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INTRODUCCION 

DEfINIClóN. 
La amib1as1s es una 1nTecc1ón del hombre provoca~a 

por Entamoeba llistoJytica. Esta especie usualmente vive com0 
comensal en el lumen del intestino grueso, pero. puede invadir. la 
mucosa intestinal produciendo la disenteria o el ameboma. Si el 
parásito llega al torrente circulatorio, puede producir lesiones 
extraintestinales, siendo el li!l!ado el organo más ai'ectado y. e" 
el cual 11e11a a producir el absceso nepático amibiano (AHA). 

ANTECEDENTES HISTóRICOS. 
El parásito fue demostrado por Lesn en i675 en un paciente 

en la ciudad de Arcange1 (cercano al Circulo Artico) Rusia. ·Este 
individuo sufría de disentería crónica asoqiada a la pr~senc1a" de 
amibas en sus neces. Aún cuando las amibas provenientes de S\lS 
heces produjeron disent.eria cuando se inoculat:'on a p~rros, Lesll 
no creyó que el parásito tuera el agente causal. 

La patogenicidad de la amiba "fue demostrada por varios inves­
ti&adores: i::artul1s (1667) trabajando en Egipto, describió la 
existencia de lesiones nepáticas amibianas. En 1691, coúncüman y 
Lai'leur hicieron descripciones clinicas y patológicas detallad.as 
de disenteria amibiana y AHA, WalKer y Sellards (1913) (!\ · 'd.emos­
traron que Entamoeba coii era comensal Q saprói'ita m.ie~t.ras 
que Entamoeba llistoJytica era patógena. 

Bntamoeba ll.JstoJ Y ti ca 
Pertenece al pnyllum sarcodina (se mueve por pseudópodos y 

tiene una reproducción asexual por "fisión binaria, clase Rnizo­
poda (se enquista y nabi ta el colon intestinal) y al género Enta­
moel>a (el trofozoit.o tiene un núcleo con un pequeño cariosoma 
central y una membrana nuclear con BI'.ánu1os de cromatina adyac­
entes). 

LA ENFERMEDAD 
La amU>1as1s tiene una distribución cosmopol1 ta y su inci­

dencia difiere de una lirea a otra. Se estima que la enfermedad 
afecta a 51. de la población mundial, siendo ésta mlis alta en las 
re11iones tropicales y subtropicales. En México la am1b1as1s es 
una enfermedad endémica. 

El ciclo de vida de E. llistoJyt.Jca es relativamente 
s1mp1e ya que no existen aparentemente estadios sexuales ni se 
conocen ·huéspedes intermediarios. En la forma vegetativa, el tro­
fozoi:to se aloja en el intestino y se reproduce por "fisión 
binaria. Bajo condiciones que se desconocen, los troi'ozoi:tos se 
diferencian en quistes (fase infectivaJ los cuales se excretan y 
pueden infectar a nuevos nu6spedes por via oral (f1g. 1). 

La pato11en1a de la amib1asis está dada por la colonización 
del intestino por una cepa virulenta seguida de la adherencia a 
la mucosa intestinal, con destrucción de las barreras intesti­
nales a través de enzimas y prod ui:tos tóxicos. Esto, ocasiona la 
llSis de c61u1as intestinales, lo cual lleva a la interrupción de 
la mucosa intestinal con la aparición de úlceras del colon. Lo 
anterioi; conlleva a su vez a una destrucción de tejidos mlis pro-
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f'und.os con una invasión a órganos más d.istantes. 
Desde el punto de vista clínico la am1biasis puede ser: sin­

tomática o asintomática. La am1bias1s sintomática puede clas1:f1-
carse a su vez en intestinal y extraintest1na1: 

La amibiasis intestinal puede presentarse principalmente como 
un cuadro d.e disenteria asuc1a o crónica, como ameboma o apend.1c1-
tis. 

La am1b1as1s extra1ntest1nal se loca11za principalmente en el 
nrsado (AHA), sin embargo puede existir en otros órsanos tales 
como pulmón, cerebro, etc., así como en la piel. 

COMPOSIClóN BIOQUIMICA DE LA MEMBRANA DE LOS TROFOZOITOS DE 
E, HISTOLYTICA. 

El entendimiento del complejo fenómeno que ocurre durante 
las interacciones huCspec'.1-parásito en la amibiasis, requiere c1el 
conocimiento de la composición quim1ca de la membrana del 
parásito. 

Un anál1s1s de líp1dos totales de· trofozoitos de E. histo­
Iytica demostró que 60-70X estaba compuesto de fosfolípidos, 
mientras que el colesterol era componente d.e la fracción no sapo­
nificable (2), Ca composición de ácidos grasos de E. histoJy­
t.lca fue simUar a la de E. invade ns (3), un parásito de 
róptUes. 

Los líp1dos de las especies de Elltamoeba se nan estudiado 
tanto en extractos totales de trofozoitos (4) como en membranas 
plasmáticas aisladas y fracciones de membrana interna (5). La 
composición c1e 1Ip1c1os d.e estas membranas varia cualitativa ·y 
cuantitativamente de las células de mamiferos, ya que en aquellas 
los lIPidos que contienen etano1am1na predominan sobre los que 
contienen couna. Los extractos plasmáticos am1b1anos contienen 
un lIP1do poco usual, el fosfoet1lceram1do (CAEP) y la fosfa t1d11 
co11na que se encuentra en srandes cantidades (3, 4). 

Otros fosfollp!dos presentes, 1nc1uyen ácido fosfatid!co, 
fosfatidil 1nositol, .fosfatidil ser1na y esf1ngom1el1na. 

La composición de fosfolípidos · de la membrana plasmá t.1ca 
difiere de las células intactas y de vesiculas internas, en que 
los ni veles de fosfa tid1lco11na son menores en la membrana 
Plasmática y CAEP está incrementada (5). 

La composición poco comün de los lipidos de ·membrana de 
E11tamoeba en seneral y de E. h.lstoJyt.lca en particular, 
poc1ria estar relacionada a los requerimientos de las amibas tanto 
para su elasticidad como para su estabilidad (3). 

La presencia de aminoetilfosfonato ceram1do puede conferir a 
la amiba ventajas biológicas importantes, pues es resistente a la 
h1c1ról1s1s y se puede resintetizar rápidamente. 

El anál1sis de las prote1nas de membrana de E. h.lstoJy-
tJca es d1fic1l, pues los marcadores enz1má t1cos especif1cos 
usados para diferenciar membrana plasmática, de fracciones de 
membrana interna no están presentes. Además por su actividad pro­
teolitica, la amiba tiende a degradar a los pol1pépt1dos durante 
su a1s1am1ento. · 

He Laughln y Heerovltch (4, 6) identificaron 9 pollpéptidos 
. distintos en una fracción enriquecida con membranas plasmáticas y 
encontraron una fosfohidrolasa ácida un1da fuertemente a la mem­
brana. 
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Serrano y cols (7) encontraron actividad de fosfatasa ácida 
en una fracción de membrana aislada de homogeneizados amibianos, 
y asumieron que se encontraba tanto en la membrana plasmática 
como en las vacuolas digestivas de E. !llst0Jyt1ca. 

Este mismo grupo encontró que en geles de po11acr11am1da con 
t.1nción para proteínas se observaban 6 band.as: cuando estas mis­
mas bandas se trataron de encontrar por medio de la tinción de 
Schiff-ácido peryódico no se observaron. 

Aley y cols (5) obtuvieron fracciones purificadas de membrana 
. plasmática de E. ll1stoJyt1ca usando concanavalina A. En esas 
fracciones detectaron al menos 12 proteinas en el intervalo de 12 
ooo a 200 ooo daltones de peso molecular. Algunos de los 
polipéptidos encontrados fueron gUcoprote 1nas. 

La presencia de carbohidratos en la membrana de E. !l1st0Jy­
t1ca se detectó por medio de citoquimica estructural (6). 

