogenicity,
including serum effects on cantact-dependent and toxin~induced
lysis af hamster \idney cell monolayers. Exg. Parasitol. 1780;
342-8.

27) Lopez-Revilla, R; Said - Fernande:,S. Citopathogenicity
at E. histolytica. Causes intestinal secretion: role ot saratonin.

Sgience. 19688 3 223 762-4.

28) Mc Sowan, Kj Deneke, C. F; et al. E. histolytica
citatoxin: puritication, characterizatian, strain virulence and
protease activity. J. lnfect. Dis. 19825 1484: &16-2G,

29} tMartinez-Pailomo; et al. Structural bases of the citolytic
mechanisms ot E. histolyticad, Protozgel. 19855 32 (1): 166-75.

391 Schirmann~Gaytan, E. i. Amebiasis. Observaciones de

laboratoria. Infectologia. 19873 Aéo 7 (1),

as



31) Aust Kettis; et al. Actin in E. histolytica traphazoites
revealed by human actin antibodies. J. Farasitol. 1977; 63: 581-3.

I2) Ravdin, J. 13 Guerrant, ®&.L. FRole of adbherence in
citopathogenic mechanisms of E, histolytica: study with mammalian
tissue culture cells and human erythrocites. J. Clin lnvest Med.
1981; ¢B: 1305-13.

33) Trissl, D; Martinez~Palaomo, A; et al. Surtace properties
relatedto concanavalin A - 1induced aglutination: a comparative
study ot several E., histolytica strawns. J. Exp. Hed 19775 14%:
&52-465.

34) Ravdin, J. 13 Murphy, C. F; et al. Eftect of calcium and
phospolipase A antagonists n the citophatogenicaty of E.
histolytica. J. Lnfect Dis. 1985; 152:542-9.

35) Merries, E; =t al. dDegradation ot biogene oligosacariesa
by fi-N-acetylglucosaminidasa secreted by E. histolytica. Hol.
Biochem Parasitol, 198335 7: 127-40,

REFERENCIAS AL CAFITWO I[].A
1) Sepulveda, B. Inmunologia de la amibiasis, en Memorias ge

1a Conferencia Internacional sQbre amibiasjs., Sepulveda, B. y
Diamond, L.S.3 Eds.1.M.5.5. Mexico, 1976.

2) Trassl, D. Ilmmunology af E. histolytica 1n human and
animal hosts. Rev [nfect O_;_s_,_-l‘?BZ; 4: 11354-84.
3) Barranco-Tovarg lssibasi, A; Kumate, K, et al. Inhibicion

por anticuerpos de la adherencia de los trofozolitos de E.
histolytica. Arch. Inveat., Med. Mex. 19865 j7: 237-241.

0



4) Acosta, G; Campos, C; et al. Secretory lgA antibodies from
bile ot immunized rats reactive and thropazoites of E.

histolytica. Ann, M. Y. fcad. Sci. 19833 409: 769.

S) Molmgran, J; et al. Nonimmunoglobulin feraction of human
milk inhibits bacterial adhesion {themmaglutination? and
enterotoxin binding of Escherichia coli and Vibrio cholerae.

Infect. lamun, 1981; 33: 136.

&) Acosta-Altamirano; Terrec-Sanchez; lsibasi-Araujo; et al.
Deteccion de anticuerpos de clase IgA dirigidos contra la
lipopeptidofosfoglicana de E. histolytica en muestra de calostro
humana. Arch. lnvest. Med. Mex. 1984; 17: 291-5.

7} Acosta, G; Rocha, L. M; Isibasi, A; et al. Human
macrophages are citotoxic against thropozoites of E. histolytica,
Fed. Res. 1975; 19: 1028.

8) Calderon, J; Schreiber, R.D. Activation of the Alternative
and Classical Complement Fathways by E, histolytico. Infectjon apd
immunity. Nov, 1985. 540-65.

9) Musoke, A.J3 Barbet. Activation of complement by variant -
specific surface antigent of Tripanosoma brucei. Nature. London.
19773 2703 438-40.

