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RESUMEN

Los textos clásicos de patología de enfermedades para-
sitarias señalan que, haciendo honor a su nombre, la En-

tamoeba histolytica es el parásito con mayor capacidad
para destruir los diferentes tejidos que afecta, como el
intestino grueso, el hígado, el pulmón, la piel, el cerebro
y otros más. Las descripciones corresponden a lesiones
avanzadas y en la mayor parte de los casos se ilustran
con órganos y tejidos obtenidos de autopsias. Las lesio-
nes se caracterizan histológicamente por la presencia de
numerosos trofozoítos viables, extensa necrosis y muy
escasa reacción inflamatoria. En conjunto, estos datos
apoyan la idea de que, en la relación hospedero: parásito
conocida como amibiasis invasora, el papel activo co-
rresponde a los trofozoítos y el hospedero es víctima
pasiva de los potentes mecanismos moleculares que los
hacen virulentos. De hecho, ya se han señalado dife-
rentes moléculas amibianas como responsables de la
patogenicidad y hasta de la virulencia del parásito. Sin
embargo, varias observaciones, algunas muy antiguas,
sugieren que la relación hospedero: parásito de la ami-
biasis es más complicada de lo que parece. Una de ellas
es la existencia de “portadores sanos”, infectados con
amibas que en otros sujetos producen enfermedad y por
lo tanto son patógenas; otra es que las amibas patógenas
conservadas en cultivo axénico pueden perder su viru-
lencia (medida en animales experimentales) sin modifi-
caciones detectables en las moléculas supuestamente
responsables de ella. Una tercera es que existen distin-
tas especies animales naturalmente resistentes a E. his-

tolytica patógena; de hecho, los únicos animales suscep-
tibles de sufrir amibiasis invasora son el hombre, ciertos
primates en cautiverio, el hámster y el gerbo. Con obje-
to de examinar con más detalle los distintos posibles com-
ponentes de la relación hospedero: parásito en la ami-
biasis, en nuestro laboratorio hemos realizado una serie
de observaciones sobre la patogenia de la amibiasis aguda
experimental, que en principio es un fenómeno menos
complejo que la amibiasis invasora avanzada, tanto ex-
perimental como humana. Nuestros estudios incluyen el

análisis del papel desempeñado en el desarrollo de le-
siones hepáticas agudas (tres a 168 horas) en el hámster
y en la rata por las proteasas de cisterna de la amiba, por
las células inflamatorias, por el complemento y por otros
componentes de la inmunidad innata, por la isquemia y
por factores aún no determinados pero presentes en el
tejido hepático del hámster. Las observaciones in vitro

realizadas en paralelo con los experimentos in vivo nos
han convencido de que la amiba patógena conservada
en cultivo axénico es un animal diferente a la amiba pa-
tógena invadiendo tejidos vivos, y que con toda su ma-
yor complejidad y dificultad de análisis, los modelos in
vivo (experimentos “sucios”) de la amibiasis son prefe-
ribles porque incluyen la participación del hospedero,
que se revela como importante y hasta determinante del
desarrollo de las lesiones.

INTRODUCCIÓN

La amibiasis en humanos es una enfermedad parasitaria
causada por el protozoario Entamoeba histolytica (Fi-

gura 1). Este padecimiento es de distribución mundial,
tiene alta incidencia en países pobres y es la causa de
aproximadamente cien mil muertes por año en el mun-
do.1,2

La infección se inicia cuando el hombre ingiere agua
o alimentos contaminados con quistes del parásito, al-
gunos de éstos al llegar al intestino delgado, se desen-
quistan y adoptan la forma de trofozoíto. A nivel de co-
lon proliferan, se enquistan nuevamente y al salir junto
con las heces están listos para reiniciar el ciclo bioló-
gico (Figura 2). Durante el paso de la amiba por el
intestino del ser humano pueden ocurrir tres situacio-
nes: 1) E. histolytica no causa daño en su hospedero, lo
que se conoce como colonización asintomática; 2) el
parásito puede causar daño a nivel intestinal y el más
frecuente de estos padecimientos es la colitis amibiana;
y 3) en algunas ocasiones esta amiba perfora la mucosa
intestinal y se cree que a través de la circulación puede
llegar al hígado, en donde causa el absceso hepático
amibiano;3 además, este parásito ocasionalmente puede
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causar destrucción en otros tejidos como el cerebro, la
piel y el pulmón (Figura 3).

La amibiasis causada por Entamoeba histolytica se
caracteriza por inflamación aguda y necrosis en el intes-
tino grueso y en otros órganos,4-6 y lo mismo sucede en
varios modelos experimentales de la enfermedad.7 La
frecuencia y extensión de la destrucción de tejidos en
humanos y en animales experimentales justifica el nom-
bre histolytica del parásito. Los mecanismos de daño a
tejidos en la amibiasis se atribuyen, en parte, a la activi-
dad de varias moléculas presentes en el parásito:8 1)

amiboporos (proteínas formadoras de poros sin activi-
dad enzimática), 2) fosfolipasas, 3) colagenasa, 4) adhe-
sinas (alguna con actividad proteolítica) y (5) proteasas
de cisteína (CP1-CP19;CP112).9 Sin embargo, los datos
que apoyan el papel de cada una de estas cinco diferen-
tes moléculas en la destrucción de tejidos no son unifor-
mes y para algunas de ellas son indirectos. Es posible
que las moléculas más ampliamente estudiadas en su

Quiste

Excreción en las heces
Ingestión de agua o

alimentos contaminados

Desenquistamiento en

intestino delgado
Enquistamiento en colon

Absceso hepático amibianoColonización asintomática

Colitis amibiana

Trofozoíto

Figura 2. Ciclo biológico de Entamoeba histolytica y las manifesta-
ciones clínicas de la infección en humanos (Huston, et al. 1999).

Figura 1. Trofozoítos axénicos virulentos de Entamoeba histolytica
de la cepa HM-1 IMSS.

Figura 3. Amibiasis invasiva en diferentes tejidos del ser humano. A) Absce-
so hepático amibiano. B) Megacolon tóxico. C) Absceso hepático amibiano

perforado a pulmón. D) Amibiasis cerebral. E) Amibiasis cutánea en cara
anterior del abdomen.
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capacidad para producir daño de tejidos sean las protea-
sas de cisteína (CPs). Los datos que se conocen hasta la
fecha pueden resumirse como sigue:

Experimentos in vitro

Las proteasas de cisteína purificadas tienen efec-
to citopático sobre monocapas de células HeLa,10 cé-
lulas BHK11 y fibroblastos humanos, sin efecto ci-
totóxico. El efecto citolítico sobre hepatocitos muertos
de rata y hámster, causado por proteasas de cisteína de
30-kDa se bloquea con el inhibidor específico de pro-
teasas de cisteína E-64.12 La disminución de la ex-
presión de CP5 inducida en E. histolytica con ARNm
antisentido se correlaciona con la disminución de fa-
gocitosis, pero el efecto citopático y la actividad he-
molítica permanecen sin cambio.13 La sobre-expre-
sión de CP2 en E. histolytica y E. dispar da como
resultado el incremento del efecto citopático produ-
cido por ambas especies.14

Experimentos in vivo

Los trofozoítos axénicos de E. histolytica crecidos en
presencia de E-6415 o laminina,16 tienen disminuida la
capacidad para producir abscesos hepáticos en ratones
inmunodeficientes (SCID). Los lisados de E. histolytica

virulenta disminuyen la resistencia eléctrica transepite-
lial en ciego de gerbos y este efecto es inhibido por E-
64.17 La disminución de la expresión de CP5, inducida
en E. histolytica con ARNm antisentido, se correlaciona
con la disminución de la capacidad del parásito para in-
ducir abscesos hepáticos en hámster.18 La disminución
de la expresión de CP5 inducida en E. histolytica se co-
rrelaciona con la disminución de la inflamación, pro-
ducción de IL-2 y capacidad de las amibas para conver-
tir próIL-1 a IL-1, en intestino humano transplantado a
ratones SCID.19

A pesar de que la información resumida anteriormen-
te sugiere un papel importante para las EhCPs en el daño
celular y tisular en la amibiasis, no discrimina entre un
efecto proteolítico directo sobre proteínas de la matriz
extracelular y un papel permisivo de tales enzimas, cuya
función primaria podría ser preservar la viabilidad del
parásito para permitir a otros mecanismos moleculares
dañar células y tejidos. Se sabe que las proteasas de cis-
teína son capaces de disminuir la expresión de CD4 en
linfocitos T;20 además, las CPs son capaces de degradar
receptores de macrófagos, lo que podría explicar por qué
los macrófagos recuperados de abscesos hepáticos de

gerbos no están activados ni son activables por lipopoli-
sacárido (LPS) y tienen disminuida su actividad amebi-
cida, mientras que los macrófagos peritoneales y de bazo
obtenidos del mismo animal responden rápidamente a
LPS.21 Por otro lado, en varios experimentos in vitro, la
inhibición de las CPs interfiere con el crecimiento y so-
brevida de la amiba,22 excepto cuando se usa E-64.15 Las
CPs están presentes en muchas especies de proto-
zoarios23,24 y cuando su actividad se bloquea con inhibi-
dores, su ciclo de vida y metabolismo nutritivo se dañan
gravemente.25 Todo lo anterior sugiere que probablemen-
te las CPs desempeñan papeles esenciales en la fisiolo-
gía del parásito y, por lo tanto, se requieren para su so-
brevida.

Por otra parte, se ha estudiado la participación del
hospedero en la patogenia de la amibiasis experimen-
tal. Durante las etapas tempranas del absceso hepáti-
co amibiano experimental en hámsters (AHAEH), los
dos principales componentes celulares son los leuco-
citos polimorfonucleares (PMNs) y los mononucleares
(Figura 4). Se cree que la rápida desintegración de los
PMNs (con liberación de sus enzimas lisosomales) y
otras sustancias son responsables, por lo menos en par-
te, del daño al tejido hepático.26 También es posible que
la isquemia generada por la inflamación27 y las lesiones
(causadas por el parásito, hospedero o ambos) permitan
la sobrevida de la amiba, creándole un microambiente
favorable de baja tensión de oxígeno y evitándole el con-
tacto con el complemento.