Los residuos de manosa y glucosa sobre la superficie celular 
fueron identificados por la aglutinación de cepas patógenas de 
E. ll1stolytlca por concanavalina A e inhibición de la reacción 
con cx-metil manósido (9). 

Los receptores de concanavalina A se detectaron al nivel 
ultraestructural con el uso de la reacción secuenciada de conca­
navauna A-peroxidasa-benzidina (10) o de concanavauna A marcada 
con yodo. 

El método empleado por Aley y cols (5) para aislar prepara­
ciones enriquecidas de membrana plasmática, permitió tanto el 
estudio de los componentes ant1génicos de la supeficie celular 
como las posibles eliferencias químicas y antigénicas entre cepas 
virulentas y no virulentas .. 

INnUNOLOGrA DE LA AnIBIASIS. 

1.CARACTERlZAClóN DE ANTIGENOS AnIBIANOS. 
La caracterización de los componentes antigénicos de E. 

lllst0Jyt1ca ha sido· una de las principales herramientas en el 
estuelio del parásito. 

En el pasad.o, la tendencia general fue \'sar extractos acuosos 
crudos de antiseno total, pero en el presente se tiende a ielent1-
ficar cua11tativa y cuantitativamente a los principales antigenos 
del parásito. Los intentos iniciales por caracterizar la composi­
ción antigénica de E. !llstolytlca dieron malos resultados por 
que las amibas eran cultivadas con bacterias e1e1 tracto intesti­
nal del nombre, o en asociación con otros protozoarios (11). 

La elefinición del patrón inmunoelectroforético de E. !lls­
to1yt1ca, se facilitó por la d1Spon1b111dad ele cultivos 
axsn1cos (12). una caracterización preliminar de las propiedades 
f1s1coquím1cas de antígenos amibianos, incluyendo el análisis 
electroforético de fracciones purificadas demostró la heteroge­
neidad del mosaico ant.1gén1co de las amibas (13). Los refinamien­
tos en la identificación de los antigenos , ha incrementado pro­
gresivamente la· lista de bandas de precipitación dadas por 
extractos crudos o fraccionados ele E. lllstoJytlca en la pre­
sencia de antisueros homólogos. Krupp (!,.) identificó 14 
antisenos de E. lllsto1yt1ca que reaccionaban con sueros ele 
pacientes de diferentes localizaciones seográficas. Ella reportó, 
que los patrones fueron pract1camente similares, con mínimas di--
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f11 .. iant1>11M ~11 cepas (15). 
Chang Y cols. (16) por doble 1nmunoe1ectrofores1s obtuvieron 

nasta 32 picos de prec1p1t1nas de cepas axén1cas de E. ntstolY­
ttca. Estos estudios nan mostrado que diferentes cepas de 
amiba, tienen un gran número de antígenos en común, particular­
mente aquellos que inducen un¡i respuesta de anticuerpos en numa­
nos infectados. Recientemente, sawhney y cols. (17J purificaron 
parc1a1mente un antigeno de. naturaleza s11coprote1ca soluble, con 
propledades nemaglut1nantes y preclp1tantes s1mllares a las 
descr1tas en extractos crudos de amibas. 

La detecclbn de antígenos de E. htstolyttca en el suero 
de pacientes con amib1as1s invasiva sería de gran importancia 
para entender mejor el proceso 1nf'eccioso. Este antígeno circu­
lante fue encontrado en algunos pacientes en un estudio prelimi­
nar (16). tlahaJan y Ganguly (19) usando contrainmunoelectrofore­
sis detectaron antígeno am1b1ano en el ma ter1a1 necrótlco de 92Y. 
de los casos de AHA estudiados. No se nan encontrado complejos 
inmunes c1rcu1antes en pacientes con AHA (20, 211. 

Por medio de la prueba de ELISA se nan detectado antieenos de 
E. bJstolyttca en heces (22). Este método reveló mayor ntlmero 
de casos post t.1 vos que el exámen directo de las heces al micro­
scopio. Sin embargo se necesi t.6 un rriayor número de casos para 
evaluar meJor la sensibilidad y especif1c1dad del método. 

i!. LOCALIZACióN SUBCELULAR DE ANTiGENOS AMIBIANOS. 
El anti11eno am1b1ano encontrado en infecciones numanas fue 

atr1bU1do a una fracción m1crosomal, proveniente del romp1m1ento 
de los organismos (23). tic Lausnin y Meerov1tch (61 apoyaron 
6sto, pues los antigenos mas s1gnif1cat1vos estaban localizados 
en el Citoplasma, asociados con vesrculas y cuyo or1sen probable 
eran de naturaleza lisosomal. Recientemente, los ant.igenos puri­
ficados que se han obtenldo provienen tanto de fracciones 
r1bosóm1cas como 11sosóm1cas 12~). · 

Existen evidencias de que los anticuerpos ant1-am1ba son pro­
ducidos también contra antrsenos de superficie, O'Shea y Fer1a­
Velasco (25) usando 1nmunofluorescenc1a y microscopía 
electrónica, encontraron que las IcG pur1f1cadas de sueros de 
pacientes con am1b1asis se unen a la superflcie de trofozoítos de 
E. htstoJyttca. Posteriormente se demostró que la unión de 
anticuerpos humanos a la superficie de trofozoítos de E. htsto­
Jyttca lnducia la modulación de esas moléculas de superficie 
lformac1bn de casquetes) (26). Este mismo fenómeno ha sido 
descrito empleando anticuerpos humanos de clase ISA por Acosta y 
col s. (27). 

3. REACCIONES INllUNES HUllORALES. 
La respuesta inmune numoral en amib1asis invasiva l:lumana y 

experimental se caracteriza por la .rápida aparición de anticuer­
pos especif1cos circulantes. La contra1nmunoelectroforesis y la 
hema111ut1nac1ón 1nd11•ecta (26, 29, 30) son las pruebas más sen­
slbles y especiflcas para detectar estos anticuerpos. 

La . mayor ta de los ant1cuerp.os ant1-am1ba encontrados en el 
suero de pacientes con AHA pertenecen a la clase de 1nmunoslobu-
11na G (31, 32); ésta probablemente es de subclase 2, dado que 
son heteroc1totróp1cos en Ueon de cobayo. Los niveles de lgA 
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taml>len están elevados, aunque en menor proporclon que las IgG 
(33). Arellano y cols. no encontraron anticuerpos nomoci­
totroplcos (341 susirlendo ésto que no nabia ISE especifica. 

se na demostrado que el suero 1nmune y y-slobu!1na anti­
amll>a producen lisis del 90Y. de los trofozoitos de E. J11stoJy­
tJca (35, 36). Este efecto Utlco se supr1me por adsorcion del 
suero o y-globulinas con amibas o con antígeno amib1ano crudo 
(37). El suero inmune neutraliza la virulencia de E. hlstoJy­
tJca pa togena en cu! ti vo (38). 

El sistema del complemento está involucrado en la de'fensa 
cont.ra E. h1stolyt.1ca. El suero humano normal induce lisis 

. hasta de 49r. de Jos trofozoitos, cuando se usa a una <11luc1ón el.e 
1:3. La UsiS !>ajo estas condiciones es clepend.iente ele Ja activa­
ci6n el.el complemento por la via alterna (39, 40). Estudios expe-­
rimentales c1e AHA en hámster tratados con factor de veneno de 
col>ra (el cual depleta complemento) clieron como resultad.o una 
mayor severidad y frecuencia ele las 1es1ones nepátlcas, después 
ele! reto con amil>as virulentas (41). 

