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RESUMEN

Con objeto de examinar el papel de la inmunidad ce-
lular en la amibiasis se establecid un sistema in vitro

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

~tivo ax&nico y c&lulas obtenidas de la cavidad perito-
neal (CP) de la rata. Las CP se enriquecieron en macrd-
fagos por adherencia al vidrio, de modo que contienen
> 90% macr6fagos y < 10% células linfoides. Las amibas
se usaron a las 72 horas de crecimiento. EIl sistema con
siste en la incubacidén de proporciones variables de CP y
amibas (1:1; 10:1; 30:1), midiendo en el tiempo 0 y en
periodos variables pero no mayores de 4 horas los cambios
en los nlimeros totales y en la viabilidad de ambas pobla
ciones celulares por medio de la técnica de exclusidn
del azul tripano. Se estudiaron tres grupos de animales:
normales, estimulados con adyuvante de Freund completo,

e inmunizados con una emulsién de E. histolytica (cepa

HM~-1) en adyuvante de Freund completo. La sensibiliza-
cidén de los animales inmunizados se demostrd por inmuno-~

difusidn de suero contra homogenado de E. histolytica

(cepa HM-1). La magnitud de los cambios introducidos
por la inmunidad en el resultado de la interaccidn CP-E.
histolytica se midid variando las proporciones relativas
de las dos células hasta obtener otra vez los datos de

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



fendmeno se examind usando dos cepas adicionales de ami-
bas que muestran cruce antigénico parcial con HM-1: 1la
cepa HK-9 y E. invadens. Finalmente, la participacidn
de factores séricos en el fendmeno se explord pre-incu-
bando CP normales con suero de ratas inmunes antes de in
cubarlas con amibas. Los resultados indican que: 1) el
modelo de la interaccidén CP-amibas in vitro es reproduci
ble y cuantificable; 2) no hubc diferencias estadistica
mente significativas en el comportamiento de las CP nor-
males o estimuladas inespecificamente; 3) usando CP noxr
males o estimuladas inespecificamente, cuando la propor-
cibn CP-amibas es 1:1 sucumben las CP, pero cuando la
proporcidn se cambia a 30:1 sucumben las amibas; en pro-
porciones intermedias los resultados son igualmente in-
termedios; 4) en cambio, usando CP inmunes en proporcidn
1:1 sucumben las amibas y es necesario cambiar la propor
cién a 1:10 para obtener el mismo resultado que con CP
normales o estimuladas inespecificamente en proporcidn
1:1; 5) el fendmeno sdlo ocurre en forma parcial cuando
las CP inmunes se incuban con HK-9 y no se observa cuan-
do se incuban con E. invadens; 6) el suerc de las ratas
inmunes si modifica el comportamiento de CP de ratas nor

males o estimuladas inespecificamente.



EFECTO DE LA INMUNIDAD CELULAR

EN LA INTERACCION CELULA PERITONEAL-AMIBA IN VITRO

Introduccidn

La enfermedad humana producida por Entamoeba histo-

lytica (amibiasis) es una parasitosis endémica muy fre-
cuente y de distribucidén mundial. Se calcula que afecta
aproximadamente a 400 millones de personas en todo el
mundo, aunque en ciertos paises como la India y México
la proporcién de individuos infectados es mucho mayor

1,2 gn México la tasa de fre-

que en otras localidades
cuencia por 100,000 habitantes (en 1963) fue de 93.2 y
como causa de muerte en sujetos de 15 a 75 afios de edad
alcanzd la misma cifra que todas las demds enfermedades
infecciosas del tubo digestivo juntas3. Actualmente se
calcula que el 27 por ciento de la poblacibén estd infec-
tado por amibas, pero existen estudios en grupos selec-
tos (escuelas, cuarteles) donde la frecuencia ha sido ma

yor del 75 por ciento?.

