
.': ~¡/'· ~ ·~ 
- • : ·~· ,#'' 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

Facultad de Medicina 

\, 
EFECTO DE LA INMUNIDAD CELULAR 

EN LA INTERACCION 

CELULA PERITONEAL-AMIBA IN VITRO 

T E S I S 

Que para obtener el título de: 

Maestría en Ciencias Biomédicas, 

Area de Inmunología 

Presenta: 

JULIA ELVIRA MARTINEZ VILLEGAS 

México, D.F., marzo de 1986 

FALLA DE ORIGEN , 
. ' 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENIDO 

LISTA DE TABLAS 

LISTA DE FIGURAS 

RESUMEN 

INTRODUCCION 1 
~·· 

MATERIAL Y METODOS 

Animales 5 

Esquema de Inmunización 6 

Obtención de Células Peritoneales 6 

Demostración de la Inmunización 7 

Técnica de la Ce-Incubación In Vitro 7 

Cuentas de Amibas y Células Peritone~ 
les 8 

Especificidad del Efecto de Células 
Peritoneales de Ratas Inmunes So-
bre Amibas 9 

Efecto del Suero de Rata Inmune So­
bre la Acción de Células Peritonea­
les Obtenidas de Rata Normal Contra 
E. histolytica 9 

Técnica Para Determinar Viabilidad 
por Exclusión de Azul Tripán 9 

Fórmulas Aplicadas Para Obtener el Da 
to Real de las Poblaciones Celulares 
al Término de 4 horas 10 

Análisis Estadístico de los Resultados 10 



RESULTADOS 

Efecto del Medio TYI-S-33 Sobre las 
Células Peritoneales 11 

Efecto de la Ce-incubación de Células 
Peritoneales y Amibas Sobre las Célu 
las Peritoneales - 11 

Efecto de la Co-Incubación de Células 
Peritoneales y Amibas Sobre las Ami-
bas 13 

Efecto de la Naturaleza de la Cepa de 
Amibas en la Ce-incubación con Célu-
las Peritoneales 15 

Efecto del Tratamiento Previo con Sue 
ro Inmune de las Células Peritonea--
les en la Co-Incubación con Amibas 16 

Prueba de Inmunización de las Ratas 
Inyectadas con Antígenos Amibianos 16 

DISCUSION 

Parte 1 

Resumen de los Resultados 17 

Naturaleza de la Población de Células 
Peritoneales 18 

Acción de las Células Peritoneales So 
bre las Amibas 19 

Mecanismo de Destrucción de las Ami-
bas por las Células Peritoneales 21 

¿Existen Dos Poblaciones Diferentes 
de' Amibas? 22 

Acción de las Amibas Sobre las Célu-
las Peritoneales 23 

Parte 2 

Estudios de la Interacción In Vitre 
de E. histolytica con Diferentes Cé-
lulas de Mamíferos 25 



Parte 3 

l. ¿Cuál es la Naturaleza de las CP? 30 

2. ¿Qué Efecto Tiene la Incubación de 
las CP en el Medio TYI-S-33 Sobre 
su Capacidad Fagocítica? 31 

3. ¿Cuál es la Cinética de la Interac 
ción CP-amibas In Vitre en el 
Tiempo? 31 

4. ¿Qué Efecto Tiene la Agitación Con 
tínua Sobre el Fenómeno? - 32 

5. ¿Cuál es el Efecto del Medio Condi 
cionado de CP Inmunes Sobre la In 
teracción de CP Normales con Ami= 
bas? 32 

6. ¿Cuál es la Ultraestructura del Fe 
nómeno? 32 

7. ¿Cuál es el Efecto de Inmunizar a 
las Ratas con E. histolytica HK-9 
o E. invadens y Después Incubar 
sus CP con Amibas HM-1? 33 

BIBLIOGRAFIA 34 



LISTA DE TABLAS 

l. Efecto de la incubación de células peritoneales en 

medio de cultivo TYI-S-33 por 4 horas. 

2. Porciento de células peritoneales vivas. 

3. Porciento de células peritoneales muertas + desapar~ 

cidas. 

4. Número total de células peritoneales desaparecidas. 

S. Porciento de amibas vivas. 

6. Porciento de amibas muertas + desaparecidas. 

7. Número total de amibas desaparecidas. 

8. Especificidad del fenómeno. 

9. Efecto de la preincubación de células peritoneales 

de rata no inmune con suero de rata inmune en la 

incubación con amibas HM-1 en proporción 30:1. 

10. Interacción in-vitre de E. histolytica con diferen-

tes células de mamíferos. 



LISTA DE FIGURAS 

l. Método para la incubación. 

2. Células peritoneales vivas. 

3. Células peritoneales muertas + desaparecidas. 

4. Células peritoneales desaparecidas después de 4 horas 

de ca-incubación con E. histolytica (HM-1) amibas: 

50,000. 

5. Amibas vivas. 

6. Amibas muertas + desaparecidas. 

7. Amibas (HM-1) desaparecidas después de 4 horas de co­

incubación con macrófagos. 

8. Prueba de doble inmunodifusión. 



RESUMEN 

Con objeto de examinar el papel de la inmunidad ce­

lular en la amibiasis se estableció un sistema in vitre 

utilizando E. histolytica (cepa HM-1) conservada en cul­

tivo axénico y células obtenidas de la cavidad perito­

neal (CP) de la rata. Las CP se enriquecieron en macró­

fagos por adherencia al vidrio, de modo que contienen 

> 90% macrófagos y < 10% células linfoides. Las amibas 

se usaron a las 72 horas de crecimiento. El sistema con 

siste en la incubación de proporciones variables de CP y 

amibas (1:1; 10:1; 30:1), midiendo en el tiempo O y en 

períodos variables pero no mayores de 4 horas los cambios 

en los números totales· y en la viabilidad de ambas pobl~ 

ciones celulares por medio de la técnica de exclusión 

del azul tripano. Se estudiaron tres grupos de animales: 

normales, estimulados con adyuvante de Freund completo, 

e inmunizados con una emulsión de E. histolytica (cepa 

HM-1) en adyuvante de Freund completo. La sensibiliza­

ción de los animales inmunizados se demostró por inmuno­

difusión de suero contra homogenado de E. histolytica 

(cepa HM-1). La magnitud de los cambios introducidos 

por la inmunidad en el resultado de la interacción CP-E. 

histolytica se midió variando las proporciones relativas 

de las dos células hasta obtener otra vez los datos de 

la proporción 1:1 con CP normales. La especificidad .del 



fenómeno se examinó usando dos cepas adicionales de ami­

bas que muestran cruce antigénico parcial con HM-1: la 

cepa HK-9 y E. invadens. Finalmente, la participación 

de factores séricos en el fenómeno se exploró pre-incu­

bando CP normales con suero de ratas inmunes antes de in 

cubarlas con amibas. Los resultados indican que: ll el 

modelo de la interacción CP-amibas in vitre es reproduci 

ble y cuantificable; ll no hubo diferencias estadístic~ 

mente significativas en el comportamiento de las CP nor­

males o estimuladas inespecíficamente; }l usando CP no! 

males o estimuladas inespecíficamente, cuando la propor­

ción CP-amibas es 1:1 sucumben las CP, pero cuando la 

proporción se cambia a 30:1 sucumben las amibas; en pro­

porciones intermedias los resultados son igualmente in­

termedios; il en cambio, usando CP inmunes en proporción 

1:1 sucumben las amibas y es necesario cambiar la propo! 

ción a 1:10 para obtener el mismo resultado que con CP 

normales o estimuladas inespecíficamente en proporción 

1:1; 2) el fenómeno sólo ocurre en forma parcial cuando 

las CP inmunes se incuban con HK-9 y no se observa cuan­

do se incuban con E. invadens; il el suero de las ratas 

inmunes sí modifica el comportamiento de CP de ratas no! 

males o estimuladas inespecíficamente. 