La i<1ent1ficaclón de anticuerpos circulantes es el.e gran 
importancia para el diagnóstico ele am1bias1s invasiva, sol>re todo 
para la detección de aquellos casos que presentan manifestaciones 
clinicas ati:picas. En el caso de AHA y otras formas severas el.e 
infección por E. hlstoJytlca, la ·frecuencia ele posit1V1<1acl 
excede a 95Y.. Por el contrario, en personas aparentemente sanas y 
en portadores, la frecuencia ele reacciones pos1 t1 vas es menor del 
101.. Los anticuerpos especif1cos (nemag!ut1n1nas y prec1p1 tinas) 
permanecen por auiunos meses o años después del tratamiento (42, 
43), Estos necnos, deberán tomarse en cuenta para la interpreta­
ción de los resultad.os serológicos, ya que una reacción positiva 
puede sisni:ficar sólo antecedente ele infección y no una amibiasis 
activa. 

11, KEACCIONES INftUNES CELULARES. 
La respuesta inmune celular en amil>iasis se na estudiado 

tanto Jn v 1vo e.orno Jn v J.tro. En el primer caso se 
emplearon pruebas que median la h1persensil>111<1a<1 tardia, mien­
tras que para el segundo se hizo a través de Ja determinación de 
:factores mi togénicos para Un:foci tos y el MIF (factor inhibidor 
de la migración de macró:fagos). Los resultados obtenidos con la 
1nt.radermoreacc1ón no mostraron correlac16n con los .obtenidos por 
las pruel>as sero1osicas (31, 44, 45). Esta discrepancia podria 
del>erse tanto a variaciones en el antigeno empleaclo como a difer­
enclas en el tlempo de evolución de la en:fermedad en la cual se 
realizaron las pruel>as. 

con preparac1ones antigénlcas, obtenldas de cu1t1vo axénlco, 
una sran proporción de paclentes con AHA activo tuvieron una 
respuesta cutAnea negativa (46). Esta prueba fue negatlva sólo 
para el antigeno amlbiano, mlentras que posltlva para estrepto­
qu1nasa Y estreptodornasa. Estos resultados in<l.lcal>an lnmunosu­
preslón trans1tor1a de naturaleza especifica (47). 

El numero de células T circulantes fue normal en estos mismos 
paclentes un mes después de la recuperación clínica (47, 'l6). 

La respuesta proU:ferativa inducida por concanava11na A, en 
11nfocltos de paclentes con AHA, no d1flr1ó s111nlficat1vamente de 
aquella 1nduc1da en lnd1v1c1uos normales, aun cuando en el srupo 
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de pacient.es se encont.ró que los valores estaban ligeramente d1s­
minui<1os !~7). Resultados sim1lares fueron reportados por Harris 
y Bray (~9) usando f1tohemaglut1n1na como m1tógeno. Por otro 
lado, en amibasis experimental en hámster, Gold y cols. (50) 
encontraron disminuida la respuesta de 11nfocitos a fitohemaglu­
t.tnina y concanavalina A. 

La prueba de l!IF dió resultados similares a los obtenidos con 
ta ln-t.radermoreacción en tos casos de amlbiasis invasora numana 
(~7). ·Estas fueron negauvas durante la fase aguda de la infec­
ción y se convirtieron en posl-t.ivas después del tratamiento. Los 
anticuerpos especificas estuvieron presentes desde el inicio de 
la en'fermedad en pacientes cuyas reacciones 1ntradérm1cas y MIF 
eran nega-t.ivos. En Ja amibiasis experimental mientras que Ja 
respuesta inmune celular estuvo deprimida durante las fases 
iniciales de absceso hepá-t.ico inducido, la respuesta inmune 
numoral es-tuvo presente. 

Los resultados anteriores parecen indicar que ta respuesta 
inmune primaria en am1bias1s es predominantemente humoral, sin 
embargo es evidente que la inmunidad mediada por células parti-­
Cipa también de alguna manera desde el inicio del proceso infec­
cioso. Se ha vis to que Ja administración de flirmacos inmunosupre­
sores favorece et desarrollo del AHA inducido en hámsters (51), 
Sn consecuencia. sólo ratones 1nmunosupr1m1dos con suero ant1-
11nfocitico desarrollan lesiones nepáUcas después de la inocula­
ción 1ntracecal de amibas virulentas (52). Por otro lado, extrac­
tos acuosos de E. JlistoJytJca (53) o una fracción antigénica 
subcelular compuesta principalmente de membranas 11sosoma1es (5~) 
induJeron transformacion blastoide de linfocitos de pacientes con 

· AHA, sulliriendo la sensibilización de linfocitos T a antigenos 
amiblanos. 

S, INDUCCióN DE INnUNil>AD PftOTECTOftA. 
Antigeno crudo y trofozoitos vivos de E. h1stoJytJca 

indujeron inmunidad protectora contra la inoculación intra­
hepática de amibas virulentas en hámster (55, 56). se obtuvo tam­
bién protección parcial (probablemente por inmunidad pasiva) 
cuando se inoculó a hámsters con suero humano inmune (36). Pos-­
tertormente se demostró que fracciones usosomales y rtbosoma1es 
aisladas de E. hJst"1rt1ca induJeron inmunidad protectora 
contra 1noculac1ón intranepática de amibas virulentas en 
hámsters. Estas fracciones purificadas, tuvieron propiedades 
anti11on1cas más potentes Jn v Jtro e Jn v .lvo que el 
antigeno crudo u-t.1lizado previamente (57). 

Los resultados antes mencionad.os.· se corroboraron en h&msters 
adultos los cuales fueron protegidos contra reto 1ntrahepll.t1co de 
arn1Jlas después de la inyección intradérmica de trofozoitos v1vos 
(56), La inmunidad protectora se obtuvo en coJlayos con una frac­
ción ant1Bénica de alto peso molecular, a1slada de E. hlstoJy­
tJca Estos animales no desarrollaron lesiones nepáticas des­
pués de la inoculación directa de amibas virulentas (59, 60). 
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OBJETIVO. 

El estudlo de la respuesta lnmune en contra de los trofo­
zoitos de Entamoeba hJ.stoJytJca es dlficll de nevar a cabo 
debido a la d1versldad de componentes antig6nicos que presenta. 

En infecciones naturales y experimentales, los antigenos de 
auperf1cie Jue11an un papel importante ya que son los primeros que 

.·. tienen contacto directo con el nospedero. Se na descrito previam­
ente un antiseno de naturaleza po11sacaridica que reacciona tanto 
con el suero de pacientes . con amU>las1s como con el suero de 
coneJos inmunizados con trofozoitos de E. hlstoJytlca 
(Gl, Cil!). 

El obJet1vo de este trabaJo es . estudiar el comportamiento 
inmunoquimico del antigeno polisacaridico de E. hlst0Jyt1ca 
obtenido por dos m6todos. 
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MATERIAL Y METODOS. 

J., CEPA AMIBIANA, 
se utillzó la cepa HH-1 IHSS <le trofozoítos <le Entamoeba 

h.Jstolyt.tca cultivac:los en medio axénico TYI-S-33 <le acuerdo a 
la t6cnica descrita por Diamon<I (63), 

i!, MéTODOS DE EXTRACC!ótl DE ANTIGENOS POLISACARIDICOS. 
Los antígenos <le naturaleza polisacarI<lica se extrajeron 

por los métodos que se mencionan a cont1nuac1ón: 

Fracción I (7a. pp a 5V <le etanol) 

/ 
Héto<lo <le Freeman-staub' 

Fracción II (9a. pp a 5V <le etanol) 

Fracción III Cmétoc:lo mo<lificac:lo) 

M6to<lo ele Westphal-Jann ( 

Fracción IV (métoc:lo original). 

i!.J.. MéTODO DE FREEMAN-STAUB, 
Para obtener un pollsacari<lo puro, es necesario hic:lrollzar 

· el complejo <le cclulas secas con acido acétlco 0.1 H. Este proce­
cUmiento fué usado por primera vez por White (64) y moc:llficac:lo 
posteriormente por Freeman (65) y Staub (66). 

