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I, RESUMEN. 

Se ha demostrado que en calostro humano existen mecanismos de resisten

cia especrflcos e inespecrflcos y se ha propuesto que estos intervienen en la 

defensa del reclc!n nacido. Dentru de estos mecanismos, elementos celulares e~ 

mo los macr6fagos se encuentran en un gran porcentaje. 

Por otra parte, estudios en niños lactantes demuestran una baja lncideu 

eta de trofozortos de Entamoeba histolytlca (l.2 %), por lo que es probable

que macr6fagos de calostro humano que llegan al Intestino esten Implicados en 

esta baja Incidencia. En el presente trabajo se estudio el papel que pudieran 

desarrollar los macr6fagos de calostro humano contra trofozortos de Entemoeba 

histolytlca, 

Se obtuvieron macr6fagos de calostro hllllélno por adherencfa a vidrio por-

3 y 24 horas y las cc!lulas en ambos perfodos se caracterizaron por microSco-

pra 6ptlca y electr6nica, asr cano por pruebas cltoqurmlcas (estenH no.,s~ 

crftca y ml~lopere»<idasa). Se obtuvo 82.15 % de células macrofáglcas por ad~ 

rencla de 24 horas. Estas cc!lulas se pusieron en contacto con trofozortos de· 

t. histolytlca cepas HK9 y HHl en medio RPHl-1640 en una relacl6n 30:1 macr6-

fago/amiba y se detennln6 fa viabilidad de ambas Clllulas en diferentes lnter

va 1 os de 1ncubacl6n, asr cano e 1 núre ro de amibas adhe rl das a macr6fagos. 

Se observ6 una dlsmi nucl6n en los trofozortos adheridos a macr6fagos y -

una dlsmlnucl6n del 25.58 % en la vlabi lldad de las amibas en canparacl&n con 

los testigos, siendo estos resultados estadfstlcamente slgni flcatlvos (f'(0.02) 

La viabilidad de los macr6fagos disminuyó 10,3 % en c:anparacl6n con los~ 

tlgos, este resultado no fue estadísticamente slgnl flcativo. Estos resultados 

sugieren que los macr6fagos de calostro hinano l!l vitro Interfieren en la vi~ 

bllldad de los trofozortos de EntamCl!ba hlstolytica, 

_, _ 



11, INTRODUCCION. 

La amlbiasi~ es una Infección entérica asintanática 6 sintonática prov.Q 
" 

cada por el protozoario Entamoeba hlstolytica. Est~ parasitosls es prevalente 

en países con inadecuadas condiciones de sanidad (1 ,2). 

Apre»<lmadamente el 10 % de la poblacl6n mundial padece de amibiasis, es-

tá lnfecci6n constituye un problema de salud pública principalmente en países 

subdesarrollados en donde las condlcl enes precarias, la pobreza y la sobrepo-

blaci6n, así cano la probable presencia de cepas altamente virulentas de~. -

hlstolytlca se canblnan para generar una Incidencia más alta de amlbiasls, la 

cual puede ser asintanátlca (portadores sano,.) ó con manifestaciones clínicas. 

En México la amlblasis constituye un importante problema de salud públi

ca. Se estima que 5.6 % de la poblaci6n se encuentra Infectada por€_. histoly 

tlca, resultando ser uno de los paises con mayor Incidencia de esta paraslto-

sis, tanto en su forma slntanátlca cano asintomática (3). 

Entamooba histol'ftica pertenece a la familia Entamoebidae del orden a--

moobidae, suphylum sarcodina (4). Este parásito presenta en su ciclo de vida 

dos fases: la fonna lnfectante ó quiste y la fonna adulta 6 trofozoitlca. 

El trofozoito es una célula pleanórfica de gran movilidad, caracterizada 

por un ectoplasma hialino 6 claro y un endoplasma granular, el cual conti2ne 

numerosas vacuo las. Las propiedades de su membrana plasmática le pennl ten 11~ 

vara cabo procesos de fagocitosis y pinocitosis, así cano de r~dfstrlbuc!ón

de membranas, la cual puede estar inducida por la unión de llgandos ext~rnos-
-----····- ·-" 

y adherencia 6 asociación a bacterias (5). E 1 trofozofto;~s or~-inariarrente 
uninuclear coo un tamaño de 15 a 60 micras; está car¿¡cterizado por la ausen-

cla de organelos presentes en otras células eucar!ótlcas típicas, además de -
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la presencia de cuerpos cllTndrlcos, ribosanas y lisosanas; exhlblendosola

me!'lte un sistema va_cuolado que ocupa casi todo el citoplasma (6,7). Los tr2 

fozoTtos usualrrente viven cano canensales en el epitelio del Intestino grueso 

del hospedero, reproduciéndose por un proceso de dlvfsl6n binaria 6 multlple 

(8). 

La forma quTstlca mide alrededor de. 5 a 20 micras y dependiendo del gra 

do de madurez contiene de uno a cuatro núcleos, asT cano la presencia de cu-

. erpos cranátoide. Su pared se encuentra constituida de quitina, la cual le -

permite sobrevivir en condl el ones adversas que serfan le ta les para la forma

trofozoTtl ca (9). Cuando el quiste maduro es Ingerido y llega a nivel de es

tanago pierde su cubierta de quitina, produciéndose divisiones cltol6glcas,

que dan lugar a la fonnaci6n de un metaqulste tetranucleado del cual emerge

una pequeña amiba, que alcanza la luz intestinal, donde a1.X11enta de tamai'lo y

al parecer produce ocho trofozoítos (10). 

Est·Jdios han sido encaminados para definir 6 señalar los mecanismos 

operantes en la susceptibl lldad y resistencia a infecciones causadas por t.
histolytlca. Nu"erosos Investigadores han presentado evidencias de que la p~ 

togeni el dad de una amiba esta di rectamente re lacl onada a su asociaci 6n a ba~ 

terias, sin embargn otros autores están en contra de estas afl nriaclones (11, 

12). La dependencia de muchas clases de amiba en cultivo sobre su asoclacl6n 

a bacterias y la incapacidad de la amiba para producl r lesiones extensivas -

en conejillos de india libres de bacterias, ha llevado al concepto de que es 

necesario un sinerglsmo entre bacteria y amiba para la produccl6n de la en-

fenredad, aunque se han encontrado abscesos amlblanos 11 estérl les "· 

Durante la fase inicial y la produccl6n de la enfr.nredad se han impli

cado diversos factores, los cuales se agrupan de la siguiente manera: 
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1.- Re lacl onados a 1 parásl to: VI rulencl a de Ja cepa, ~agni t~d de L inoculo 

y repetlcl6n de lnfeccl1Jnes. 

2.- Relacionados al hospedero: Estado.nut.rlclonal, estado fislo16glco y -

factores gerll!tlcos. 

3.- Factores asociados: Coexistencia de Infecciones bacterianas por bact~ 

rlas enteropat6genas cano Shlgella, Salmonella y g_. coll enteropat6genas, -

cooxistencla de otras parasltosls, alcohollsmo,dleta rica en colesterol y a! 

mi dones. 

Ciertamente el factor más frecuentemente mencionado es el estado nutrl 

clonal del hospedero. Algunas observaciones clfnlcas sugieren un Importante

papel de metabolltos ex6genos en la enfennedad (13). En Ja TABLA 1, se des-

criben factores nutrlcionales que afectan la resistencia y susceptibilidad -

por la amiba, establecida en medios de cultivo, animales de experimentacl6n, 

y en el hanbre. La cuest16n de ta relacl6n hospedero-parásito en amlblasls -

asr cano la produccl6n de la enfermedad es canpleja y controversia!; algunos 

Individuos presentan un curso muy agudo y severo de la Infección, mlentran -

que otros albergan el parásito por meses y hasta años, sin mostrar los meno

res signos de la enfennedad; estás obse rvacl ones han llevado a sugerl r que -

factores del hospedero y parásito se cor.jugan para la producci6n de la enfe.i: 

medad (14). 

En estudios recientes se demostr6 la partlclpacl6n de la respuesta In

mune hlllloral y celular del hospedero en contra de amlblasls. La respuesta l.!!. 

mune humoral~ ha Identificado por la presencia de anticuerpos clrcul~ntes

de tipo lgG detectados en pacientes con Infección Intestinal; en hamsters i.!!. 

fectados experimentalmente, los anllct.erpos se detectoin después de una sema

na de la lnoculacl6n (15,16). 
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TAl!LA 1. F<\CTORES NUTRICIONALES· QUE INFLUYEN EN LA AHIBIASIS (12). 

CLASE 

Amibas en cultivo 

HUS·lOO 

HUS-106 

AHI BIENTE 

mezcla de flora 
bacteriana 

En animales de experlmentacl 6n 

C tases Hu111anas y 
de monos 

En Humanos 

NA"·'~ 

,,·.··-"' 
-. ~ ·)·~:·:; 

.. ··: ,··., 

. ·,·::'.NA""" 

NM>'q No ironclonado: NA>',·::: No apllcable, 

MEDIO 

Huevo Lock 'es 

Hodl fl cado de 
·aoeck & 
Dorholav 

NA""'' 

FACTOR 

Antagonistas 
de ac. f611 co. 

RESULTADO 

lnhlblcl6n del 
crecimiento •• 

Harina de arroz Dlsmlnucl6n de 
la virulencia. 

Dieta 1 nadecuada 1 ncremento de 
la susceptlbl 
Hdad a la In 
feccl {In, -



La cuantlficaci6n de los anticuerpos especificas se ha utilizado cOTio -

procedimiento de diagnóstico ya que se encuentran en el más del 90 % de los -

pacientes que sufren abscesos 1-epátl cos arnl bl anos y en otras formas se ve ras d~ 

amlblasls Invasiva y solo en un 6 % de pacientes con evidencias clTnlcas de a

mlbiasls (17). La utilidad de la detecci6n de anticuerpos antl•amiba en la se

roepldeml ologra esta basada en el conocimiento de que los anticuerpos persisten 

en suero aún despuh de una lnfeccl6n subclfnlca (18), 

Existe un punto controversia! concerniente a la el rculacl6n de anticuer 

pos en la resolucl6n de la lnfecci6n, ya que al parecer en Individuos con ele· 

vados trtulos de anticuerpos no tienen estos, un efecto protector. En estudios 

l.o.:!U.!2se na observado que los anticuerpos son inefectivos en producir lisis 

significativa de los trofozoftos en presencia de ccrnplemento (19). Según estas 

observaciones se manifiesta una aparente Ineficacia de la respuesta hunoral en 

la 1nfeecl6n ami bl ana; además este parásito es capaz de actl var la vra a !terna ; 

del ccrnplemento (20) y este mecanismo puede ser importante en la defensa huno-

ral no especfflca del hospedero contra la infecci6n arnibiana, ya que se ha 

observado que en hamsters tratados con veneno de cobra para l nactivar e 1 can-· 

plemento, las lesiones hepáticas que se desarrollan son m.Ss severas en rela··· 

cl6n al control (21). Otro factor que puede inhibir el establecimiento de~.· 

hlstolytica en la luz tntestlnal es la secrecl6n de lgA (22). 

Con respecto a, la Inmunidad celular en pacientes con absceso hepAtico -

amlblano, est.S se encuentra abatida en su fase inicial cano lo demuestran las

pruebas de intradermoreacción con los antigenos de estreptocinasa, estreptori

nasa, derivado purificado de proteínas (PPO), asr cano en la prueba del factor 

de la mlgracl6n de mac:r6fagos. La ausencia de inmunidad celular en la fase i -

clal de la amlblHls y su poste·rt"Or aparici 6n sugieren un estado tran-· 

-6-



:•::-:-:.torio de anergía que podría ser provocado por el antígeno amlbl!!. 

no, tal cano se describe en otras enfennedades Infecciosas (23). 

En base a estudios en 1 nfeccl ones ami bl anas ex peri rrenta les, se reporta• 

que la inmunidad celular juega un papel importante en la amlblasis, sin em-

bargo las células efectoras involucradas en está reacción no se han estudia-· 

do. 

Experiment~~·p.reVi()s indican que los macrófagos son Importantes en la-

res! stenci a ;de\J]b'spedero.e·n :co11tra de;infei:C:i cines' ami bi anas (Z4). En un es-
:·-,--:_:_;-~·~i;<=-- -~-:- ' ; . - .: ... -'-.:- . ·-~--'~ 

tudio con modeÍo).1.nim~j~'·s~.-~i~dLca~qlJe..105.~·e:rófagos.·bbtenldcis dé·exudado -

:~:::: :"~Sl~~ÍÍ~~i~iíil1~,i}1~1t.~~"l~t:rji'. 
ve ni entes de anima les{ i r\muñi zados··v:~con;préselíci a dé anti·¿~·rrid; c¿iit:'ra' ~mi~ 

~~--. ~- ~··. ·-:,:.·~:; ,-·:-- ,.···:- ~-:~}-; .-~::.~~>~:. ~ . f::?_"j -~.:~·::~.· ~-~,) :_~ - ·_:>~::: 
ba (25). '''' .;+':;í/'' :\'}·,.,, .· - - "··'''·' -<·· 

--.--._'_: 1 _-.~ • , '·<·<: ~--··:I-~'.i; -~ '·.-' - ~-,.·:~,~~ -~-'.)~~~: '.-:~: / ,..,, < ·""" ~. >·:· :-:: .. :·.>·:-·._. 