19) MuAoz—- Espinoza, L; Salazar-Flores, 0. Serum or plasma
levels of C3, tfactor H and C3b 1n patients with amebic liver
abscesa. Arch. lnvest. Med., Mex. 19843 17: 297-300.

11) QOrtiz-Ortiz, L; et al. Activation of the ailternate

pathway of complement by E. histolytica. Clin. Exp. Immunol. 19783
34: 10-18.

21



12) Wilhelm-Vogel; Alainz, ; Capan, KRj; Ortiz-Ortiz, L.
Efecto del acoplamiento de un activador de la via alterna del
complementa a un anticuerpo monoclonal anti~E. histolytica no

activador del complemento.Arch. Invest Med. Mex. 19843 17: 286-92.

13) Ghadirian, €3 Meeraovitech, E. Effect of complement
depletion on hepatic amoebiasis in hamsters. Clip. lmmunil}. 19823
24: 315-9.

REFERENCIAS AL CAPLITULD III. E

1) Guerrant, R. L3 Bush, J; Ravdin, J. [. Interactian betwean
E. histolytica and human polymorphonuclear neutrophils. J., lntfect,
Dis. 1981; 143: 83-93.

2) Ravdin, J. 1; Salata, R. A; Guerrant, R. L; et al. The
N-acetyl-D-galactosamine -inhibible lectin ot E. histolytica:
i-partial purification and relationship to amoebic in vitro
virulence. [, Infect. Dis. 19853 i41: 816-22.

3) Castellanos, C; Ortiz-Ortiz, L. Eftecto de saobrenadantes
obtenidaos de linfocitos estimulados con concanavalina A soore
trofozoitos de E. histolytica. Argh., lovest. Med. 19843 17: 225-9.

4) Lopez-Osuna, M; Contreras, B. A kretschmer, R. In vitro
interaction of polymorphonuclear leuliocites and E. histolytica.

Arch. Invest. Med. Mex. 19865 17: 247-49.

S! Perez-Tamayo, R; Bbecker, I; Monntfort, 1; et al. E.
histolytica: Role of amebic proteinases and polymorphonuclear
leukocytes in acute experimental amebiasis in the rat., gxp.

Parasitol. 1988; 42: 268-80.

&) Ghadirian, Gj Meerovitch, E. Eftect of issunaosupresion on
the size and metastasis of the amebic liver abscess in hamsters.
Faris, 1988. [nternational Cangress of Ilmmunology.




7} Meeravitch, E; Ghadirian, E. Etfect of Trichinella
spiralis infection on the experamental amoebic liver abscess 1n

hamsters. Arch. Invest. Med, 19803 11 {(supl 1): 185-8.

B8) Ghadirian, E; Meerovitch, E. Role of macrophages in host

defence against hepati¢ amoeblasis 1n hamsters. lnfect lemun.
19835 42: 1017-9.

%) Sterny J. 15 Graybill, J. R; et al. Murine amoebiasis: The
role of macrophage in host defence. Am., J, Trop, Med. Hyq, 19843
33: 3I72-80.

10) Guerrero, M; FKRios, D} et al. Interactian between
thrapozaoites of E. histolytica and limphocytes of patients with

invasive amoebiasis. Memorias de Ja conferencia internacional
sobre amibiasig. Mex. IMSS, 1974: S29-39.

11} Stemberger, H. 2ytolytsche Immunoreactionen in vitro
gegen Thropozioten von E. histolytica. Jmmung 1lnfekt. 19783 63
71-8.

12) Salata, R. Ay Cox, J. G; Kavdin, J. l. The killing af
virulent E. histolytica thropozoites. Cljn Res. 1984; 3I2: 3&5-A.

13) Salata, R.Ay Murray, H. W; Ravdin, J. 1. The role of p
interteron in  the genetation of human macraphages and T
lymphocytes capable of killing virulent E. histolytica
trophozoites. Am. Soc, of irop. Med, % Hyg. 19685,

14) Denys, My Chadee, K. In vitro and in vivo studies of
macrophage tunctions in amebiasis. Ipfect. lmmun. Dec. 19883
3126-31.