EFECTO DE LA INMUNIDAD CELULAR 

EN LA INTERACCION CELULA PERITONEAL-AMIBA IN VITRO 

Introducci6n 

La enfermedad humana producida por Entamoeba histo­

lytica {amibiasis) es una parasitosis endémica muy fre­

cuente y de distribución mundial. Se calcula que afecta 

aproximadamente a 400 millones de personas en todo el 

mundo, aunque en ciertos países como la India y México 

la proporci6n de individuos infectados es mucho mayor 

que en otras localidades 112 • En México la tasa de fre­

cuencia por 100,000 habitantes {en 1963) fue de 93.2 y 

como causa de muerte en sujetos de 15 a 75 años de edad 

alcanzó la misma cifra que todas las demás enfermedades 

infecciosas del tubo digestivo juntas 3 . Actualmente se 

calcula que el 27 por ciento de la población está infec­

tado por amibas, pero existen estudios en grupos selec­

tos {escuelas, cuarteles) donde la frecuencia ha sido m~ 

yor del 75 por ciento 4 . 

E. histolytica es un parásito del grupo de los riz~ 

pedos y del género Entamoeba, que muestra dos formas 

principales en su ciclo biológico: el quiste y el trofo­

zoito. En la forma quística el parásito mide entre 3.5 

y 20 micras de diámetro y muestra de 1 a 8 núcleos, pero 
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lo frecuente es que sean 4, con cromatina adherida a la 

membrana nuclear y un endosoma, mientras en el citoplas­

ma se observan los característicos cuerpos cromatoides 

fusiformes. Cuando el quiste se transforma en trofozoi­

to mide de 10 a 60 micras de diámetro, tiene un solo nú­

cleo grande con endosoma prominente, la membrana celular 

es fina y muestra formación .activa de seudópodos, fagoci_ 

tesis de eritrocitos y un halo claro en el tejido que lo 

rodeas. Existen cepas patógenas y no patógenas de~ 

histolytica que son imposibles de distinguir morfológic~ 

mente; sin embargo, tal distinción es posible por medio 

de la determinación de patrones enzimáticos conocidos cS?_ 

mo zimodemos, de los que existen aproximadamente 16 dif~ 

rentes; de ellos, 5 corresponden a cepas patógenas y el 

resto a no patógenas6,7, 

La transmisión de la amibiasis se hace de hombre a 

hombre por contaminación fecal de aguas potables y de 

alimentos, lo que señala a las personas encargadas de la 

preparación de alimentos como la fuente principal de la 

enfermedad. Las dietas ricas en carbohidratos o defi­

cientes en proteínas favorecen la penetración de la ami­

ba en los tejidos; asimismo la presencia de bacterias 

(aunque no sean patógenas) es indispensable para el est~ 

blecimiento del parásito8 . 

Debe distinguirse entre dos formas generales de ami 
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biasis, la invasora y la no invasora. La amibiasis no 

invasora ocurre cuando el individuo alberga E. histoly­

tica patógena en el intestino pero no tiene lesiones an~ 

tómicas en la pared de ese órgano; en otras palabras, la 

amiba se comporta como un comensal simbiótico. Este ti­

po de amibiasis es importante por dos razones: en primer 

lugar, aunque el individuo asintomático no tiene la en­

fermedad, es una fuente de contagio tan activa como el 

enfermo; en segundo lugar, en cualquier momento la amibi~ 

sis no invasora puede transformarse en invasora y el su­

jeto portador presentar todos los síntomas del padeci­

miento. Los factores que determinan esta transformación 

se desconocen9. La amibiasis invasora puede ser intestl 

nal y extraintestinal; la primera afecta principalmente 

al intestino grueso y la segunda al hígado. La invasión 

de otros órganos es muy rara10 . 

La amibiasis sólo afecta espontáneamente al hombre 

y a los reptiles; en estos últimos el parásito es dife­

rente y se conoce como Entamoeba invadens. No existe 

infección espontánea por E. histolytica en ninguna otra 

especie anima111 ; además, la mayor parte de los animales 

de laboratorio son resistentes a E. histolytica y sólo 

es posible producir lesiones experimentales con amibiasis 

si se cumplen dos condiciones: 1) el animal debe estar 

inmunodeprimido, y 2) las amibas se introducen directa-
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mente en los tejidos y en grandes cantidades12 ,13, La 

inmunodepresión se logra usando animales recién nacidos, 

o administrando esteroides, o bloqueando al sistema fag~ 

cítico mononuclear por distintos métodos, como la inyec­

ción intravenosa de sílice o de un anticuerpo anti-macrg 

fagol4-17. Las amibas se cultivan axénicamente como tro 

fozoitos y en esa forma es como se inyectan, sea en el 

intestino o en el hígado. Aunque de esta manera se lo­

gran producir lesiones agudas, no existe en la actualidad 

ningún modelo experimental aceptable de amibiasis, no sg 

lo por la resistencia natural ya mencionada al parásito 

sino porque se desconocen las condiciones que determinan 

la transformación del trofozoito en quiste. El modelo 

experimental debería cumplir con un mínimo de tres condi 

cienes para ser aceptable: 1) la enfermedad debe ser a~ 

quirida por la ingestión de quistes de una cepa patógena 

de E. histolytica; 2) debe poderse establecer el estado 

de "portador sano", o sea que el animal albergue al par.§. 

sito en el intestino y elimine quistes sin mostrar sínt~ 

mas de la enfermedad¡ 3) al ocurrir la enfermedad, ésta 

debe tener lesiones intestinales y extraintestinales. 

Existen varios estudios en que se ha logrado produ­

cir lesiones experimentales por medio de amibas en anim~ 

les de laboratorio con resistencia natural al parásito, 

cuando se interfiere con las funciones del sistema fago-
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cítico mononuclear14- 17 . También se ha demostrado por 

medio de incubaciones in vitro que aunque las amibas cul 

tivadas axénicamente son capaces de destruir a diferen­

tes tipos de células, los macrófagos también les produ­

cen daño a las amibas y este fenómeno es más aparente 

cuando las células provienen de un animal previamente ig 

munizado con antígenos amibianos 18 . 

En vista de la participación del sistema fagocítico 

mononuclear en la resistencia natural a muchas infeccio­

nes, así como sus varias funciones en distintos aspectos 

de la respuesta inmune (presentación de antígenos, seer~ 

ción de interleukinas y otros factores, célula efecto­

ra) 19, se decidió estudiar su participación en la resis­

tencia·natural a la amibiasis. El primer paso en ese e~ 

tudio es el objetivo de esta tesis, que consiste en exa­

minar cuantitativamente la interaccidn in vitro de una 

cepa patógena de E. histolytica con macrófagos provenieg 

tes de animales naturalmente resistentes al parasito. 

MATERIAL Y METODOS 

Animales 

Se utilizaron ratas Wistar hembras de 8 semanas de 

edad y de 150 g de peso promedio, alimentadas con purina 

y agua ad libitum y enjauladas en grupos de tres anima-
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les. se' distribuyeron en tres grupos, cada uno de 12 ra 

tas. 

Esquema de Inmunización 

Cada rata del grupo 1 recibió 0.3 ml del antígeno 

amibiano, emulsificado en un volumen igual de adyuvante 

de Freund completo, distribuidos en cuatro sitios intra­

musculares distintos. A los 15 y 22 días de la primera 

inmunización los animales fueron inyectados de igual ma­

nera pero sin el adyuvante de Freund, y a los 29 días re 

cibieron la misma dosis de antígeno pero por vía intrap~ 

ritoneal. Las ratas se sangraron del plexo venoso retrQ 

orbitario siete días después de la última administración 

del antígeno. El proceso de inmunización se repitió cada 

30 días durante toda la duración del estudio. 

El grupo 2 de animales recibió las mismas inyeccio­

nes (excepto la intraperitoneal) de adyuvante de Freund 

sin el antígeno de E. histolytica. El grupo 3 sirvió de 

control no estimulado. 