En otros,estudiosn;·~llzados'en:ham'~i~rsa los' ~0~1es· ~~· 1é:~:~~·inis-

t r6 suero anti ~ac r6~:s~~,~~s¡~_rii~rr~~,~s;~J4~~~;~~.~r~!;,}~;;~~átf~~~nte· __ 

con t rofozortos, se· observó q'úe 'ést:~5. ;gfiiia 1iS,{~sa'l"~~t 1,áhall'\:ín .:Íu~nto en -

el tamaño de los abscesos en ~i· hT~~~6';; .. i~~biéri~·~~a'd\'5~rnlna~iÓn,mayor a 
- ···-", .. ,,·,,.-·:;"·._;.:/·· ·"~·'·-- . " . ··,_~,,-~'.':':''. .. ~·" ' 

otros órganos en compara¿i6nti*}J;s'~ofitfi~,~~~11{zG,2,7l: Aslr¡¡i s~o' anima les 

tratados con sílice y ÍuegÓ!inoc&t~dosl{~tl"~ht'!pátiéamente e:Oi,:g_. hl stolytica 
·· · ·: _:.~ -<~>:,;~-~:_:.:~ .. ,'.~,\~;;;~}i~,1{~~~~~;~r.;~·~;f(.·:·: ,~~:> .: .. ;- ·; ~~ :\ .. ·~·(.~<é, .. -.'.::::: · · ... _. . .~:~-, ~_:;" .. "": 

de sarro 1 lan abscesos én:e.UJiJgádo'Y: focós''me i:.ls'tásl cos, 1 o cua 1 fue estadr stl 

ca"ente si gni fi catiVJ"én:~On~~'.;~~'{6~ ~~~ e.; grupo testigo de anima les (28) .E! 

ta severidad de Ú~i*Tett~ft;~t~.~~lGcl;~:-: la di smi nucl ón de macr6fagos ya 

que cerno es sabido el sfti~~~;~~~ii'totbllco para el macr6fago (29). El papel -

inhibidor del sili~ sobre' los macrófagos, también se hil demostrado en otras

infecciones parasitarias (30). Los antecedentes descritos anterlonrente rema,t 
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can la Importancia del macrófago cano célula participante en la defensa del -

hospedero, Estos estudios además indican que una de las células efectoras 

responsables en deflni r la severidad de la amlblasls hepática en animales de -

experimentacl6n es el macr6fago. 

Por otra parte, se ha consf derado que el calostro y la leche humana • 

pueden ser factores que se encuentren i mp 11 cados en ta res! stenci a del recié~

nacl do contras_. histolytlca ya que estos factores participan cerno i~pbrtantes 
"-,<.:· 

elementos activos en lds defensas del neonato a nivel de tubo digesÚ~o, con--
. ·~ 

, .. ·, 

t ra algunos vi rus y bacte rl as; debido a su contenl do de i nmun.ogl obul lnas, es~ 

clalmente lgA secretora, así cano la existencia de macr6fagos, linfocitos T y 

B, llsozlma, ccmplerrento, lactoperoxldasa y lactoferrina (31). Además se cono-

ce que la frecuencl a de ami bl asi s en la e tapa neonata 1 es baja y que está -

baja frecuencia se ha atribuido a diferentes factores cono son; los lnheren--

tes a las caracterrstlcas inmunológicas, pH ghtrico, y flora intestinal del -

hospedero. Otros elementos t<Jmblén mencionados son los relativos al ambiente -

cano resulta ser la administración de calostro humano> por lo que es· de gran -

interés el plantear estudios para cuantificar el efecto que pud~:rari_ .• ~ener. los 

distintos canponentes del calostro y la leche humana' sol!~ el quiste y el tro

fozorto de la amiba y aclarar sr estos factores son detenni nantes en la resl s

tencia del recién nacido contra S.,. histolytica. (32.). 

La Importancia de la leche materna er. la nutrlcl6n del hanbre ha sido -

considerada desde hace mucho tiempo. El hanbre a través de su desarrollo .ha 

creado gran variedad de productos allmentlclos sustitutivos de ella, sin em---

bargo la leche materna mantiene una poslci 6n de alimento "primordial 11 en e 1 

infante. 
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Se ha demostrado que en calostro y leche maternas existen 9ran variedad

de componentes Inmunitarios que Involucran elementos celulares y solubles, 

asr cano factores que modulan los mecanismos no especrflcos de defensa del 

hospedero en contra de microorganismos Infecciosos. Estos factores se han Im

plicado en la prevención y evolución de Infecciones bacterianas en el neonato 

y en el desarrollo de la mlcroflora de las mucosas. 

Entre las sustancias lnmunorreguladoras están el factor inhibidor de la

migraci6n de macr6fagos, factores para la producc16n de lgA, interferon y su1 

tanelas imunosupresoras para células T. Entre los componentes celulares del -

calostro se encuentran macr6fagos, linfocitos T, ltnfoeltos B, células plasfilá 

tlcas, leucocitos pollmorfonucleares y células epiteliales (33,34). 

Entre los factores solubles del calostro y la leche están el canponente

secretor, inmunoglobullnas lgA 11 S (secretora), 7 S (sérlca), lgM, lgG, lgO· 

e lgE, componentes del complemento, lactoferrina, 1actoper<»<ldasa, llsozlma y 

factores quimi odcticos (35), 

En e;tudios recientes se ha mostrado gran interes por el papel protec-

tor que puedan desarrollar los componentes celulares del calostro humano (36). 

Estos elementos celulares fueron observados por primera vez en 1839 

por A1exander Donné, sin embargo fué poca la importancia que se Je dl6 a su -

estudl o. No fué si no hasta e 1 año de 1966 cuando estas anulas fue ron nueva-

mente estudiadas por Smi th y Goldman (31,38). En estos estudios se establec16 

que la concentracl6n de células de c·alostro hll!lano est& canprendlda en un ran. 
6 6 

go de 0,5 x 10 a 10 x 10 células por ml de calostro. 

De los elementos celulares identl ficados en calostro humano los macr6fa-

gos confonnan e 1 mayor porcentaje, seguidos de los leucocl tos pollmorfonucle!, 

res, linfocitos y células epiteliales. 
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En la TABLA 11 se muestran los rangos en la cantidad de células de ca-

1 ostro h\lllano. 

TABLA 11. COMPONENTES CELULARES DEL CALOSTRO EN EL PRE Y POST-PARTO 

. TEMPRANO (35). 

3 
TI PO DE CELULAS Núm X 11111 

Prat-edi o Rango 

Macr6fagos 2140 350-7000 

Poi i morfonuc lea res 560 10-900 

2~0/ ·20.•3~2c· 
-·-,_,"·-~-e -, 

Linfocitos 

Células epi te 11 a les " raro 

% DE CELULAS TOTALES 

Pranedlo 

"66 

21 

11. 

1-2 

Rango 

~7:-93 

i-41 

.· 2-:30 

L 1s propiedades de elementos celulares del c:alostro no estan -

completamente estudiadas, sin embargo algunas de sus características se han -

determinado, las cuales han servido de apoyo en la di ferenciacl6n de estos e-

lementos. En la TABLA 111 se observan ciertas caracteristicas de los elementos 

ce lula res de calostro hUllano. 

Se sabe que a medida que progresa la lactbncia y se lnlc:ia e1 flujo de· 

la leche materna,el número de células tiende a disminuir de fonna constante.Se 

ha observado que durante los dos o· tr:is primeros dTas de lactancia hay aprad • 
4 5 

madamente 1 O a 1 O lt nfoci tos por mi de ca 1 ostro y leche (39 ,40). LOS li nfoci --

tos de cal ostro y leche responden in vi tro a mi tógenos car.o la fl tohemaglutl -

na (PHA); sin embargo se ha observado que existe poca cr.rrelac:16n entre la -
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re11r.tlvld•d • la PHA de ci§lulu T de sangre perl~rlca y las células T de ca· 

touro y leche. El linfocito de calostro y leche puede originar una reactivl • 

d1d fmport•nte !.n vltro contra una amplia variedad de antrgenos microbianos • 

como c1ndldln•, estreptoclnasa, tuberculina, clt~galovlrus y los virus rle • 

virus de parotldltls y rubeol~ (40), Los linfocitos también se caracterizan· 

por una hlporrespLoeSt• •mi t6genos no especfflcos y antTgenos de hlstoccrnpatl 

bllld1d de cflulas alogénlcas (41). Se sugiere qt.e los linfocitos de calostro 

y leche representan una pobh1cl6n de distintas clonas de linfocitos quepo··· 

drr1n derlv1rse del Tejido Linfoide Asociado a Intestino (TLAI) 6 Tejido Lln· 

folde A1ocl1do 1 Bronquios (TLAB), de forma semejante a los precursores de 

l gA en la g 1'ndul1 m11111rl a dura11te e 1 pe rroou de lactancia. 

Por otro lado, aún no se cuenta con sufl ciente t nformac l 6n sobre la ac· 

tlvldad blol6glc1 de los leucocitos pollmorfonucleares, sin ombdrgo algunos -

1utores sugieren la hlp6tesls de que los leucocl tos del calostro podrran ju·

g•r un p•pe't activo en la proteccl6n de las Infantes contra agentes pat6ge··· 

nos (42). 

Con re lacl &! a 1 os macr6fa·JOS que como ya se menct on6 representan la ma· 

yoria de 111 ccllulas de calostro humano, han sido poco estudiados, aunque se· 

han demostr1do 1lgunas de sus propiedades cano son: su capacidad bactericida, 

partlclp1ct6n de Inmunidad mediada por células, fagocl tesis, presencia de re· 

ceptores para Fe y C)b del canplerrento, asr cana contenido intracelular de· 

lgA(43). 

En otros estudios se Indica que los macr6fagos de calostro humano.son • 

los responsables de la sintesls de algunos productos de resistencia del hos~ 

clero y factores propios de. l• leche (43,44, 45, 46); estas Incluyen la blosrn. 

tesis y e>1crul6n de lactoferrlna, canponentes del canplemento y de manera • 
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importante como vehículo de alniacenamlento y transporte de lg>\ (47). En algu

nos estudios se ha probado la hablli'dad de los fagocitos de la leche (macr6f!. 

gos y pollmorfonucleares), en relación a su actividad fagocftlca y muerte de-

ml croorgani smos, siendo a t parecer e fl cientes fagocl tos pero con baja actl vi -

dad bactericida (48,49). 

La función blosfntetic.a de la glándula mamarla, asr como la magnitud

de los productos sintetizado~ (¡S lmpresiona~te (50). 1 nvesti gadores han pre--

::::·:.:;:~::: ~:tf Wiii?~~l:·;~::: · ::::.::: ... ~·::· :::~.:::~ 
de secreción no están bi~n':Cliftnid~~(52). De aqur los esfierzos concernien-

. -· ' ,' .. ;..'--~~:.-;,-·.-.~,::, 

y leche ), así cano la;reper2u~(6~.e~ la regulación 6 lnduccioo de la respue1 

ta inmune de 1 reclé;n~¡h~·~¡·~~;;·~,~'f'.Wf' . 
Exi steri e\/i;~~~1·1~·;_~~~·;j~leren que la lnmunoglobulina 1 gA secretora-

en ca1ostn y 1ec11e esY;siritéttzada en fonna 1oca1 en 91ándu1a mamaria por ~ 

hacía varios antígenos en el 

TLAI y TLAB. En mqdel~~;-~x~rlmenfales se demostró que despl.és de una exposi-

ci6n anti génica en la superficie Intestinal y/o respiratoria, las células pr~ 

cursoras del TLAI y TLAB migran a través de la clrc:ulaci6n general para lle--

gar a di fe rentes secreciones const 1 tuyendo e 1 sistema ccmún de las mucosas -

(53,54). 

Estudios han demostrado que c:anponentes calostrales estie'lulan el ere--

cimiento y maduraci6n de la mucosa Intestinal en los niños y qi.e concentracl2 

nes mayores de lgA se presentan en secrec16nn~sal y saliva de niilos al!irenta-

dos con leche materna, en sus prlireros di as de vi da en ca1paraci titi con i nfan· 

tes alimentados con lecre no materna (55,56). 
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TABLA 111. PROPIEDADES INHUNOCITOQUIHICAS V CITOQUIHICAS DE ELEHENTOS CALOSTRALES (43). 

Propiedades C 1 toqufml car. 

Llnfocl tos 

Hacr6fagos 

Lcucocl tos 

Esterasa no 
especf fl ca 

+ 

Pol 1 morfonuc le!!_ 
res 

Granulos no ce-
lularcs 

SC: Canponcnte Secretor. 