E. histolytica es un pardsito del grupo de los rizb

podos y del género Entamoeba, que muestra dos formas
principales en su ciclo bioldgico: el quiste y el trofo-
zoito. En la forma gquistica el pardsito mide entre 3.5

y 20 micras de didmetro y muestra de 1 a 8 nficleos, pero



lo frecuente es que sean 4, con cromatina adherida a la
membrana nuclear y un endosoma, mientras en el citoplas-
ma Se observan los caracteristicos cuerpos cromatoides
fusiformes. Cuando el quiste se transforma en trofozoi-
to mide de 10 a 60 micras de didmetro, tiene un solo nfi-
cleo grande con endosoma prominente, la membrana celular
es fina y muestra formacidn activa de seuddpodos, fagoci
tosis de eritrocitos y un halo claro en el tejido que 1o
rodea®. Existen cepas patdgenas y no patdgenas de E.
histolytica que son imposibles de distinguir morfolégica
mente; sin embargo, tal distincién es posible por medio
de la determinacién de patrones enzimdticos conocidos co
mo zimodemos, de los que existen aproximadamente 16 dife
rentes; de ellos, 5 corresponden a cepas patdgenas y el

resto a no patégena56'7-

La transmisién de la amibiasis se hace de hombre a
hombre por contaminacién fecal de aguas potables y de
alimentos, lo que senala a las personas encargadas de la
preparacidn de alimentos como la fuente principal de la
enfermedad. Las dietas ricas en carbohidratos o defi-
cientes en proteinas favorecen la penetracién de la ami-
ba en los tejidos; asimismo la presencia de bacterias
{aunque no sean patégenas) es indispensable para el esta

blecimiento del parésitog.

Debe distinguirse entre dos formas generales de ami



biasis, la invasora y la no invasora. La amibiasis no
invasora ocurre cuando el individuo alberga E, histoly-
tica patfgena en el intestino pero no tiene lesiones ana
témicas en la pared de ese drgano; en otras palabras, la
amiba se comporta como un comensal simbidtico. Este ti-
po de amibiasis es importante por dos razones: en primer
lugar, aunque el individuo asintomédtico no tiene la en-
fermedad, es una fuente de contagio tan activa como el
enfermo; en segundo lugar, en cualquier momento 1la amibié
sis no invasora puede transformarse en invasora y el su-
jeto portador presentar todos los sintomas del padeci-
miento. Los factores que determinan esta transformacién

se desconocen?. La amibiasis invasora puede ser intesti

nal y extraintestinal; la primera afecta principalmente
al intestino grueso y la segunda al higado. La invasién

de otros drganos es muy raral®,

La amibiasis s8lo afecta espontineamente al hombre
y a los reptiles; en estos lltimos el paré@sito es dife-

rente y se conoce como Entamoeba invadens. No existe

infeccidn espontdnea por E. histolytica en ninguna otra

111; ademds, la mayor parte de los animales

especie anima

de laboratorio son resistentes a E. histolytica y s6lo

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-



mente en los tejidos y en grandes cantidades!?s13, ra

inmunodepresidén se logra usando animales recién nacidos,
o administrando esteroides, o bloqueando al sistema fago
citico mononuclear por distintos mé&todos, como la inyec-
cidén intravenosa de silice o de un anticuerpo anti-macrd

fagol4'17.

Las amibas se cultivan ax@nicamente come tro
fozoitos y en esa forma es como se inyectan, sea en el
intestino o en el higado. Aunque de csta manera se lo-
gran producir lesiones agudas, no existe en la actualidad
ningdn modelo experimental aceptable de amibiasis, no sd
lo por la resistencia natural ya mencionada al pardsito
sino porque se desconocen las condiciones que determinan
la transformacibn del trofozoito en quiste. El modelo
experimental deberfa cumplir con un minimo de tres condi
ciones para ser aceptable: 1) la enfermedad debe ser ad
quirida por la ingestibn de quistes de una cepa patdgena

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

de "portador sano", o sea que el animal albergue al pard
sito en el intestino y elimine quistes sin mostrar sinto
mas de la enfermedad; 3} al ocurrir la enfermedad, ésta

debe tener lesiones intestinales y extraintestinales.

Existen varios estudios en gque se ha logrado produ-

cir lesiones experimentales por medio de amibas en anima

les de laboratorio con resistencia natural al pardsito,

cuando se interfiere con las funciones del sistema fago-



citico mononucleari® 17, También se ha demostrado por
medio de incubaciones in vitro gque aunque las amibas cul
tivadas axénicamente son capaces de destruir a diferen-
tes tipos de cé&lulas, los macréfagos también les produ-
cen dafio a las amibas y este fenfmeno es mis aparente
cuando las cé&lulas provienen de un animal previamente in

munizado con antigenos amibianosl8,

En vista de la participacidn del sistema fagocitico
mononuclear en la resistencia natural a muchas infeccio-
nes, asi como sus varias funciones en distintos aspectos
de la respuesta inmune (presentacidn de antigenos, secre
cidn de interleukinas y otros factores, célula efecto-
ra)19, se decidi6 estudiar su participacidn en la resis-
tencia natural a la amibiasis. El primer paso en ese es
tudio es el objetivo de esta tesis, que consiste en exa-

minar cuantitativamente la interaccidn in vitro de una

cepa patdgena de E. histolytica con macr&fagos provenien

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-



les. Se distribuyeron en tres grupos, cada uno de 12 ra

tas.