Obtención de Células Peritoneales 

Para obtener células peritoneales se inyectaron en 

esa cavidad 10 ml de proteosa peptona al 5% en suero fi­

siológico y cuatro días después se recuperaron las célu­

las por medio de dos o tres lavados de la cavidad peritQ 

neal, cada uno de 20 ml, de medio TYI-S-33. Las células 
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obtenidas se lavaron dos veces con el mismo medio, cen­

trifugándolas a 1,500 rpm por 5 min a 4°C, y se enrique­

cieron en macrófagos por medio de adherencia al vidrio, 

incubándolas en cajas de Petri durante 3 horas a 37ºC; 

al término de este lapso los elementos no adheridos se 

eliminaron por decantación y lavado suave con 2 ml de me 

dio TYI-S-33 y las células adherentes se recuperaron ra~ 

pando el fondo de la caja de Petri con un "policía de gQ_ 

ma". Las células se contaron en una cámara de Neubauer 

modificada y su viabilidad se determinó por medio de la 

técnica de exclusión del azul tripán. 

Demostración de la Inmunización 

El suero de los animales inmunizados se probó por 

doble inmunodifusión en agar contra el antígeno amibiano, 

así como preparaciones semejantes hechas con amibas de 

la cepa HK-9 y con E. invadens. 

Técnica de la Co-incubación In Vitro 

Para co-incubar las amibas con las células perito­

neales se procedió de la manera siguiente (Fig. 1): las 

amibas se desprendieron de las paredes del tubo de culti 

vo por medio de un baño de agua con hielo durante 5 rnin, 

seguido por centrifugación a 1,500 rprn por 5 min a 4°C, 

se suspendieron en 3.0 ml de medio TYI-S-33, se contaron 

en una cámara de Neubauer modificada y su viabilidad se 



Figura 1 

METODO PARA LA INCUBACION 

o 
CELULAS PERITONEALES 

EN CAJA PETRI 

1 
OBTENCION DE CELULAS 

íl 
CELULAS ADHERENTES 

"" ca- CULTIVOS 

AMIBAS 

1 
CONCENTRADO DE AMIBAS 

íl 
AMIBAS EN SOLUCION 

/ 
oG oo ee CONTEO EN EL INICIO 

CON AZUL DE TRIPANO 
l: ! l: !O 1:30 

INCUBACION A 37' C 
5% DE C02 
DURANTE 4 HORAS. 

CONTEO AL FINAL. 

·- - __ .J 



B 

determinó por medio de la técnica de exclusión del azul 

tripán. Se ajustó la concentración de amibas a 1 x 10 61 

ml y se tomó O.OS ml de la suspensión, o sea 5 x 10 4 ami 

bas para cada tubo de ce-incubación. Las células perit.Q_ 

neales se agregaron en tres diferentes números: 5 x 10 4 , 

5 x 10 5 y 1.5 x 106, de manera que las proporciones de 

células peritoneales: amibas.que se ce-incubaron en los 

distintos experimentos fueron 1:1, 10:1 y 30:1. El volu 

men de incubación se aforó a 1.0 ml con el medio TYI-S-

33; todas las ce-incubaciones se hicieron por duplicado. 

Los tubos se colocaron en un mezclador o "balancín" con 

movimiento de 24° y frecuencia de 18 ciclos completos 

por minuto y este aparato se incubó a 37ºC en una atmós­

fera con 5% de co2 + 95 de o2 durante 4 horas. 

Cuentas de Amibas y Células Peritoneales 

Se hicieron cuentas por duplicado de cada tubo en 

el tiempo O y al término de la co-incubación, de modo de 

tener números totales de células peritoneales y amibas y 

proporción de elementos vivos y muertos de cada uno de los 

dos elementos. Además se calculó el número de células 

peritoneales y de amibas que desaparecieron durante la 

ce-incubación y esta cifra se sumó a los muertos respec­

tivos. El total resultante de muertos + desaparecidos 

se consideró para cada elemento como el efecto de su in­

teracción con el otro. 
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Especificidad del Efecto de Células Peritoneales de Ratas 

Inmunes Sobre Amibas 

Para explorar la especificidad del efecto de las c~ 

lulas peritoneales provenientes de ratas inmunizadas ~on 

antígeno amibiano, sobre las amibas vivas, se hicieron 

ca-incubaciones semejantes a las descritas pero usando 

amibas de la cepa HK-9 y E. invadens¡ con estas últimas 

las ca-incubaciones se hicieron a temperatura ambiente. 

Efecto del Suero de Rata Inmune Sobre la Acción de Célu­

las Peritoneales Obtenidas de Rata Normal Contra E. his­

tolytica 

Para probar si el suero de rata inmunizada con antí­

geno amibiano era capaz de modificar el efecto de células 

peritoneales obtenidas de ratas normales se preincubaron 

las células en 1.0 ml de suero de rata inmunizada por 1 

hora a 37°C, se lavaron dos veces con medio TYI-S-33 y 

se procedió a ce-incubarlas con las amibas como se descri 

bió arriba. 

Técnica para Determinar Viabilidad por Exclusión de Azul 

Tri pan 

La solución de azul tripán se preparó fresca mez­

clando cuatro partes de azul tripán al 0.2% en agua des­

tilada y una parte de NaCl al 4.25% en agua destilada. 

Para determinar la viabilidad de células peritoneales y 



de amibas se agregaron dos gotas de la solución de azul 

tripán al contenido del tubo de coincubación e inmediata 

mente se tomó una alícuota para contar en una cámara de 

Neubauer modificada; las células con el citoplasma teñi­

do de azul se consideraron muertas. 
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Fórmulas aplicadas para obtener el dato real de las pobla­

ciones celulares al término de 4 horas 

CP vivas= CP vivas iniciales - [(CP muertas fina­

les+ CP desaparecidas) - CP muertas iniciales]. 

Amibas vivas= Amibas vivas iniciales - [(amibas 

muertas finales + amibas desaparecidas) - amibas muertas 

iniciales]. 

Análisis Estadístico de los Resultados 

Los resultados se analizaron estadísticamente por 

medio de la prueba de ! de Student, marcando el nivel de 

0.01 como significativo. Las gráficas se trazaron por 

medio de una microcomputadora Apple lle y el programa 

BIOSOFT de Elsevi¿r. 

RESULTADOS 

Los resultados que se presentan a continuación son 

los promedios de 11 animales del grupo 1, 9 animales del 

grupo 2 y 11 animales del grupo 3. Con objeto de simpli 



Tablá 1 

EFECTO DE LA INCUBACION DE CELULAS PERITONEALES 

EN MEDIO DE CULTIVO TYI-S33 POR 4 HORAS 

Número total Tiempo o Tiempo 4 horas 
( % ) ( % ) 

Vivas Muertas Vivas Muertas 

5 X 10 4 82 18 82 18 

5 X 105 95 5 94 6 

l. 5 X 106 90 10 90 10 



ficar su presentación los datos se muestran en tablas, 

donde solamente se anotan los valores promedio, y en hi~ 

togramas, que incluyen las desviaciones estándar calcula 

das para los promedios. 

Efecto del Medio TYI-S-33 Sobre las Células Perito-

Con objeto de determinar el efecto del medio de cul 

tivo para amibas en las células peritoneales se incuba­

ron por duplicado cada una de las tres cantidades de cé-

· lulas utilizadas en los distintos experimentos, en las 

condiciones de agitación e incubación descritas en Mate­

rial y Métodos pero en ausencia de amibas. El porciento 

de viabilidad y las cuentas totales de células peritonea 

les establecidas en el tiempo O no se modificaron de ma­

nera significativa al término de 4 horas de incubación 

(Tabla 1). 