Pe rQ)( 1 dasa 

+ 

U pi dos 

+ 

+ 

+ 

1nmunof1 uore scenc 1 a 

lgA I~ se Lacto- Lactoelbwnlna 
perCI(! 
dasa. 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 



Por otr1 parte, el neonato está desprovisto de mecanismos bien deflnl-

dos de lnmunld1d en mucosas durante las dos primeras semanas de vida post-na

tal (57). Estudios efectuados du:iuh de la allmentac16n de calostro mi..estran 

que ex 1 sten c1ntl dades reducl das de 1 nmunogl obull na l gA secretora en corrien

te sangurnea en 111 primeras 24 horas después del nacimiento (58), Además dé

que se propone en ciertos estudios, que 11 lactancia puede detennlnar la flo

ra 1ntestln1I, asr cano los nl11etes de lnmunoglobullna secretora del recién -

nacido (59,60), Por otro t1do, es bien conocido que los neonatos de ganado -

vacuno, cerdos y maml fe ros que son dependientes exclusivamente de calostro y 

leche pira 11 adqulsid6n. de Inmunidad p'aslva materna, mueren con rapidez 

por Infecciones entfrtcas fulminantes en ausencia de in~stl6n de calostro -

(61). 

L.1 Inmunidad en et recién nacido está asociada a la presencia de antlcuer 

pos transmitidos transplacentarlamente, ya que el sistema inmune que posee no 

ha ildo lo suficientemente estimulado por el medio externo, Sugeriendose que 

la tMunldad en el recién nacido contra t• hlstolytlca, en sus primeros dTas

de vida depende de ta presencia de anticU:Jrpos trasmitidos transplacentaria-

mente (62). Asimismo la inmunidad en el neooato se puede ver reforzada por la 

lngestl6n de c1lostro a través de ele11ientos cano macr6fagos, linfocitos e in· 

munoglobulinas; sin embargo no existen antecedentes que confirmen el papel de 

estos elementos a nivel de mucosa en h1r.1anos. 

Se han detectado l.!l l!llli actividades especTficas antimlcroblanas, en c! 

lostro y leche· humana, contra una gran variedad de agentes bactert.1nos, ºvira

les, hongos y parásitos, asr ccmo una intervencl6n en el•control de dlarreas

epl~mlcas con Escherlchia col! en el recién nacido (63,64). También se ha -

demostr1do el contenido de anticuerpos espedflcos que neutralizan tanto 

-14-



~~cano enterot(l)(ina de[. illl (65,66), En estudios recientes se 

han detectado anticuerpos de clase l gA especrflcos contra EntamoeE.\!. hlstolyti

~ y Salmonella mh!. (67,68). La mayor parte, de estas actividades cano se

puede observar se relacionan.con h lgA secretora, que es la i!"munoglobulina

que se encuentra en mayor concentracl 6n en ca 1 ostro y leché,' s·i e_ndo está de -

5000mg/dra de calostro recolectado; en los primeros días consecutivos al par;. 

to, para el caso de la 1 gM es de 70 mg/dia y para la 1 gG de 56 mg/dra. La CO!J.. 

centrac16n de lnmunoglobullnas en muestras recolectadas después de una semana 

de Iniciada la lactancia se ven disminuidas significativamente, aún cuando el 

contenido de lgA sigue siendo de cuatro a ocho veces mayor qi.e en suero. 

También otr.:is actividades antlmicrobianas en calostro y leche han sido -

detectadas cano son el factor bifido (referente a la prir.era colonlzacl6n de 

microorganismos principalmente lactobacilos), los cuales establecen las condi 

clones para Impedir la lnvasi6n por otros microorganismos patógenos, y resls

tencl a esta fil ococl ca en ácl dos grasos C-18. Aslml smo se ha observado un meci!_ 

nlsmo cltot6xlco Independiente de anticuerpos para trofozoitos de Entamreba -

hlstolxtlca y Glardla lamblia los cuales son eliminados al ponerse en conta~ 

to con leche humana, posiblemente a través de acción de enzimas presentes en

dicho fluido (69). 

Estudios l!l vitre han demostrado que los canponentes celulares del Ci!_ 

!ostro y canponentes solubles de alguna manera están involucrados en la ellmi

cl6n de microorganismos (69,70). Por lo que resulta de interés el estudiar el 

efecto que pudieran tener los macr6fagos de calostro humano sobre los trofoz.Qi 

tos de [. hlstolytlca, 
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PLANTEAl11 ENTO DEL PROBLEMA. 

Se ha reportado la presencl a de anticuerpos especrfl cos contra 

Entüm~ba histolytica en calostro y leche humana (67). También se ha desc:rl 

to un mecanismo independiente de anticuerpos en el cual trofozortos de S,,. 

histolytica y Giardla lamblla son eliminados al ponerse en contacto con I~: 

che humana ( 69) , 

Considerando la baja incidencia de amlblasls en niños alirrentados• 

con leche materna (71); es posible que elementos celulares del calostro cano 

los macr6fagos y/o sus productos de secreción esten involucrados en la prot!, 

cci 6n contra t• hi stol yti ca , lo cua 1 se poode traducl r en un aull'ento de la· 

resistencia a la Infección amibiana en niños alimentados con calostro y le·-
• 

che mat•,rna y se refuerce el concepto de la baja frecuencia de amibiasls en

ni ñt>s lactantes. 
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OBJETIVOS. 

L • Obtencl 6n de macr6fagos de ca !ostro humano. 

a).- Estandarización de la técnica de obtención. 

2,• Caracterlzacl 6n de macr6fagos de calostro humano. 

a),• Microscopía 6ptica y electrónica. 

b), - Pruebas ci toqurml cas ( este rasa no especifl ca y mielo-.• 

per~I dasa). 

3,. Interacción macrófago-amlba, 

a),· Establecer las condiciones del medio dP. Interacción. 

b),· Oetennlnación de la relación óptima macrófago•arniba. 

- '; ,'-, 

I+.· Establecer si los macrofados ~ ~alo~t'ro humano ejercen efe-

to el tot6Xi co .scÍbre los ~r~fo~oTtos de Entamoeba hi stolyti ca. 

a).- ObservaCi&i por ;l:~roscopra óptica. 
• ' - - ,. _.:o.:---_o..o...- --- --o 

b), - ··· O~terml nacl ón de 1~ vi abl 11 dad de macrófagos y ami -

bas por el retcido de,~xcluslón de azul de tripán. 

·17· 



·¡ 

HIPOTESIS. 

Considerando que el calostro y la leche humana ejercen un efecto • 

Htlco sobre los trofé>ioitos de Entamoeba hlstolytlca, es probable que canpo· 

nen tes ce 1 u lares cono los macr6fagos y/o sús productos de secrecl 6n interven

gan en di cho efecto. 

-18-



111. MATERIAL Y l'IETOOOS, 

1.- MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES. 

a).- Medio de cultivo a,ufoico para Entam~ba hlstolytlca (TSY-S-33). 

Peptona de Blotrlptlcasa.2.6g;Glucosa·1,0g; Cloruro de sodlo-0.2 g; Fosfato

de potasio monobáslco·0,06 g; fosfato de potasio dibáslco-0.1 g; L- cisterna-

0,1 g; ácido L·asc6rbico 0,02 g¡ citrato férrlco·0.0022 g; agua destilada----

87 ml. Esterilizar a 15 libras por 15 minutos en autoclave, enfriar y agregar 

15 mi de suero bovino desconplementarizado y añadir 3 mi de mezcla vftamlnlca 

NTCTC-107. 

b).- Solución Balanceada de Sales (SBS). 

Soluci6n 1: Destrata-10 g; fosfato de potasio monobásico anhidro-Oi66 g; fes-

fato de sodio di básico anhldro-0.925 g; rojo de fenol al 0.5 % en agua desti

lada- Znl; Aforar con agua desti lada-1000 ml. Solución 11: Cloruro de calclo

anhidro-1 .4 g¡ cloruro de potasio-4.0 g; cloruro de sodio-SO.O g; cloruro de

magneslo anhldro-0.26 g; cloruro de magnesio.7 H O - 2.0 g¡ • Mezclar la solu 
2 -

ción 1y11 de la siguiente manera: Soluci6n t- 100ml¡Solucl6n 11·100ml; 

agua destilada c.b.p. - 1000 mi. Esterilizar por flltrac16n y agregar 100 U/ 

mi de penicilina, 100 ug/ml de estreptaniclna y 50 ug/ml de gentamicina. 

c).- Medio de cultivo eelµlar RPMI -1640. 

RPMl-1640 (Sigma) con l-Glutamina - 10.4 g¡ HEPES (N-2-hidrOl<y~til-piperazina 

etano-ácido-sulfónico)- 2.0 g; NaHCO - 2,0 g; aforar con agua destilada -
3 

1000 ml. Esterilizar por filtración y agreqar100 U/ml de penicilina, 100 ug 

/mi de estreptanicina y 50 ug/ml de gentamitina. Suplerrentarlo con 10 % de 

suero fetal bovino (previamente descanpletarizado a 56 •e en baño marra por -
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30 minutos), 

d). - Medio de Cultivo Celular Dulbecco Ínodl ficado (O,MEM). 
..:..·-·:-.---

DMEM- coa L-Glutamina- 13.4 g¡ HEPES (hidra(l~ti l-piperazina~tano-ácldo-

sulf6nlco - 2,08 g; NaHCO - 2,0 g¡ aforar con agua de~tilada-JOOCÍml. Se pre-3 . . ..... . . . . . 

para y se suplementa 1gua1 que el anterl or rredi o. 

e).- Solución de bicarbonato de sodio al 5.6 % (NaHCO ), 
3 

BI carbonato de sodl o-5. 6 g; agua destilada- 100 mi. Este rl li zar por autoc la--

ve. 

f).- Solucl6n de 

Aci do c lorhTdrl é~- (Q.~F.r~~ J~~s~·~í~':~~ª~~~fd~~t¡·jada'." 1000 mi, Ester! 11 zar por-
.,,-,_:_-~:~·--,~~~-·;-~ ,_'~'."~~~ _: "'' /;~i~!~;'.:~;o;:.~;~;j:.;:·~-~: . , -~ ~,(/--·~e __ , '-··'.'.o ~- ~ 

autoclave, 
, -·_._,,;;é 'c .. ;~~;':!·!t.:>\·"'· 

g).- sotuclón ~e::.~z~1 de trii>~~•a'o.J"~:'.m;.-:=' ·· 
Azul de tri pano - 0,3 g; solución salfll~ ~¡' o~Bs%~ tob mL 

h).- Solucl6n de Wrlght al 0.2 %. 

Colorante de Wrlght en polvo- 0,2 g; glicerina (Q.P)- 3 mi; rretanol (Q.P)·97 

mi. Dejar reposar 24 horas, filtrar antes de usar. 

i).- Solución de hemat<l'<lllna de Harris. 

Hematoxl llna en polvo- 5.0 mg; alcohol absoluto-SO.O mi¡ aluminato de potasio 

o amonio-100g; agua destl lada-1000 mi; &<Ido de mercurio -2,5 mg. Mantener -

protegl da de la 1 uz y fl lt rar antes de usar. 

j),- Solución para esterasa no especTflca (Método para detección•enzlm~ 

tlca para células mononucleares). Naftol AS-D-.cloroacetato-0.0025 g; N,N, dL 

rretll-fonnamlda- 0.5 mi; solución amortiguadora rle Trls-HCI pH 7.1 0,2 M -·---



12.S ml; FAST-REO (Sigma- N-N-Dletll-4-meta<i·rretanll-amlda·hemi-cloruro de 

zinc• sal de dlazonlo-)· 20 a 40 mg;. la mezcla es preparada en fresco agre .. 

gada de 12.S mi de agua destl lada y debe ser desechada después. 

k).- Solución de dlhidrocloruro de bencldlna. (Método para detecc:l6n 

enzim.itlca de mleloperc:»<idasa); identificación de polimorfonucleares. 

Dihldrocloruro de bencldlna • 0.3 9; sulfato de zinc. 7 H O • 3,8 % • O.S mi 
' 2 

acetato de sodio. 3 H O- 1.0 9; per(»(ido de hidrógeno al 3 % - 0.7 mi; hl-
2 ' 

dráddo de sodio 1.0 N - 1.5 mi; safranlna• o.2 g. Guardar en la obscurlclad-

y f11trar antes de usar. 

2.· TROFOZOITOS DE Entamoeba hlstolytlca. 

Se utilizaron trofozoitos de Entamceba histolytica de la cepa HM1 y -

HK9, prcc"•fontes de la División de lnmunoqurmica de la Unidad de Investiga---

ción Blar~diea del Centro Médico Nacional, l.M.S.S. y obtenidas por cortesia-

del Dr. Antonio Ramirez Vldals. 

Las cepas se mantuvieron en cultivu axénico t'l'l·S-~3 entre 35 y 39°C -

en tubos de vidro hennéticamente cerrados, conforme al rrétodo de Diamond y -

cols (72). tos trofozoitos se cultivaron en un período de 72 a 96 horas co--

respondiente a la fase logaritmlca de crecimiento, estos se lavaron dos veces 

con solución balanceada de sales (SBS) pH 6.8 a 2000 rpm con diárretro de ro--

tor de 10.5 cm durante 5 minutos y se cuantificaron en un rematocitáretro 

Se ootermin6 su viabilidad por lll!todo de exclusión de a<?ul de trip.in. 
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3, • OBTENC 1 ON DE Ll\S HUF:f.TR.'\S DE CALOSTRO HUMANO, 

LH muestras de calostro se obtuvieron en un período <fa 72 1t 96 h~ras • 
~ . - . 

post-parto procedentes de mujeres primlparas y multlparas cOl\. lln .rango de e·· 

dades entre los 12 y 40 años, Internadas en el Hospital G~neral de·Méxlco de· 

la S,S,A, 

Las pacientes no presentaban signos de mastltls ni reclblan rredlca!l'ento· 

alguno al manento de la colec:c16n de la muestra. Las muestras de calostro se· 

obtuvieron por expresl6n manual en tubos estérl les con antibiótico (gcntamlcl 

na 50 ug/ml y penicilina 100 U/mi), previa asepsia de ta zona con una solución 

de cloruro de benulconlo al 1 %, Las muestras se conservaron en hielo h<ista· 

su procesamiento el cual fue en un perfodo no mayor de 3 horas. 