15) Ghadirian, E. & Meerovitch. Macrophage requirement for
host detence against experimental hepatic amoebiasis in hamsters.

Farasite lmmunol, 19683; 4: 219-23.

16) Ghadirian, E; Meerovitch, E. & P.A.L. Kkongshavin. The
role of macrophages 1n defence against experimental hepatic
amoeblasis in hamsters. [Infect. Impun. 42: 1017-19.

17) Salata, R. Aj Martinez-Falomo, et al. Fatients treated on
amebic liver abscess develop cell-mediated 1mmune reponses
effective in vitro against E. histolytica. J. lemungl. 137:
2633-39.

18} Salata, R. A. & Ravdin.
N-acetyl-D-galactosamine-inhibible adherence lectin of E.
hicstolytica II. Mitogenic activity ot human lymphocytes. e
Infect. Dis. 151i: 816-22.

19) Stern, S. J. Ggaybill, J.R. Drutz, D.J. Murine amebiasigsi
The role of macrophage in host defence. AM. J. Irop. Med, Hvq.
1984; 331 372.

20) Parmely, M. J; Williams, 5. B. Immunology ot breast milk.
Raven Press, New York. {979; pag 173.

21) Rocha-Ramirez; Kumate-Rodriquez; et al. Interaccion {n
vitro de trofozoitos de E, histolytica con macrofagos de calostrao
humano. Acch. Invest. Med. Mex. 19843 17: 307-12.

22) Bionda, Gy Feri, N; et al. Antibody dependendent
citatoxicaity of human mononuc lear phagocytes: defective
stimulation of tumoricidal activity in milk macrophages. Clin,

Exp. lmmunol, 1982; 50: 701.

94



23} MWeaver, E. A; Tsuda, R.M; Goldblum, A.5% et al.
Relationship bpetween phagocytes andg lgAR. Release fromcolostral
macropnages. lofect lomun, 1982; 38: 1073,

24) Diamanste:in, T3 Klesm M; et al. Interaction between E.
histolytica and the 1mmune system. i. Mitogenicity of E.
histolytica extracts for human perapheral T lymphocytes. J.

lmmunol. 1981; 12&: 2084-6.

25) #hAcharya, D. FP; Sen, F. C. Rosetting cells in amoebic
liver abscess. Indian. J. Med. Res. 19B81; 24: 348-51.

2&) Salata, R. A; tMartinez-Palomo, A; et al. Fatients treated
for amebic liver abscess develop T-lymphocyte responses efctive in

vitro against E, histolytica. €lin. Res. 1985; I3: 418 A,

27) Salata, A; Ravdin, J.l. Revew of Human 1mmune Mechanisms
directed against E. histolytica. Rev. of Infect, Dis. 198&; 8:
261-72.

28) Sepulveda, B. lnmunologla de la amibiasis, en Hemorias de

la Conferencia Internacional sobre amibiasis, Sepulveda, B. vy
Diamond, L.S; Eds. 1.M.S.S. Mexico, 1976.

<9) Santa-Cruz, M; lIsibasi, A; kumate, J; et al. Evaluacion
de la inmunidad celular en pacientes con absceso hepatico amibiano
utilizando la prueba de inhibicion de la migracion de los
leucocitos (LIF). Arch. igvest. ted. rex. 19863 17: 319-25.

30) Campoas-Rodriguez, R; Isibasi, A; kumate, J3 et al.
Calulas plasmaticas ant:-amiba en sangre periferica de pacientes
con absceso hepatico amibiano. Arch. lnvest. Med. Mex. 19863 17
(supl): 303: 6.

95



31) Ginshurg, W. W; Finkelman, F. D; et al. Circulating and
mi1togen induced immunoglobulin secreting cells in human peripheral
blood: evaluation by a modified reverse hemolitic piaque assay. J.,

lmmunol. 19783 120: 33.

32) Howard, D; #Faul, W. E. Regulation of B cell grawth and
diterentiation by soluble factors. @nn. kev., lmaynol. 19835 1:137.