Efecto de la Ce-incubación de Células Peritoneales 

y Amibas Sobre las Células Peritoneales 

Los resultados de la viabilidad de las células peri 

toneales al final de 4 horas de ce-incubación con amibas 

se muestran en la Tabla 2. Es aparente que el porciento 

de células peritoneales vivas varía muy poco, a pesar de 

que el número inicial de estos elementos osciló entre 5 

x 10 4 y 1.5 x 10 6. También puede apreciarse que la 

11 
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Tabla 2 

PORCIENTO DE CELUIAS PERITONEALES VIVAS 

Proporci6n Inmune Adyuvante Control 

1:1 75 55 53 

10:1 53 58 62 

30:1 57 64 72 

El porciento de células peritoneales vivas al 
término de las 4 horas de incubación varía 
muy poco y es independiente del númefO inicial 
y de su estado inmune. 



i 

100 

75.0 

~ 50.0 
z 
w 
ü 
a: 
~ 25.0 

L ______ -

Figura 2 

CELULAS PERITONEALES VIVAS 

1 : 1 !O: 1 30: 1 

RELACION CP/ A 



Tabla 3 

PORCIENTO DE CELUIAS PERITONEALES 

MUERTAS + DESAPARECIDAS 

Proporción Inmune Adyuvante Control 

1:1 21 43 49 

10:1 47 42 37 

30:1 42 35 28 

El porciento de células peritoneales muertas 
+ desaparecidas a.l término de las 4 horas de 
incubación varia muy poco y es independiente 
del número inicial y de su estado inmune. 
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Tabla 4 

NUMERO TOTAL DE CELULAS PERITONEALES 

Número inicial 

50,000 

500,000 

1,500,000 

DESAPARECIDAS 

Control 

5,000 

100,000 

395,000 

Adyuvante 

o 

135,000 

325,000 

Inmune 

5,000 

100,000 

325,000 

El nCimero total de células peritoneales desapar~ 
cidas al término de las 4 horas de incubación de 
pende del número inicial pero es independiente 
del estado inmune. 
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Figura 4 
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viabilidad de las células peritoneales es muy semejante 

en los tres grupos de animales examinados, o sea contro­

les, estimulados con adyuvante de Freund o inmunizados 

con antígenos amibianos. Los únicos promedios que pare­

cen apartarse un poco de los demás son el de proporción 

30:1 de células peritoneales normales contra amibas y el 

de proporción 1:1 de los mismos elementos; sin embargo, 

el análisis estadístico mostró que tales diferencias no 

son significativas (Fig. 2). Por lo tanto, puede con­

cluirse que ni el número inicial (en un rango que va de 

1 a 30) ni el estado inmune o estimulado de las células 

peritoneales influyen en el porciento de viabilidad ob­

servado al término de 4 horas de ce-incubación con ami­

bas, que en promedio osciló entre 58 y 66. 
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El porciento de células peritoneales muertas + de­

saparecidas aparece en la Tabla 3. De nuevo los prome­

dios correspondientes a las tres concentraciones distin­

tas de macrófagos y a los tres grupos de ratas examinados 

no muestran diferencias significativas, con la única po­

sible excepción de células peritoneales obtenidas de ani 

males del grupo 1 (inmunizados con antígeno amibiano) en 

proporción 1:1 con amibas. Sin embargo, otra vez el an! 

lisis estadístico reveló que no existen diferencias sig­

nificativas entre los nueve promedios (Fig. 3). 

Cuando se consideran los números totales de células 



peritoneales desaparecidas al término de 4 horas de co­

incubación con amibas (Tabla 4) , los datos sugieren que 

dependen de la cantidad inicialmente agregada y que el 

estado inmune, estimulado o normal, de las células peri­

toneales, no tiene ninguna influencia en los resultados 

(Fig. 4), 
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En resumen, ni el número ni el estado inmune o esti 

mulado de las células peritoneales ce-incubadas con el 

mismo número de amibas patógenas, en las condiciones ex­

perimentales descritas en Material y Métodos, parecen iQ 

fluir en el porciento de viabilidad o de destrucción ce­

lular observado al cabo de 4 horas de ce-incubación con 

amibas patógenas, El único parámetro que genera difereQ 

cias cuantitativas estadísticamente significativas en e2 

te contexto es el número inicial de células peritoneales, 

cuando se compara con el número terminal de las mismas 

células. En cambio, llama la .atención que las amibas no 

parecen distinguir entre células peritoneales obtenidas 

de ratas inmunes, estimuladas o normales. 

Efecto de la Ce-incubación de Células Peritoneales 

y Amibas Sobre las Amibas 

Los datos cuantitativos sobre la viabilidad de las 

amibas al término de 4 horas de ce-incubación con célu­

las peritoneales obtenidas de ratas normales, estimula­

das o inmunes, se encuentran en la Tabla 5. Puede verse 



Tabla 5 

PORCIENTO DE AMIBAS VIVAS 

Proporción Inmune Adyuvante Control 

1:1 39 65 76 

10:1 36 62 57 

30:1 21 44 39 

El porciento de amibas vivas al término de 
las 4 horas de incubación depende directa­
mente del número 'inicial de células peri­
toneales y de su estado inmune. 

'!'·• .'· 
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Tabla 6 

PORCIENTO DE AMIBAS MUERTAS + DESAPARECIDAS 

Proporción Inmune Adyuvante Control 

1:1 56 34 26 

10:1 59 37 43 

30:1 77 56 57 

El porciento de amibas muertas + desapareci­
das al término de las 4 horas de incubación 
depende solamente del número inicial de cé­
lulas peritoneales en las proporciones 1:1 y 
10:1 con elementos no inmunes o estimulados 
inespecíficamente. En cambio, con células 
inmunes no depende del número inicial, es 
mayor que en los otros dos grupos y se man­
tiene constante. 
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Tabla 7 

NUMERO TOTAL DE AMIBAS DESAPARECIDAS 

Proporción 

1:1 

10:1 

30:1 

Control 

5,000 

5,000 

5,000 

Adyuvante 

10,000 

10,000 

5,000 

Inmune 

5,000 

o 

10,000 

El número total de amibas desaparecidas va­
rió muy poco y fue independiente del número 
inicial de células peritoneales y de su es­
tado inmune. 
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Tabla 8 

ESPECIFICIDAD DEL FENOMENO 

Proporción Control Adyuvante Inmune 

1:1 65 89 24 

HM-1 10:1 56 60 25 

30:1 42 56 15 

1:1 70 64 74 

HK-9 10:1 39 54 33 

30:1 32 40 24 

1:1 50 62 67 

E. invadens 10:1 48 65 70 

30:1 58 62 67 

El porciento de amibas vivas al término de las 4 
horas de incubación depende de la cepa de amiba 
usada: para HM-1 desde la proporción 1:1 depende 
del estado inmune¡ para HK-9 desde la proporción 
10:1 depende del estado inmune, y éste no influ­
ye para E. invadens. 
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El total de amibas desaparecidas al término de 4 ho­

ras de ca-incubación con células peritoneales (Tabla 7) 

varió muy poco (entre O y 5,000, o sea el 10 porciento) 

y fue independiente del número inicial de células perit~ 

neales y del estado inmune del animal de donde provenían 

(Fig. 7). 

Efecto de la Naturaleza de la Cepa de Amibas en la 

Ce-incubación con Células Peritoneales 

Con objeto de explorar la especificidad del aumento 

en la capacidad amebicida observado en las células peri­

toneales obtenidas de ratas inmunes cuando se co-incuban 

con la misma cepa de amibas que sirvió para inmunizarlas 

(HM-1), el experimento se repitió usando ahora otras dos 

cepas diferentes de amibas, una también de E. histolytica, 

la HK-9, y otra de especie distinta, E. invadens. El PºE 

ciento de viabilidad de las amibas de las tres cepas al 

término de las 4 horas de incubación depende de la natu­

raleza de la cepa de amiba usada: cuando se trata de 

HM-1 depende del estado inmune de las células peritonea­

les desde la proporción 1:1, para la cepa HK-9 también 

depende del estado inmune de las células peritoneales p~ 

ro sólo a partir de la concentración 10:1, y en el caso 

de E. invadens el resultado es independiente del estado 

inmune de las células peritoneales (Tabla B). 