En el presente trabajo se describe un nuevo método
de purificación de la EhCP2 a partir de trofozoítos vi-
rulentos de E. histolytica cepa HM1-IMSS cultivados
en condiciones axénicas, y también una serie de expe-
rimentos in vivo para determinar si la proteasa EhCP2
es directamente responsable del daño del tejido en la
amibiasis hepática experimental en hámsters. Además,
mostramos otra serie de experimentos in vivo e in vitro

para explorar el efecto de la inhibición de las proteasas
de cisteína de E. histolytica sobre la viabilidad, resis-
tencia a complemento, citotoxicidad y virulencia. Por
otra parte, exploramos la participación de la inflama-
ción, el complemento, la isquemia y las lesiones ini-
ciales en la sobrevida de la amiba en el AHAEH. Por
último, mediante la inmunosupresión en hámsters con
ciclosporina A (CsA), determinamos la participación
del hospedero en la destrucción tisular durante el desa-
rrollo del AHAEH. Nuestros resultados sugieren que
durante el desarrollo del AHAEH, las CPs de E. histo-

lytica no participan de manera importante en la des-
trucción del tejido; en cambio, su función primaria pa-
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rece ser el procesamiento de nutrientes, que permite la
sobrevida del parásito in vivo. Además, la reacción in-
flamatoria del hospedero también es indispensable para
la sobrevida de este parásito en el tejido hepático, ya
que en su ausencia el parásito desaparece en corto tiem-
po. Finalmente, la respuesta inmune innata del hospe-
dero es la principal responsable de la destrucción tisu-
lar en el AHAEH.

HIPÓTESIS

Se sabe que durante la evolución del AHAEH, la sobre-
vida amibiana es esencial para el desarrollo de lesiones,
las cuales pueden ser causadas por las CPs del parásito,
moléculas del hospedero o ambas. También se sabe que
estas lesiones y la inflamación generan isquemia focal y
es posible que ésta sea favorable para la sobrevida del
parásito al crearle un microambiente de baja tensión de
oxígeno y evitarle el contacto con el complemento séri-
co. Finalmente, las CPs del parásito pueden ser esencia-

les en el procesamiento de nutrientes y de esta manera
también ser esenciales para su sobrevida (Figura 5).

OBJETIVOS

• Determinar la participación de la proteasa EhCP2
en la destrucción tisular durante el desarrollo del
absceso hepático amibiano experimental en háms-
ters.

• Evaluar si las proteasas de cisteína de E. histolyti-

ca son esenciales para la sobrevida de este parási-
to en la amibiasis hepática experimental en háms-
ters.

• Analizar la participación de las células inflamato-
rias, la isquemia y el complemento en la sobrevida
de E. histolytica en la amibiasis hepática experi-
mental en hámsters.

• Explorar la participación de la amiba y el hospede-
ro en la destrucción tisular en el absceso hepático
amibiano experimental en hámsters.

Figura 4. A) Aspecto macroscópico del hígado de un hámster normal y de otro con absceso amibiano de cinco días. B) Se observa hepatomegalia
y necrosis en todo el hígado. C) Corte histológico de un hígado normal inyectado con tinta china, nótese la tinta china (T) distribuida en todos
los sinusoides. D) Corte histológico del AHAEH de 24 horas de evolución; se aprecian amibas (A) rodeadas por PMNs y necrosis, la isquemia

se demuestra por la falta de penetración de tinta china (T) en esta zona.
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RESULTADOS

La actividad específica de las proteasas purificadas fue
mayor en el extracto amibiano con éter, preparado con
2.5 M de NaCl (Cuadro 1). La fracción proteica con ac-
tividad proteolítica eluida de la columna de ultrogel
ACA 54, se encontró en una zona de aproximadamente
30 kDa. La figura 6 muestra el patrón electroforético y
el correspondiente zimograma de las diferentes frac-
ciones electroeluidas del sistema Prep Cell. Debido a que
las fracciones mostraron dos intervalos bien definidos con
actividad proteolítica, se separaron y se marcaron como I:
fracciones 56-68 y II: fracciones 80-92 (Figura 7). La
actividad proteolítica de ambas fracciones se inhibió
completamente con E-64. Para evitar agregación protei-
ca durante la electroforesis-SDS, las fracciones se hir-
vieron en presencia de EDTA y iodoacetamida (Figura 8).

La determinación del punto isoeléctrico (pI) de la
fracción II del extracto amibiano éter NaCl 0.5 M, re-
veló una banda proteica en la zona ácida del gel prepa-
rativo, que en el gel resolutivo mostró un pI de 5.14
(Figura 9A), que es cercano al pI teórico de EhCP2
(5.13), pero lejano del pI de EhCP5 (8.41). El análisis
de la inmunoelectrotransferencia reveló una banda de
aproximadamente 30 kDa en presencia de DTT, EDTA
y iodoacetamida, y una banda semejante a 26 kDa en
las mismas condiciones, pero sin DTT (Figura 8B). El
control con la EhCP5 recombinante fue negativo (no
mostrado).

La secuenciación NH2-terminal de la proteína de la
fracción II purificada a partir del extracto éter NaCl 0.5M,
mostró que es una mezcla de dos moléculas; una es pre-
cursor de la CP2 de E histolytica (aminoácidos 94-106:
ALA-PRO-GLU-SER-VAL-ASP-X-ARG-LYS-GLU-

? ?
EhCPs Hospedero

? Inflamación

? Complemento
Sobrevida Lesiones Isquemia x y alta tensión de oxígeno

amibiana

?

Figura 5. Absceso hepático amibiano agudo experimental en hámster.

CUADRO 1
RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO DE PURIFICACIÓN DE LAS PROTEASAS DE CISTEÍNA DE

E. HISTOLYTICA. OBSÉRVESE EN NEGRITAS LA GRAN CANTIDAD Y RECUPERACIÓN DE PROTEASAS DE CISTEÍNA

Extracto éter Electroelución Extracto éter Electroelución
2.5M NaCl I II 0.5M NaCl I II

Proteína (mg) 29.10 0.347 0.827 664.50 1.625 3.834
Actividad total
(D.O.336 nm) 1608 91 216 6209 268 716
Actividad
específica 55.25 262.24 261.18 9.34 164.92 186.75
(U/mg/prot)
Recuperación
(%) 100 5.65 13.43 100 4.31 11.53
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GLY-X-VAL) y la otra es ubiquitina(s) de E. histolytica

(aminoácidos 1-13:MET-GLN(o ASP)-ILE(o LYS)-
PHE(o ALA)- VAL-(o TYR)-LYS-THR(o GLY)-LEU-

THR-GLY(o MET o ILE)-X-THR-ILE). Los aminoáci-
dos en paréntesis indican posibles sustituciones.

El efecto de dos IgGs anti-EhCP2 obtenidas de dife-
rentes conejos sobre la actividad proteolítica de EhCPs
purificadas por cromatografía de afinidad se muestra en
la figura 10. La IgG control inhibió la actividad proteo-
lítica de manera dependiente de la concentración; por
otro lado, uno de los anticuerpos anti-EhCP2 inhibió
menos y, el otro, por el contrario, mostró un incremento
de la actividad proteolítica por arriba de la actividad de
la enzima control, de manera dependiente de la concen-
tración. Resultados similares se obtuvieron cuando la
actividad proteolítica de trofozoítos axénicos vivos se
determinó en presencia de IgG de conejo normal y con
los dos anticuerpos anti-EhCP2. Con la IgG normal la
actividad proteolítica fue 58.16% respecto a los trofo-
zoítos control, mientras que para los anticuerpos especí-
ficos ésta fue de 99.48 y 128.06%, respectivamente. La
viabilidad de los trofozoítos no se modificó por la pre-
sencia de los anticuerpos anti-EhCP2.

Experimentos preliminares con microesferas de gela-
tina inyectadas en la vena porta de los hámsters revela-
ron (en el hígado), intensa reacción inflamatoria en sus
alrededores después de 24 horas y por esta razón no se
usaron. En cambio, las microesferas vacías de superdex
75 no mostraron reacción inflamatoria a su alrededor
después de tres y 24 horas de la inyección intraportal
(Figura 11A) y sólo algunas de ellas se rodearon de po-

44 47 50 53 56 59 62 65 68 71 74 77 80 83 86 89 92 95 98 100

Figura 7. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes de fracciones proteicas con alta actividad proteolítica. Se analizó una fracción
de cada 3. A) Zimograma en gel con gelatina y B) migración proteica en gel al 12%. Se observan dos zonas positivas (56-68 y 80-92),

separadas por una zona intermedia (71-77) con menos actividad.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 6. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes de di-

ferentes fracciones proteicas electroeluídas en Prep Cell. Se analizó
una fracción de cada 10. A) Zimograma en gel con gelatina. B)
Migración proteica en gel al 12%.
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cas células mononucleares después de 96 horas. Las mi-
croesferas de superdex 75 con la EhCP2 incorporada,

teñidas con azul de Coomassie, mostraron que la incor-
poración fue heterogénea (Figura 11B). Después de in-
yectadas en la vena porta de los hámsters, éstas presen-
taron una moderada infiltración de leucocitos
polimorfonucleares a tres horas (Figura 11C) y a 24 ho-
ras algunas de ellas tuvieron un reducido e irregular halo
de células hepáticas necróticas y células inflamatorias
(Figura 11D). A las 96 horas sólo se observaron algunas
microesferas rodeadas de lesiones residuales. En los
cortes de estos hígados, mediante inmunohistoquímica
con IgG anti-EhCP2, la EhCP2 se observó dentro de las
microesferas de superdex 75, hasta una hora después de
la inyección intraportal. No se observó tinción positiva
en los alrededores de las microesferas. Por otra parte,
los cortes de hígados de hámster con abscesos amibia-
nos de uno y cinco días de desarrollo, que se incubaron
con IgG anti-EhCP2 y se revelaron con peroxidasa, mos-
traron trofozoítos amibianos positivos sin tinción en la
zona de necrosis ni en los bordes con el tejido sano (Fi-

gura 12A,B y C). La inyección local de la proteasa EhCP2
purificada en el hígado de hámster con absceso de cinco
días, permitió visualizar a la enzima en la zona de ne-
crosis y en los sinusoides del tejido sano (Figura 12D).
En la inmunolocalización de EhCP2 revelando con un
segundo anticuerpo marcado con oro y en presencia de
sales de plata encontramos la misma localización de la
enzima que nos mostró la inmunohistoquímica revelada
con peroxidasa, solo que más intensa (Figura 12F).
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Figura 10. Efecto de dos diferentes anticuerpos anti-EhCP2 sobre
la actividad proteolítica sobre azocaseína de EhCPs. La actividad
proteolítica se redujo en presencia de IgG normal, con uno de los

anticuerpos se disminuyó y con el otro esta actividad se incrementó
de manera dependiente de la concentración.
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Figura 9. A) Isoelectroenfoque en gel resolutivo de pH 4.0-6.5 de EhCP2
purificada. St = standars; 1 y 2 son diferentes diluciones de la muestra
EhCP2 y muestran un valor de 5.14. B) Inmunoelectrotransferencia de