Procedlmiento: 
Un lote <le 5.4 g <le peso seco de trofozoitos ele E. h.Jstoly­

t.Jca se resuspenc:lieron en 90 mi ele agua c:lestilac:la calentac:la a 
90• e; a éstos se adicionaron 10 mi de acic:lo acético 1 H prevlam­
ente ca1enta<10 a 90• c. La muestra se incubó durante 90 mln. a 90• 
c. Posterlormente la muestra fué enfrla<la al chorro <le agua y 
·centrlfugaela a 2000 XII durante 60 mln. Se guardó el sobrena<lante 
y al preclpitac:lo se le reallzaron 2 extracclones acéticas más. 
Los sobrenadantes resultantes dieron un volumen <le aproximada­
mente 225 ml y con este producto se procec:lló a la extracclón c:lel 
po11sacar1e10 (fisura 21. 

i!,i!, MéTODO DE EXTIUCCióN POR FENOL-AGUA {llESTPHAL-JANN}, 
El fenol se conoce como un excelente solvente para muchas 

proteinas. El coeflciente ele partlclón <le mezclas blfáslcas ele 
fenol y agua perml te la extracc16n <le proteinas en sol uci6n 
acuosa bajo conc:liclones controlac:las de pH y fuerza i6nica en un 
solo paso ele reacclón. En contraste, 1os pollsacaric:los son gene­
ralmente solubles eñ agua pero insolullles en fenol por lo que 
pueden precipitarse <1e la soluclón · acuosa, por ac:11c1ón <1e fenol 
1Iqu1<10. El fenol es un aci<1o débll, la constante <1e <1isoc1aclón 
a Ul-19º C en agua, es 1.1-1.2 X l<ÍIO, Las mezclas <1e fenol y 
agua tienen una constante c:lleléctrlca alta. Estos hechos forman 
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ílG 2. EXTRACCION DEL ANTIGENO POLISACARIDICO 

Sedimento 

POR EL METOOO DE íREEMAN-STAUB. 

Trofozoitos de E.histoJytica ¡ 1a. hidrólisis acética N/10 

centrifugación 

I 

"-... 
Sobrenadan te 
Sobrenadan te 
Sobrenadan te 

Precipitación alcohólica IV 

A 1 Reunion y 
B conc. de 
e sobrenad. 

/ ~ 
Sobrenadante Sedimento 

' ·(lavar y eliminar) 

Precipl tación +alcohólica 5V 

Centrifugación 

/ "" Sobrenadante Sedimento 
(eUminarJ _ / 

Resuspefder en· agua dest, 

/ 
Dializar 

.1 
Liofilizar 
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la base de un método de part.1c1ón de protelnas y pollsacarldos 
y /o ácidos nuclélcos entre fenol y agua. 

Proce<11miento: se resuspendieron en 100 ml de agua destilada 
a 900 C, 5 g de trofozoi:tos de E. histoJytica (67) Uof111za­
dos;se les añadieron 100 ml de fenal al 90Y. igualmente calentado, 
Esto se hizo con agitación vigorosa y se coloc6 en el baño marta 
a 65-661 e por 15 mln. Una vez terminado el tiempo de extracción, 
la suspensión se en-frió a 10°· e en baño de hielo y se centrifugó 
a 1000 xg por 30-45 mln. Por el efecto de la centrlfugaclón se 
formaron 4 capas, una acuosa, una fenólica, un residuo insoluble 
y una capa en la interfase fenol-agua. La fase acuosa se separó y 
la fenóllca y la 1nso1uble se volvieron a tratar de la misma 
forma. 

Los extractos crudos combinados de las Tases acuosas se 
d1al1zaron por varios dlas contra agua destilada para e11m1nar el 
fenol. 

El producto final se obtuvo después de varias u1tracentr1fu­
gac1ones (figura 3). 

i!.3. "6TODO FENOL-AGUA . MODIFICADO {62}. 
Los trofozott.os fueron lavados tres veces en solución regu­

ladora de fosfatos sallna (PBS, 145 mM NaC!, regulador de fosfa­
tos 10 mM, pH 7.2), posteriormente se sometieron a ruptura por 
conge1am1ento-desconce1am1ento y después se sometieron a u1tra­
centr1fugación a 100 ooo x g durante 2 h. Tanto la pastilla como 
el sobrenadan te que se obtuvieron de la ultracentrifugación 
fueron resuspendldos en agua destllada y se les hizo una extrac­
ción con fenol de acuerdo al método original de Westphal-Jann. 
Las fases acuosas asI obtenidas tanto de la pastilla como del 
sobrenadante, fueron dializadas exhaustivamente contra agua 
destilada para ellminar los residuos de fenol y posteriormente 
someterlas a una nueva u1tracentr1fugación a 100 ooo xg durante 2 
J:l, Las fracciones así obtenidas fueron liofilizadas y mantenidas 
a ao• e hasta su uso (figura 4). 

La fracción PA-S se seleccionó por la respuesta inmune que 
mostraron los sueros de tos pacientes con AHA por hemaglutinaci6n 
·indirecta a este antígeno y por presentar muy ))aja contaminación 
por 11 ucógeno. 

i!.4. El<TRACCióN DEL ANHGENO CRUDO DE TROFOZOITOS DE 
E. HISTOLYTICA, 

Los · trofozoitos de E. histolytJca obtenidos de un cul­
tivo axónico, se lavaron tres veces con .una solución amort.igua­
clora de fosfatos sauna (PBS pH 7.2) y se sometieron a homogen1-
zación para romper las células: este producto se sometió pos-­
teriormente a centrifugación a 33 ooo xg durante 30 min y el 
sobrenac1ante obtenido se Utillzó como antígeno crudo (figura 5), 

3, COMPOSICióN QUiMICA DE LAS. FRACCIONES OBTENIDAS. 

3,J., DETERMINACióN DE AZüCARES NEUTROS. 
La determinación de azücares se llevo a cabo por el método 

de feno1-su1für ico de Dubols y cols (66), 
La curva de referencia se hizo con glucosa a las concentra-
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FIG.4. EXTRACCION DEL ANTIGENO POLISACARIDICO 
POR EL METODO DE WESTPHAL MODIFICADO 
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f"IG, 5, EXTRACCION DEL ANTIGENO CRUDO DE 
TROFOZOITOS DE E.HISTOLYTICA. 

Biomasa de E.b.tstoJyt.tca 
cultivada axénicamente . J 

Homoeenizac1ón 
(rompimiento celular) 

centri!ugaci6n 
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clones de 5, 10, 15 y 20 µg, A un volumen dado de las diferentes 
concentraciones de glucosa y problemas se le agregó el mismo 
volumen de fenol al 5X y 5 volumenes de H2 so, concentrado. Todo 
lo anterior se incubó por 10 min a eo• e y el producto final se 
leyó a ~90 nm. 

3,i!, DETERMINACióN DE AZúCARES AMINADAS. 
Estos compuestos se <1eterm1naron de acuerd.o a la técnica d.e 

Horsan y Rondle (69). La curva de referencia se realizó con glu­
cosam1na a las concentrac1ones· de 5, 10, 15 y 20 µg, 

se bidro112aron 75 µ1 del problema ( 10 m¡¡/ml ) con 75 µ1 de 
HCl 8H por 6. b a 100• c. El producto bidrol1zado se centrifugó y 
al sobrenadante se le agregaron 150 µ1 de agua destilada, 200 µ1 
de Ha2 C03 2H y. 250 µ1 de acet11-ácetona. Lo anterior se incubó 
por 20 min a 100 1 e, 

Después se le adicionaron 
p-d1metuaminobenza1dehido, con 
el produc_to resultante se leyó 

250 µl de etanol y 500 
agitación Para ellminar el 

a 530 n.m. 

3,3, DETERMINACióN DE FOSFATOS. 

µ1 de 
C02 y 

Para la d.e.term1nac1ón de fosfatos en compuestos orgánicos 
se utilizó el mctodo de Macneboeuf y Delsal (70) modificado por 
cnen y cols (71). 