33) Beer, D.J; Matloff, S.M; et al. The 1influence of
histamine on immune and inflamatory responses. Ady. lmmunogl, 1984;
35: 209.

34) lsibasi, A; Campos-Rodriguez, R; et al. Fapel de la
histamina en la respuesta inmune local anti-amiba. Arch. lnvest,
Med, Mex. 19843 17 (supl): 273.

REFERENCIAS AL CAPL1TULO 1V

1) J. A. Walsh. Problems 1in Recognition ang Diaghosis of
Amebiasis: Estimation of the global magnitude of Morbidity and
Mortality. Rev, Infect. Dis. 1986; 8; 2: 228-38.

2) J. A. Walsh. Amebiasis 1n the world. Arch. invest, Hed,
Mex. 19843 127 (supl): 385.

3) Lobel, H. O3 Kagan, 1.6. Seroepidemiology of parasitic
diseases. Qnn, Rev, Micrghigl. 32: 329-47.

4) G. R. Healy. Immunologic tools in the Diagnosis of
Amebiasis: Epidemiology in the Un:ited States. Rev., [nfect. Dis.
19843 G: 239-46.

S) Terrez~Rodriguez, J.M. Diagnostico i1nmunologico de las

enfermedades parasitarias. Medicine. Enfer d 1nfecciosas.

6



&) Tarian, D. E. Serologic reponse ta the 96 UQU-Da surface
antigen at pathogenic E. histolytica. J. Infect. Dis. 198%9; 159
4) = 744-7.

7) Jackson, Ts Anderson, Cc. B; et al. Serolagical
differentiation bwetween post and present infection in heoatic
amaebiasis. JYrans. Ray. Soc. Med. Hyg. 1984; 78: 342.

8) Onfre-Muiioz; Hernandez-Velarde, K; et al. (<Es poasible
‘dlfal‘enclar entre infeccion hepatica antigua y raciente mediante
analisis inmunoenzimaticoy Arch. Invest. [Med. Mex. 19845 17
(supll)s: 3I27-30.,

?) Pere: de Suarez; Ferez-Schael; et al. lmmunocytochemical
detection of E. histolytica. Irans. Roy, Soc. lrop. Med, Hyq,
1987; 8i: 624-6. ’

REFERENCIAS AL CAPITULO Vv
1) Sepulveda, B. Inmunologia de la ambiasis, en Memorias de

1a Conferencia Internacional sobre amibiasis, Sepulveda, &. y
Diamond, L.S; Eds. 1.M.5,S. Mexica, 197&.

2} Ghadirian, E. & F.A.L. Kangshavin. The effect ot
splenectamy on resistance of mice to E. histolytica infection.
Far. lomunol. 1985; Z: 479-87.

3) Salata, K. A3 Martine:-Falomo, A et al. Fatients treated
for Amebic Liver Abscess develop Cell-Mediated lmmune Responses
effective (n vitro against E. histolytica. Journal of Jmmunol.
19865 13: 2633-39.

4) Schneider, E.L. Infectious agiseases in the elderly. Ann.
intern, Med, 19833 98: 395.

Q7



5) Purnima, C. K3 Vinaik, V. Kj; Nain. Elicitaticn of
protective immunity to E. histolytica, an euperimental study.
Immunol. Cell. Biol. 1987; &5: 217-22.

&) GBhadirian, E. & F.A.L. Kongshavn. Fraotection of mice
against amoebiasis with B.C.G.; Corynebacterium parvum and
Listeria monocytogenes, Farasite Immunology. 19865 8: 663-67.

98



	Portada
	Índice
	Introducción
	Capítulo I. Clasificación de Entamoeba Histolytica
	Capítulo II. Factores Predisponentes a la Infección
	Capítulo III A. Respuesta a la Infección por Entamoeba Histolytica
	Capítulo III B. Inmunidad Celular
	Capítulo IV. Diagnóstico de la Amibiasis
	Capítulo V. Inducción de Impunidad Protectora
	Conclusiones
	Bibliografía