EhCP2 purificada detectada con anticuerpos anti-EhCP2. 1, hervida
en presencia de DTT, EDTA y iodoacetamida. 2, hervida en presencia
de EDTA y iodoacetamida sin DTT.
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Figura 8. Electroforesis al 12% con SDS del extracto amibiano éter

NaCl 0.5 M. 1, marcadores moleculares. 2, extracto amibiano éter.
3, fracción I de la electroelución en Prep Cell. 4, fracción II de la
electroelución en Prep Cell. Las fracciónes I y II tuvieron actividad

proteolítica inhibible con E-64.
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Los trofozoítos de E. histolytica tratados 72 horas con
E-64 500 � M, no mostraron diferencias en crecimiento,
viabilidad, resistencia a complemento y citotoxicidad,
con respecto a los trofozoítos control. En cambio, se in-
hibió su capacidad de disminuir la resistencia eléctrica
transepitelial de monocapas de células MDCK (Figura

13). Por otra parte, la actividad proteolítica de los trofo-
zoítos crecidos en medio TYI-S-33 con E-64, se inhibió
gradualmente durante las 72 horas de cultivo (Figura

14). Resultados similares se obtuvieron con los zimo-
gramas en gel de gelatina (Figura 15), así como también
con la actividad proteolítica de cisteína intracitoplásmi-
ca, en trofozoítos amibianos vivos, visualizada con el
sustrato AMNP (Figura 16). Al incrementar las concen-
traciones de E-64, se observó una disminución general
en el número de gránulos citoplásmicos fluorescentes y
un incremento en el número de amibas completamente
negativas. Cuando las amibas crecidas por 72 horas en

E-64 se lavaron y se cultivaron nuevamente sin E-64, se
recuperó el 50% de la actividad de proteasas de cisteína
en aproximadamente 24-48 horas (detectada con azoca-
seína) (Figura 14).

En los experimentos in vivo con E-64, los abscesos
hepáticos amibianos fueron iguales en los grupos 1, 2 y
3 (Cuadro 2 y Figura 17). Un día después de la inyec-
ción de los trofozoítos, todos los hígados de estos ani-
males mostraron múltiples lesiones con poca necrosis, y
a los cinco días se observaron áreas extensas de necrosis
con poco infiltrado inflamatorio y con algunos trofozoí-
tos viables.

Por otra parte, no se observaron lesiones en ningún
hígado de los animales del grupo 4 al cabo de cinco
días y los hepatocitos no mostraron actividad intrace-
lular de proteasas de cisteína (Figura 18). Además, no
se detectaron amibas en los cortes de tejido teñidos con
PAS.

DC

BA

50 � m

Figura 11. Inyección intraportal en hámsters de microesferas de superdex, con EhCP2 incorporada. A) Microesferas vacías (control), 24 horas
después de la inyección. No se observa reacción inflamatoria. B) Microesferas con EhCP2 incorporada y teñidas con azul de Coomassie. C)
Microesferas con EhCP2 incorporada tres horas después de ser inyectadas. Se observa infiltrado inflamatorio (PMNs) alrededor de la microesfera

sin destrucción celular. D) microesferas con EhCP2 incorporada 24 horas después de ser inyectadas. Además de inflamación (PMNs) se
observa destrucción de algunas células hepáticas (N).

N
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En los animales del grupo 4 (especialmente prepara-
dos para detectar lesiones y amibas a tiempos cortos),
ocho horas después de la inyección de los trofozoítos, se
observaron pequeños grupos de PMNs con pocas ami-
bas fragmentadas. Después de 20 horas los parásitos
desaparecieron; sólo estuvieron presentes restos de
PMNs (polvo nuclear) y células gigantes ocasionales,
en las lesiones involutivas de este tiempo (Figura 19).

La irradiación de los hámsters causó disminución de
los leucocitos circulantes, de 10429 ± 1512/mm3 a 287
± 216/mm3 en 48 horas y permaneció en este nivel hasta
siete días después, en que los animales mueren (Figura

20). La inyección del glucógeno en la cavidad perito-
neal ocasionó el secuestro de los leucocitos periféricos
residuales. Los animales controles inyectados con ami-
bas mostraron leucopenia periférica temporal a las seis
horas, que evolucionó a leucocitosis a las 96 horas; en
cambio, en los animales radiados la leucopenia se man-

tuvo durante la infección (Figura 21). Por otra parte, en
los cortes de los hígados de los animales normales in-
yectados con amibas, a las tres y seis horas posteriores
se observaron amibas bien conservadas, rodeadas por
PMNs sin destrucción tisular y con isquemia; a las 24
horas la necrosis se sumó a este proceso. En los animales
leucopénicos tres y seis horas después de la inyección, se
observaron amibas bien conservadas en ausencia de célu-
las inflamatorias, sin daño celular y tisular en sus alrede-
dores y sin isquemia, ya que la tinta china se encontraba
en todos los sinusoides, en cambio a las 24 horas se ob-
servó lo mismo, sólo que con amibas fragmentadas que
desaparecieron en 48 horas (Figura 22).

Las microesferas de superdex mezcladas con amibas
e inyectadas en el hígado de hámster leucopénico pro-
dujeron múltiples sitios de isquemia focal y la tinta chi-
na inyectada por vía intraportal antes del sacrificio fue
incapaz de penetrar en estas áreas. Las amibas se obser-

100 � m

50 � m

50 � m
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Figura 12. Inmunolocalización
de EhCP2 en cortes de AHAEH.

A) AHAEH de 24 horas incu-
bado con IgG normal (control).
B) AHAEH de 24 horas incu-

bado con anti-EhCP2. C)
AHAEH de cinco días incuba-
do con anti-EhCP2. D) AHAEH

de cinco días, inyectado previa-
mente con EhCP2 purificada e
incubado con anti-EhCP2. E)
AHAEH de cinco días incuba-
do con IgG normal (control). F)
AHAEH incubado con anti-

EhCP2. Inmunohistoquímica
revelada con peroxidasa (A-D)
y con oro-plata (E-F). En pre-

sencia de anti-EhCP2, los
trofozoítos se tiñen intensamen-
te y no se observa tinción en la

zona de necrosis ni en la perife-
ria con el tejido sano, excepto
cuando la EhCP2 purificada se

inyecta previamente (D).F
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varon bien conservadas dentro de las zonas isquémicas
hasta las seis horas (Figura 23) y después de este tiem-
po desaparecieron.

Se purificaron 1.04 mg de FHVC a partir de 450 mg
de extracto crudo de Naja haje (Figura 24). La adminis-
tración intraperitoneal del FHVC en hámsters indujo la
baja del complemento en más del 95% y permaneció en
este nivel durante por lo menos 72 horas. El efecto cito-
lítico amibiano del suero de hámster se bloqueó con la
inyección intraperitoneal del FHVC, este efecto perma-

neció durante 72 horas (Figura 25). La inyección intra-
portal de amibas en hígados de hámsters leucopénicos +
hipocomplementémicos permitió ahora la sobrevida de
las amibas hasta por 24 horas (Figura 26), sin embargo,
después de este tiempo los trofozoítos desaparecieron. Los
hígados de los hámsters inyectados con amibas dos horas
después de la radiación, mostraron a las 24 horas lesiones
similares a los controles, es decir; amibas bien conserva-
das, isquemia, leucocitos y necrosis (Figura 27). Después
de este tiempo, que es cuando se observa leucopenia casi
total, las amibas desaparecen. El resumen de estos expe-
rimentos in vivo se puede observar en el cuadro 3.
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Figura 13. Efecto del crecimiento de E. histolytica con E- 64 (72 horas), sobre diferentes funciones in vitro.
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Figura 14. Actividad proteolítica sobre azocaseína de homogenados
amibianos después de varios periodos de incubación en presencia
de E-64. La actividad desaparece después de cuatro horas de

incubación con E-64 y reaparece 12 horas después de quitar el
inhibidor.
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Figura 15. Zimogramas de homogenados amibianos control (A) y
de los que recuperaron la actividad proteolítica (B), correspondien-
tes al experimento mostrado en la figura 14. La actividad proteolítica
se visualiza (con esta técnica) seis horas después de retirar el

inhibidor.
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La administración intraperitoneal de CsA en los há-
msters inyectados con amibas causó una inmunosupre-
sión que se mantuvo hasta el sacrificio de los animales
(Cuadro 4).

El aspecto macroscópico de los hígados de los há-
msters inyectados con CsA, mostró mínimas lesiones
con respecto al control (sin CsA). En la histología de
los hígados control se observaron algunas amibas bien
conservadas dentro de zonas con necrosis extensa e
infiltrado inflamatorio. En cambio en los hígados de
los animales tratados con CsA se observaron múlti-
ples cúmulos de amibas bien conservadas, rodeadas
de mínimo infiltrado inflamatorio y sin necrosis (Fi-

gura 28).