4,· DElUHINACION DE LI\ VIABILIDAD CELULAR POR EXCLUSIOi\ 

DE AZUL DE TRIPAN. 

La cuantlflcacl6n de vlabl lldad se rea11z6 por la técnica de exclusión 

de azul de tri p6n de la siguiente manera: Se deposl ta 0.1 mi de ta suspencl 6n· 

celular en un tubo y se añade una solucl6n de azul de trlpán al 0.3 % , en un· 

vohmen de 0.1 ml (di luc16n 1:2) 1 se honogeniza la preparación y se observa al 

microscopio 6ptlco, Para dctenninar et porc~ntaje de vlabi lldad se cuentan el· 

núnero de células ter'Hdas (células muertas) y el núircro de células no teñidas. 

),· DETERMINACION DEL NUMERO TOTAL DE CHULAS EXISTENTES EN MUESTRAS· 

DE CALOSTRO HUM~NO RECOLECTADAS EN MUJERES MEXICANAS, 

En 100 m1.1estras de calostro humano obtenidas se cuantlfic6 el nÜtrero -

total de células presentes por mi, de calostro. Esta cuantl flcacl6n se 1 levo a 
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1 
cabo en un hematocltlmetro, relacionando la cantidad de allulas que se dete.t 

mln6 con el volU!'en total de calostro recolectado y se mldlo 1a vlablBdad -

por exclusión de azul de trlpjn, 

6.- SEPARACION DE lAS CELUlAS ADHERENTES DE LAS MUESTRAS DE CALOS--

TRO HUHANO. 

Las muestras de calostro se trabajaron Individualmente, la muestra se-

dtluy6 1:2 con SBS y se centrlfug6 a 1500 rpm con diámetro del rotor de 10.s

cm, durante 15 minutos a 4 ºc. La capa lrpldlca se separ6 por decan.tacl6n y • 

e 1 paquete celular obten! do se lav6 dos veces con SBS. Las c:ilulas se cuantl -

flcaron en un hematoclt6netro y se determine su vlabl lldad por ""todo de excl~ 

sl6n de azul de trlpán. Las células se resuspendleron en medio RPMl-1640 su-

plementado de suero fetal bovino al 10 % (previamente lnactlvado a 56 •e en • 
6 

ba~o marra por 30 minutos), ajustándose a una concentración de 2 X 10 célu--

las/mi. Jn ml de está suspensl6n se coloc6 en tubos de vidrio estériles de 

fondo plano de 7 cm de altura por 1 cm de dl-Smetro, conteniendo en el fondo -

un disco de vidrio de o.8 cm de diánetrc por 0.2 cm de espesor. 

Las células se incubaron a 37 •e en atmósfera de 5 % de co2 durante pe--

rrodos de 3 y 24 horas. Posteriormente la vlabl lldad de las células adheren·

tes y no adherentes se cuanti fic6 por l!l!todo de exclusl6n de azul de tri pin -

para ambos Intervalos de incubación. 

7,. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS ADHERENTES PRESENTES EN LOS • 

DISCOS DE VIDRIO UTILIZADOS PARA El SISTEMA DE CULTIVO" In vltro 11 DE LAS • 

CE LULAS, 

Para la detennlnaci6n de células adherentes se '.tnallzaron 10 muestras-
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las muestras se obtuvieron cano ya se menciono anteri onrente y se ajustarcn--
6 

a una concentracl6n de 2 x 10 células/mi en medio P.PMl-1640 suplementado de -

suero fetal bovlr.o al 10 %. Las células se Incubaron por perTodos de 3 y 24 -

horas; en ambos perTodos se separaron c:c§lulas adherentes y no adherentes por-

lavados con SBS, los cuales se recoJactaron en tubos de vidrio estériles y. --

las ~lulas se cuantificaron en un hematoclt6netro.Se determinó el número de-

células adherentes y no adherentes con base a la cantidad de células totales-

depositadas en los discos de vidrio. 

8,- CUENTA TOTAL V DIFERENCIAL DE CELULAS EN MUESTRAS DE CALOSTRO HUM8, 

NO. 

En 10 muestras de calostro humano se cuantlflc6 la concentración lnl--

clal de células obtenidas, en un hematoclt6netro. Se llev6 a c:abo también -

una cuenta di ferencl a 1, en las muestras, preparando frotls de las mismas y -

tiñendo por la técnica de Wrlght. Los conteos fueron desarrollados al azar -

contando un total de 100 ~lulas. 

9.- CARACTERIZACION DE LAS CELULAS OBTENIDAS DE CALOSTRO HUMANO. 

Se analizaron 10 muestras de calostro para la caracterización de cé-

lulas adherentes, la cual se realizó de la siguiente manera: 

a).- MICROSCOPIA OPTICA: Las células que se obtuvieron por 3 y 24 horas 

de Incubación, se tiñeron según las técnicas de Wrlght, hemata<llina de Ha-· 

rrls, y Glemsa, Estas tlnclones se llevaron a cabo de acue'l-do a los métodos· 

ya estaillecidos en la literatura (73,74). Se realizaron observaciones de 

morfologia,deltennln&ndoSfl el porcentaje de macr6fagos, con base a su aspecto 

morfológico tTplco por conteos al azar de 100 a 200 células , 
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b).- MICROSCOPIA ELECTRONICA: También se realizaron observaciones 

a nivel de mlcroscopfa electr6nlca en las células adherentes obtenidas por 3 

y 24 horas da lncubacl6n. Estas células se obtuvieron por adherencia en cajas 

petrl de vidrio estérl les de 5 cm de dl.Smetro por 1 cm de altura; se despren

dieron con un gendarme y se lavaron con ses. El paquete celular se fijó con -

glutaraldehfdo al 3 % en solucl6n amortiguadora de fosfatos pH 7,4 durante 3-

horas desp~s se postfljaron en tetra6xldo de osmio al 1 % durante una hora -

y rredl a, La muestra se deshl drat6 en alcoholes de concentraciones ascendentes 

y se Incluyó en resina de EPON, los cortes se realizaron en ultramlcrotano -

Ralger OHU 3 y las muestras fueron tei'lldas por el método de azul de toluldina 

(0,2 %) , observandose al microscopio de luz y posteriormente al microscopio -

elcctr6nlco. Las observaciones de ultraestructuras trplcas de células macrof! 

glcas cano su nOcleo, citoplasma abundante, granules, pseudopodos, heterocro

matlna etc, se analizaron para evaluar la caracterlzac16n de estas c:61ulas. 

c). - PRUEBAS CITOQ.UIHICAS: Se realizaron ensayos para la determi -

nacl6n de esterasa no especfflca y mleloper<ll<ldasa tanto para células adhere.!!. 

tes de 3 y 21+ horas de lncubacl 6n. 

c,1).- DETERHINACION ENZIHATICA DE ESTERASA NO ESPECIFICA, 

Se 11ev6 a cabo la prueba de actividad enzimática de este rasa no especL 

flca de acuerdo al l!llftodo de Yam y cols (75), modificado de la siguiente ma~ 

ra: 

Las dlulas adherentes obtenidas de 3 y 24 noras de incubación se Íava-

ron dos veces con SBS y se fijaron en acetona al 100 % durante dos minutos. -

Posteriormente se lavaron nuevamente con SBS y se tiñeron con una solución 

stock de naftll- AS-D-cloroocetato en solución amortiguadora de Trls-HCl 0.2 
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H pH 7,2 a temperatura ambiente por 45·mlnutos. La soluct6n se eliminó por

lavados con solución amortiguadora de Trls-HCI y las células se contrastaron 

con hematacl1lna de Harrls por dos mlnutos·y fueron lavados después con agua

caHente. Las preparaci enes de las células aún humedas son mootadas en glice

rol-gelatina para lectura al microscopio 6ptico. La interpretación de Ja pr~ 

ba es llevada a cabo por.la presencia de granulas rojizos en el citopla~ma de 

las células cuando la reacción es positiva. Los ensayos se efectuaron por du

plicado y las lecturas se realizaron por conteos de 100 a 200 células obser-

vadas al azar, Los controles de estas pruebas fueron frotls sangufneos trata

dos bajo las mismas condiciones. 

c.2).- OETERMINACION ENZIHATICA DE MIELOPEROXIOASA, 

Las células adherentes obtenidas de 3y 24 horas se lavaron dos vec:es

con SBS y se fija ron con una IT"eZC la de etanol-formol (90: 1 O) durante dos mi n.!!_ 

tos. Pos:erlon11ente se lavaron y se trataron con una solución de dihidroc1o-

ruro de bencldina al 9,3 % durante dos minutos a temperatura ambiente. Las ~ 

1 u las se lavaron hasta e 1 imi nar 1~ sril ucl 6n v se mnnt:aron en aceite ba 1 sámo -

de canáda para su observación al microscopio 6ptico. La lectura positiva se -

basa en la presencia de granulas azules dentro del citoplasma de las células, 

los conteos se rea1izaroo Iguales a los establecidos para la esterasa no es-

pecífica, así cano el núrero de ensayos llevados a cabo y también con respef 

to a los controles. 

10,- OETERMINACION DE !.AS CONDICIONES OPTIMAS PARA EL SISTEMA DE 

INTERACCION MACROFAGO-AMIBA. 

Para 1 levar a cabo la interacción de macr6fag•.>s y amibas fue necesa-
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rlo 1ju1ter elgunos per&metros de Importancia cano: 

a),•DETERMINACION DEL MEDIO DE INTERACCION. 

b}.· OETERMINACION DE LA RELACION CELULA·PARASITO PARA LA INTERACCION. 

Para desarrollar este prher punto se ~atizaron ensayos de determlna··

cl6n de viabilidad tanto para amibas como para macrófagos de la siguiente ma· 

nera: 

a.1},· Oetermlnael6n de la viabilidad de Entamoeba hlstolytlca en dife

rentes medios de cultivo: Los trofozoitos de S,. hlstolytlca de las cepas HK9 
4 

y HM1 se ajustaron a una concentración de 7,5 x 10 trofozortos/ml en dlfere!l 

tes medios de cultivo cano: medio de cultivo celular RPMl-1640, medio de cul

tivo celular Oulbecco modificado y medio par• amibas TYl·S-33. Las suspenclo

nes se Incubaron a 37 •e en atmósfera de S % de CO durante Intervalos de o • 
2 

hrs, l 1 2,3, 6, y 24 horas. Se prepararon controles de amibas resuspendldas-

en su medio original (TVl·S-33) bajo las mismas condiciones experimentales. 

Se realizaron determinaciones de vlabl ltdad durante cada Intervalo de In· 

cubacl6n mediante el irétodo de exclust6n de azul de trlpán en un hematoclt6·· 

metro, Se efectuaron un pranedl o de 4 expe rlmentos para cada cepa de amiba y• 

las detennlnacloiies en cada Intervalo de tiempo se hicieron por duplicado. 

a.2),• Determinación de la vlabl lldad de macr6fagos obtenidos de calos

tro humano en dl fe rentes medl os ele cultivo: C&lulas adherentes ajustadas en • 
6 

una concentracl6n de 1 x 10 c~lulas/ml se pusieron en di fe rentes medl os de 

cultivo: medio RPMl-1640, rredlo Dulbecco modl flcado y !')~dio TYl ·S-33. Se eva

lu6 la vl1bl lld;id de las cdlulas adherentes en los di ferentcs medios de cul·· 

tlvo, por el método de exclusión de azul de trlp.Sn durante diferentes inter--

valot de O, 1, 2, 3, 6 y 24 horas. Se utable.:16 un control de macr6fagos-
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en medio RPHl-1640 bajo las mismas condiciones experl~ntales. Se llevaron a 

cabo un proredio de 4 experimentos y las cuantl flcaclones de vlabl lidad en -

cada 1 nte rva 1 o se rea 11 za ron por dup 11 cado. 

b).- Determinacl6n de la relaci6n célula-parásito: Los trofozortos -

de s_, hlstolytica de las cepas HK9 y HMl se lavaron dos veces con SBS a 

2000 rpm (dlárretro de rotor 10.5 cm) durante 5 minutos y se cuantificaron en 

un hematocltaretro y la viabilidad se detennin6 por método de exclus16n de 

azul de trlpán. Los trofozortos se resuspendieron en medio RPMl-1640 ajustán-

dose a diferentes concentraciones cano se muestra en la Tabla siguiente: 

CONCENTRACION DE CONCENTRACION DE RELAC 1 ON 
MACROFAGOS/m 1 AMIBAS/mi HACROFAGO-AMI BA 

6 4 
1 X 10 25 X 10 4:1 

6 4 
1 X 10 4 X 10 25:1 

6. 4 
X 10 

º6 
3 X 10 

4 
30: 1 

X 10 J. X 10 50:1 
6- ·. 4· 

X 10 X 10 100: 1 

Las suspensiones de trofozortos se agregaron en las concentraciones 
6 

respectivas a una cantidad fija de células adl-erentes ( lx 10 células/mi) y -

se Incubaron a 37 ºC en atmósfora de 5 % de CO durante 15 minutos. Controles 
2 

se amibas en rreai · RPHl-1640 y macr6fagos en el mismo rned!o se prepararon y se 

Incubaron en las mismas condiciones, Posterionrente se lavaron con SBS y se -
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fijaron con metanol al 70 % durante 10 minutos; estas preparaciones se lavaron 

nuevamente con SBS y se tl"eron por la técnica de Wrlght. Las obEervaclones se 

llevaron a cabo por mi croscopr a ópt 1 ca rea 11 zandose ensayos por dup 11 cado con· 

un praredl o de 4 experimentos pare ambas cepas de amibas. 