Tabla 9 

EFECTO DE LA PREINCUBACION DE CELULAS PERITONEALES 

DE RATA NO INMUNE CON SUERO DE RATA INMUNE 

EN LA INCUBACION CON AMIBAS HM-1 

EN PROPORCION 30:1 

Tiempo o Tiempo 4 horas 
( % ) ( % ) 

Vivas Muertas Vivas Muertas 

Células 92 B BO 20 
peritoneales 

Amibas B4 16 25 75 



Efecto del Tratamiento Previo con Suero Inmune de 

las Células Peritoneales en la Ce-incubación con 

Amibas 
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Para examinar el efecto del suero inmune en el com­

portamiento de células peritoneales obtenidas de anima­

les normales o estimulados inespecíficame.nte, después de 

haber sido enriquecidas en macrófagos por adherencia al 

vidrio, las células mencionadas se preincubaron durante 

1 hora a 37ºC con una mezcla de sueros de ratas inmuniza 

das contra E. histolytica cepa HM-1, en las que se había 

demostrado la presencia de anticuerpos inmunoprecipitan­

tes contra los antígenos de esa misma cepa. Al término 

de esa hora se lavaron las células peritoneales y se co­

incubaron con amibas en las proporciones y condiciones 

ya mencionadas. Los resultados de este experimento apa­

recen en la Tabla 9, donde puede verse que la pre-incub~ 

ción de células peritoneales obtenidas de ratas normales 

o estimuladas con adyuvante de Freund con suero de rata 

inmune sí influye en su comportamiento frente a las ami­

bas de cepa HM-1. 

Prueba de Inmunización de las Ratas Inyectadas con 

Antígenos Amibianos 

Los sueros de los animales inmunizados con amibas 

de la cepa HM-1 se probaron por doble inmunodifusión en 

agar¡ los 12 animales revelaron una o dos bandas de pre-
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cipitación con identidad. El suero de una rata inmuniz~ 

da también se prob6 contra antígenos de HM-1, de HK-9 y 

de E. invadens. Se observaron dos bandas de precipita­

ción contra HM-1, una sola banda contra HK-9 y una banda 

contra E. invadens (Fig. 8). 

DISCUSION 

Esta Discusión consta de tres partes: en la prime­

ra se comentan los resultados y se ofrecen distintas hi­

pótesis para explicarlos, en la segunda se comparan con 

otros datos relevantes de la literatura, y en la tercera 

se señalan algunos experimentos que podrían contribuir a 

resolver varias de las preguntas surgidas de esta tesis. 

Parte 1 

Resumen de los Resultados 

Los datos anteriores pueden resumirse señalando que 

las células peritoneales obtenidas de ratas previamente 

inmunizadas con antígenos de E. histolytica (cepa HM-1) 

y enriquecidas en macrófagos por adherencia al vidrio, 

poseen en forma estadísticamente significativa mayor ca­

pacidad para matar amibas cuando se co-incuban in vitre 

con ellas, en comparación con células peritoneales pro­

venientes de ratas normales o estimuladas inespecífica­

mente. Tal aumento en capacidad amebicida es indepen­

diente del número de células peritoneales agregadas, 

17 
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muestra cierta especificidad y sí parece depender de com 

ponentes séricos. 

Naturaleza de la Población de Células Peritoneales 

La población de células peritoneales obtenida con 

el procedimiento descrito en Material y Métodos consiste 

de > 90 por ciento de macrófagos. Con el microscopio de 

luz estas células miden d.e 20 a 50 u de diámetro, mues­

tran citoplasma abundante con ondulaciones en la membra­

na plasmática, numerosas vacuolas y otros organelos, es­

pecialmente lisosomas, mayor concentración de varias hi­

drolasas y aumento en su capacidad fagocítica; en otras 

palabras, se trata de macrófagos "activados" (20-22). El 

resto de las células presentes está constituido por ele­

mentos más pequeños, redondeados y con escaso citoplasma, 

que generalmente se identifican como linfocitos. Sin e~ 

bargo, cuando la población de células peritoneales se 

examina histoquímicamente o por microscopía electrónica 

resulta que entre los elementos más pequeños también hay 

macrófagos, mientras que algunas de las células mayores 

son claramente de estirpe linfoide. Por lo tanto, aunque 

se trata de una población celular enriquecida en macróf~ 

gas, es realmente heterogénea y contiene una proporción 

< del 10 por ciento de elementos linfoides. 

La comparación de las células peritoneales obteni­

das de cada uno de los tres grupos de animales usados en 
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3. La diferencia en la resistencia de las células 

peritoneales inmunes a la destrucción por amibas, 

en comparación con células normales o estimula­

das inespecíficamente, sólo es estadísticamente 

significativa en la proporción 1:1; cuando se a~ 

menta el número de células peritoneales a 10:1 y 

a 30:1 esa diferencia desaparece. 

Otra forma de inmunidad celular es la mediada por 

anticuerpo25 ; el mecanismo postulado es que el anticuer­

po se fija al elemento portador del antígeno y sirve de 

marcador, ya que es reconocido por las células efectoras 

(células K, que poseen receptores de Fe); sin embargo, 

tal mecanismo puede excluirse en experimentos ~n vitre, 

como los incluidos en esta tesis, en los que no se usó 

suero de rata. Otra variedad de este tipo de inmunidad 

celular es la mediada por anticuerpos citofílicos, que se 

fijan por el fragmento Fe a los receptores específicos 

que poseen los macrófagos para ese fragmento de la IgG, 

confiriéndole a esas células especificidad en su capaci­

dad destructiva26 • 27 • En un experimento se intentó ex­

plorar esta posibilidad preincubando células peritonea­

les normales con suero de rata inmune antes de co-incu-

barlas con amibas y el resultado fue positivo. De todos 

modos, la interpretación del fenómeno como debido a inm~ 

nidad celular mediada por anticuerpos no explica la f al-
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ta de aumento en el número de amibas muertas + desapare­

cidas al incrementar la proporción de células peritonea­

les inmunes ce-incubadas de 1:1 a 10:1 y a 30:1. 

Mecanismo de Destrucción de las Amibas por las Célu­

las Peritoneales 

Aunque en esta tesis no se exploraron los posibles 

mecanismos de destrucción de las amibas por las células 

peritoneales, es posible señalar tres puntos de interés: 

1) En primer lugar, las células peritoneales norma­

les y las estimuladas inespecíficamente también destru­

yen amibas, aunque en proporción menor que las inmunes; 

por lo tanto, hay dos posibilidades para explicar el au­

mento en la capacidad amebicida de las células inmunes: 

o se trata del mismo mecanismo que poseen las células no 

inmunizadas, incrementado sólo cuantitativamente, o la 

inmunidad agrega un mecanismo nuevo y diferente de des­

truir amibas. Esta segunda posibilidad quizá contribuy~ 

ra a explicar uno de los resultados más interesantes de 

estos experimentos, que es la falta de relación entre el 

aumento en el número de células peritoneales inmunes y 

su acción amebicida, relación que sí se observó con célu 

las peritoneales normales y estimuladas inespecíficamente. 

2) En segundo lugar, el efecto amebicida de las cé­

lulas peritoneales requiere tiempo y es acumulativo, co­

mo pudo demostrarse en los experimentos de sólo 2 horas 
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de incubación, que arrojaron cifras intermedias de des­

trucción de amibas entre el tiempo O y las 4 horas de in 

cubación. 

3) En tercer lugar, el mecanismo de destrucción de 

amibas por células peritoneales no incluye a la fagocit~ 

sis, por simples razones de tamaño, aunque no puede ex­

cluirse que una vez muertas las amibas puedan ser fagoci 

tadas en fragmentos por los macrófagos. Esta considera­

ción se apoya en el hecho de que las amibas desapareci­

das siempre fueron una proporción mucho menor que las cé 

lulas peritoneales desaparecidas. 

¿Existen Dos Poblaciones Diferentes de Amibas? 