DISCUSIÓN

EhCP2

La purificación de EhCP2 en dos etapas, descrita en
este trabajo, tuvo un rendimiento satisfactorio (Cuadro

1), mucho más alto del descrito previamente para una
proteasa de 30 kDa con un protocolo diferente.12 Duran-
te la extracción se evitaron los detergentes y en su lugar
se usó éter, que es fácil de eliminar. La adición de ZnCl2

al extracto amibiano y la primera etapa de purificación
por filtración molecular eliminó muchas proteínas y la
segunda etapa por electroelución en Prep-Cell completó
la purificación. La secuenciación de la fracción II de la

A B

Figura 17. Aspecto macroscópico de los hígados de hamster inyectados con amibas. A) Imagen representativa de los grupos 1, 2 y 3; se aprecia

hepatomegalia y múltiples lesiones distribuidas en todos los lóbulos. B) Imagen del grupo 4; se observan lóbulos de tamaño normal y sin lesiones.

Figura 16. Actividad intracelular de proteasas

de cisteína en amibas vivas, detectada median-
te la técnica de AMNP. A) Control 72 horas de
cultivo. B) 72 horas de cultivo en presencia

de E-64, lavadas e incubadas en medio sin E-
64, tiempo 0. C) Igual que B pero tres horas
después. D) Igual que B pero seis horas des-

pués. E) Igual que B, pero 24 horas después.
No se detecta actividad a tiempo 0. Sin em-
bargo, a tres horas comienza a reaparecer ac-

tividad irregular y a las 24 horas la recupera-
ción es total.

30 � m
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proteína purificada mostró que el producto final es una
mezcla de EhCP2 y Eh-Ubiquitina(s), que puede ser una
de las formas en que tales moléculas existen normal-
mente en el parásito. La mayor parte de la proteína
purificada en nuestra preparación es EhCP2 y la(s)
Eh-ubiquitina(s) están presentes en cantidades míni-
mas, debido a que nunca se observó alguna banda cer-
cana a 8.5 kDa en electroforesis-SDS,28 a pesar de teñir
el gel con solución de plata.

Durante todo el procedimiento de purificación, la ac-
tividad proteolítica inhibible con E-64 se mantuvo y se
asoció con proteínas de masa molecular de 30 kDa. Cuan-
do la proteína purificada se examinó en electroforesis-
SDS, se observaron bandas de diferente masa molecular
con actividad proteolítica, que regresaron a una banda
proteica de aproximadamente 30 kDa cuando la muestra
fue hervida en presencia de EDTA, DTT y iodoacetami-
da. Debido a que casi todos los genes clonados hasta la
fecha codifican para proteínas con masa molecular de
aproximadamente 30kDa,29 la existencia de CPs prove-

nientes del mismo parásito con masas moleculares de
16-96 kDa10-12,17,30-32 debe tener una explicación postra-
duccional. Se ha sugerido que durante la electroforesis-
SDS las EhCPs de bajo peso molecular provienen de sus
precursores por autoproteólisis.33 Por otra parte,34 corta-
ron del gel de electroforesis-SDS las bandas proteicas
de 35 y 48 kDa con actividad proteolítica, y las secuen-
ciaron; éstas resultaron ser EhCP2 y EhCP1 respectiva-
mente, que son codificadas por genes con productos de
30kDa. Lo anterior sugiere un fenómeno de oligomeri-
zación/agregación, con el que estamos de acuerdo.

El efecto estabilizante de las IgG anti-EhCP2 sobre la
actividad proteolítica de los trofozoítos vivos y las EhCPs
purificadas por afinidad, fue un resultado interesante.
Aunque no tenemos explicación para este fenómeno, éste
ya ha sido observado con otros anticuerpos antienzi-
ma35,36 y frecuentemente se atribuye a cambios en la
conformación de la enzima causados por el anticuerpo,
sin alteración del sitio catalítico. Con el objeto de esti-
mular la producción de anticuerpos protectores a la ami-

CUADRO 2
TRATAMIENTO DE LOS CUATRO DIFERENTES GRUPOS DE HÁMSTERS INYECTADOS CON AMIBAS.

NINGUNO DE LOS HÍGADOS DE LOS ANIMALES DEL GRUPO 4 PRESENTÓ LESIONES (0/8)

Grupos 1 2 3 4

Amibas Normales Crecidas 72 horas Crecidas 72 horas con
con E-64 Normales E-64

Hámsters Normales Normales Con E-64 Con E-64
cada 12 horas cada 12 horas

AHAEH/hámster 8/8 8/8 8/8 0/8

Figura 18. Actividad de CPs en células hepáticas, detectada mediante la técnica de AMNP. A) hepatocitos de hámster normal (control). B)
hepatocitos de un hámster del grupo 4 (inyectado durante cinco días con E-64). Se observa inhibición de la actividad de CPs en células
hepáticas del animal tratado con E-64.

15 µµµµµm

A
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biasis experimental, algunas moléculas amibianas han
sido utilizadas como inmunógenos37-39 Ciertas CPs de
56-66 kDa secretadas por E. histolytica y purificadas
parcialmente, se usaron para tal propósito por Gupta, et

al.40 y no observaron correlación alguna entre títulos de
anticuerpos y protección. En 83% de los pacientes hu-
manos con amibiasis invasiva se detectaron anticuerpos
antiproteasas, mientras que en los infectados con E. dis-

par éstos estuvieron ausentes.41 La clase de Ig puede ser

importante, ya que anticuerpos IgA anti-EhCPs inhiben
eficientemente la actividad proteolítica in vitro.42 La fre-
cuencia y el efecto de los anticuerpos anti-EhCPs esta-
bilizantes producidos por el hospedero durante el desa-
rrollo de lesiones amibianas experimentales, todavía no
han sido estudiados.
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Figura 20. Leucocitos de sangre periférica de hámsters normales y
expuestos a 800 rads de radiación gamma (60Co). Se observa que 24

horas después de la radiación, permanece aproximadamente el 30%
de los leucocitos y a partir de las 48 horas la leucopenia es casi total
y se mantiene en este nivel hasta los siete días.
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Figura 21. Leucocitos en sangre periférica de hámsters norma-
les y radiados inyectados con amibas. En los hámsters normales
con amibas se observó una leucopenia parcial a 24 horas que

evolucionó a leucocitosis a las 96 horas. En cambio, en los
hámsters radiados con amibas, la leucopenia permaneció duran-
te todo el experimento.

hámster normal hámster radiado

Figura 19. Histología de los
hígados de los animales del

grupo 4 (inyectado continua-
mente con E-64 + amibas
crecidas en presencia de E-

64). A) Control ocho horas,
amibas bien conservadas (A)
rodeadas de PMNs y con mí-

nima destrucción tisular. B)
Grupo cuatro a ocho horas,
restos amibianos (A) con in-

flamación aguda; principal-
mente PMNs y escasa
necrosis. C) Control 20 ho-

ras, múltiples amibas con in-
flamación y destrucción
tisular (N). D) grupo cuatro

a 20 horas; mínimo daño ce-
lular hepático (N) con frag-
mentación de PMNs y sin

amibas.
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La inyección intraportal en hámsters con proteasa
EhCP2 incorporada en microesferas de liberación lenta
(de tamaño semejante a los trofozoítos de E. histolytica)
y el estudio inmunohistoquímico e histológico del híga-
do a tres, 24 y 96 horas después de la inyección, mostró
que EhCP2 es capaz de inducir una reacción inflamato-
ria moderada, acompañada ocasionalmente de necrosis
en los alrededores de algunas microesferas, que desapare-

100 � m

Figura 23. Aspecto microscópico del hígado de hámster, inyectado con

amibas (A) mezcladas con microesferas de superdex (M). El área de
isquemia se demuestra por la decoloración (en rosa) y por la falta
de penetración de la tinta china (T) en esta zona. Se observan amibas

bien conservadas sin células inflamatorias y sin necrosis (seis horas).

kDa PM FHVC

200.00

116.25

97.40

66.20

45.00

Figura 24. Purificación del factor hipocomplementémico del vene-
no de cobra (FHVC) a partir de extracto crudo de Naja haje. Se

aprecia principalmente una banda de proteína de ~ 144 kDa. (→)
Esta proteína disminuyó los niveles de complemento de hamsters
normales en más del 95%.

Figura 22. Histología de

los hígados de los animales
leucopénicos inyectados con
amibas. A) Control 6 h. B)
Leucopénico seis horas.
Amibas bien conservadas.
C, control 24 horas. D ,

leucopénico 24 horas, se ob-
servan restos de amibas (A).
En los animales leucopénicos

(B y D); nótese la ausencia
de isque-mia (presencia de
tinta china (T) en sinusoides),

células inflamatorias y des-
trucción tisular en la vecin-
dad de las amibas (A).
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cen a las 96 horas. Admitimos que esta “amiba sintética”
es un modelo muy crudo del parásito real, sin embargo,
representa el primer intento de examinar la participación
de un solo componente molecular de E. histolytica en el
daño del tejido, en un modelo de amibiasis in vivo en
ausencia de otros posibles elementos amibianos partici-
pantes. Dos de los principales problemas en esta situa-
ción experimental, son el desconocimiento de la canti-
dad de enzima liberada, tanto de las microesferas inertes
como de los trofozoítos en las lesiones in vivo, y el he-
cho que una sola dosis de la enzima debe tener un efecto
bioquímico muy breve. Sin embargo, se saben dos co-
sas: primero, que la cantidad de enzima incorporada y

liberada por cada microesfera es variable (semejante a
los trofozoítos amibianos) y segundo, que cualquier can-
tidad que ésta sea, la mayor parte es proteína con activi-
dad proteolítica. A pesar de estas limitaciones, los resul-
tados sugieren que EhCP2 es capaz de inducir una
moderada reacción inflamatoria y mínima necrosis en el
tejido hepático. Se ha demostrado que las EhCPs acti-
van C343 con la consecuente liberación de péptidos qui-
miotácticos (C3a y C5a) y rápida llegada de PMNs, que
en lesiones experimentales agudas se desintegran, libe-
ran enzimas lisosomales y dañan células vecinas y ele-
mentos intercelulares.26,44 Es probable que los cambios
morfológicos observados alrededor de las microesferas
con EhCP2 incorporada, después de llegar al tejido he-
pático, pueda explicarse por este mecanismo, a pesar de
que las amibas pueden causar daño en tejidos de anima-
les leucopénicos.45