La curva de referencia se realizó con KH2 PO• . A 200 µ1 de 
la muestra ( !O mg/ml ) se le agregó 25 µ1 de H2 so. 36 H. Lo 
anterior se incubó por 90 min a 110• c. Para decolorar Ja muestra 
se le agregó 5 µ1 de H o a 30X y se calentó a 150° e por 10 
min. Se neutralizó por la adición de 500 µ1 HaOH 1.0 H y después 
se le asregó 500 µ1 de un reactivo especifico constituido por: 2 
V ele H2 o, 1 Y ele H2 SO• 6N, 1 V de molibdato de amonio al 2.5X 
y l V de iicido ascórb1co al !OX. Finalmente, la solución se 
1ncub6 a 371 e durante 90 min. y se leyó a 780 nm. 

3,Lt, DETERMINACióN DE PROTEINAS, 
Las proteinas ·se determinaron por el método de Lowry y 

cols. (72) con el reactivo de Fol1n y Ciocalteau. 

". T6CNICAS INMUNOQUIMICAS,. 

Lt,J., DOBLE INMUNODifUSióN {73}, 
La caracteristica esencial de una prueba de doble difusión 

es que tanto el anticuerpo como el antigeno deben migrar nacia un 
lírea común de reacción antes de que se in1c1e la precipitación 
entre uno y otro, por lo tanto, si los dos reactantes son 
empleaelos en desproporción serológica, cualquier prueba de doble 
el1fUS1ón parecerá una prueba de difusión simple. Normalmente el 
balance entre los dos reactantes al 1n1c10 no es exacta, pero 
eliferencias moderadas comúnmente encontradas se compensan poco 
despu6s de que el antigeno y el anticuerpo se encuentran. 

Para la pr.ueba se utilizó agarosa a IX (en solución sauna 
isotónica) sobre una placa de vidrio. El ant.Igeno se colocó en 
los pozos a una concentración de 1 mg/ml (20 µ1¡ y el anticuerpo 
empleaelo para la reacción fue suero de coneJo anti-LPFG y 20 
sueros de pacientes con diagnóstico de AHA, La Placa así prepa--
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rada se meti6 a una cámara húmeda por 2.4 h, al término del cual 
se pr·ocedió a su lavado, secado y teñido con azul de coomass1e 
brillante. 

4,C!. TliCNICA OE - COHETES DE LAURELL {74}, 
Este sistema 1nmunoelectroforético se lleva a cabo en geles 

de aearosa que contienen un antisuero monoespecI:fico con un 
antigeno pol1especif1co o un antisuero poliespecl'."fico con un 
antigeno monoespeciflco. La identificación del anugeno se da por 
un precipitado en forma de cohete y Ja cuantificación puede 
basarse en Ja medición de Ja altura del precipitado, 

·Procedlmiento: 
En una placa de Vidrio de 100 x 100 x 1.5 mm se coloco Ja 

soluclón de agarosa a IZ en solución amort.teuadora de 1>arl>ital pH 
8.6 a 55• e mezclada con zoo µl de suero antl-LPFG o con zoo µJ 
<1e suero c1e pacientes con absceso hepát.lco amil>iano. Posterior­
mente se hicieron ll pozos en el gel con el fin de colocar las 
fracciones a estudiar. La placa se colocó en una cámara de elec­
troforesis para permitir la migraclón del antígeno sobre el seJ. 
(fisura 6), 

o 
' 

o 
2 

Agorosa-antlcuerpo 
~,,,,.... 

Figura 6. 'l'écn1ca de cohetes de Laure!l. 

El corrimiento se realizb a 10 V /cm durante 3 h y posterior­
mente la placa se lavó, se secó y se tiñó con Azul de coomassie 
1>r111ante. 

· 4.3. INMUNOELECTROfORESIS . BIDIMENSIONAL {15}, 
La combinación <le separación electroforética de proteinas 

en sel <le asarosa seguilla por electroforesis perpendicular a ésta 
en un sel conteniendo anticuerpo hace que la inmunoelectroforesis 
l>i<Umensional o cruzada sea superior a la técnica inmunoelectro­
forótica clásica. El área encerrada· por un precipitado 1n<1ividual 
es proporcional a la concentración anttgeno-anticuerpo del 
S1Stema. La cuantt'ficación se !>asa por lo tanto en el mo!itodo de 
planimetrta. 

Procedimiento (figura '7): 
t. 15 ml de la solución de aearosa a tY. calentada a 55• e se 
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<1epos1 tan en una placa <1e v1dr1o <1e 90 x 110 x t.5 mm. 
e. Después de la sol1d1:f1cación de la agarosa se n1c1eron 

cuatro pozos con el norada<1or . 
3. Las muestras de 4 Vl (1 mg/ml) se apl1caron con una m1cI'o­

pipeta. 
4, La placa <1e v1<1rlo con el gel se colocó en la cáma?'a de 

electroforesis y el gel se conecto con. el amo?'tlguadoI' que se 
encontraba en los reservorios 'por medio de puentes de papel. 

5, La electroforesis en la prlme?'a <11mensión se llevo a cabo 
·a 6-10 V /cm du?'ante 90 min a 4° c. 

6. El sel se co?'tó <1e manera boI'lZontal a los coI'rlmientos 
observados y cada gel fué transferido a otra placa de vidrio. 

7. En esta placa se colocaron 12 ml d.e agarosa conteniendo 
eoo v1 del suero de los pacientes con AHA se depositan en la 
parte soJ>ran te <1e la placa cuna placa para cada paciente con 
AHA), 

11. Despues <1e 5 a 10 min la placa de v1<1rlo con el sel sou-
41:f1ca<1o se coloco <le nuevo en la cámara <1e electroforesis y el 
ael se conect.ó al amortiguador por me<1io de puentes de papel. 

9. La electrofores1s en la segunda d1mens1on se llevó a cabo 
con 1-2 V /cm a 10-20• e <1urante to<1a la noche (16-20 b). 

10. Después <1e la electroforesis el gel fue lavado, secado y 
teñido con Azul de Coomassie Brillante. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 
DIFERENTES FRACCIONES POLISACARiDICAS, 

DE LAS 

Una caracte:ristlca lmpo:rtante <1e los geles de pol1acr1la­
m1<1a es la facilidad con que el tamaño efectl vo de sus poros 
puede varlaI'se con tan s6lo camJ>ia:r el contenido total ae1 
mon6mero y su grado de ent:rec:ruzamien to; · esta si t uaclón ha perml-
1.ldo el estu<11o :rlBUI'OSO <1e sus propiedades f1slcoqui:m1cas como 
flltrador molecular y el tratamiento teórico de la migración de 
las moléculas en este soporte (76, 77). Las separaciones pueden 
ser efectuadas en base sólo al peso molecular, por lo cual se 
emplea sos para evitar las d1ferencias indlviduales de las 
proteinas (711, 79). A los ¡eles se les pueden 1nco?'porar substan­
cias <1isoc1antes como la urea y SDS sin que se vean afectados. 

Tamblén pueden emplearse agentes :reducto?'es como z-me?'cap­
t.oetanol o d1tiotre1to1 para :romper los puentes d1sulfuro de las 
proteinas. Los dos p:r1nc1pa1es usos que se le dan a la electro­
foreS1s d1Scont1nua son la determ1nac1ón de la pureza de 
proteinas y el análisis de los componentes de una mezcla. 

Proced1m1ento: 
Gel de poUacrilam1<1a a 15r. con urea e N.Las fracciones por 

anallzar se trataron de la siguiente manera: SDS, $aca:rosa, 
2-meI'captoetanol, trls-HCl pH 6,a y azul de 1>:romofeno1. se anau­
zaron 1011g de cada fracción las cuales se calentaron a el:lull1clón 
<1urante ~ m1n. El cor?'1m1ento electroforétlco se llevó a cabo a 
é!O mA/l!el. • 

Después <1el corrlmlento, el sel se cortó por carI'11 y ca<1a 
carril se cortó a su vez. en trozos <1e 3 mm cada uno. Estos. · se 
colocaron en un tuJ>o de ensaye que contenta o.5 ml <1e agua dest.1-
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lada y se dejaron levigar toda Ja noche. Posteriormente se deter­
minó la concentración <le carboh1<lratos por el meto<lo <le feno1-
sulfúr1co (66). 