Una posible explicación al hecho de que el número 

total de amibas destruidas por células peritoneales inm~ 

nes al cabo de 4 horas de ce-incubación sea independien­

te de la proporción de células agregadas (1:1, 10:1 ó 

30:1) y siempre el mismo (con variaciones no significati 

vas estadísticamente) pudiera ser que existan dos pobla­

ciones diferentes de amibas: las susceptibles al mecani§ 

mo inmune de destrucción y las no susceptibles a tal me­

canismo. Si esto fuera cierto, bastaría con postular 

que las amibas destruidas en la ce-incubación con célu­

las inmunes en la proporción 1:1 son todas las suscepti­

bles (o sea que el efecto es el máximo posible), para e~ 

plicar satisfactoriamente que al aumentar el número de 



células inmunes ya no se incremente el número de amibas 

destruidas. 
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Acción de las Amibas Sobre las Células Peritoneales 

La capacidad de las amibas para destruir células p~ 

ritoneales es formidable y puede apreciarse cuando se 

consideran los números totales de células desaparecidas 

al término de la co-incubación de 4 horas con amibas: 

cuando se agregaron 50,000 células peritoneales a 50,000 

amibas, la destrucción no pasó del 10 por ciento, o sea 

que desaparecieron entre O y 5,000 células; en cambio, 

cuando se agregaron 500,000 células desaparecieron entre 

el 20 y el 25 por ciento, o sea entre 100,000 y 135,000 

células, por lo que cada amiba debe haber destruido entre 

2 y 3 células; finalmente, cuando el número de células 

agregadas fue de 1,500,000 desaparecieron entre el 25 y 

el 30 por ciento, o sea entre 325,000 y 390,000 células, 

por lo que cada amiba debe haber destruido entre 6 y 7 

células. 

El examen en fresco de las amibas y las células pe­

ri toneales al término de las 4 horas de co-incubación, 

así como de los frotis fijados y teñidos de las mismas 

muestras, mostró con mucha frecuencia amibas viables con 

4 o más núcleos de células peritoneales en el citoplasma; 

la cuenta máxima fue de 11 núcleos, pero estas observa­

ciones no fueron sistemáticas sino ocasionales. De to-
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dos modos, permiten sugerir que, en abierto contraste 

con la acción de los macrófagos sobre las amibas, donde 

la fagocitosis no parece contribuir en forma prepondera~ 

te, al considerar el mecanismo de la acción de las ami­

bas sobre los macrófagos la fagocitosis deberá desempe­

ñar un papel central aunque desde luego no el único~ en 

vista de que también se observaron células peritoneales 

muertas y no fagocitadas. 

Otro resultado que también llama la atención es que 

las amibas destruyeron los mismos números de células pe­

ri toneales, independientemente de que provenieran de ani 

males normales, estimulados inespecíficamente, o inmuni­

zados, excepto cuando se ce-incubaron células inmunes y 

amibas en proporción 1:1, en que el número de células p~ 

ritoneales vivas fue significativamente mayor desde un 

punto de vista estadístico que el número de células nor­

males o estimuladas inespecíficamente que sobrevivieron 

cuando se incubaron con amibas en la misma proporción 1:1. 

La explicación de este hecho no es fácil, pero puede su­

gerirse que es el resultado de tres factores actuando en 

forma simultánea: 1) las acciones mutuamente nocivas 

ejercidas por amibas y células peritoneales se ejecutan 

s6lo cuando ambos elementos se ponen en contacto¡ 2) la 

célula peritoneal inmune posee mayor capacidad de preva­

lecer sobre la amiba en el primer contacto, pero si los 

contactos se repiten la oportunidad de que la célula pe-
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ritoneal inmune se encuentre con una amiba no susceptible 

irán en aumento, como consecuencia de la merma inicial 

de las amibas susceptibles; 3) en proporciones de co-iQ 

cubación de 1:1, el número de encuentros entre células 

peritoneales y amibas debe ser mucho menor que en propo~ 

cienes 10:1 y 30:1, por lo que podría esperarse que'al 

final hubiera un número mayor de células peritoneales vl 

vas; en cambio, con la disminución progresiva de amibas 

susceptibles y el consecuente aumento en la probabilidad 

del encuentro de células peritoneales inmunes con amibas 

no susceptibles, el resultado final debería tender a 

igualarse con los datos de la ca-incubación de células 

peritoneales normales o estimuladas inespecíficamente en 

proporciones 10:1 y 30:1. Esto fue precisamente lo que 

se observó. 

Parte 2 

Estudios de la Inte'racción In-Vitre de E. Histolytl 

ca con Diferentes Células de Mamíferos 

La Tabla 10 es un resumen ordenado cronológicamente 

de los principales estudios publicado13 hasta la fecha en 

la literatura internacional sobre la interacción de dife 

·rentes cepas de E. histolytica sobre distintos tipos de 

células de mamíferos 2B-50, 

Los objetivos de estos estudios han sido diferentes: 
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mientras unos autores han descrito la morfología de la in 

teracción, incluyendo la fagocitosis de las células por 

las amibas29- 3a, 4o, 5o, otros han examinado los mecanis­

mos del daño producido por las amibas en las células, i~ 

cluyendo adherencia y muerte39, 41-49 , Los tipos de célu­

las utilizadas han sido variables: eritrocitosJ0-32·, 42 , 

leucocitos polimorfonucleares 28 •291 3314 6, linfocitos181 

35,47, monocitos49, células peritoneales18 , células de 

riñón (RI<-13 34 • 4º; MDCK41, 45,SO¡, células hepáticas 

(Chang)37,39, células ováricas (CH0) 44 , células epiteli~ 

les intestinales36 , y otras 38 • 43, También las especies 

animales de donde se han obtenido estas células han sido 

numerosas: humana, carnero, conejo, pollo, cobayo, rata, 

mono, hamster, rana, tortuga, paloma, gallo, gato, perro. 

Las cepas de amibas usadas por los distintos autores in­

cluyen E. histolytica (HM-1, HM-2, HM-3, HM-19, HM-22, 

HM-27, HK-9, PNH-5, PNH-6, SFL-3, IP-106-L2, AX-200, SF, 

Moore, Evans, SVL, Laredo), E. moshkowski, E. invadens, 

E. coli, y Acanthamoeba sp. La gran mayoría de los aut2 

res han hecho las incubaciones con cultivos axénicos de 

amibas; sólo hay cuatro publicaciones que señalan haber 

usado cultivos monoxénicos35,36,42,48. 

Las condiciones de incubación han sido también varia 

bles: los tiempos han oscilado desde 1 minuto hasta 72 

horas 28 • 3º, pero un buen número de trabajos se han real1 



CEPAS USADAS 

HMl HK9 Otras 

E. histolytica: 
SF y Moore 
E. coli 
Acantamoeba sp. 

SLV 
E.moshkovski 

+ 

+ 

HM-2 IMSS 

Tabla 10 

INTERACCION IN-VITRO DE E. HISTOLYTICA CON DIFERENTES 

Especie 

Humanos 
Carnero 
Conejo 
Cobayo 
Pollo 

Humanos 

Humanos 

Humanos 

Rana 
Gato 
Tortuga 
Gallo 
Paloma 
Perro 
Conejo 
Mono 
Cobayo 

CELULAS DE MAMIFEROS 

CELULAS 

Tipo 

Leucocitos 

P.M.N. 

Eritrocitos 

Eritrocitos 

Leucocitos 

Tiempo de 
incubación 

1 min. 

2 hr. 

6, 12, 24, 
48, 72 hr. 

5 min. 

30 min. 
a 4 hr. 

TECNICA DE ESTUDIO 

Mezcla de leucocitos y 
amibas, se observaron 
con microscopio de co~ 

traste de fase 

Se agregan trof ozoitos 
a los leucocitos, se 
observaron con micros-
copio de luz 

Trofozoitos y eritroc! 
tos en suspensión, co-
locadas en lámina para 
observación en micros-
copio de luz 

Trofozoitos y eritroci 
tos· en suspensión, co= 
locadas en lámina para 
observación en micros­
copio de luz 

Trofozoitos y eritroci 
tos en suspensión, co= 
locadas en lámina para 
observación en micros­
copio de luz 

RESULTADOS 

La movilidad y actividad 
de superficie leucocita-
ria disminuyó gradualme~ 
te por la toxicidad de 
E, histolytica 

El trofozoito móvil cau-
sa la alteración, de na-
turales enzimática 

La capacidad eritrof ági-
ca es extraordinaria, 
sin modificar otras fun-
ciones celulares 

La eritrof agia es un fe­
nómeno dinámico 

La amiba se desplaza ha­
cia el eritrocito y exhi 
be citopatogenicidad y -
fagocitosis. Los leucoci 
tos sólo atacan cuando -
la amiba está dañada 

REF. 
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29 

36 

32 

33 



HM-2' 

HM-19 

HM-19 

Eva ns 

Eva ns 

HM-2 

Humanos : Linfocitos 
Gl control 
G2 inicial 
G3 enfermo 
G4 curado 

Hamster 

Hamster 

Rata 

Mono 

Conejo 

Cobayo 

Células ais 
ladas de m.;­
cosa de c:le 
go y coloñ 

Células he 
piíticas af;. 
ladas -

BD-VI híga 
do -

CV-1 riñón 

RK-13 ri­
ñón 

Láminas de 
epitelio 
cecal 

5 min, 
3, 12, 
48 hr, 

1, 3. 12, 
48 hr. 