Esquema de Inmunizacidn

Cada rata del grupo 1 recibid 0.3 ml del antigeno
amibiano, emulsificado en un volumen igual de adyuvante
de Freund completo, distribuidos en cuatro sitios intra-
musculares distintos. A los 15 y 22 dias de la primera
inmunizacién los animales fueron inyectados de igual ma-
nera pero sin el adyuvante de Freund, y a los 29 dias re
cibieron la misma dosis de antigeno pero por via intrape
ritoneal. Las ratas se sangraron del plexo venoso retro
orbitario siete dias después de la filtima administracidn
del antigeno. El proceso de inmunizacidén se repitid cada

30 dias durante toda la duracidn del estudio.

El grupo 2 de animales recibidé las mismas inyeccio-
nes (excepto la intraperitoneal) de adyuvante de Freund

sin el antigeno de E. histolytica. El grupo 3 sirvid de

control no estimulado.

Obtencibn de Cé&lulas Peritoneales

Para obtener células peritoneales se inyectaron en
esa cavidad 10 ml de proteosa peptona al 5% en suero fi-
sioldgico y cuatro dias después se recuperaron las cé&lu-
las por medio de dos o tres lavados de la cavidad perito

neal, cada uno de 20 ml, de medio TYI—S-33.\ Las células



obtenidas se lavaron dos veces con el mismo medio, cen-
trifugdndolas a 1,500 rpm por 5 min a 4°C, y se enrique-
cieron en macréfagos por medio de adherencia al vidrio,
incubdndolas en cajas de Petri durante 3 horas a 37°C;
al término de este lapso los elementos no adheridos se.
eliminaron por decantacidn y lavado suave con 2 ml de me
dio TYI-S-33 y las c&lulas adherentes se recuperaron ras
pando el fondo de la caja de Petri con un "policia de go
ma". Las c&lulas se contaron en una cdmara de Neubauer
modificada y su viabilidad se determiné por medio de la

t&cnica de exclusidn del azul trip&n.

Demostracidn de la Inmunizacidn

El suero de los animales inmunizados se probd por
doble inmunodifusidén en agar contra el antigeno amibiano,
asi como preparaciones semejantes hechas con amibas de

la cepa HK-9 y con E. invadens.

Técnica de la Co-incubacidn In Vitro

Para co-incubar las amibas con las células perito-~
neales se procedid de la manera siguiente (Fig. 1): las
amibas se desprendieron de las paredes del tubo de culti
vo por medio de un baho de agua con hielo durante 5 min,
seguido por centrifugacidn a 1,500 rpm por 5 min a 4°C,
se suspendieron en 3.0 ml de medio TYI-S-33, se contaron

en una cidmara de Neubauer modificada y su viabilidad se
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determindé por medio de la técnica de exclusidn del azul
tripdn. Se ajustd la concentracifn de amibas a 1 x 106/
ml y se tom6 0.05 ml de la suspensidn, o sea 5 x 104 ami
bas para cada tubo de co-incubacifn. Las células perito
neales se agregaron en tres diferentes nimeros: 5 x 104,
5 x 10° y 1.5 x 10, de manera gue las proporciones de
células peritoneales: amibas.que se co-incubaron en los
distintos experimentos fueron 1:1, 10:1 y 30:1. El volu
men de incubacién se aford a 1.0 ml con el medio TYI-S-
33; todas las co-incubaciones se hicieron por duplicado.
Los tubos se colocaron en un mezclador o "balancin" con
movimiento de 24° y frecuencia de 18 ciclos completos
por minuto y este aparato se incubd a 37°C en una atmbs-

fera con 5% de CO, + 95 de O durante 4 horas.

Cuentas de Amibas y CElulas Peritoneales

Se hicieron cuentas por duplicado de cada tubo eh
el tiempo 0 y al término de la co-incubacidén, de modo de
tener nfimeros totales de células peritcneales y amibas y
proporcidn de elementos vivos y muertos de cada uno de los
dos elementos. Ademis se calculd el nGmero de células
peritoneales y de amibas que desaparecieron durante la
co~incubacidn y esta cifra se sumS a los muertos respec-
fivos. El total resultante de muertos + desaparecidos
se consider6 para cada elemento como el efecto de su in-

teraccibén con el otro.