La correlación del nivel de actividad proteolítica en
E. histolytica con la virulencia es controversial.13,14,46,47

Experimentos in vitro han mostrado que las amibas se-
cretan proteasas al medio de cultivo43,48,49 y se ha sugeri-
do que tales proteasas son responsables, por lo menos
en parte, de la extensa destrucción de tejidos que carac-
teriza a esta enfermedad. Ventura-Juárez, et al.50 tiñeron
lesiones amibianas experimentales iniciales mediante
inmunohistoquímica con anticuerpos policlonales antiex-
tractos amibianos totales y mostraron que además de la
tinción positiva de los trofozoítos amibianos, había di-
fusión de material positivo alrededor de éstos. Por otra
parte, Stanley, et al.15 tiñeron los trofozoítos amibianos
en cortes de hígados de ratones SCID con abscesos ami-
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Figura 25. Capacidad amebicida del suero de hámster normal y del
inyectado con FHVC. El suero normal es citotóxico para las amibas

y el FHVC bloquea este efecto hasta por 72 horas.
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Figura 26. Efecto combinado de la leucopenia + hipocomplementemia en el desarrollo del AHAEH. A) Control hipocomplementémico 24
horas; se observan trofozoítos bien conservados (A) con infiltrado inflamatorio, necrosis e isquemia (demostrada por la ausencia de tinta
china (T) en esta zona). B) leucopénico e hipocomplementémico 24 horas; se observa una amiba (A) bien conservada sin infiltrado inflamato-

rio, sin necrosis y sin isquemia (la tinta china (T) está en los sinusoides).

50 µµµµµm



Amibiasis hepática

62

bianos, utilizando un anticuerpo policlonal anti-EhCP1
y afirman haber detectado tinción positiva fuera de los
parásitos. En nuestros estudios inmunohistoquímicos en
abscesos hepáticos amibianos experimentales, frecuen-
temente detectamos EhCP2 en la amibas y nunca hemos
observado tinción positiva de EhCP2 fuera de la amiba.
Tal resultado negativo podría explicarse por la no secre-
ción de EhCP2 o por muy baja concentración de la enzi-
ma en el espacio extraamibiano, por debajo del límite de
detección de las técnicas utilizadas. Hellberg, et al.14

inyectaron en hígados de gerbos, trofozoítos de E. histo-

lytica y E. dispar que por transfección fueron diseñados
para sobreexpresar 2.8 veces más EhCP2; siete días des-
pués, no observaron diferencias con respecto a los con-
troles (E. histolytica y E. dispar sin transfectar), i.e., la
virulencia de E. histolytica no aumentó y E. dispar per-
maneció no patógeno. Estos resultados podrían expli-
carse si la sobre expresión no se acompañara de secre-
ción de la enzima. El anticuerpo anti-EhCP2 no presentó
reacción cruzada con EhCP5; sin embargo, no ha sido

CUADRO 3
RESUMEN DE LOS EXPERIMENTOS QUE EXAMINAN EL PAPEL DE LA INFLAMACIÓN,

COMPLEMENTO E ISQUEMIA EN EL AHAEH

Tiempo de Control Radiados Radiados con Hipocomple- Hipocomple- Radiados*
Sacrificio microesferas mentémicos mentémicos

y radiados

30 min
  Amibas + + ND ND ND ND
  Lesiones - - ND ND ND ND
3 horas
  Amibas + + ND ND ND ND
  Lesiones - - ND ND ND ND
6 horas
  Amibas + + + + + ND
  Lesiones - - - - - ND
1 día
  Amibas + - - + + +
  Lesiones + - - + - +
2 días
  Amibas + - - + - ND
  Lesiones + - - + - ND
3 días
  Amibas + - - + - ND
  Lesiones + - - + - ND
6 días
  Amibas + ND ND ND ND -
  Lesiones + ND ND ND ND -

* amibas inyectadas dos horas después de la radiación, ND no determinado, + presencia de amibas bien conservadas, - ausencia de amibas.

probado con las otras EhCPs, pero resulta poco proba-
ble que éstas contribuyan al desarrollo de la extensa y
rápida destrucción del tejido alrededor del parásito, ya
que las lesiones amibianas no disminuyeron en los há-
msters del grupo 3 (hámsters tratados con E-64 + ami-
bas virulentas) en los que el inhibidor de EhCPs estuvo
activo y en circulación durante todo el experimento. Esto
último se demostró por la ausencia casi completa de ac-
tividad de proteasas de cisteína en los hepatocitos de los
animales de este grupo (Figura 18). El trabajo de Hell-
berg, et al.14 y estos resultados comparten la sugerencia
que EhCP2 no es secretada y no está directamente invo-
lucrada en la destrucción del tejido en la amibiasis he-
pática experimental en hámsters.

Inhibición de EhCPs con E-64

Los resultados de los experimentos in vitro con ami-
bas crecidas por 72 horas en E-64 mostraron que la inhi-
bición total de sus proteasas de cisteína (demostrada por
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tres técnicas diferentes), no tuvo efecto sobre su cre-
cimiento, viabilidad, resistencia a complemento, ca-
pacidad hemolítica y efectos citotóxicos. En cambio, la

eritrofagocitosis y resistencia eléctrica transepitelial so-
bre monocapas de células MDCK sí se redujeron. La
conservación de la viabilidad y otras propiedades de las

A

Figura 28. Efecto de la

inmunosupresión con CsA
sobre el desarrollo del
AHAEH (siete días). A) Hí-

gado de hámster control; se
observa necrosis extensa (N)
y a mayor aumento B), se

aprecian algunas amibas (A)
bien conservadas, polvo nu-
clear y escaso infiltrado in-

flamatorio. C) Hígado de
hámster inmunosuprimido
con CsA; se observan dos

cúmulos de amibas (A) y a
mayor aumento D) se apre-
cian abundantes amibas (A)

bien conservadas, con esca-
so infiltrado inflamatorio y
sin necrosis.DC

B

100 � m200 � m

100 � m200 � m

A

Figura 27. Histología de los
hígados de los hamsters nor-
males y de los inyectados con

amibas, dos horas después
de la radiación. A) Control
24 horas; muestra abundan-

tes amibas (A), infiltrado in-
flamatorio, isquemia (sin tin-
ta china (T)) y necrosis. B)
Radiado 24 horas; se obser-
van amibas bien conservadas
(A) rodeadas de mínimo in-

filtrado inflamatorio y necrosis,
la isquemia se demuestra por
la ausencia de tinta china (T)

en esta área. C) Control sie-
te días; muestra amibas (A)
en zonas de isquemia (sin tin-

ta china (T)) y de necrosis
con escaso infiltrado infla-
matorio. D) Radiado siete

días; se observan restos de
amibas (A) in-mersos en una
malla de fibrina (F) y rodea-

das por macrófagos.DC

B
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amibas in vitro a pesar de la completa y prolongada au-
sencia de actividad de proteasa de cisteína, sugiere que
el medio debe contener todos los elementos requeridos
para su metabolismo. Por otra parte, la actividad de CPs
parece ser un requerimiento esencial de las amibas para
su sobrevida en condiciones in vivo, por lo menos en el
modelo experimental AHAEH. La causa de la desapari-
ción de las amibas se desconoce, pero se puede sospe-
char que ocurre pocas horas después de la inyección.
Los animales del grupo 2 (hámsters normales + amibas
crecidas en E-64), desarrollaron lesiones iguales al gru-
po1 (control). En esta situación, la inyección de las ami-
bas en la vena porta es equivalente a la eliminación del
inhibidor del medio de cultivo, con la recuperación pro-
gresiva de la actividad de proteasa de cisteína por las
amibas en las siguientes tres a 24 horas. Tal como fue
observado in vitro, cuando las amibas crecieron en E-64
y posteriormente se incubaron en medio sin el inhibidor
(actividad detectada con el sustrato AMNP (Figura 16)).

El grupo 3 (hámsters tratados continuamente con E-
64 + amibas no tratadas) desarrolló lesiones similares a

las del grupo 1 (control). Este resultado requiere una
explicación más elaborada que debe incluir por lo me-
nos dos elementos: 1) la incapacidad del E-64 para afec-
tar la capacidad citotóxica de las amibas cuando se adi-
ciona al cultivo a tiempo 0 o durante las 72 horas del
cultivo, demostrado en los experimentos in vitro de co-
incubación con células blanco; 2) el rápido desarrollo
de isquemia en pequeñas lesiones hepáticas amibianas
experimentales podría prevenir el contacto de las ami-
bas con el inhibidor de proteasas de cisteína presente en
la sangre. Es probable que el efecto combinado de estos
dos elementos pueda explicar la sobrevida de los parási-
tos y el desarrollo del daño tisular en el grupo 3.

Los trofozoítos amibianos que crecieron en presencia
de E-64 y se inyectaron en la vena porta de los hámsters
tratados continuamente con el mismo inhibidor (grupo
4), produjeron pequeñas lesiones hepáticas de rápida
involución que desaparecieron en aproximadamente 20
horas. La ausencia de amibas y lesiones en el tejido he-
pático del grupo 4, puede sugerir que la actividad de
proteasa de cisteína está relacionada directamente con
el inicio de la inflamación y daño del tejido, ya que en
ausencia de ésta no se desarrollan lesiones. Pero este
punto de vista ignora el hecho de que la total inhibición
de la actividad de proteasas de cisteína no influye en la
citotoxicidad amibiana in vitro ni en la inflamación ini-
cial in vivo, y además no explica la rápida desaparición
de las amibas cuando no hay destrucción celular ni tisu-
lar. Una explicación alterna podría ser que al inicio de la
infección, la actividad de proteasas de cisteína del pará-
sito sea indispensable para su sobrevida y que ésta a su
vez sea necesaria para el desarrollo de las lesiones del
tejido, causadas por moléculas amibianas diferentes a
EhCPs, o por moléculas del hospedero hasta ahora des-
conocidas, o ambas. Por otra parte, la inflamación pue-
de favorecer la sobrevida de la amiba en el tejido hepá-
tico, ya que debido a la rápida isquemia generada por
ésta, los abscesos hepáticos crean las condiciones anae-
róbicas que los trofozoítos requieren para crecer in vitro

y simultáneamente aíslan al parásito de componentes
séricos peligrosos, como el complemento.