15-30 min. 

15-45 min. 

30, 60, 90 
min. 

Trofozoitos y cllulas 
en suspenSfón, se usa 
la técnica de la exclu 
sión del azul tripano­
Y. el microscopio de 
luz 

Mezcla de ambas pobla­
ciones, se observaron 
en microscopio (C.F.) 

Mezcla de ambas pobla­
ciones, se observaron 
en microscopio (C.F.) 

Inoculación de amibas 
en monocapas celulares; 
se usó microscopio e­
lectrónico para obser­
vación 

Inoculación de amibas 
en monocapas celulares; 
se usó microscopio e­
lectrónico para obser­
vación 

Se agregaron las ami­
bas a las láminas; se 
observaron por micros­
copía electrónica 

Gl y 2 son fagocitados 
por las amibas, G3 con­
tienen factor citotóxico 
que mata trofozoitos. G4 
efecto citotóxico. 1 ho­
ra 33% muerte, 24 horas 
100% muerte, El fenóme­
no es de inmunidad celu­
lar 

Agresión rápida de los 
trofozoitos sobre las cé 
lulas: citolisis y fago= 
citos is 

La acción citopática, de 
sintegración y lisis fue 
en 15 a 20 min, luego 
fueron fagocitadas por 
las amibas 

La fagocitosis ocurre 
con células que tienen 
su membrana intacta; es 
necesario el contacto 

El cambio osmótico pro­
gresivo, lleva al daño 
membranal de las células. 
La acción tóxica de la 
amiba es bloqueada por un 
inhibidor de la fosfoli­
pasa A 

35 

36 

37 

38 

40 

En el proceso citopiítico; 51 
primero entra en contac-
to con la membrana late-
ral de las células y lue 
go fagocita porciones de 
la cllula dañada, Pene-
tran por la región lumi-
nal del epitelio 
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HM2 lMSS 
HM3 lMSS 
E.histolytica 
tipo Laredo 

HK 9 H4 
PN H5 
PN H6 

303 

IP-106-L2 
E.histolytica 

Mono 

Hamster 

Hamster 

Humanos 

Humanos 

Humanos 

Hamster 

MDCK 
Morfología 
y fisiolo­
gía semejan 
te a epite= 
lios simples 

Mono capas 
de células 
de riñón 

CHO células 
de ovario 

Eritrocitos 

Línea celu­
lar epite­
lial intes­
tinal 

P.M.N. 

C. espléni­
cas 

Linfocitos 
C. perito­
nenles 

1 hr. 

2 hr. 

15 min. 

22 hr. 

24 hr, 

Mezcla de las amibas 
con las células, en lá 
mina se midió el paso -
de la luz a través de 
la preparación 

Trofozoitos y células 
en suspensión, se uti­
liza la técnica de la 
exclusión del azul tr,:h 
pano para observar en 
microscopio de luz 

Los trofozoitos se co­
locaron en la monocapa 
celular, pero se les a 
dicionó movimiento ro= 
tacional 

Ambas poblaciones fue­
ron centrifugadas jun­
tas, se les permitió 
tener contacto célula­
célula, se observaron 
por la técnica de ex­
clusión del azul tripa 
no en microscopio de -
luz 

Los trofozoitos en su~ 
pensión se mezclaron 
con las células; técni 
ca de la exclusión del 
azul tripnno; microsc~ 
pio de luz 

El efecto citopático de­
pendió de la cepa E. 
his tolytica empleada. 
llMl 100% daño. HM2 44% 
daño. HM3 19% daño. E. 
histolytica Laredo no 
fue dañina 

41 

La citotoxicidad de la 42 
amiba requiere contacto 
amiba-célula blanco; se 
debe a toxinas liberadas 
al desintegrarse la amiba 

La adherencia de la ami­
ba a la célula blanco, 
requiere de una función 
de microfilamento, tiene 
un receptor específico 
GAlNAC y es requerido pa 
ra lisar células -

43 

La adhesión de E. histo- 44 
lytica a células huéspe-
des, es mediada por una 
lectina en la membrana 
de la amiba 

Es importante el contac- 45 
to, el metabolismo oxida-
tivo no parece ser esen­
cial. >200 PMN/amiba: los 
PMN matan a la amiba me-
nos virulenta, 3000 PMN/ 
amiba: no reduce a la cepa 
virulenta. 100 PMN/amiba: 
HMl destruyó todos 1.os I'MN 

Los trofozoitos de E. his 
tolyticn en cultivo, soñ 
destruidos por linfoci­
tos senslbilizndos y por 
macrófngos 

IB 



+ SF L3 K 562 10 min. Las amibas y ·células Es necesario un contacto 48 
Eritroleuc! blanco se centrifuga- estable entre amibas y 
mia ron juntas y midieron célula blanco para la c! 

lisis por liberación totoxicidad. Hay menos 
de Slcr lisis, cuando las célu-

las están en suspensión 

+ Humanos P.M,N, 3 hr. Incubación de trofozoi Los macrófagos mataron a 49 
Mono citos tos y célula en suspe~ los trofozoitos de E, 
Mononuclea- sión, luego resuspend;!; histolytica a través de 
res dos y mezclados y por un mecanismo dependiente 

Macrófagos medio de la técnica del de contacto e indepen-
azul tripano se oserv~ diente de anticuerpos 
ron al microscopio de 
luz. Indium Oxine 

+ + Ratón Linfocitos 4 hr. Los linfocitos se mar- La actividad citotóxica 47 
de bazo caron con 5lcr y se es dependiente de la ce-

mezclaron con amibas, pa utilizada, de la fase 
se determinó el porce~ de crecimiento y de la 
taje de lisis específ! proporción de amiba por 
ca célula blanco probada 
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zado entre 30 minutos y 4 horas; las co-incubaciones se 

han hecho en suspensión18 •32135139 • 49 o después de ha­

ber centrifugado los tubos a bajas velocidades y por cor 

to tiempo44146, aunque varias descripciones de la fagoc,i 

tosis de células por amibas se hicieron en preparaciones 

selladas con parafina28,29,J3,36, 37 • Las proporciones 

de los elementos incubados con las amibas casi siempre 

son de un gran exceso de células (100:1-2,000:1). De­

pendiendo del objetivo del estudio, los re~ultados se 

examinaron con microscopio de luz (contraste de fase) 28, 

29,3 5,JG,37, microsco'pio electrónico31,32,3 4,4o,so, lib~ 

ración de Cr radioactivo3 9, 41, 4a, o exclusión del azul 

tripánlB,35,42,44,49. 

En sólo dos artículos se incluyó un examen del efeE 

to de la inmunidad en la interacción célula:amiba. Los 

primeros en estudiarlo fueron Guerrero, Ríos y Landa35, 

quienes en 1975 incubaron cultivos monoxénicos de E.his­

tolytica cepa HM-2 con linfocitos obtenidos de sangre p~ 

riférica de cuatro grupos humanos: 

Gl, controles.no amibianos (sanos) 

G2, amibiasis inicial (1-5 días) 

G3, amibiasis establecida (6-30 días) 

G4, amibiasis curada 

Las proporciones de la incubación fueron de 200:1 (linfo­

citos:amiba) y se observaron durante 24 horas con contra~ 
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te de fase y la técnica de exclusi6n del azul tripán. En 

los grupos Gl y G2 los linfocitos fueron fagocitados y 

destruidos por las amibas; en el grupo G3 también hubo 

fagocitosis de linfocitos pero las destruidas fueron las 

amibas, sugiriendo que los linfocitos inmunes tienen un 

factor t6xico para ellas; en cambio, en el grupo G4 no 

hubo fagocitosis y se observ6 que a 1 hora de incubaci6n 

el.33% de las amibas ya habían muerto mientras que a las 

24 horas el 100% de las amibas estaban muertas. Los au­

tores concluyeron que el fen6meno se debe a inmunidad ce 

lular. 