Especificidad del Efecto de C&lulas Peritoneales de Ratas

Inmunes Sobre Amibas

Para explorar la especificidad del efecto de las cé
lulas peritoneales provenientes de ratas inmunizadas con
antigeno amibiano, sobre las amibas vivas, se hicieron
co-incubaciones semejantes a las descritas pero usando
amibas de la cepa HK-9 y E. invadens: con estas filtimas

las co-incubaciones se hicieron a temperatura ambiente.

Efecto del Suero de Rata Inmune Sobre la Accidn de C&lu-

las Peritoneales Obtenidas de Rata Normal Contra E. his-

tolytica

Para probar si el suerc de rata inmunizada con anti-
geno amibiano era capaz de modificar el efecto de c&lulas
peritoneales obtenidas de ratas normales se preincubaron
las c&lulas 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 procedid a co-incubarlas con las amibas como se descri

bid arriba.

Técnica para Determinar Viabilidad por Exclusidn de Azul

Tripan
La solucién de azul tripén se prepard fresca mez-
clando cuatro partes de azul tripdn al 0.2% en agua des-

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

Para determinar la viabilidad de cé&lulas peritoneales y



de amibas se agregaron dos gotas de la seolucidn de azul
tripdn al contenido del tubo de coincubacién e inmediata
mente se tomd una alicuota para contar en una camara de
Neubauer modificada; las cé&lulas con el citoplasma tefii-

do de azul se consideraron muertas.

Pérmulas aplicadas para obtener el dato real de las bobla-

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]}.

Andlisis Estadistico de los Resultados

Los resultados se analizaron estadisticamente por
medio de la prueba de t de Student, marcando el nivel de
0.01 como significativo. Las grdficas se trazaron por
medio de una microcomputadora Apple Ile y el programa

BIOSOFT de Elsevier.

RESULTADOS

Los resultados que se presentan a continuacidén son
los promedios de 11 animales del grupo 1, 9 animales del

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



Tabla 1

EFECTO DE LA INCUBACION DE CELULAS PERITONEALES

EN MEDIO DE CULTIVO TYI-S33 POR 4 HORAS

NGmero total Tiempo 0 Tiempo 4 horas
(%) { %)
Vivas Muertas vivas Muertas
5 x 104 82 18 82 18
5 X 10% 95 5 94 6

1.5 x 108 90 10 90 10




ficar su presentacidn los datos se muestran en tablas,
donde solamente se anotan los valores promedic, y en his
togramas, que incluyen las desviaciones esténdar calcula

das para los promedios.

11

Efecto del Medio TYI-S-33 Sobre las C&lulas Perito-

neales

Con objeto de determinar el efecto del medic de cul
tivo para amibas en las c&lulas peritoneales se incuba-
ron por duplicado cada una de las tres cantidades de cé-
‘lulas utilizadas en los distintos experimentos, en las
condiciones de agitacifn e incubacién 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 0 no se modificaron de ma-
nera significativa al término de 4 horas de incubacidn

{Tabla 1).

Efecto de la Co-incubacién de C&lulas Peritoneales

y Amibas Sobre las C&lulas Peritoneales

Los resultados de la viabilidad de las células peri
toneales al final de 4 horas de co-incubacidn con amibas
se muestran en la Tabla 2. Es aparente que el porciento
de células peritoneales vivas varia muy poco, a pesar de
que el nfimero inicial de estos elementos oscild entre 5

x 104 y 1.5 x 108, También puede apreciarse que la



Tabla 2

PORCIENTQ DE CELUIAS PERITONEALES VIVAS

Proporcidn Inmune Adyuvante Control
1:1 75 55 53
10:1 53 58 62
30:1 57 €4 72

El porciento de cé&lulas peritoneales vivas al
término de las 4 horas de incubacién varia
muy poco y es independiente del nGmero inicial
y de su estado inmune.
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Tabla 3

PORCIENTO DE CELULAS PERITONEALES

MUERTAS + DESAPARECIDAS

Proporcién  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 al término de las 4 horas de

incubacién varia muy poco y es independiente
del ntmero inicial y de su estado inmune.
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Tabla 4

NUMERO TOTAL DE CELULAS PERITONEALES

DESAPARECIDAS
Nmero inicial Control Adyuvante Inmune
50,000 5,000 0 5,000
500,000 100,000 135,000 100,000
1,500,000 395,000 325,000 325,000

El nfimero total de c&lulas peritoneales desapare
cidas al t&rmino de las 4 horas de incubacidn de
pende del nimero inicial pero es independiente
del estado inmune.