~.S. CROMATOGRAfU DE EXCLUSlóN MOLECULAR. 
Este tipo de cromatografía también se conoce con el nombre 

de í1lt.rac1ón en gel o cromatografía de separación molecular. La 
t6cn1ca consiste en separar "Q.na muestra a través de una columna 
empaca<la con un mater1a1 inerte, altamente n1<lrata<lo. El soporte 
sól1<1o está constituido por innumerables partículas re<lon<lea<las 
que son polimeros <le carboh1<lratos o <le acr11ami<la con diferentes 

. 1rados d.e entrecruzamiento (sephadex, Blo-Gel, agarosa, etc). 
Los poros de las parttculas permiten a las moléculas pequeñas 

quedar a<lsorb1<1as en la matriz sól1<la mientras que Jas moleculas 
11ran<les siguen el fluJo <lel Uqu1<lo no estac1onar1o. Esto es como 
s1 tas moléculas grandes pasasen entre las particulas de la ma-­
tr1z, es d.ec1r, como si fueran excluidas de la parte s611da. De 
anI <ler1va el término volumen exclUi<lo que corresponde al volumen 
acuoso fuera de las particulas. 

El Bio-l!el A es una serle completa <le geles <le agarosa <l1s­
t1ngu1<la por su excepcionalmente alto poder resolutivo sobre un 
vasto intervalo de pesos moleculares. El intervalo de fracciona­
miento <le B1o-gel A 5M es <le 1 X 1o' a 5 X 106 <lalton y B1o-gel 
A 150M es de 1 X 106 a 1.5 X 108 

Proce<11m1ento: 
Para estudiar el perf11 <le 1ev1gac1ón <le los poUsacári<los 

derivados <le E. llistolyt.tca se <leci<lió marcar ca<la una <le las 
4 fracciones. obteni<las con borohi<lruro <le so<l1o tri tia<lo el cual 
reduce a la molécula polisacarI<l1Ca transformando los grupos car­
boxuo o aldehído en srupos alcohol con el consiguiente marcaje 
<le la mol6cula. . 

MarcaJe de las fracciones pol1sacarí<l1cas con HaBH• ( 3H). 
Para cada fracción se utilizaron 50 µ¡ a una concentración <le 

10 m11/ml. A lo ant.er1or se le agrego 150 µ! <le agua <lest.Ua<la y 
una mezcla <le 50 µl de HaBH• ( 3H) (16.67 vMl (2.5 mc1¡ y 250 µl 
de HaBH• frio (1 mg/ml). La mezcla se <leja en reposo toda la nocne 

·a 251 C o 6 h a 40 c. La reacción se detuvo agresan<lo ácido 
ac6t1co nasta pH 4 para las diferentes fracciones Jas cuales se 
dializaron por separado para eliminar todo el HaBH• marcado 
libre, finalmente, las muestras se 11of11izaron. 

Los productos l1of111Za<los se resuspen<lieron en 200 µ! <le 
agua <le'stUa<la y una alicuota de 2 µ! <le ca<la fracción mas 1 ml 
del 1Iqu1<lo <le centelleo fue leída en un contador beta. 

Se utilizaron columnas para cromatosraf!:a poJy-prep <le 0.8 X 
4 cm cuyo volumen es <le 2 ml <le me<l1o cromatográf1co con un 
reservor10 integral de 10 ml. 

Del material ra<l1act1vo obtenido se pasaron 20 µl <le ca<la 
fracción a través <le una columna <le B1o-Bel A 5M equ111bra<la con 
a11ua, es decir, se Utll1Zó una colull)na para cada una <le las cua­
tro fracciones a estudiar. se obtuvieron fracciones <le 50 µl 
aproximadamente; <le éstas, se tomaron a su vez 25 µ! para la 
determinación <le carboh1dratos por el método <le fenol-sUlfúr1co. 

Del. cromatograma obtenido <le la fracción Ill se tomó el pico 
1 que cons1st10 · de las fracciones 15 a 25 y <le nuevo se pasaron a 
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trav6s de una columna de B1o-gel A 150H. se tomaron alícuotas de 
I! IJl para poder determinar su rad1act.1 V1dad. 

El pico 1 de la :fracción Ill también se trató con una solu­
ción amortiguadora de !:>ora tos sauna adicionada con sos al IY., se 
pasó a través de una columna de B10-11e1 A 5H equ1111:>rada con el 
mismo amortiguador adicionado de sos: de las :fracciones obtenidas 
ele esta filtración se tomaron 11- 1Jl para la determinación de 
rael1act1 vid ad -

~.b. ANllLISIS INMUNOENZIMáTICO {ELISA} 

Los lnmunoensayos enz1mát.1cos están basados en ·el pr1nc1p1o 
·de que un anticuerpo está un1do covalentemente con una enzima. En 
estas condiciones, el anticuerpo retiene tanto la tunclon inmu­
nológica como la func'1ón enzimática. El conjugado enzima­
anticuerpo puede estar unido a un antíseno y esta unión puede ser 
revelada por la interacc1on del substrato con la enzima a través 
de una reacción colorida. 

Para el trabajo se estudiaron por ELISA 100 sueros de 
pacientes con absceso bepátlco amil:>1ano y 100 sueros de 1nd1v1-
duos ·normales. 

Proceelim1ento: 
1. Recubrir con el antígeno a 40 e toda la nocbe. 

Ll 
e. Lavar con PBS-Tween o.ir. 
lJ, Bloquear con PBS-gelat1na al 0.5Y. durante 1 b. 
4. Lavar con PBS-Tween a o.ir.. 
5. Incubar con el primer anticuerpo (suero de pacientes con 

AHA cuyo titulo por bemaslutinación fue de más de 1:500 ooo 
por " b a <11• c. 

6. Lavar con PBS-Tween a o.ir.. 
T. Incubar con el sesundo anticuerpo antl-Is humana unlda a 

·perox1elasa por 90 m1n a l!Tº c. 

e. Lavar con PBS-Tween a o.ir.. 
9. A1resar el substrato (o-fen11end1am1na, H 2 o 2 ), 
10. Leer a 490 nm. 

Para optimizar el método se usaron las concentraciones del 
anticeno de 1 a 10 1JS/ml1 d11uc1ones del primer anticuerpo de 
1:100, 1:400, 1:1500 y 1:5400 y elel segundo anticuerpo ele 1:500, 
1:1000 y 1:eooo. 
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RESUL TAOOS, 

La composición química se muest.ra en la tabla l. En ella se 
puede observar que el antigeno po11sacaridico obtenido por el 
método de Freeman-Staub (fracciones I y II> es más pobre en car­
bohid.ratos que el obtenido por el método de Westphal-Jann; sobre 
todo la fracción III que se obtuvo por el método modificado por 
Isibasi y cols. (6C.) y en el cual se encuentra la concentración 
más alta de po11sacárido. Por otro lado, se reportó la presencia 
de hexosaminas sólo en la fr.acción IV. El contenido de fos'fato 
orgánico varía en las 4 fracciones desde o.l!5 nasta 1.561.. Estas 
concent.raciones son proporcionalmente altas en relación a otras 
moléculas i'osfatadas. La porción pepti<1ica medida a través de 
Lowry demostró que las mayores c·oncentraciones de la misma se 
encontraban en las i'racciones I y IV. Por los resultados obteni­
dos del estudio qut.mico, podemos señalar que la 'fracción III es 
la más pura en relación a su cant.1dad de po11sacár1<1os, pues 
alcanza hasta el 93r., además cont1ene . la minima cantidad de pro­
te1nas. 