Amibas en hígados de hámster leucopénico

Los dos principales resultados de los experimentos
con hámsters leucopénicos son: 1) En ausencia de cé-
lulas inflamatorias, los trofozoítos de E. histolytica

virulenta no causan daño en el hígado de hámster. Esta
propuesta fue sugerida por primera vez por Tsutsumi, et

al.26 y por Tsutsumi y Martínez-Palomo44 a partir de es-

CUADRO 4
PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS T DE BAZO (ESTIMULA-

DAS CON CON-A)
DE ANIMALES NORMALES E INMUNOSUPRIMIDOS,

INYECTADOS CON AMIBAS (SIETE DÍAS)

Incorporación de 3H-timidina
en células T (proliferación)

Hámster normal 76,094 ± 19,468
Hámster con CsA 800 ± 173

Complemento

EhCPs Hospedero y alta tensión
de oxígeno

X

Sobrevida Lesiones Inflamación Isquemia

amibiana

Figura 29. Absceso hepático amibiano agudo experimental en
hámster.
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tudios con el microscopio electrónico del AHAEH. Sin
embargo, estudios más recientes han mostrado que en
otras condiciones experimentales, las amibas causan des-
trucción tisular en ausencia de PMNs.45,51 Lo anterior
sugiere que los factores que contribuyen al daño celular
y tisular en distintas especies y órganos, pueden ser di-
ferentes. 2) E. histolytica desaparece del hígado de há-
mster en ausencia de una respuesta inflamatoria. Las ami-
bas permanecieron bien conservadas en el hígado por
seis horas; a las 24 horas disminuyeron en número y
después de este tiempo se observaron destruidas. La su-
gerencia de que en estas condiciones, el complemento
eliminó a las amibas debido a la ausencia de isquemia
que la inflamación normalmente crea, no es apoyada por
nuestros experimentos con el FHVC, ya que las amibas
desaparecieron del hígado de hámsters leucopénicos +
hipocomplementémicos, al mismo tiempo que de los
animales leucopénicos que tienen niveles normales de
complemento sérico. Capín, et al.52 informaron que las
lesiones amibianas hepáticas (20 días) fueron más gran-
des en hámsters hechos hipocomplementémicos con el
FHVC, pero estos animales no eran leucopénicos. Ellos
interpretaron sus resultados como la consecuencia del
incremento en la sobrevida de las amibas. En un trabajo
previo de nuestro laboratorio, hecho para explorar el
mecanismo(s) de resistencia natural de la rata a la infec-
ción con la misma E. histolytica virulenta utilizada en el
presente trabajo, se descartaron las células inflamato-
rias y el complemento pero no se analizó la causa de la
rápida desaparición de las amibas de los hígados de los
animales leucopénicos e hipocomplementémicos. El
posible papel de la isquemia (generada por inflamación
durante el AHAEH en los animales normales) como crea-
dora de un microambiente anaeróbico local que debiera
ser favorable para el parásito no es compatible con nues-
tros resultados de isquemia focal hepática inducida por
la inyección intraportal de trofozoítos virulentos mez-
clados con microesferas de superdex. En ausencia de
inflamación, la isquemia no preserva a las amibas mas
allá del tiempo en que los parásitos desaparecen del hí-
gado de los animales leucopénicos o hipocomplementé-
micos + leucopénicos. Los dos puntos anteriormente dis-
cutidos pueden resumirse como sigue: en el AHAEH la
inflamación es necesaria tanto para el daño del tejido
como para la sobrevida amibiana. No es claro por qué
las amibas son incapaces de sobrevivir en ausencia de
células inflamatorias. La idea actual acerca de que las
amibas sobreviven debido a que resisten y modulan los
mecanismos citotóxicos de PMNs y macrófagos53 es in-
adecuada para explicar nuestros resultados. En cambio,

por contradictorio que pueda parecer, es posible que las
células inflamatorias proporcionen a las amibas nutrien-
tes o algún tipo de estímulo necesario para sobrevivir y
multiplicarse en el hígado. Es claro que el AHAEH es
un proceso biológico complejo en el que hospedero y
parásito desempeñan funciones cambiantes, pero antes
de abordar este difícil tema debemos centrarnos en los
problemas aparentemente simples presentados en el
AHAEH como son, “los requerimientos básicos para la
sobrevida de los trofozoítos una vez que entran en la
vena porta”.

Amibas en hígado de hámster inmunosuprimido
con CsA

La ciclosporina A es un compuesto que tiene acción
inmunosupresora en el hombre y en algunos roedores,
ya que se une a la ciclofilina de los linfocitos T, este
complejo interrumpe la transcripción de algunos genes,
como el de IL-2, involucrados en procesos como señali-
zación y replicación celular.54 En los hígados de los há-
msters inyectados con CsA, la presencia del gran cúmu-
lo de amibas viables rodeadas por mínimo infiltrado
inflamatorio, apoya la idea de que las células inflamato-
rias son necesarias para la sobrevida de la amiba, ya que
a diferencia de lo que ocurre con los hámsters leucopé-
nicos, en los que las amibas mueren y desaparecen, esa
cantidad de células inflamatorias son suficientes para
proporcionar (directa o indirectamente) algún estímulo
o nutriente que las amibas necesitan para sobrevivir.
Además, la escasa destrucción tisular en presencia de
grandes cúmulos de amibas viables observada en los
animales tratados con CsA, apoya la idea de que la res-
puesta inmune del hospedero sea la principal respon-
sable del daño al tejido en el AHAEH. El daño tisular
ocasionado por el hospedero se observa durante el de-
sarrollo de la tuberculosis, la leishmaniasis y la tripa-
nosomiasis.55-57 Es probable que en el AHAEH las co-
lagenasas, proteasas, citocinas, especies reactivas de
oxígeno y nitrógeno, participen en el proceso de des-
trucción tisular y además favorezcan la sobrevida
amibiana. Por otra parte, se ha demostrado que la inhi-
bición de algunas funciones amibianas como eritrofago-
citosis y actividad proteolítica, causan la disminución
de los abscesos durante la amibiasis hepática experi-
mental.7,18 Sin embargo, al final del experimento con
CsA, las amibas fueron viables, cultivables, y su acti-
vidad proteolítica y de eritrofagocitosis no se modifi-
caron, por lo que la interferencia de la CsA en estas
funciones queda descartada.
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CONCLUSIÓN

Durante el desarrollo del absceso hepático amibiano
agudo experimental en hámsters, las proteasas de cisteí-
na de E. histolytica son indispensables para su sobrevi-
da. Por otra parte, las células inflamatorias del hospede-
ro son las principales responsables de la destrucción
tisular y al mismo tiempo son indispensables para la su-
pervivencia del parásito y progresión de las lesiones (Fi-

gura 29).

MATERIALES Y MÉTODOS

Parásitos

Trofozoítos de E. histolytica cepa HM1-IMSS se re-
cuperaron de un absceso hepático amibiano experimen-
tal en hámster (siete días). El cultivo axénico se inició
con una densidad de 7X105 trofozoítos en 50 mL de
medio TYI-S-3358 en cajas de plástico. Después de 72
horas de incubación a 37 °C, los trofozoítos se cosecha-
ron y se lavaron dos veces con amortiguador de fosfatos
15 mM pH 7.2, NaCl 0.15 M (PBS). En algunos experi-
mentos los trofozoítos amibianos se cultivaron por 72
horas en medio TYI-S-33, pero en presencia de E-64
(500 � M). Al final del cultivo, las amibas se contaron
con un hematocitómetro y se les determinó la viabilidad
por exclusión de azul de Trypan.

Extractos amibianos

Los trofozoítos amibianos (3X109) se resuspendieron
en 100 mL de amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 7.4,
NaCl 0.15 M, HgCl

2
 5 mM, y 250 mL de éter etílico

frío. La mezcla se agitó moderadamente por 24 horas a
4 °C y se centrifugó a 3,000 rpm por 10 minutos; la fase
acuosa se colectó y la fase orgánica se extrajo nueva-
mente con 100 mL del mismo amortiguador Tris-HCl.
Ambos extractos se combinaron y el éter se eliminó por
evaporación durante 12 horas a temperatura ambiente.
Finalmente, la muestra se centrifugó a 18,000 rpm por
30 minutos y el sobrenadante se almacenó a 5 °C. La
fase orgánica residual se volvió a extraer con 100 mL
del mismo amortiguador, pero aumentando la fuerza ióni-
ca de NaCl a 2.5 M.

Purificación de proteasas de cisteína

La purificación se llevó a cabo en dos pasos:

1. Fracciones de 5 mL del extracto amibiano se pasa-
ron por una columna de filtración molecular Ultro-
gel ACA-54, con dimensiones de 150.0 X 2.2 cm,
equilibrada con Tris-HCl 20 mM pH 7.4, NaCl
0.5M, 1 mM de HgCl2, con flujo de 0.4 mL/min. La
proteína eluida se detectó a 280 nm y la actividad
proteolítica con azocaseína.59 Las fracciones con ac-
tividad proteolítica se mezclaron, se concentraron a
3 mL (con una membrana de amicon con corte de 3
kDa) y se dializaron con una membrana de 8 kDa de
corte en solución amortiguadora Tris-HCl 10 mM pH
7.4, HgCl

2
 1 mM.

2. Se mezclaron 2.7 mL de la muestra dializada con 2.3
mL de amortiguador de muestra no desnaturalizante
(H

2
O 5.4 mL, Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 1 mL, glicerol

0.8 mL, azul de bromofenol al 0.5% 0.4 mL) y se
electroeluyó en el sistema 491 Prep Cell (BIORAD),
con tubo de gel de 37 mm, 7.2% de gel separador,
4% de gel concentrador, 12 watts, flujo de 0.75 mL/
min y fracciones de 6 mL. Una de cada 10 fracciones
se analizó en geles no desnaturalizantes de acrilami-
da al 12%, teñidos con solución de plata. Además,
también se les determinó actividad proteolítica en
zimogramas de geles de acrilamida con gelatina in-
corporada.60 Finalmente, una de cada tres fracciones
de las dos zonas con actividad proteolítica se anali-
zaron de la misma manera.