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 antigenos amibianos., Los finicos promedios que pare-
cen apartarse un poco de los demds son el de proporcidn
30:1 de células peritoneales normales contra amibas y el
de proporcién 1l:1 de los mismos elementos; sin embargo,

el andlisis estadfstico mostrd éue tales diferencias no
son significativas (Fig. 2). Por lo tanto, puede con-

cluirse que ni el nfimero inicial {en un rango gque va de
1 a 30) ni el estado inmune o estimulado de las cé&lulas
peritoneales influyen en el porciento de viabilidad ob-
servado al término de 4 horas de co-incubacidén con ami-

bas, que en promedio oscild entre 58 y 66.

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 macrdfagos y a los tres grupos de ratas examinados
no muestran diferencias significativas, con la ﬁnica po-
sible excepcidn de células peritoneales obtenidas de ani
males del grupo 1 (inmunizados con antigeno amibiano} en
proporcidn 1:1 con amibas. Sin embargo, otra vez el and
lisis estadistico reveld que no existen diferencias sig-

nificativas entre los nueve promedios (Fig. 3).

Cuando se consideran los niimeros totales de cé&lulas



peritoneales desaparecidas al término de 4 horas de co-
incubacidn con amibas {Tabla 4), los datos sugieren gque
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}.

En resumen, ni el nlGmero ni el estado inmune o esti
mulado de las células peritoneales co-incubadas con el
mismo nfimero de amibas patdgenas, en las condiciones ex-

perimentales descritas en Material y Métodos, parecen in

fluir en el porciento de viabilidad o de destruccidn ce-
lular observado al cabo de 4 horas de co-incubacidén con
amibas patégenas. El {inico pardmetro que genera diferen
cias cuantitativas estadisticamente significativas en es
te contexto es el nlimero inicial de células peritoneales,
cuando se compara con el nfimero terminal de las mismas
células. En cambio, llama la atencidén que las amibas no
parecen distinguir entre cé&lulas peritoneales cbtenidas

de ratas inmunes, estimuladas o normales.

Efecto de la Co-incubacién de Células Peritoneales

y Amibas Sobre las Amibas

Los datos cuantitativos sobre la viabilidad de las
amibas al término de 4 horas de co-incubacidn 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

Proporcidn 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 incubacién depende directa-
mente del niimero 'inicial de células peri-
toneales y de su estado inmune.
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. Tabla 6

PORCIENTQ DE AMIBAS MUERTAS + DESAPARECIDAS

Proporcién 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 incubacidn
depende solamente del niimero inicial de cé-
lulas peritoneales en las proporciones 1l:1 Y
10:1 con elementos no inmunes o estimulados
inespecificamente. ‘En canbio, con células
inmunes no depende del niimero inicial, es
mayor gue en los otros dos grupos y se man-
tiene constante.
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Tabla 7

NUMERO TOTAL DE AMIBAS DESAPARECIDAS

Proporcidn Control Adyuvante Inmune
1:1 5,000 10,000 5,000
10:1 5,000 10,000 0
30:1 5,000 5,000 10,000

El nfimero total de amibas desaparecidas va-
rid muy poco y fue independiente del nfiimero
inicial de cé&lulas peritoneales y de su es-
tado inmune.
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Tabla 8

ESPECIFICIDAD DEL FENOMENO

f

Proporcidén 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 incubacifn depende de la cepa de amiba
usada: para HM-1 desde la proporcién 1:1 depende
del estado inmune; para HK~9 desde la proporcidn
10:1 depende del estado inmune, y &ste no influ-
ye para E. invadens.



El total de amibas desaparecidas al t&rmino de 4 ho~

ras de co-incubacidn con cé&lulas peritoneales {Tabla 7}
varidé muy poco (entre 0 y 5,000, o sea el 10 porciento)
y fue independiente del nfimero inicial de c&lulas perito
neales y del estado inmune del animal de donde provenian

(Fig., 7).