TABLA !, COMPOS!C!ON Otl!MICA DE LAS 4 FRACCIONES 

DETERMINACION u 111 IV 

AZUCARES NEUTROS 5'1-b2 :t. 48-50 X 85-'13 X 80-85 i', 

HEXOSAMINAS o o o 10 X 

FOSFATOS 0.72-0.84:1. 0.45-0.b8X 1.22-1.s8;i: 0.64% 

PROTEINAS 5-bX 3.4-3.88;1, 1.3-1.'l:I. 4.4-4.'IX 

i!, DOBLE INMUNODIFUSI6N. 
Los resu1ta<1os encontrados por el método <1e ouchterlony 

indican que los ·sueros de pacientes con al:>sceso nepático ami1:>iano 
reconocen 1os lle antigenos. Para el estudio de estos experimentos 
se tomaron como problemas los sueros provenientes de z.o pacientes 
con dia¡mostico de AHA. 

De los eo sueros de pacientes con AHA utilizados en este 
estu<1io, lle d1eron respuesta hacia la i'racción I; 3 a la fracción 
n, 7 a la fracción III y 6 a la i'racción IV. A<1emás se ut1l1Zó 
un suero ant1-LPFG obten1<1o en coneJo y éste fue reconocido por 
las i'racc1ones III y IV. 

3, MéTODO DE COHETES DE LAURELL. 
Por este sistema se observ6 una mayor resolución, ya que el 

suero de coneJo anti-LPFG reconoció tanto a la i:racción 1 como a 
la III y IV. 

Por este m6todo. de los eo sueros de pacientes con AHA estu­
d1a<1os, S dieron respuesta inmune hacia la fracción I; lle hac1a la 
fracción II, 6 hacia la i'racción III y s hac1a la i'racc1ón IV 
(f1gs. 8, 9, y 10). Estos resultados muestran taml:>ién una 
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respuesta inmune heterogénea de los sueros hacia los q. antígenos. 

~. INMUNOELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL. 
Los resultados olltenldos con este método indican que tanto 

el suero de conejo -anti-amiba (f'ieura 11) como los sueros de los 
pacientes con AHA (figura 12) dan una !landa de prec1P1tac1ón car­
acteristica de la fracción III. De las otras f'racciones estu­
diad.as, la I d.ió una banda de precip! tac!On que no corresponde a 
las caracterist1cas de este método. ya que la precip1 tac1ón se 
observó en la zona d.el antígeno y no en la del anticuerpo. Por 
otro lado, esta banda solo fue reconocida por un suero de coneJo 
anti-amiba y no fué reconocida por ninguno de los sueros de los 
pacientes con AHA estudiados (:fig. 13). 

S, DETERMINACióN DE CARBOHIDRATOS POR EL MéTODO DE FENOL-
SULfüRICO EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

Debid.o a que ilo fue posible obtener un patrón cte corri­
miento electroforético caracterrstico de las 4 'fracciones cuando 
se trató d.e revelarlas con la técnica de nitrato de plata 
especifica ele carllohi<lratos, se <lec1d1ó <leterm1nar Ja presencia 
de Jos po!1sacár1dos en estos geles por el método de fenol­
sUlfürico, 

En Ja figura 11! se muestran· los resu! ta dos olltenidos del co­
rrimiento tanto de la fracción I co·mo de la II: sólo muestra un 
pico entre las f'racc1ones 46-49. Sin embargo, ambas 'fracciones no 
penetran en el gel. Estos resultados po<lrían indicar que las 
fracciones estudiadas se encuentran agreeaaas. 

En la figura 15 se ollserva que Jas fracciones III y IV tienen 
una mayor resolución ya que una parte de polisacar1ctos penetran 
en Jos geles <le po!1acr1lam1da, sin emllargo, la mayor concentra­
ción de los mismos continúa en la parte superior. Estos resulta­
dos también sugieren agregación de Ja molécula pero en menor 
1ra<lo que las <los primeras fracciones. 

lo, CROMATOGRAFIA DE EXCLUSióN MOLECULAR, 
En las figuras 16 a 19 se muestran los resultados que se 

ol>tuvieron tanto por la determinación de radiactividad (cpm) como 
por la ae carllohi<lratos <le las I! fracciones estudiadas. 

En Ja flKura 16 se ollserva el perf11 de 1ev1gación de la 
fracción I. En ella se encuentra que la concentración de carlloh1-
dratos de la fracción es llaJa y que sale en el volumen de exc1u­
si6n, En el segundo pico se ollserva que es positivo para material 
raC11act1 vo Y negativo a Ja pruella especifica para azucares. Esto 
pueae ser <lell1C1o a llorohiclruro ele soa10 trltia<lo llbre o que en 
a11unas moléculas !1pict1cas agregadas al pol1saclir1do, el grupo 
carlloxilo de sus ácidos grasos se haya re<lucido y marcado con 
tritlo. 

En la figura 17, el perfU de 1ev1eación de la fracción II 
muestra que aun cuando la concentración de carbohidratos medida 
por fenol-sulfürl.co es llaJa, corresponae a la encontra<la con lo 
mai•ca<lo por tritio. Esta fracción se separa en do's picos: el 
primero que sale en el volumen ele exclusión y el segun<lo en el 
volumen 1ncluido. Estos resulta<los pue<len indicar que a<lemiis <le 
la molécula principal haY pe<lazos mas pequeños provenientes ele la 
hiC1rólls1s parcial de Ja misma. 
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La fracción Ill <1a un perf 11 <1e 
mol.Sculas agregadas ya que el pico de 
espacio 1nclui<10. La explicación <1e los 
el volumen incluido puede ser la misma 
fisura 16). 

e1ución característico de 
carbohidra tos sale en el 
otros picos que salen en 
que para la fracción I ( 

La fracción IV tiene un comportamiento <1e e1uclón especial, 
pues el po11sacari<10 no solamente seeu1<10 por su marcaJe slno 
también por su capac1<1a<1 <1e <1ar reacción positiva al feno1-
sulfür1co, 1ev1sa en el espacio 1nclUi<10 (flSUl'a 19). 

con los resu1ta<1os obtenidos <1e fracc1onam1ento por columnas 
. <1e separación molecular, podemos señalar que <1es<1e el punto <1e 
vista fislco ·1as 3 primeras fracciones se encuentran probable­
ment.e agregadas mientras que la cuarta no, ya que con soluciones 
amortisuacioras f1slológ1cas sale en el volumen 1ncluí<10. Ante 
esto, lo lógico sería trabajar con la última f'racción. sin 
embargo <1es<1e el. punto cie vista inmunológico y bloquímlco la 
molécula pollsacarí<1ica más caracteristlca es la tercera. Con el 
fln · <1e corroborar la agregación <1e ·este pollsacari<1o se reau­
zaron 2 experimentos. 

El primero consistió. en pasar <1e nuevo la fracción 111 
una ·columna cuy-o tamiz fuera capaz de separar moléculas de 
peso molecular. Los resultados se encuentran en la f'igura 
como puede observarse, el polisacárido sigue sa11endo en el 
men de exclusión. 

sobre 
mayor 
20, y 
vol u-

El segundo experimento conslstló en pasar de nuevo la frac­
ción 111 sobre una columna de Blo-se1 A5M, pero en esta ocasión 
se a1regó a la solución amort1eua<1ora, SDS al IY.. como se pue<1e 
apreciar en la fisura 21 con este tratamiento el pollsacárlélo 
pudo salir en el volumen de inclusión. El perfil de levigación 
tan heterogéneo de este polisacárido, hace sospechar que proba­
blemente está constituida por unidades ollgosacaridlcas de repe­
tlción de diferentes pesos moleculares y que su agregación se 
Cleba a la presencia de la porción llPidica. 

l. ANáLISIS INMUNOENZIMáTICO { ELISA }, 
Los resultados obten1<1os en la optlm1zaclón de la prueba <1e 

ELISA cuando se usó la fracción llI como antígeno se muestra en 
la usura 22. 