El otro trabajo que explora la influencia de la in­

munidad en la interacci6n célula:amiba es de Ghadirian y 

Meerovitch18 , quienes en 1982 usaron linfocitos, células 

esplénicas y células peritoneales de hamsters normales e 

inmunizados contra E. histolytica cepa IP-106-12¡ las i~ 

cubaciones se hicieron por 24 horas en proporci6n 5:1 

(células:amiba) y por medio de la exclusi6n del azul tri 

pán se demostr6 que las células inmunes destruyen a las 

amibas mientras las células normales son destruidas por 

ellas. 

Ninguno de estos dos trabajos contiene informaci6n 

que permita resolver algunos de los problemas menciona­

dos en la Parte 1 de esta Discusi6n¡ en cambio, los da­

tos son paralelos en general a los descritos en este te-
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sis. Un hecho interesante es que tanto Guerrero et a135 

corno Ghadirian y Meerovitch1B observaron que las células 

provenientes de sujetos curados de amibiasis o de hams­

ters inmunizados no sólo destruyen a las amibas sino que 

además son más resistentes a ellas, lo que también se ºE 
servó en los experimentos realizados con CP de ratas in­

munes pero sólo en la proporción 1:1. Es posible que la 

explicación de esta diferencia sea (aparte de que los au 

tares mencionados sólo usaron una proporción d.e células: 

amibas en sus experimentos) el hecho de que conservaron 

sus incubaciones en suspensión, mientras que en los exp~ 

rimentos con CP de ratas normales, estimuladas inespecí­

ficamente o inmunes las incubaciones se hicieron con mo-

virniento contínuo. Si, como se ha señalado por otros a~ 

tores, el efecto de las células sobre las amibas y vice­

versa depende del contacto directo, es obvio que el mov! 

miento continuo de los tubos con células suspendidas di~ 

minuirá la duración de los contactos por debajo de la d~ 

terminada por la pura suspensión. El número de contac­

tos será mayor mientras mayor sea el número de células 

en suspensión, lo que multiplica las oportunidades de que 

las amibas se encuentren con células y las fagociten y/o 

destruyan, aunque tales células sean más resistentes. 

Salata et a149 encontraron en 1985 que los macrófa­

gos humanos "activados" son capaces de matar amibas in 
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vitre en una proporción significativamente mayor que los 

macrófagos no "activados"; en cambio, en los experimen­

tos con CP de rata, no se observaron diferencias entre 

los elementos obtenidos de animales normales y los esti­

mulados inespecfficamente con adyuvante de Freund. La 

explicación más probable de esta discrepancia es que' ta.!! 

to las CP normales como las estimuladas inespecf f icamen­

te son igualmente "activadas", en vista de que ambas fu~ 

ron obtenidas cuatro dfas después de la inyección de pro 

teosa peptona en la cavidad peritoneal. Como las ratas 

inmunes fueron inyectadas con amibas emulsificadas en a~ 

yuvante de Freund, el uso de un grupo control de anima­

les inyectado sólo con adyuvante de Freund era mandato­

rio, pero no debe sorprender que los datos obtenidos con 

CP de este grupo no difieran de los observados con CP d~ 

rivadas de ratas normales, en vista de que ambas están 

"activadas". 

Parte 3 

Los resultados obtenidos en estos experimentos su­

gieren las siguientes preguntas, que deberán contestarse 

experimentalmente para explorar más a fondo el fenómeno 

descrito: 

1) ¿Cuál es la naturaleza de las CP? 

La caracterización de las CP sólo se ha hecho morf2 
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lógicamente y con el microscopio de luz, tanto en.fresco 

como en frotis fijados y teñidos. Debe hacerse también 

por medio de reacciones histoquímicas específicas para 

macr6fagos (esterasas) y con el microscopio electrónico. 

Para examinar los subtipos de linfocitos presentes en la 

preparaci6n de CP de rata no se cuenta (como sí ocurre 

con el rat6n) con anticuerpos monoclonales. 

2) ¿Qué efecto tiene la incubaci6n de las CP en el 

medio TYI-S-33 sobre su capacidad fagocítica? 

Aunque la incubaci6n de CP por 4 horas a 37°C en una 

atm6sfera con 5% de co2 no tiene ninguna influencia sobre 

su v·iabilidad, no se ha examinado su a.ctividad de fagoc.4:_ 

tosis, que sería una medida de su integridad funcional. 

Este estudio debe hacerse en forma comparativa, con CP 

normales, estimuladas inespecíficamente e inmunes, tanto 

en medio TYI-S-33 como en medio RPM-1, que es el medio 

estándar para CP. 

3) ¿Cuál es la.cinética de la interacci6n CP-amibas 

in vitro en el tiempo? 

Aunque se hicieron unos experimentos incubando 2 hQ 

ras en lugar de 4 y los resultados fueron intermedios e~ 

tre el tiempo O y las 4 horas, debe hacerse una curva 

con varios puntos más (15 y 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 

10, 12, 14 y 24 horas) con las tres proporciones CP: am.4:_ 

bas (1:1, 10:1 y 30:1) para establecer si las 4 horas 
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son el tiempo 6ptimo. Esta curva también permitirá apr~ 

ciar la duraci6n del efecto de ias amibas sobre las cél_!! 

las y de las células sobre las amibas, que probablemente 

sea diferente. 

4) ¿Qué efecto tiene la agitación contínua sobre el 

fenómeno? 

Una de las hip6tesis postulada arriba es que la agi:_ 

taci6n continua disminuye la duración de los contactos 

entre CP y amibas y por lo tanto amplifica el fenómeno, 

permitiendo detectarlo en proporciones muy bajas de CP. 

Esta hip6tesis puede ponerse a prueba haciendo experime_!! 

tos paralelos con y sin agitación, e incluyendo tubos 

con centrifugaci6n, para comparar el efecto de empacar 

CP y amibas. 

5) ¿Cuál es el efecto del medio condicionado de CP 

inmunes sobre la interacción de CP normales con amibas? 

Para explorar si las CP inmunes cuando se ponen en 

contacto con amibas, liberan al medio factores capaces 

de modificar el comportamiento de CP normales o estimul!! 

das inespecíf icamente. 

6) ¿Cuál es la ultraestructura del fen6meno? 

Aunque existen muchos estudios sobre la ultraestru.9_ 

tura de la interacción de amibas con diferentes tipos de 

células, no se ha examinado tal interacción con células 
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inmunes, especialmente en circunstancias en que las ami­

bas no destruyen y fagocitan a las células (1:1). 

7) ¿Cuál es el efecto de inmunizar a las ratas con 

E. histolytica HK-9 o E. invadens y después incubar sus 

CP con amibas HM-1? 

Aunque la especificidad del fenómeno se examinó in­

cubando CP de ratas inmunizadas con E. histolytica cepa 

HM-1, con amibas de la cepa HK-9 y con E. invadens, el 

experimento inverso no se ha hecho y podría revelar alg~ 

na diferencia con el resultado obtenido. 

Desde luego, una de las preguntas más interesantes 

es si las CP normales y estimuladas matan a las amibas 

por el o los mismos mecanismos que las CP inmunes, que 

entonces simplemente estarían amplificados, o si el est~ 

do inmune agrega nuevos mecanismos de agresión a las CP. 

Sin embargo, los mecanismos de agresión de las CP contra 

las amibas apenas si se están empezando a examinar; lo 

único que se sabe hasta ahora es que es necesario el con 

tacto con la amiba, y que hay mecanismos dependientes e 

independientes de oxigeno. 
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