Efecto de la Naturaleza de la Cepa de Amibas en la

Co~incubacidn con C8lulas 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 gque sirvid para inmunizarlas
{HM-1}, el experimento se repitis usando ahora otras dos

cepas diferentes de amibas, una también de E, histolvytica,

la HK-9, y otra de especie distinta, E. invadens. E1l por
ciento de viabilidad de las amibas de las tres cepas al
término de las 4 horas de incubacidn depende de la natu-
raleza de la cepa de amiba usada: cuando se trata de

HM-1 depende gdel estado inmune de las células peritonea-~
les desde la proporcidén 1:1, para la cepa HK~9 también
depende del estado inmune de las c&lulas peritoneales pe
ro s8lo a partir de la concentracidn 10:1, y en el casc
de E. invadens el resultado es independiente del estado

inmune de las células peritoneales (Tabla 8).



Tabla 9

EFECTO DE LA PREINCUBACION DE CELULAS PERITONEALES

DE_RATA NO INMUNE CON SUERQO DE RATA INMUNE

EN LA INCUBACION CON AMIBAS HM-1

EN PROPORCION 30:1

Tiempo @ Tiempo 4 horas
{ %) (%)
Vivas Muertas Vivas Muertas
Célglas 92 8 80 20
peritoneales
Amibas 84 16 25 75




Efecto del Tratamiento Previo con Suero Inmune de

las Células Peritoneales en la Co-incubacidn con

Amibas

Para examinar el efecto del suero inmune en el com-
portamiento de células peritoneales obtenidas de anima-
les normales o estimulados inespecificamente, después de
haber sido enriquecidas en macrdfagos por adherencia al
vidrio, las cé&lulas mencionadas se preincubaron durante
1 hora a 37°C con una mezcla de sueros de ratas inmuniza

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

demostrado la presencia de anticuerpos inmunoprecipitan-
tes contra los antigenos de esa misma cepa. Al t&rmino
de esa hora se lavaron las c&lulas peritoneales y se co-
incubaron con amibas en las proporciones y condiciones
ya mencicnadas. Los resultados de este experimento apa-~
recen en la Tabla 9, donde puede verse que la pre-incuba
cibn de c&lulas peritoneales obtenidas de ratas normales

o estimuladas con adyuvante de Freund con suero de rata

16

inmune si influye en su comportamiento frente a las ami-

bas de cepa HM-1,

Prueba de Inmunizacifn de las Ratas Inyectadas con

Antfgenos Amibianos

Los sueros de los animales inmunizados con amibas
de la cepa HM-1 se probaron por doble inmunodifusién en

agar; los 12 animales revelaron una o dos bandas de pre-—



Figura 8




cipitacidn con identidad. El suero de una rata inmuniza
da también se probS contra antfgenos de HM-1, de HK~9 y
de E. invadens. Se observaron dos bandas de precipita-
¢ifén contra HM-1, una sola banda contra HK~9 y una banda

contra E. invadens (Fig. B).

DISCUSION

Esta Discusidn consta de tres partes: en la prime-
ra se comentan los resultados y se ofrecen distintas hi-
pStesis para explicarlos, en la segunda se comparan con
otros datos relevantes de la literatura, y en la tercera
se sefialan algunog experimentos que podrian contribuir a

resolver varias de las preguntas surgidas de esta tesis.

Parte 1

Resumen de los Resultados

Los datos anteriores pueden resumirse seflalando que
las células peritoneales obtenidas de ratas previamente

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

y enrigquecidas en macrbfagos por adherencia al vidrio,
poseen en forma estadisticamente significativa mayor ca-
pacidad para matar amibas cuando se co-incuban in vitro
"con ellas, en comparacién con células peritoneales pro~
venientes de ratas normales o estimuladas inespecffica-
mente, Tal aumento en capacidad amebicida es indepen-~

diente del nfimero de células peritoneales agregadas,

17



muestra cierta especificidad y si parece depender de com

ponentes séricos.