11.- CINETICA DE INTERACCION MACROFAGO-AMIBA. 

Para evaluar la cinética de lnteracc16n macrófago y amibas se cuanti -

flcó la vlabl lldad de ambos elementos asT cano \a adherencia de los trofozor-

tos de Entam!l!!ba hlstolytlca por observaciones al microscopio 6ptlco. Estas -

eval uacl ones se rea 11 za ron de la fonna si gulente: Las cé 1 u las adherentes ,man

tenl das en lncubacllln por 24 horas se lavaron dos veces con SBS y se cuantlfl -

c6 la vlabl lldad por nétodo de exclusión de azul de trlp.in. Amibas en medio -
4 

RPMl-1640 en una concentracl6n de 3 x 10 amibas/mi se adicionaron a las célu-

las ( re lacl 6n 30: 1 macrófago/aml ba); estas preparacl enes se 1 ncubaron a 37 • 

C en atmósfera de 5 % de CO durante diferentes Intervalos O, 5, 15 , 30, 45 
2 

minutos; 1, 2, 3, y 4 horas. Se prepararon controles de amibas y macr6fagos -

solos unlcamente resuspendldos en medio RPMl-1640 y tratados bajo las mismas

condiciones, 

a).- Determinación de la vlabl lldad de macr6fagos y amibas por el método 

de exclusl6n de azul de trlpán. Durante cada Intervalo de tiempo se valoró la 

viabilidad de ambas ccllulas por el método de exclusl6n de azul de trlpán en un 

hematoclt6netro. Estas determinaciones se llevaron a cabo en ambas cepas de -

amibas HK9 y HM1 con ua.pranedlo de 4 experimentos. 

b).- Determinación del núrrero de amibas que pe!'llanecen adheridas ama-

cr&fagos: Durante cada Intervalo de Incubación las preparaciones se lavaron -
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dos veces con SBS y se fl ja ron con metanol a 1 70 % durante 1 O minutos. Las PI'!. 

raciones se tiñeron por la técnica de Wrlght y se realizaron conteos al azar,

del número de amibas adheridas a macrófagos y observables al microscopio ópti-

co. Al Igual que en el punto anterior, estos ensayos se realizaron por duplicado 

siendo un prcrnedio de 4 experimentos. 

Por otra .. parte, los resultados de estos estudios se expresaron cano el

pranedio de 4 experimentos de repetición en donde cada evaluación se anallzó

por duplicado, aplicandose un estudio estadlstlco de t de Student para el caso 

de los ensayos de interacción macrófago-amiba. En cada experimento se corrie--

ron muestras di fu rentes de calostro hl!Tlano. 

-30· 



IV, RESULTADOS. 

1, DETERMINACION DEL NUMERO TOTAL DE CELULAS EXISTENTES EN MUESTRAS DE 

CALOSTRO HUMANO RECOLECTADAS DE MIJJERES MEXICANAS. 

Se determinó que un 38 % de las muestras analizadas (38 muestras de 

100 muestras), presentaban contenido celular, observándose que la población -

con contenido celular presentaba grandes variaciones en relac16n a la can-

ti dad de ctflules presentes. En la GRAFICA 1 se muestran las variaciones esta-

blecldas en 11 cantidad de C4Slulat, en las muestras con contenido celular, ta!!! 

blén se observa que un gran porcentaje de las muestras analizadas no contenían 
6 

células ( 62 %). Se cu1ntlflc6 un pr0!19dlo de 2.S x 10 c:élu1as/ml de calostro-
6 

en las mL"eStras analizadas, con un rango de O a 6 x 10 células/mi de calos---

t ro. 

2.- SEPARACION DE LAS CELULAS ADHERENTES DE L~S MUESTRAS DE CALOSTRO -

HUMANO A LAS 3 y 24 HORAS DE INCUBACION. 

Este experimento permlt16 valorar el tiempo de lncubac16n más adecu!!_ 

do para púrlflcacl6n de macr6fagos de calostro. En la TABLA IV, se muestran· 

los resultados obtenidos con respecto al porcentaje de macr6fagos adherentes-

Y otras células (pollmorfonucleares y llnfoc:ltos), encontrados a las 3 y 24 -

horas de lncubacl 6n, Se obtuvo un alto porcentaje de macrófagos adherentes en

cultlvos de 3 horas, sin embargo existieron algunos casos en los cuales las -

muestras de calostro mostraron contamlnac16n con leucocitos pollmorfonucleares 

(cano se apreciar& m.55 adelante). Los cultivos con tiempos de Incubación por -

24 horas tambl!fn presentaron un alto ¡.iorcentaje de macrófagos, pero a di feren-
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No. TOTAL DE CELULAS/ml DE CALOSTRO HUMANO (x 10 ) 

GRAFICA 1. DEiERMINACION DEL NUMERO TOTAL DE CELULAS EN MUESTRAS • 
DE CALOSTRO HUMANO. El calostro humano se di luy6 1:2 • 
ton SBS y se cent ri fug6 a 1500 rpm durante 15 minutos· 
a l+ºC, El paquete celular obtenido se cuantificó en un 
1-ematoci tánetro • 
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TABLA IV, SEPARACION DE LAS CELULAS ADHERENTES DE LAS MUESTRAS 

DE CALOSTRO HUMANO A LAS 3 y 24 HORAS. 

PORCENTAJE DE CELULAS . :LAS ·' 
TIEMPO DE 1NCUBAC1 ON. DE. CELULAS * 

(%) 3 HORAS 24 HORAS 

% Mils % PMN % L %Mh % PHN % 

PROMEDIO+ d,s 74 + !;i,53 17.9 + 5.9 8,1 + 2,66 82,8 + 2.26 11.4 t 2,44 

6 
;, Las células de calostro h111iano se ajustaron a un nCrnero de 2 1< 10 úlulas/ml en 

roodlo de RPMl-16110 suplementado y se Incubaron por 3 y 211 horas. En cada tle!!! 
po se cu<rntl flcaron las di fe rentes poblaclone!1 celulares presentes (macr6fa-
gos, leucocitos pollmorfonucleares y linfocitos). El pronedlo de los resulta
dos esta reprer.entado por 10 muestras analizadas• la desvlacl6n estandar. 
Mh: Macr6fogos; PMN: Leucocitos pollmorfonucleal'CSi L: Linfocitos: d,s: de!. 
vlacl6n cstand~r. 

L 

J.4 + 3.1 



cla de los cultivos de 3 horas un porcentaje relatlvarrente bajo de contamina

ci 6n con leucocitos pollmorfonueleares. De estos resultados podemos deducir -

que el tiempo más adecuado para la purlflcaei6n de macr6fagos de calostro hu

mano es e 1 de 24 horas de adherencia. 

3.- CUANTIFICACION DE CELULAS ADHERENTES A LOS DISCOS DE VIDRIO UTI-

LIZADOS PARA EL SISTEMA DE CULTIVO 11 In vitro 11 DE LAS CELULAS. 

Con el objeto de detennlnar que cantidad de ~lulas de calostro se adhl~ 

renal vidi"io a las 3 y 24 horas de incubación se realiz6 este experimento.Los 

resultados se lndi can en la TABLA V, donde se puede observar que solarrente un

SO % de las ~lulas de calostro añadidas se adhieren al vidrio. Se denota 

también que la adherencia y la viabilidad tienden a disminuir a las 24 horas -

de incubac16n. 

4.- CUENTA TOTAL Y DIFERENCIAL DE CELULAS EN MUESTRAS DE CALOSTRO -

HUMANO. 

Los resultados obtenidos se presentan en la TABLA VI, en donde se puede

observar que hay un marcado predanlni o de los macr6fagos en las muestras de C2_ 

lostro analizadas, conforme a lo ya reportado en la literatura (76). 

5.- CARACTERIZACION DE LAS CELULAS ADHERENTES OBTENIDAS DE CALOSTRO 

HUMANO. 

Con el afán de caracterizar las células adherentes obtenidas de calos

tro humano cano células macrofáglcas se usaron dos criterios: 

a).- Microscopía óptica: En la TABLA VII se pueden observar los porte!!. 

tajes de macr6fagos identificados por morfología en microscopra 6ptica, para--
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No, 

11 

111 

IV 

Pronedl o '!: d, 1 

TABLA V, CUANTIFICACION DE CELULAS ADHERENTES A LOS DISCOS DE VIDRIO.UTILIZADOS 

PARA EL SISTEMA DE CULTIVO 11 In vi tro 11 DE LAS CElULAS, 

TIEMPO DE 1NCUBAC1 ON 

, ... 3. • j¡<JR11S , , . 
::·':' 

:: Vlabl lldad (%) 

10 90 
6 

1,6 X 10 85 
6 

l ,0 X 10 ªº 6 
1,4 X 10 ªº 

6 
1.375 X 10 i: 0,22 83, 75 + 4.oa 

DE t..As 
-0-" ,->,";'.· ·-.~~;~'~·:/·- ~ ·.:' 

24 

No. de Células/mi 

6 
1 X 10 

6 
1.2 X 10 

6 
0,8 X 10 

6 
1.1x10 

6 
1,02 X 10 + 0, 147 

Vlabl lldad (%) 

85 

82 

79 

75 

80,5 + 3 69 
6 - . 

~·, Las células de calostro humano se ajustaron a una conc.entracl6n de 2 x 10 Cdlulas/ 
mi en medio RPMl-1640, Estas células fueron depositadas.en discos de vidrio es
térl les; se cuantl flc6 en número de células adherentes y no adherentes en un ~ 
matocl t6oetro, determlnandosc su vlabl lldad por métod(l de exclusl6n de azul de
trlpán. Los resultados son un proredlo de 4 experimentos + la desviación estan. 
dar (d. s). 



1 
2 
J 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

TABLA VI, CUENTA TOTAL V O 1FERENC1 AL EN MUESTRAS DE CALOSTRO 

.. HUMANO __ 

- 2;25·::> :- ._ 
2.2 
2;65 
2.2. 
2.22 
1. 7 
1. o 
0,85 
0,55 
2., 7 

% PMN 

45 
35 
32 
41 
20 
22 
45 
~o 
35 
~~7 

35.Z. + 10.15 5,2 ! 6.13 
·: 

59.6 ±. \1.32 

"' Las células se obtuvieron de calostro por di lucillo de la muestra 1 :2 con SBS y fue con-
trl fu9ada a 1500 rpm durante 15 flllnutos a 4 ºC, El pa(\ulte celular fue lavado dos.ve
ces con SBS y las células se resuspendleron en 10 mi de SBS y se cuantlflc.iron en un
hematocltúnetro. Se realizó una cutlnta dlfe1-enclal por frotls teñido por la técnica -
dP. Wrl ght. 

M's: Macr6fagos; PMN: Pollmorfonucleares; L; Linfocitos. 



tiempos de 3 y 24 horas. Dentro de las características morfológicas que se to-

m•ron en clJlnta para estas ~lulas fueron ·Tas ya reportadas por otros autores

( 77), cano es la forma 1 rregul ar se su núcleo asr co110 se su: tam.:iño y un ci --
: <{ ··~:"·. 

toplasma altarrente vacuollzado, con numerosos m<iterlales gra~uJ'a'rc~;}Estos as-

pectos morfol6glcos se representan en las FIGURAS 1 y 2, 

condiciones de cultivo de las células 3 y 24 horas. 

. __ ..... :';;\'';,:,-~.·>; 

b~jo: la~ <llfü rentes -
'·'..·'' ;_., .. ··,. ,,~·.--, ,. ' 

-<': ,.,-:; :-h:_;:~~~~~·-!; 
'-·;_: :;}:~j: / ,, 

;.·.; <'. ~:/" -/'-.:-. -~:.<- ' 
b) •• Mlcroscopra elcctr6nlca:· Los estudios en microscopía electrónica de 

':...:: - . -.···- ., 

las ~lulas obtenidas se representan en las FIGURAS 3 y 4, Estas células se 

consideraron como macrofáglcas por la presencia de estructuras típicas cano su 

núcleo central perfectamente definido, citoplasma abundante, presencia de he·· 

terocranatlna, asr cano la presencia de p~udopodos y granulaciones. En .::stos-

estudl 01 H observaron nurre rosos materl a les granulares y presencl a de numero-· 

sos gl6bulos de grasa. 

c),• Pruebas cltoquímlcas 

c.I).~ Determinación enzimática de esterasa no específica: Dentro de-

la TA~ VIII, se pueden observar los resultados obtenidos en la detemiinacl6n 

de esta enzima; los porcentajes más bajos se obtuvieron de células adherentes

que Incubaron por 24 horas. 

c.2).· Detennlnacl6n enzimática de mleloperaxldasa;- Con la finalidad 

de determinar el porcentaje de pollmorfonucleares se analizó la presencia de • 

mleloperaddasa en células de calostro humano, Los resultados Indicaron un alto 

porcentaje de posltlvldad en células adherldus por 3 :horas a diferencia de 24-

horas, cano se puede apreciar dentro de la misma TABLA VIII, 

Al establecer una canparaci 6n entre e 1 porcentaje de macr6fagos obte--

nidos con base a los criterios de evaluación: microscopía óptica y electrónica, 

asr cano de pruebas cltoquímlcas de las células mantenidas en lncubac16n por-

• 3 7· 



MUESTRAS 

Pranadl o 
+ d.s. 