Como se puede observar en ella, las cond.iciones ideales se 
lograron cuando el antígeno se usó 5 VS/ml, con una dilución <1el 
primero y sesundo anticuerpo <1e 1:1100 y 1:1000 respectivamente. 

Por otro lado la prueba de ELISA se realizó con el antigeno 
total de amiba a una concentración del mismo de 5 vs/ml, con las 
diluciones del primero y segundo anticuerpo de 1:1100 y 1:1000 
respectivamente. 

Los resultados de la prueba de ELISA para el antigeno total 
comparando suJetos normales con pacientes con diagnóstico de AHA 
se encuentran en la figura 23: como puede observarse en ella. las 
diferencias entre las 2 poblaciones no son s11nif1catlvas, puesto 
que la p es 

En la flgura 211 se encuentran los resultados por ELISA entre 
suJetos normales y pacientes con AHA cuando se empleó la fracción 
111. 

En ella se observa que. bay una gran diferencia s1sniflcativa 
entre los <los srupos con una p de 
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Estos resulta<los permiten señalar que la :fraccúm III no solo 
es la meJor <1es<1e el punto <le v1sta 1nmunoc¡uim1co sino tamJ:>1en 
sirve para <1iscr1m1nar per:fectamente pac1entes con AHA ae suJetos 
normales. 
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DISCUSION. 

Para poder estudiar Ja participación del sistema inmune en 
la am1b1as1s es necesario cleT1n1r y caracterizar a los antigenos 
amll>ianos que son reconocidos durante la infección. El cultivo ele 
E. h1stolytJ.ca en medio axénlco ha sentado las bases para 
separar a los antigenos amlbianos, y estudiar sus caracte­
risticas inmunológicas. Los antigenos más usados hasta la 'fecha 
son células completas o sus · homogenizados, asI como fracciones 
solubles y particuladas (80). Los antígenos de E. hlstoJyttca 
que se encuentran en la superficie son los de mayor interés, ya 
que son los · primeros en ser reconocidos por el s1St.ema inmune 

· Clurante la infección. Hasta ahora nan sido aescrl tas algunas 
proteinas y gllcoproteinas aisladas ele la membrana plasma uca 
am1blana (7, 5). 

Utilizando microscopia electrónica se han demostrado 
antigenos de superT1c1e, usando anticuerpos de pacientes con am1-
biasis (61). se ha demostrado que los antígenos ele superflcle 
eleben contener carboh1dratos (9) ya que se unen especí:ficamente a 
la concana vauna A. 

En trabajos previos se ha elescrlto el aislam1ento de una 
molécula ele superficice ele naturaleza pollsacaridica elenom1nac1a 
11popept1dofosfog!lcana (LPFG) (61). Esta molccula reacc1ono 
tanto con los sueros ele pacientes con d1agnóst1co de absceso 
hepático am!l>!ano como con el suero de conejo inmunizado con tro­
fozoítos de E. hlstoJyt.tca. Gitler y co1s (62) encontraron 
que la LPFG era muy antigénica y que presentaba reacc16n cruzada 
con un am1nogl1cofosfolípielo extraido por ellos. 

La LPFG resultó ser una molccula muy heterogénea, por lo que 
se dec1d1o tratar de obtenerla por. d1:ferentes métoelos y estudiar 
su comportam1en to. De los productos obtenidos por los dos mctoelos 
se demostró que los meJores po11sacar1dos -fueron aquellos que se 
extrajeron por fenol-agua (fracciones IXI y IV) ya que las obte­
nielas por hielról1s1s acética y prec1p1 tac1ones alcohól1cas tenian 
un porcentaje mas bajo de azucares (fracciones I y II ), 

El estudio de la reactividad de los sueros de pacientes con 
AHA por med1o de la doble inmunoellfuslón y el método de cohetes 

·e1e Lauren revelo que la fracclon XII fue la que mas veces fue 
reconoc1da y en la 1nmunoelectroforésls bld1mens1onal también fue 
ella la que dió bandas característ1cas de preclpl taclón tanto 
ante el suero ele conejo antl-am1ba como contra un suero de 
paciente con AHA. · 

cuando se trató ele estudiar el comportam1ento electroforEt1co 
ele los tt poUsacarldos, se encontró que éstos no tuvieron corr1-
m1ento caracterist1co ya que aparentemente no lograban penetrar 
el sel, sin embargo cuando los seles se cortaron en trozos de 3mm 
ele lon111tuel y se revelaron para azücares por el método ele fenol­
sulfürico, se encontró que aün cuando una gran parte ele las frac­
ciones XII y IV queclaban en el in1c1o del corr1miento, parte ele 
ella lograba entrar en el gel. 

Estos resultados h1c1eron suponer que los antigenos pol1sa­
carid1cos se encontraban agregados. Lo anter1or se corroboro 
cuando 3 de las fracciones (I,XI y 111) que se hic1eron pasar por 
ellferen.tes columnas ele cromatografia de excluslon molecular sa-
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lieron en el espacio muerto cuando se emplearon soluciones 
f1s1ol61l1cas como fase móvil. La fracción IV fue la únlca que 
salió en el espac10 1nc1ui<10. En pr1nc1p10, por esta circunstan­
cia, llUl>1era s1ao interesante que se continuara estu<11anao la 
fraccie>n IV: esto no se ll1zo por que reacciono menos que la frac­
ción III con los <liferentes méto<los inmunológicos estu<11a<los y 
ademas por que tenra una mayor contaminación por proternas. 

La fracción III se puao aesagregar cuanao se pasó por la 
columna con soluciones f1s1ol6gicas agregadas de SDS y mostró a 
traves <le marcaJe con borllidruro ele soe110 tri t!a<lo que probable­
mente estaba constituid.o por 011gosacárid.os de repetición con 
<liferentes pesos moleculares. 

Por los resultados 1nmunoquímicos encontrados se dec1d.1ó que 
la fracclon III era la meJor. · 

El estua10 de los sueros ele pacientes con AHA demostro que 
con la fracción III era posible e11st1ngu1r por la prueba de 
ELISA, los en'fermos d.e AHA de sujetos normales; mientras que ésto 
no sucedia con un antaeno amil>iano total. 

El pol!sacarido obtenido a través <le! ·método de fenot-agua 
mo<lificaao (fracción III) es el que en un futuro se empleara para 
<letermlnar su estructura química así como su función biológica. 

Por otro lado, resultad.os preliminares han demostrado, que el 
antI11eno pol1sacariel1co en estudio, pueae ser determinado por 
medio de la pruel>a <le ELISA (f1gs 25 y 26). 
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HIPERl?l.~ft'NEANTI LPFG 
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1/lPERl.\11UNEANTf LPFG 
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·---1 .. , 
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3. ·BLOQUFAR CON PBS-GEIA TINA O. 5% 
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s. ·INCUBAR LPFG lhr/370C :¡ 4hr/4ºC 
¡ 

6. -L4 l~R CON PBS· Tll'EEN 0, l% 

.~, ' . 
.. 
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DETERHINACION DE LPFG POR ELISA 

A S[GUNDO ANTICUERPO 1:50 A SEGUNDO AHTI CUERPO 1: 190 

--, __ 

10 2
1
0 30 

ug DE LPFG 

FIG. 26. Vete1tminaci6n de LPFG en 4otuci6n med~ante 

et método de ELTSA. le1t anticueltpo:gammagto­

bul.lna de paciente con AHA ditu~do 1:20; ag 

40, 20, 10, 5 y 2.5 ug/mt. 20. ac: 4ue1to de 

conejo anti-LPFG ditu~do 1:50, 1:100; 4ue1to de 

cab1ta anti-inmunogtob&l.lna4 de conejo conjugado 

a pelto~ida4a d~tu~do 1:1000. 
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