Naturaleza de la Poblacién de Cé&lulas Peritoneales

La poblacidén de células peritoneales obtenida con

el procedimiento descrito en Material y Métodos consiste

de > 90 por ciento de macrdfagos. Con el microscopio de
luz estas células miden de 20 a 50 u de didmetro, mues-
tran citoplasma abundante con ondulaciones en la membra-
na plasmitica, numerosas vacuolas y otros organelos, es-
pecialmente lisosomas, mayor concentracidn de varias hi-
drolasas y aumento en su capacidad fagocitica; en otras
palabras, se trata de macr6fagos "activados" (20-22). El
resto de las cé&lulas presentes estd constituido por ele-
mentos mi&s pequefios, redondeados y con escaso citoplasma,
que generalmente se identifican como linfocitos. Sin em
bargo, cuando la poblacifn de c&lulas peritoneales se .
examina histoquimicamente o por microscopia electrdnica
resulta que entre los elementos mis pequenhos también hay
macr6fagos, mientras que algunas de las células mayores
son claramente de estirpe linfoide. Por lo tanto, aunque
se trata de una poblacidn celular enriquecida en macr&fa
gos, es realmente heterogénea y contiene una proporcién

< del 10 por ciento de elementos linfoides.

La comparacidn de las células peritoneales obteni-

das de cada uno de los tres grupos de animales usados en



3. La diferencia en la resistencia de las células
peritoneales inmunes a la destruccidn por amibas,
en comparacidn con cé&lulas normales o estimula-
das inespecificamente, sbdlo es estadisticaﬁente
significativa en la proporcidn 1:1; cuando se au
menta el nfimero de cé&lulas peritoneales a 10:1 y

a 30:1 esa diferencia desaparece.

otra forma de inmunidad celular es la mediada por
anticuerpozs; el mecanismo postulado es que el anticuer=-
po se fija al elemento portador del antigeno y sirve de
marcador, ya que es reconocido por las células efectoras
(células K, gue poseen receptores de Fec); sin embargo,
tal mecanismo puede excluirse en experimentos in vitro,
como los incluidos en esta tesis, en los que no se usd
suero de rata. Otra variedad de este tipo de inmunidad
celular es la mediada por anticuerpos citofilicos, que se
fijan por el fragmento Fc a los receptores especificos
que poseen los macrb6fagos para ese fragmento de la IgG,
confiriéndole a esas células especificidad en su capaci-

dad destructiva26'27.

En un experimento se intentd 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 positive. De todos

modos, la interpretacién del fendmeno como debido a inmu

nidad celular mediada por anticuerpos no explica la fal-



' ta de aumento en el nfimero de amibas muertas + desapare-
cidas al incrementar la proporcifén de c&lulas peritonea-

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

Mecanismo de Destruccién de las Amibas por las Cé&lu

las Peritoneales

Aungque en esta tesis no se exploraron los posibles
mecanismos de destruccidn de las amibas por las células

peritoneales, es posible seflalar tres puntos de interés:

1) En primer lugar, las células peritoneales norma-
les y las estimuladas inespecificamente también destru-
yen amibas, aunque en proporcidn menor que las inmunes;
por lo tanto, hay dos posibilidades para explicar el au-~
mento en la capacidad amebicida de las c&lulas inmunes:
o se trata del mismo mecanismo que poseen las cé&lulas no
inmunizadas, incrementado s6lo cuantitativamente, o la
inmunidad agrega un mecanismo nuevo y diferente de des-
truir amibas, Esta segunda posibilidad quizd contribuye
ra a explicar uno de los resultados mids interesantes de
estos experimentos, que es la falta de relacibn entre el
aumento en el nlmero de c&lulas peritoneales inmunes y
su accidn amebicida, relacién que si se observé con célu

las peritoneales normales y estimuladas inespecificamente.

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 s6lo 2 horas



de incubacién, que arrojaron cifras intermedias de des~
truccidn de amibas entre el tiempo 0 y las 4 horas de in

cubacibn.

3) En tercer lugar, el mecanismo de destruccidn de
amibas por células peritoneales no incluye a la fagocito
sis, por simples razones de tamano, aunque no puede-ex-
cluirse gque una vez muertas las amibas puedan ser fagoci
tadas en fragmentos por los macrbfagos. Esta considera-
cién se apoya en el hecho de gque las amibas desapareci-
das siempre fueron una proporcidn mucho menor que las cg@

lulas peritoneales desaparecidas.

¢Existen Dos Poblaciones Diferentes de Amibas?

Una posible explicacién al hecho de que el nfimero
total de amibas destruidas por células peritoneales inmu
nes al cabo de 4 horas de co-incubacifn sea independien-
te de la proporcién de cé&lulas agregadas (1:1, 10:1 &
30:1) y siempre el mismo (con variaciones no significati
vas estadisticamente) pudiera ser que existan dos pobla-
ciones diferentes de amibas: las susceptibles al mecanis
mo inmune de destruccidn y las no susceptibles a tal me-
canismo. 8Si esto fuera cierto, bastaria con postular
que las amibas destruidas en la co-incubacibn con célu-
las inmunes en la proporcidn 1:1 son todas las suscepti-
bles (o sea que el efecto es el méximo posible), para ex

plicar satisfactoriamente que al aumentar el nimero de



células inmunes ya no se incremente el nlimero de amibas

destruidas.