Los extractos 0.5 M NaCl y 2.5 M NaCl fueron igual-
mente procesados, excepto que el extracto 0.5 M NaCl
fue precipitado con 2 mL de ZnCl

2
 2.5 M por 1 hora a 37

°C, enseguida se centrifugó a 20,000 rpm y el sobrena-
dante se concentró a 12 mL con una membrana YM-3.

Zimogramas

Duplicados de los geles de electroforesis arriba men-
cionados se sobrepusieron sobre geles de sustrato (acri-
lamida al 10%, gelatina 0.2%, EDTA 5 mM y DTT 5
mM) y se incubaron por 12 horas a 37 °C, se tiñeron con
solución de azul de Coomassie 0.1%, metanol 20% y
ácido acético 10%, y se destiñeron con la misma solu-
ción, pero sin el colorante.

Secuenciación

Cuando la proteasa de cisteína parecía suficientemente
pura (ver resultados), una muestra de la fracción II del
extracto NaCl 0.5 M fue enviada a “The HHMI Biopo-

lymer/W.M. Keck Foundation Biotechnology Resource

Laboratory” en la Universidad de Yale en los EEUU,
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para la secuenciación de los 13 aminoácidos del extre-
mo amino terminal de la enzima.

Punto isoeléctrico

Se determinó el punto isoeléctrico a la muestra EhCP2
purificada y secuenciada mediante isoelectroenfoque en
gel preparativo y resolutivo, con intervalos de pH 3.0-
10.0 y 4.0-6.5 respectivamente (Pharmacia).

Anticuerpos policlonales anti-EhCP2

El procedimiento fue similar al descrito por Montfort,
et al.12 Se emulsificó 1 mL de EhCP2 hervida (200 � g)
con 1 mL de adyuvante completo de Freund y esto se
inyectó en un conejo por vía intramuscular y subcutá-
nea. Después de un mes, 100 � g de la proteasa hervida
se administró de la misma manera y siete días después
100 � g de la proteasa hervida se inyectó por vía intrape-
ritoneal. Otro conejo se inmunizó de la misma manera,
pero con la proteasa inhibida con E-64 10 � M y sin her-
vir. Ambos animales se sangraron una semana después
del tratamiento, se obtuvo el suero y se determinó la pre-
sencia de anticuerpos mediante doble inmunodifusión
en agar, contra un extracto amibiano de éter y EhCP2
purificada. La IgG se purificó por precipitación con sul-
fato de amonio al 50% y mediante cromatografía de afi-
nidad (sepharosa-proteína A). La IgG nativa (control) se
obtuvo de conejos normales mediante el mismo proce-
dimiento.

Especificidad del anticuerpo anti-EhCP2

Debido a la posibilidad de que el anticuerpo anti-
EhCP2 pudiera estar dirigido contra moléculas de ubi-
quitina presentes en la EhCP2 purificada (ver resulta-
dos), o contra otras posibles EhCPs presentes en
cantidades mínimas, realizamos inmunoelectrotransfe-
rencia a la muestra EhCP2 purificada, utilizando como
control EhCP5 recombinante proporcionada por la Dra.
I. Bruchhaus.

Purificación de EhCPs por afinidad a sepharosa-
IgG anti-EhCP2

La IgG anti-EhCP2 (10 mg) se acopló a 1 g de sepha-
rosa activada con bromuro de cianógeno, se empacó en
una columna de 5 x 2 cm y se lavó con amortiguador
Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 0.15 M y HgCl2 1 mM.
Se pasaron por la columna 3 mL del extracto amibiano

éter NaCl 0.5 M y ésta se lavó con 100 mL del mismo
amortiguador. La proteína unida se eluyó con 2 mL
de amortiguador glicina-HCl 10 mM pH 2.0 e inme-
diatamente se neutralizó con unas gotas de amortigua-
dor Tris-HCl pH 8.8 y se concentró a 2 mL con una
membrana YM-3. A esta muestra se le determinó concen-
tración de proteína61 y actividad proteolítica sobre azoca-
seína; además, el patrón proteico se examinó mediante
electroforesis no desnaturalizante (sin SDS) en geles de
acrilamida al 12% con sus correspondientes zimogra-
mas en geles de acrilamida con gelatina incorporada. Este
procedimiento (con las mismas cantidades) se realizó
para la obtención de sepharosa-IgG de conejo no inmu-
ne (control).

Efecto de los anticuerpos IgG anti-EhCP2 sobre
la actividad proteolítica de las CP purificadas y so-
bre trofozoítos amibianos axénicos

Se determinó actividad proteolítica sobre azocaseína
a 10 � g de proteasas de cisterna purificadas por afini-
dad, en presencia de diferentes cantidades de IgG anti-
EhCP2 (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 mg) y EDTA 5 mM, en tres
experimentos independientes. Paralelamente, duplicados
de estas muestras se almacenaron a 4 °C por 24 horas.
Los inmunoprecipitados se centrifugaron a 10,000 rpm
por 30 minutos, se lavaron dos veces con amortiguador
Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 0.15 M y se analizaron
en electroforesis-SDS al 12%. Por otra parte, se incuba-
ron 2.5 x 105 trofozoítos de E. histolytica con 1 mg de
IgG anti-EhCP2 durante una hora, se les determinó ac-
tividad proteolítica sobre azocaseína (1mg/0.6 mL, 37
°C, tres horas) y viabilidad por exclusión de azul de
Trypan. En los experimentos control, se sustituyó la
IgG anti-EhCP2 por IgG de conejo no inmune.

Inmunolocalización de EhCP2 en el absceso hepá-
tico amibiano de hámsters

Se inyectaron 2.5 x 105 trofozoítos axénicos de E. his-

tolytica por vía intraportal a hámsters anestesiados.
Después de uno y cinco días los animales se sacrifica-
ron con una sobredosis de éter, los hígados se extirpa-
ron, se fijaron con formol al 10% en PBS y mediante
procesamiento histológico se incluyeron en parafina. Se
hicieron cortes seriados de estos hígados (4-6 � m), se
incubaron con IgG anti-EhCP2 (0.04 mg/0.2 mL de Tris-
HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 0.15M preabsorbida con pol-
vo cetónico de hígado de hámster) y se tiñeron mediante
la técnica indirecta o “sándwich” usando como anticuer-
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po secundario IgG de cabra anti-IgG de conejo, marca-
do con isotiocianato de fluoresceína o peroxidasa y dia-
minobenzidina como sustrato. Para aumentar la sensibi-
lidad de la reacción, en algunos cortes de tejido el
anticuerpo secundario fue reemplazado por un anticuer-
po anti-IgG de conejo marcado con oro y revelado con
solución de plata (silver enhancement kit, Molecular Pro-
bes Inc.).

Liberación de EhCP2 purificada en hígado de há-
mster

En la búsqueda de un vehículo para liberar la EhCP2
purificada en el hígado de hámster, en diferentes sitios y
concentraciones; en un principio se prepararon microes-
feras de gelatina de acuerdo con Yoshioka et al.,62 pero
experimentos preliminares revelaron que tales microes-
feras no son vehículos inertes. Sin embargo, cuando se
inyectaron microesferas de la resina superdex 75 (Phar-
macia 24-44 �  de diámetro) en hámsters por vía intra-
portal, no se observó reacción inflamatoria ni daño en el
tejido. Debido a que tales microesferas tienen tamaño
semejante a trofozoítos amibianos, incorporan proteínas
de peso molecular similar a EhCP2, con mínima inte-
racción química entre ellas y liberan las proteínas al
medio con agitación moderada, se pasaron 5 veces 60
� L de EhCP2 purificada (5 mg/mL en PBS) a través de
una microcolumna con 3.5X105 microesferas de super-
dex 75. Posteriormente 5 x 104 microesferas se inyecta-
ron por vía intraportal en hámsters y éstos se sacrifica-
ron a tres, 24 y 96 horas; al término de cada tiempo los
hígados se procesaron mediante histología para examen
inmunohistoquímico.

La incorporación de la proteína EhCP2 en las microes-
feras de superdex 75 se demostró tiñendo una muestra
de éstas con azul de Coomassie. La presencia de la pro-
teína en el interior de las microesferas y sus alrededores
dentro del tejido hepático, se determinó mediante la téc-
nica de inmunohistoquímica descrita arriba.

Resistencia a complemento

Las amibas crecidas por 72 horas con E-64 se in-
cubaron con suero fresco de hámster 100% (1 x 106/
mL) en presencia de E-64 250 � M, a 37 °C por dos
horas y su viabilidad se determinó por exclusión de
azul de Trypan. Estas pruebas se realizaron por du-
plicado en siete experimentos independientes y los
resultados se compararon con amibas no tratadas con
el inhibidor.

Citotoxicidad

La actividad citotóxica de los trofozoítos crecidos en
presencia de E-64 se determinó in vitro con dos diferentes
tipos de células blanco: células Jurkat y PMNs obtenidos
de la cavidad peritoneal de hámsters, inyectados previa-
mente (seis horas) con 1 mL de glucógeno al 1% en PBS.
El experimento se realizó incubando 1 x 105 amibas con 5
x 105 células Jurkat y 1 x 105 amibas con 2.5 X 106 PMNs
en medio TYI-S-33 con E-64 250 � M por tres horas a 37
°C y determinando la viabilidad por exclusión de azul de
Trypan. Las determinaciones se realizaron por duplicado
en tres experimentos independientes y los resultados se
compararon con los controles (amibas normales).