TABLA VI 1, CARACTERIZAC:~:l l'OR MICROSCOPIA OPTICA DE LAS CELULAS ADHERENTES 

OBTENIDAS DE CALOSTRO HUMANO. 

23.9 + 5,43 

TIEMPO DE 

·.·. 3:' HORA~ .. · 
. • :-:·", 

3 
2 
3 
O· 
6 
o 
1 
3 
2· 
o 

2 + 1. 74 

DE 

24 

% A0s 

86 
88 
76 
90 
so 
83 
76 
60 
79 
82 

:a2 t 4,53 

LAS CELULAS 1« 

HORAS .. 

% PMN '% t 

13 1 
10 2 
22 2 

7 3 
17 3 
14 3 
20 4 
18 2 
16 5 
t8 o 

15,5 + 4.49 2.5!1.n 

11 Las células a--'lerentes obtenidas de calostro hunano por 3 y 24 horaas de lncubac16n--
se lavaron dos veces coo SBS y se fijaron con metano! al 70 % durante 10 minutos. • 
las células se tiñeron por la técnica de Wrlght y la t.1<3termlnact6n de porcentaje • 
de macr6fogos ~e llevo a cabo por conteos de 100 y 200 células observadas al azar. 
Mels: Macr6fagos; PMN: pollmorfonucleares; L: LI nfocl tos. 
d.s: desvlacl óri estandar, 
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FIGURA 1. 

.. 
, ::'t~•·f 

PMN··· 

CELULAS ADHERENTES DE CALOSTRO OBTENIDOS EN 3 HORAS DE 
IMCUBACION. C:4§1u1as de ca1ostro hwnano en una con-
centracl6n de 2 x 106cé1ulas/m1 en medio RPMl-1640, 
se pusieron a adherl r· a discos de vidrio de 0.8 an 
x 0.2 cm Incubando 3 horas 1as "1u1as a 37 ºC en 
atm6s~ra de CO a 5 %. Las ~lu1as adheridas en -
este perrodo se2 1avaron dos veces y se tlileron por 
1a t'cnlc:a de Wrlght (100 x). 
Mfs; macr6fagos; PHN: Potlmorfonucleares; l: Llnfº 
citos. 



FIGUAA 2. 

1 

l 

CELULAS ADHERENTES DE CALOSTRO OBTENIDAS EN 2.lt 
HORAS DE 1NCUBAC1 ON. Una suspegcl 6n de ú lulas -
en una concentracl6n de 2 x 10 cilulas/ml en me
dio RPHl-164o se adhieren a discos de vidrio de-
0,8 cm x 0.2 cm y las úlulas adherentes despuh 
de 2.4 horas se lavaron y se tlileron por la técnl 
ca de Wrl ght (100 x). -
Hfs: macr6fagos; PMN: Pollmorfonucleares: L; LI~ 
focltos. 
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FIGURA 3. 

• 

, 

HACROFAGOS DE CALOSTRO HUMANO CARACTERIZADOS POR MI·· 
CROSCOPIA ELECTRONICA, C~lulas de calostro humano• 
se adhl rieron a cajas petrl por 3 horas; las Ci!lulas 
adherentes se desprendieron con un gendarme v e 1 -
paquete celular obtenido se fijó con glutaraldehrdo 
al 3 %. La muestra fue tratada para mlcroscopfa de 
transml si 6n. 
PS: Pseudopodo¡ VG: vacuolas de grasa; Ht: hetero
cranatlna; N: nacleo. (x to,ooo), 
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FIGURA 4. HACROFAGOS DE CALOSTRO HUMANO CARACTERIZADOS POR MICROSCO-
PIA ELECfRONICA. Cc!lulas de calostro h1111ano se adhi,la
ron en cajas petrl por 24 horas; las cc!lulas adherentes
se desprendieron con un gendanie y se fl jaron con glutar 
aldehfdo al 3 %. La mU11stra se trat6 para mlcroscopfa de 
transmlsl6n. Son observados n~rosos g16bulos de grasa
Y algunos organelos. (x 10,000J. 
N; NGcleo; Ht: heterocranatlna; VG: vacuola de grasa; 
PS: pseudopodos. 



1 
2 
3 
l¡ 

5 - - - -
6 
7 
8 
9 
10 

90 
50 
29 
35 
27 
36 
25 
45 
35 
25 

Posltlvldad a 
esterasa no es 
pecrflca. -

(%) 

10 
15 
25 
35 
17 
15 
20 
18 
15 
21 

Posltlvldad a 
mi e 1 ope roxl dasa 

(%) 

20 
18 
25 
12 
17 
15 
8 

25 
18 
12 

PrCllllldl o 
~ d. s. - " -'72 + 39. 7 + 18. 72 17.1 + 6.88 • 16.6 4. 72 

. -· 

·:: Las células obtenidas por adherencia a vidrio, cc.n10 .interiormente se menclon6 (material-
Y métodos), se fl Jaron y se trataron con los sust1·c1tos correspondientes para la deter
ml nacl6n du .. su1s enzimas. Las lecturas s.: realizaron poi• conteos de 100 a 200 células 
·observadas al •lZDr. d,s; OOSVlaulón eStandar, 



Intervalos de 3 y 24 horas, el pranedio de las evaluaciones indicaron q ~el--

cultivo por 24 horas representa una pob J.3cf 6n rica en macrófagos, de a 1 rededor 

del 82.15 % siendo un 17.85 % ! 5 %en c:ontaminacl6n conot~a~P~lulas y 

que en cultivos de 3 horas se obtle.ien porcentajes más bajos ar'r~d;d~r del 70 % 
.. 

:_ S %, lo que un 30 % de contaminacl6n con otras células. 

Con base a lo anterior se conslder6 recanendable procesar células adheren. 

tes despu1h de periodos de lncubacl6n de 24 horas dado su alto contenido en ma

cr6fagos, establecido por los diferentes criterios que se llevaron a cabo. 

6.· DET!RMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA El SISTEMA DE INTE

RACCION MACROFAGO·AMIBA. 

Este experimento pennltl6 valorar la viabilidad tanto de los macr6fagos 

tomo de las amibas en los diferentes rredlos, para llevar a cabo el desarrollo -

de la Interacción. los resultados son los siguientes: 

aL- Deterinlnacl6n de la vlabl l!dad de Entamoeba histolytica en diferentes

.;1Cdlos: Los porcentajes de vlabl lldad de los trofozoítos de ~· hi stolytlca, se-

representan en la GRAFICA 2. Cano se puede observar en ambas cepas de amiba 

1IK9 y HM1, se mantiene la viabilidad muy semejante a la de los controles, hasta 

periodos de 6 horas, sin embargo la viabilidad desciende hasta casi un 60 % de! 

pués de 24 horas, para e 1 medl o RPMI -1640 como para e 1 medl o de Dulbecco modi fl 

cado. Estos rredlos no se consideraron adecuados para mantener 1.a viabilidad de

los trofozortos de [. hlstolytlca por largos períodos de tle~p~: 

b).- Detennlnaci6n de la vlabl lldad de macrófago~ en''dlfer~n~es ~dios--
-~ C:O----=- ,";-7 ,-.~Oo.-c-;-~:o;;;~.;S·,+,__,=---;= ~~ 

de cultivo: los resultados de viabl lldad de macr¿f~gos se·,~~¿~~~entan en la 

GRAFICA 3. donde se puede obse1·var qu1t·1~;fr~~Endacts~:--~~ttl~~r~;~t~nte (en-

tre un rango de 65 a 80 %) , durante l~te~al~s d:'24~or~;s dt: fncubac16n para 
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Entamoeba hlstolytlca HH1 Entamoeba hlstolytlca HK9 

100 

So 

60 

40 ( •): Amibas HM1 / TYI -s-33 (e ) : Amibas HK9/ TVI -S-33 

(CD): Aiul bas Hfil\ / RPHI -164o ( CD ) : l\nl bas HK9 /RPl'll -1640 

(0): Amibas HH1/ Dulbecco modificado (O ) : Amibas HK9 / Oulbecc:o 
20 modl flcado 

2 3 6 2 3 6 

TIEHPO E N H O R AS 

GllAFICA 2. OETERHINACION DE LA VIABILIDAD DE fntamoeba hlstolvtlca hEPAS HH1 y HK9 EN DIFERENTES 
HEDIOS OE CULTIVO, Las amlbllS en una dosis de 7,5 x 10 trofozóftos/ml de medio•-
cultivo: TVI -S-33; RPtU-161+0 y Pulbecc:o modificado, se Incubaron en di ferentea ln-
tervalos, la vlabl lldad so valor6 en cada Intervalo de Incubación por el mltodo de
exclu1f6n de azul de trlpin, Cada punto nipnisenta un pr0111dlo de 4 experllllBntos. 



IOI 1111dlos ensayados, en c001paracl6,1 con los contr.:.les; sin embargo en el-

medio de TYl·S·33 donde se observaron desgranulaclones y lisis de las células 

en pe rl ~os de 3 hJras, 

Canparando estos resultados para cstabl!lcer el medio de lnteraccl6n m.is 

adecuado, se detennlnó que el medio RPMl-1640 era el m&s adecuado ya qi.e man.

tiene la viabilidad de ambos elementos, teniendo en conslderacl6n que los tle!!! 

pos da Interacción serran cortos, ya qi.e en periodos de lncubacl6n por 24 horas 

la1 amibas disminuyen su actlvldad·y viabilidad; por lo que no se obtendrran -

resultados ccnflables de la Interacción macr6fago·amlba. 

c) ,• DETERHI NACION DE LA RELACION CELULA·PARASITO PARA EL SISTEMA DE· 

INTERACCION MACROFAGO·AMIBA. 

Este experlrrento se hl zo con e 1 fl n de obtener una re l.lcl ón adecuada • 

para la lnteraccl6n macr6fago-amlba de manera que el f4naneno se observar• a

decuadarrente~Los resultados que se obtuvieron fi.eron: que a las re laelones 

m&s bajas de 50:1 y 100:1 macrófago/amlba se observaron bajo el micr6scoplo • 

óptico campos escasos que tuvieran amibas. E sus preparacl ones presentaban •• 

11pecto1 semejentes al control de macrófagos (macr6fagos solos), por lo cual·· 

se descartaron pera 101 experimentos posteriores. En las relaciones de 30:1 y-

25:1 se obtuvo un mejor equl llbrlo entre el número de amibas y m3cr6fagos per

mitiendo una observación mh clara del fenOmeno de lnteraccl6n macr6fago-amlba 

en 11 sistema experl~ntal en discos de vidrio. A las relaciones m&s altas dc

amlbas 4:1 los campos fueron totalmente cubiertos por las amibas lmpldlepdo ,.. 

una vlsua1Jzacl6n clara y objetiva de la lnteraccl6n. 

Con base a lo anterior se detem>ln6 que la relacl6n 30:1 macr6fago-~lba 

ere 11 m•s adecuad• para llevar a cabo el modelo experimental da la lnterac-··· 
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GRAFICA J., OETEP.HINACION DE LA VIABILIDAD DE MACROFAGOS EN DIFEREN
TES MEO 1 OS DE ~ULTI VO. Los m¡¡crófagos en un concentra
cl ón de 1 x 10 células/mi, se resupendieron en di ver-
sos medios y ta víabi ti dad se cuanti fic6 en cada inte.r. 
valo por método de exclusión de azul de tripán. Cada -
punto representa un prttnedi o de 4 experimentes. 
(e): Macrófagos/RPMI -1640; (cJl): Macr6fagos/Dulbecco m2 
di fi cado; ('1:1): macr6fagos/TYI -S-33. 



cl6n entre estas células. 

7,. CINETICA DE INTERACCION MACROFAGO· AMIBA. 

Este experlrrento ~.: p~lnteo con la flnalldad de lnvestlgar,que efectos-
. ._ '. ,, . 

se presentaban en el contacto de dos células filgocTtlcas durante vari()s intP.! 

va 1 os de 1ncubacl6n. En las Ft GURAS 5 y 6 se observa la 1nter~cC16~ ¡ '~~s~ rvál'.l 
- .• -.·, .... ·:c.''· ;-c.·~--· -

dose un m&xlmo de formacl6n de rosetas entre los 15 y 30 mln~~bs~~o~~i/rlor
mente ya no es posible apreciar este fen&ieno (45 minutos, 1 y3 h;/~s),,ya • 

que el número de amlbas tiende a disminuir notablerrente, 

El fen&ieno de lnteracc16n de macr6fagos y amibas solamente involucró --

una lnteraccl6n a nivel de contacto (sobre la base de la formación de rosetas) 

ya que por el sistema utilizado no fue posible apreci.:tr o medir eventos más deta 

liados como pudo haber sido la fagocitosis. Un porcentaje bajo de, alrededor-

del 15 % de los macr6fagos en cont<1cto con las amibas formaron rosetas,esto-· 

puede Indicar la existencia de poblaciones heterogeneas en los macr6fagos obt~ 

nidos de calostro hunano. 