Eritrofagocitosis

Se incubaron 5 x 105 trofozoítos de E. histolytica viru-
lenta crecida 72 horas con E-64 (500 � M), con 5x107 eri-
trocitos frescos de hámster durante 15 minutos en presen-
cia de 250 � M de E-64. Enseguida esta suspensión se
centrifugó a 3,000 rpm., el precipitado se resuspendió en
0.2 mL de agua destilada e inmediatamente se le adicionó
1 mL de formaldehído al 4% en PBS. El mismo procedi-
miento se hizo con las amibas virulentas, pero en ausen-
cia de E-64 (control). Después de dos horas los trofozoí-
tos se lavaron con PBS y se contó el número de eritrocitos
presente en cada amiba. Las determinaciones se hicieron
en cien trofozoítos, por triplicado y en seis experimentos
diferentes. Se consideró alta fagocitosis cuando los trofo-
zoítos contenían cinco o más eritrocitos. Además, en am-
bos grupos se evaluó la eritrofagocitosis disolviendo los
precipitados (amibas y eritrocitos) con 1 mL de ácido fór-
mico al 50% y determinando las absorbancias a 397 nm.63

Actividad hemolítica de E. histolytica

Se incubaron eritrocitos frescos de hámster lavados con
PBS con amibas cultivadas por 72 horas con E-64 y en pre-
sencia de 250 � M de E-64 o con amibas sin E-64, en 1 mL de
PBS. Después de la incubación por una hora a 37 ºC (1:2000
eritrocito:amiba), los tubos se centrifugaron a 5,000 rpm
durante cinco minutos y las absorbancias de los sobrenadan-
tes se detectaron a 570 nm. Estas observaciones se hicieron
por duplicado en tres experimentos independientes.13

Actividad proteolítica inhibible por E-64

La actividad proteolítica de 5 x 105 trofozoítos ami-
bianos congelados en PBS, se determinó mediante la téc-
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nica de azocaseína,59 tanto en trofozoítos control como
en trofozoítos cultivados 72 horas con E-64 y lavados
cuatro veces con PBS.

Zimogramas de trofozoítos amibianos crecidos en
E-64

Amibas control y crecidas en E-64 se cosecharon, se
lavaron con PBS en condiciones estériles y se incubaron
por diferentes tiempos (2.5 a 48 horas) en medio TYI-S-
33. Los extractos congelados en PBS (2.5X105) de cada
tiempo se sometieron a electroforesis-SDS al 12% y los
zimogramas se hicieron como se señala arriba.

Detección de actividad proteolítica intracelular en
trofozoítos amibianos vivos

El péptido Arg-Arg-4-metoxi-2-naftilamida (AMNP)
es un sustrato de proteasas de cisteína que al ser degra-
dado se combina con 5-nitro-2-salicilaldehído (NSA) y
forma un precipitado fluorescente. Cuando se adiciona
a un cultivo de trofozoítos amibianos, AMNP y NSA
entran libremente a su citoplasma y la presencia de pro-
teasas de cisteína se detecta como múltiples gránulos
fluorescentes.64 Estas observaciones se hicieron a dife-
rentes tiempos (tres a 24 horas) después de adicionar 5
mM de AMNP y 2.5 mM de NSA (en 0.1 mL de PBS) a
1 x 105 trofozoítos control y crecidos en E-64, lavados
previamente cuatro veces con PBS.

Resistencia eléctrica transepitelial

El daño a monocapas de células MDCK se evaluó
con una cámara de “Ussing”, determinando los cambios
en la resistencia eléctrica transepitelial 30 min después
de la adición de amibas cultivadas 72 horas con E-64 y
en presencia del mismo inhibidor (500 � M), con una
relación de 5:1 célula: amiba, como lo ha descrito Ló-
pez-Vancell, et al.65

Absceso hepático amibiano en hámsters

El absceso hepático amibiano se indujo en cuatro di-
ferentes grupos de hámsters de ambos sexos de 100 g de
peso (ocho animales por grupo). Se inyectaron trofozoí-
tos axénicos de E. histolytica (5 x 105/0.2 mL PBS) en la
vena porta de hámsters anestesiados con pentobarbital
(6.3 mg/100 g). Los animales se sacrificaron después de
cinco días con una sobredosis de éter, el hígado se frag-
mentó en pequeños trozos, se fijó por 48 horas con for-

maldehído al 10% en PBS y se procesó para histología.
Se hicieron cortes de 4-6 � m de los bloques de parafina
que contenían todos los lóbulos del hígado y se tiñeron
con hematoxilina y eosina (H y E), y mediante la reac-
ción de Schiff (PAS). Además, dos de los grupos trata-
dos se inyectaron cada 12 horas durante todo el experi-
mento con 2 mg de E-64 por vía intraperitoneal, ya que
se ha establecido que la vida media del E-64 activo in-
yectado en roedores es de 12 horas.66

Cuatro grupos experimentales de absceso hepático
amibiano se prepararon como sigue: 1) hámsters no tra-
tados + trofozoítos de E. histolytica no tratados (con-
troles); 2) hámsters no tratados + trofozoítos de E. his-

tolytica crecidos con E-64; 3) hámsters tratados con
E-64 + amibas no tratadas; 4) hámsters tratados con E-
64 + amibas crecidas con E-64 (Cuadro 2). Se adiciona-
ron cuatro animales al grupo 4, dos de ellos se sacrificaron
a las ocho horas y los otros dos a las 20 horas después de la
inyección de las amibas.

Obtención de hepatocitos

Los hepatocitos se obtuvieron mediante la perfusión
portal del hígado de un hámster normal y otro del grupo
4 (tratado por cinco días) con 50 mL de EDTA 0.5 mM
en solución de Hanks, seguido de 100 mL de medio
Williams E sin suero y con 100 mg de colagenasa bacte-
riana. Después de la perfusión, el hígado colapsado se
filtró a través de una gasa, con medio Williams E y los
hepatocitos vivos se obtuvieron en un gradiente de Per-
coll.67 Finalmente la actividad intracelular de proteasas
de cisteína en los hepatocitos vivos se detectó con el
sustrato AMNP como se describe arriba.

Inyección de E. histolytica en hámsters leucopénicos

Cuatro grupos de cuatro hámsters c/u se expusieron a
800 rads de radiación gamma en un irradiador de 60Co, y
se determinó el número de leucocitos circulantes a las
seis, 12, 24 horas y dos, tres y siete días. Para esto, la
sangre obtenida por punción cardiaca se diluyó 10 veces
con una solución de ácido acético al 3% con violeta de
genciana y los leucocitos (en azul) se contaron en un
hematocitómetro. Después de 48 horas, a cada uno de
ellos se le inyectó 1 mL de glucógeno al 1% en PBS por
vía intraperitoneal (para secuestrar a los leucocitos cir-
culantes residuales), y tres horas después recibieron 0.5
x 106 trofozoítos de E. histolytica por vía intraportal.
Posteriormente, estos grupos se sacrificaron a tres, seis,
24, 48 y 96 horas, los hígados se extirparon, se procesa-
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ron para histología como se menciona arriba y se tiñe-
ron con H y E y PAS. Paralelamente, otros animales sin
irradiar se trataron de la misma forma (controles). En
ambos grupos (controles y radiados) antes de ser sacrifi-
cados, se cuantificó el nivel de leucocitos en sangre pe-
riférica como se menciona arriba. Para demostrar la is-
quemia en el hígado, todos estos animales recibieron 0.2
mL de tinta china (dializada previamente con PBS) por
vía intraportal antes de ser sacrificados.27

Isquemia focal hepática inducida con microesfe-
ras de superdex

Se mezclaron 1 x 106 trofozoítos axénicos con 2 x 106

microesferas de superdex 75 (Pharmacia) y se inyecta-
ron por vía intraportal en cuatro grupos de hámsters leu-
copénicos (cuatro animales por grupo). Cada grupo se
sacrificó a seis, 24, 48 y 72 horas inyectando previa-
mente 0.2 mL de tinta china por vía intraportal. Los hí-
gados se fijaron, se procesaron por histología como arri-
ba se menciona y se tiñeron con PAS.

Hipocomplementemia inducida con FHVC

El factor hipocomplementémico del veneno de cobra
(FHVC) se purificó a partir del veneno crudo de Naja

haje (Sigma) de acuerdo al procedimiento de Sharma, et

al.68 que involucra cromatografía de filtración molecu-
lar e intercambio iónico. La eficiencia hipocomplemen-
témica del FHVC se determinó por su capacidad para
reducir los niveles del complemento del suero de háms-
ter y por su actividad citolítica sobre las amibas in vitro

(0.5 x 106/mL durante dos horas). El suero de los anima-
les se obtuvo 24, 48 y 72 horas después de la inyección
de 40 � g de FHVC por vía intraperitoneal.69 El nivel de
complemento se determinó en los sueros de los háms-
ters normales y en los que recibieron FHVC mediante la
hemólisis de eritrocitos de carnero sensibilizados
(UH50%) como lo describen Morrison y Kline.70 El expe-
rimento se realizó inyectando 1 x 106 trofozoítos de E.

histolytica virulenta por vía intraportal en 12 grupos
de hámsters (cuatro animales en c/u) normales, hipo-
complementémicos y leucopénicos + hipocomplemen-
témicos. Cada grupo de animales se sacrificó a seis,
24, 48 y 72 horas. Para localizar las zonas isquémicas
en el hígado, a todos los animales se les inyectó 0.2 mL
de tinta china por vía intraportal 5 minutos antes del
sacrificio. Los hígados se fijaron con formol, se proce-
saron para histología y se tiñeron con PAS como arriba
se menciona.

Inducción de inmunosupresión química en hámsters

La inmunosupresión en cuatro hámsters se indujo in-
yectando ciclosporina A (1 mg/100 g) diluida en aceite
de olivo, por vía intraperitoneal cada 24 horas durante
tres días.71 La inmunosupresión se verificó incubando
las células de bazo en medio RPMI en placas de 96 po-
zos con 5 x 10

5
 células y 0.1 � g de Concanavalina A en

cada pozo. La placa se incubó a 37 ºC con 5% de CO2

durante 48 horas. Enseguida se adicionó 3H-Timidina
(1 � Ci/pozo) y la placa se incubó nuevamente por 18
horas, Al final, las células se cosecharon y la incorpo-
ración de 3H-Timidina se determinó en un contador de
centelleo. Trofozoítos de E. histolytica virulenta (1 x
106) se inyectaron en un grupo de hámsters normales
(cuatro) y en el grupo inyectado con CsA (tres días antes
y durante la infección). Todos los animales se sacrifica-
ron siete días después de la inyección de los parásitos,
los hígados se procesaron por histología y los cortes se
tiñeron con PAS.
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