En 1 o que se re flere a 1 CQl'lportamiento de las amibas en pre sene! a de -

rnacr6fagos se observaron fen&ienos de endocltosls reállzados por las amibas 

sobre el macr6fago; es decl r hubo eml sl6n de pseud6podos e intento de fago-

ci tosls durante casi todo el desarrollo de la Interacción. Como ya se mencionó 

por el sistema lr!. vltro llevado a cabo no pudo ser determinado si habr¡¡ fag~l 

tosls de macr6fagos por la amiba, 

Con base a lo anterior, los parámetros evaluados en la Interacción de m!_ 

cr6fagos y amlb•s fueron los siguientes: 

a).• Determlnacl6n del número de amibas que pennanecen adheridas ama·

crófagos. En l• GRAFICA 4 se observa una disminución pr09restva en número de -

• 48· 
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FIGURA 5. INTERACCION DE HACROFAGOS V AHIBAS. Amibas y macrófagos
se Incubaron en una relación 30:1 macrófago/amiba; cn
di ferentes intervalos de incubación, las muestras se -
tiñeron por la técnica de Wright (100 x). Tiempo corre! 
pondlentc a 15 minutos de interacción. 

(/"): Endocitosis; (A): Amiba; (MGs): Macrófagos. 



FIGURA 6. 
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·~ '• 

.. .... 
INTERACCION OE MACROFAGOS V AMIBAS. Amibas y macrófa

gos se incubaron en una re laci 6n 30: 1 macr6fago/ami ba 
en diferentes intervalos de incubación; las muestras
se tiñeron por la técnica de Wright (100 x). Tiempo-
correspondiente a 30 minutos de interacción. 

(A): Amiba; (Hgs): macr6fagos. 



FIGURA 6. 

... 
INTERACCION DE MACROFAGOS V AMIBAS. Amibas y macrófa

gos se incubaron en una re laci 6n 30: 1 macr6fago/ami ba 
en diferentes intervalos de incubación; las muestras
se tiñeron por la técnica de Wright (100 1<). Tiempo-
correspondiente a 30 minutos de interacción. 

(A): Amiba; (Mlls): macr6fagos. 



trofozoTtos durante el desarrollo de la interacción. A los S minutos de incu-

bac16n no se observaron cantidades apreclables.'.c!e a~lbas;_detectandosc que a -
_:,_-_e~--" ;e;;;-· .. :,_,';,:·: 'e 

1 os 15 m1 nutos hay un 1 ncremento de;n~·:a'ai-;e ré~M~h~e'01~·;;~~¡¡ ¡;~s que¡ tiende a-

d r smi nul r r4pl damente en 1 os tl~~~~.s;'¡,~Ji~W~~º~~.:~;:~~á:füA~i;;\fi'.ir>~Ó·rni".~f 0s ,-
en conparaci6n con los testigos(" ~;·:~:···;, _ , .. ;;<'.,, · 

totá'l~s~tdu í-arite ,-eÚ'iransC:urso-
_,:·:;-~,_--,-_ . -- ;7~-'.·'i:.:·:/O,c• ·- ,. , ,,._):. :.:": .-;·_,'\-"'·_·,.. • 

:: 1 ::.: ·:·:::~: ~~ 1 ~: ::::: ::;'f ~¡~~l~~~¡~~~~~f~~~~l~;t~:: 
t uvle ron grandes di ferenclas en ,et ng~§º~Je:~~~r~fag()s' cOñ~,.e;p;¡éto"aéfos~te! 

: . ,,, .·-· - : : ¡ ~ ~ \"-· 

ti gos. · ' •:':/,'. :; , , · .. 
-, ___ ·~: ,; ~- --

-,-.:",·'!. 

b).- Detennlnac16n de la vlabllldad'de macr6fagos 'y amibas durante el 

desarrollo de la Interacción macrófago-amlb.:i. 

Cano se puede observar en la GRAFICA 5 hay una disminución en la vlabl· 

lídad de las amibas conforme transcurre el tiempo, está se evaluó en un 25.58% 

con relac16n a los testigos. Estos resultados fueron analizados estadística---

mente por apllcacl6n de la prueba t de Student, siendo significativos (p(0.02) 

en canparacl6n con los testigos. 

En la GRAFICA 6 se puede observar la vlabi lldad de macr6fagos en preserr 

cia de amibas, se observa una dismlnucl6n en la viabílldad de macr6fagos, la -

cua 1 se detennl n6 en 1O.3 % en canpa rae! 6n con 1 os· testigos¡ sin embargo a di -

ferencla de la obtenida en las amibas está disminuci6n fue rrenor y los result!!_ 

dos no fueron estadTstlcamente significativos. 

Por otra parte, con rciac16n a la determinación de viabilidad y canporti!_ 

miento de las dos cepas de amiba HK9 y HM1 no se establecieron diferencias en

los resultados obtenidos. 
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GRAf!.CA 4. DE~~ll~~Cci CJN DEL NUMERO DE AMIBAS QUE PERMANECEN AD HER 1 -

CAS A MAC!{OFAGOS. 1\mi bas y macrófagos se ! icubaro1 en ~ 
dioRPMl-1640en un relación 30:1 macrófago/amiba. Las -
mueistras se tiñeron por la técnica de \olright y e 1 conteo 
se realizó al azar del número de ar.iibas. 
( •): Amibas HMI + macrófagos; (D): Amibas HK9 + rnacrófi!, 
\jos;·(e): Amibas HMI; (Oi: Amibas HK9. 



.-. 
a-11 .._ 

Q 
<t 
Q 
:::; 
;¡¡ 
<t 
; 

w 
Q 

~ 
~ z 
L&.I 
u 
~ 
Q. 

100 

1 T 

~ . -··-. 1)-j. t1 ~ 
80 ~~---~·-·-·· 

a ~~ 
4 6o . 

4o 

20 

o 2 3 4 

TI EHPO E N H ORAS 

GRAFICA 5. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE Entamaeba histoly~IC<! 
HK9 y HMl EN PRESENCIA DE MACROFAGOS. Los trofozoítos 
de Entamceba histolytica se adicionaron a macrófa9os 
en una relación 30:1 macrófago/amiba. La viabilidad -
de las amibas se valor6 por el nétodo de eJCclusl6n de 
azul de trioán en un rematoclt6netro. 
(e): Amibas HHl; (O): Amibas HK9; (8): Amibas -
Hl'\1 + macr6fagos; (O ) : Amibas HK9 + macr6fagos. 
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GRAFICA 6, DETER/ollNACION DE LA VIABILIDAD DE MACROFAGOS EN PRESENCIA 
Entamooba hl stolytlca CEPAS HK9 y HH1. Trofozortos de -
l· histolytlca se adicionaron a macr6fagos en una rela
cl6n 30:1 macr6fogo/amlba, lncubandose por diferentes -
Intervalos . La vlabl lldad se cuantl flc6 por método de
exclusión de azul de trlpAn, 

( •): Hacr6fagos/RPMI -1640: ( • ) : Macr6fagos + Amibas 
Hl41 ¡ ( CD ) : M&cr6fagos + Amibas HK9. 



V. , DISCUSION, 

Interesados en conocer el fcnáneno de Interacción de macr6fagos y a--

mibas, con base a las evidencias que sugieren su participación en modelos anlm! 

les, se p lante6 en la primera fase de este trabajo e 1 estudiar macrófagos de 

calostro humano, Primeramente se determinó .Ja cantidad de células totales 11nc<J!l 
6 

tradas en calostro human. donde se obtuvo un ::raredlo de 2.5 X lC célul.:is/ml 
6 

con un rango de O cél/ml a 12 x 10 células/mi, de calost·r.o este rango fue me--

nor al establecido en otros estudios realizados en mujeres estadounidenses y eu-
6 6 

ropeas, donde es reportado un rango de O. 5 x 1 O a l 2 x 1 O cé l u las/m l con un pr,g 
6 

medio de 3.1 x 10 células/mi. de calostro (76,77). De las muestras anallzadas so-

lo un 38 % presentaban cantidades Importantes de células, observándose gran va--

rlaci6n en el conten .. ido. ce Ju.lar. ~l respecto se menciona en ciertos estudios que 

estas variaciones p!~de~!<le~rse a varios factores cono: ausencia 6 presencia de 

infecciones s:stémlcas; niveles honnonales, estado nutrlcional, estado de hidra-

tac16n, estado emocional, administración de medicamentos y un probable estado -

subclrnico de mastltis (78). En las muestras analizadas, la variación en la .:a!l 

tldad de células la atribuimos principalnente a factores de tipo nutricional y• 

factores propios del hospedero cano son el número de hijos y la edad. Se observ6 

que en mujeres primiparas, casi siempre había ausencia de células y que conforne 

es mayor la edad (entre 35 y 40 años), el nCanero de células tiende a disminuir--

progresivamente. Considerando la variabilidad en el número de células en las 

muestras de calostro se juzgó importante ajustar a un núrrero constante de cilu--

las utl li:zando un sistema de adherencia a discos de vidrio de o,8 cm x 0,2 cm -

evitando el pr"vblerna de la variación en la cantidad de células obtenidas en mue! 

tras de calostro hllllano. 
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Por otra parte, para la obtención de macrófagos de calostro numano en la

mayoría de la literatura se reporta que para su separación, los tiempos ópti-

rnos de adherencia son de 3 y 2 horas de Incubación (79), En nuestro estudio,-

e ste 1 nte rva 1 o de ad he rene i a' tuvo un e levado núire ro de poli morfe11uclea res 

{23.9 %), por lo cual para la real'.zaclón de este trabajo se manejaron tiempos 

de adherencia de 3 y 24 horas, con la finalidad de obtener una población más -

pura de macr6fagos. Cabe señalar esta alta proporción en células pol imorfonu:.

cleares en las muestras analizadas a las 3 horas de Incubación (23.9 %) a di~ 

rencla de las Identificadas en otros estudios 15 % (79). Posiblemente la causa 

de esto se deba a que, aunque se excluyeron en este estudio pacientes con sig

nos clínicos de mastltls; no se descarta la poslbl lldad de la existencia de 

una lnfeccl6n subcHnlca que Influya en el a1.111ento de la producción de estas -

células. Incubando las células por períodos de 24 horas, la contaminación con

células pollmorfonucleares disminuyó a 17.85 % teniendo también el antecedente 

de que la vida media de una célula pollmorfonuclear es más corta que la de una 

célula macrofágica, por tal motivo se trabaj6 este tiempo para los experimentos 

posteriores. 

Fue de gran Importancia también caracterizar las células adherentes de 

calostro humano para demostrar que la poblacl6n puri flcada fueron macr6fagos. 

Se utlllz6 la caracterización ya 'establecida en otros estudios (80), en 

los que se indica que no se debe valorar la morfología, sino que es necesario

evaluar y canparar con otros parámetros de tal manera que se determine un va--

lor más representativo del porcentaje de células macrofáglcas de calostro humi!_ 

no. En estos estudios se mencl ona que estas células de calostro humano presen

tan numerosos g16bulos de grasa, que en algunas ocasiones obstaculizan su ide~ 

tiflcacl6n clara por morfolC1gia típica; estos aspectos tienen que ser conside

rados cuando se canparan con células obtenidas de otras fuentes. 
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Los parámetros de evaluaci6n que se tanaron en cuenta para este traba

jo fueron el tiempo de lncubac16n, la morfología y la detenninaci6n de estera

sa no espedflca y mleloperoddasa. 

Medl ante la observacl 6n por mlc:roscopfa 6pt 1 ca se obtuvo un porcentaje-- · 

aceptable de macr6fagos (82 %) , en cé 1 u las adherentes por 24 horas. La morfo--

1 ogfa observada a nivel de microscopía electr6nica slrvl6 de apoyo para la COfl 

fi rmacl 6n de la puri fi cacl 6n macrofági ca, aunque no se cuantl fl c6e1 porcent<>

je en cultivos. de células obtenidas por 24 horas, se observó un mayor número

de macr6fagos. Estos resultados fueron correlacionados con los obtenidos en -

las pruebas cltoqufmlcas. 

Los resultados que se obtuvieron en la determinacl6n de esterasa no es-

pecrflca a las 3 horas fueron porcentajes altos (72 %}; sin embargo a las 24·

horas este porcentaje de positlvldad disminuyó a 17.1 %. Estos resultados di·

fleren con los obtenidos por criterio morfológico, sin embargo debe ser consi

derado qL! cuando se realiza una determinacl6n cltoqufmlca pueden interferir-

varios factores como: son las condiciones propias en el manejo de las células

asr cano algunos canponentes del ~dio de cultivo. Posiblemente estos resulta

dos bajos en la detenninacl6n de esterasa no espedfica (90 a 95 %), reporta-

dos ya en la literatura (79), se deban a la inhlbicl6n de la enzima por el pe

rfodo largo de i ncubacl 6n de las cé h ·u (24 horas), efecto ya observado en -

otros estudios (81). 

Con respecto a la detenninacl6n de mieloper(J(ldasa los resultados fue

ron altos a las 3 horas (39.7 %) y bajos a las 24 horas (16.6 %). Esta enzima-

se encuentra local izada de fonna más c;iracterístlca en células pollmorfonucle!!. 

res, lo cual permite de manera indirecta conocer el porcentaje de estas célu-

las en el cultivo. Estos resultados nos Indicaron que existe un porcentaje re

lativamente bajo de polimorfonucleares a las 24 horas (16.6 %) , evaluado medl!!_n 
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te este criterio. Un• observaci6n con relación a esta enzima fue que a difere.!l 

cla de la esterasa no especrflca su actividad es más estable, ya que es posible 

detectarla (aunque en porcentajes bajos) en periodos de 24 horas. Con base a -

las pruebas cltoqurmlcas se cuantl flc6 un 55,2 % correspondiente a macrófagos

con una contamlnacl6n de 4t.8 %en células pollmorfonucleares y 3 %en llnfocL 

tos, Cabe mencionar que estos parámetros no son especrflcos y solamente sirven 

de apoyo para evaluar la caracterlzacl6n de estas células, ya que existen otros 

parámetros de caracterlzacl6n m.ts especlflcos reportados en algunos trabajos-

(82,83), cano es la ldentlflcacl6n de anticuerpos monoclonales, llberac16n de-

l gA, 1111rc.dores de superfl ele detennl nado por 1 nmunoflurucencl a y el toqurmr ca, 

asr cano la detennlnacl6n de sus receptores caracterrsttcos; sin embargo los

parámetros llevados a cabo en este trabajo fueron de gran utl lldad en la cara~ 

terlzacl6n de estas cilulas. Por balance de todos los criterios evaluados se---

encontr6 que las células separadas y purificadas de calostro humano por culti

vos de 2.4 horas contenran apr0<lmadamente 83 % de macr6fagos, con 1 O % de cé·-

lulas polimorfonucleares y 8 % de linfocitos. 

Conociendo las caracterrstlcas de las células macrof&glc.s del calostro 

h11T1ano nos lnteres6 conocer la actividad de las mismas frente a agentes lnfe-

cclones cono de Entamceba hlstolytlca, sin embargo se considero necesario est! 

blecer las condiciones 6ptlmas tanto para amibas cano para macr6fagos. Este 

primer paso fue problem.ttlco ya que ambas células son susceptibles• cambios-

en diferentes medios, aun en lo referente a su medio original. Los resultados

demuestran que el medl o de cultivo celular RPHl-1640 suplementado es adecuado

para la observacl6n de la lnteraccl6n de macr6fagos y amibas; sin embarg"o es -

Importante hacer destacar que la 1ncubacl6n de 1.as amibas por 2.4 horas en e 1 • 

medio, este llega a ser t{l(lco. Tamblcfn es Importante se;,atar que por esta ra-

z6n se llmlt6 el tiempo de lnteracc16n a I+ horas únicamente en donde la vlabl· 
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lldad de ambas célul-3s es adecuada (80 a 90 %) de acuerdo a la evaluacl6n rea• 

llzada por método de n~cluslón de azul de trlp&n. 

Para e 1 caso de 1 medl o TYI -S-33 que es e 1 madi o de cultivo de las amibas

"º fue factible utl llzarlo, ya que cano lo demuestran los resultados se logr6· 

mantener la vi abi 11 dad de los macr6fagos (75 a79 %) hasta las 24 horas.' Sin •!!! 

bargo se observ6 que las células después de 3 horas de Incubación en este medio 

se desprendian de los discos (donde se mantenían adheridas), por lo que se dl

fi cul taba e 1 contacto de macr6fagos y amibas, siendo que uno de los objetl vos

era el establecer una lnteracci6n sobre un soporte (disco) y no en suspensl6n

ya que en una superficie flja es mas factible el contacto de ambas ~lulas.!,· 

demás de que este modelo de lnteraccl6n !.!!. tlt!:2 se acerca m4t a la nsalldad·

ya que las amibas al Invadir un organismo, esta lnvasl6n la 1'9allzan en un f1!.• 

dio fonnado de superficies celulares y no en suspensl6n. Por el mismo despre!l.

dlmento la re lacl 6n Cl!lula-parbl to no se mantenla estable; tambl4n se observ6 

que las célt.las posterlonnente se degranulaban y se llsaban. Por estas razones 

se decidió que la interacción de macr6fagos y amibas se re.alizar• en el medio

de RPHI -164o. 

En cuanto a la determinación de la vlabl lldad en el prcceso de lnterac-

cl6n macr6fago-amlba se ve una dlsmlnuci6n en los trofozoítos del 25,58 % • dL 

ferenela de los macr6fagos que mantiene una viabi lldad del 75 a 80 %, la cual

se detennl n6 por el ~todo de exclusi 6ñ de azul de tri pAn¡ sin embargo estudios 

a nivel de microscopía electrónica conflrmarra la muerte-del paraslto. 

Es Interesante hacer notar que no se valor6 la lhls de la amiba por el-

macr6fago, o la fagocitosis; soto la viabilidad, en la cual se observ6 una di! 

1ninuclón. Está disninución en ta vlabi lldad podrFa explicarse por el hecho da· 

que el macrófago se active y actúe en función de una o!tula secretora llberan-
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do factores cano el interferon, hldrolasas lfsosanales, proteinasas, metaboll

tos de ácido araquidónico e intennediarlos de oxrgeno reactivo (84,85,86); e! 

tos últimos Intervienen en la actividad de ciclos metabolicos de reacciones de 

cxidacl6n sobre la cadena respiratoria en conjunción con los gránulos llsosan~ 

les de la célula. Estos factores pueden aumentar lacap1cidad microbicida de los 

r..acr6fagos ya estudiado en otras Infecciones parasitarias (87¡. Además exi ! 

tes evidencias de que los trofozortos de[_, hlstolytlca son susceptibles a ln-

te:-:c~dlarlos de ocrgeno reactivo (8ll1: se puede sugerir que algunos de estos 

factores pueden estar Involucrados en la dlsmlnucl6n de la vlabl lldad observada 

en las amibas. 

En la evaluacl6n de la viabilidad se empleo el mitodo de exclusl6n de azul 

de trlpán, este ha sido utl !Izado en la determlnacl6n de la viabl lldad desde-

h.:ice mucho tiempo, ya que en células vivas el colorante puede ser exclurdo por

micropinocltosls; no asr en células donde la membrana esta da~ada, sin embargo

hay que tanar en conslderacl6n que esta prueba tiene varios Inconvenientes; ya

que se ha observado que algunas CA!lulas no se tlften canpleta111tnte por lo que es 

di fiel 1 Indicar sr la célula está o no viva, este porcentaje de CA!lulas puede • 

interferir en el criterio de evaluacl6n por lo que es Importante evaluar tamblfn 

otros parámetros cano serra la funcionalidad de la célula. 

Otro hecho muy relacionado con la vlabi 11dad es la adherencia de la amiba 

sobre el macr6fago durante la cinética de lnteraccl6n, esta adherencia se ve -

disminuida y pwde ser explicada debido a que en el monento de Ja lnteraccl6n -

del m.acr6fago con la célula blanco este sea capaz de llberar r.iediadores y se ha 

mencionado que el macr6fago de calostro humano puede llber11r importantes canti· 

da des de 1 gA ( 89) ; que podrlan lnterf°'erlr con la adherencia del par.bito, 

por la canpetencla de receptores de tipo ollgosacárldo1 presentes. 



Por otra parte, no hubo di re.·entf as entre las cepas estudiadas de €,. 

hlstolytlca HK9 y HH~; es decir los efectos determinados (viabilidad y adhe· 

rencla) no estan relacionados con la virulencia de la amiba, aunqi.e es factl· 

ble que como estas cepas se mantienen por mucho tiempo en cultivo pierden su

vi rulencla. 

En varios estudios se considera que. los macr6fagos participan en '" In· 

ducci6n de la respuesta inmune y cano célula efectora de la Inmunidad del ho! 

pe de ro, adem.;s se i ndl can a 1 gunos efectos de 1 macr6fago sobre e 1 control de • 

amibiasls en animales de experimentacl6n (9cl). Los estudios que se han venido 

realizando con la finalidad de demostrar la Importancia del macr6fago en la ·

lnfecc16n amlblana han sido apoyados en modelos Ln. vitro y en animales de ex

pe rlmentaci 6n, estos estudl os han si do rea 1 izados de manera 1 ndl recta ya sea 

depletando la poblacl6n 6 suprimiéndola por di fe rentes agentes cano el dlfce 

carbón activado, tinta china; para posterlonente medir la respuesta pravocada

por la 1 noc ulacl 6n con e 1 antígeno amlbl ano. 

La susceptibi lldad o reslstencl<t al desarrollo de abscesos hep~ticos se-

estudió en ratones congénitamente atrmicos (nu/nu) y ratones (nu/+) a los cua· 

les se les admlnistr6 sílice y postericnrente se les indujo el desarrollo de • 

abscesos hepáticos mediante la inoculación intrahepática con trofozoítos de €,. 

hl stolytl ca observando un i ncrernento en la suscepti bl 11 dad lo que conff nna que 

la resistencia a la amiblasls depende ae los macr6fagos y en menor grado de --

1 os 1i n foc:;I tos T (91). 

En estudios que utilizaron un modelo de lnteraccl6n con macr6fa9os perlt!! 

neales obtenidos de ratones de laboratorio, remarcan la Importancia del macr6· 

fago en la Infección causada port. histolyticaen una relacl6n 100:1 macr6fa

go/amiba (25). Estudios slml lares con macr6fagos activados y nonnales de exud! 
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do perltonul de ratones al ponerse en contacto con trofozoítos de ~. hl stoly

tlca en una relacl6n de 250:1 macr6fago/amlba se observó que son cltotóxlcos-

(92), Tambllfn estudl os utl 11 zando macr6fagos de rl vados de monoci tos de sangre

pe rf.Srlc1 y activando estas cc!lulas por medio de llnfoclnas y antígeno ami~la

no se demq1tr6 que los macr6fagos en una relac16n de 10:1imacr6fago/amiba ma-

tan al 67 ,% de los trofozoítos a las 3 horas y d~spués de las 18 horas de con-
¡ 

tacto mueren un 97 %, observando tambl.sn que 47 % de 1 os macr6fagos mueren (91). 

Con base a los resultados obtenidos en este estudio se puede decir que se--

cubrieron solamente parte de los objetivos; principalmente en lo que se refie

re a la primera fase de este trabajo (obtenc16n ycardcterlzacl6n de macr6fagos 

de calostro h1.111ano), En lo que respecta a la Interacción macr6fogo-amlba, es--

Importante mencionar que solo se pudo deducl r un efecto de Interferencia de e~ 

tas c.slulas sobre la vlabl lldad de las amibas, sin embargo sería Importante 

cuantificar aspectos m.Ss objetivos cano serra actividades funcionales (fagoci

tosis y medición del efecto cltot&<lco, si es que lo hay), por medio del uso--

de marcadores específicos, 

Para canpletar el estudio realizado en este trabajo sería Importante tambt.sn 

el determinar anticuerpos anti-amiba en las muestras de calostro con la finall-

dad de Investigar si los macr6fagos se encuentran activados y si estos son más-

eficaces para eliminar trofozortos de EntamCl!ba hlstolytlca. 

Para finalizar es Importante hacer destacar la trascendencia de la a limen 

tac16n con calostro y lect-e materna en el rec14n nacido, ya que ademh de los-

Ingredientes nutrlclonales son administrados anticuerpos, canponentes celulares 

cano macr6fagos, y sustancias bactericidas 6 lnhlbldores especrflcos que pueden 

Intervenir en la probable respuesta Inmune humoral y celular del redén nacido. 

Con base a los estudios realizados en este trabajo es factible que los • 
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macr6fagos esten Implicados en la protección del recién nacido contra lnfecclQ 

nes causadas por Entamooba hl stolyti ca y sea un factor prlmordl a 1 a 1 cua 1 se

deba la baja frecuencia de amiblasis en niños lactantes. 
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' Por lo anterlonnente mencionado y sobre Ja base de los entecendentes---

descrl tos, asr cano los resultados obtenidos en este trabajo se concluye lo si-

gulente: 

v,. e o N e L u s o N E s 

1.· Los macr6fagos de calostro humano In vltro lntcrfleren-éon la vla-
, --- -.· .-· ··.· 

2. • ~· 1 nte raccl 6n ln_ :t..!J!g de macr6fagos y amibas es un_ fen6reno 

dosl s·dependlente. 

3. • En las 1 nte raccl ones de macr6fagos y amibas re ali z•dos con·· 

101 dos tipos de cepas HK9 y Hl11, los efectos observados son 

slml l•res. 

4- Este modelo de lnteraccl6n de macr6fagos de calostro humano y 

ani bas sugiere' una func16n Importante (•ntlparasl tarla) de los 

macr6fagos y su probable partl el pacl 6n en 1 a protecc.1 ón de 1 -

recl4n n•él do. 
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