Accibn de las Amibas Sobre las C&lulas Peritoneales

La capacidad de las amibas para destruir células pe
ritoneales es formidable y puede apreciarse cuando se
consideran los nlimeros totales de cé&lulas desaparecidas
al té&rmino de la co~-incubacidn de 4 horas con amibas:
cuando se agregaron 50,000 c&lulas peritoneales a 50,000
amibas, la destruccidn no pas6é del 10 por ciento, o sea
que desaparecieron entre 0 y 5,000 c&lulas; 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 niimero de cé&lulas
agregadas fue de 1,500,000 desaparecieron entre el 25 y
el 30 por ciento, o sea entre 325,000 y 390,000 c&lulas,
por lo que cada amiba debe haber destruido entre 6 y 7

células.

El examen en fresco de las amibas y las cé&lulas pe-
ritoneales al término de las 4 horas de co-incubacifn,
asi como de los frotis fijados y teflidos de las mismas

‘muestras, mostrd con mucha frecuencia amibas viables con
4 o mds nficleos de cé&lulas peritoneales en el citoplasma;
la cuenta mdxima fue de 11 nlcleos, pero estas observa-

ciones no fueron sistemdticas sino ocasionales. De to-



dos modos, permiten sugerir que, en abierto contraste
con la accidén de los macrSfagos sobre las amibas, donde
la fagocitosis no parece contribuir en forma preponderan
te, al considerar el mecanismo de la accién de las ami-
bas sobre los macrdfagos la fagocitosis deberd desempe-
flar un papel central aunque desde luego no el finico; en
vista de que tambié&n se observaron cé&lulas peritoneales

muertas y no fagocitadas.

Otro resultado que también llama la atencifn es gque
las amibas destruyeron los mismos nlmeros de células pe-
ritoneales, independientemente de que provenieran de ani
males normales, estimulados inespecificamente, o inmuni-
zados, excepto cuando se co-incubaron c&lulas inmunes y
amibas en proporcién 1l:1, en que el nfimerc de c&lulas pe
ritoneales vivas fue significativamente mayor desde un
punto de vista estadistico que el nlimero de cé&lulas nor-
males o estimuladas inespecificamente que sobrevivieron
cuando se incubaron con amibas en la misma proporcidn 1:1.
La explicacidén de este hecho no es f&cil, pero puede su-
gerirse que es el resultado de tres factores actuando en
forma simulténea: 1) las acciones mutuamente nocivas
ejercidas por amibas y c&lulas peritoneales se ejecutan
‘sélo cuando ambos elementos se ponen en contacte; 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 c&lula pe-~



ritoneal inmune se encuentre con una amiba no susceptible
irdn en aumento! comoc consecuencia de la merma inicial
de las amibas susceptibles; 3) en proporciones de co-in
cubacién de 1:1, el nimero de encuentros entre cé&lulas
peritoneales y amibas debe ser mucho menor gque en propor
ciones 10:1 y 30:1, por lo gque podria esperarse gue-al
final hubiera un niimero mayor de c&lulas peritoneales vi
vas; en cambio, con la disminucidn progresiva de amibas
susceptibles y el consecuente aumento en la probabilidad
del encuentro de células peritoneales inmunes con amibas
no susceptibles, el resultado final deberia tender a
igualarse con los datos de la co-incubacién de células
peritoneales normales o estimulaaas inegpecificamente en
proporciones 10:1 y 30:1. Esto fue precisamente lo gque

se observé.

Parte 2

Estudios de la Interaccidn In-Vitro de E. Histolyti

ca con Diferentes Células de Mamiferos

La Tabla 10 es un resumen ordenado cronoldgicamente
de los principales estudios publicados hasta la fecha en
la literatura internacional sobre la interaccién de dife

-rentes cepas de E. histolytica sobre distintos tipos de
28-50

células de mamiferos

Los objetivos de estos estudios han sido diferentes:



mientras unos autores han descrito la morfologfa de la in

teraccidn, incluyendo la fagocitosis de las c&lulas por

29-38,40,50

las amibas . otros han examinado los mecanis-

mos del dafo producido por las amibas en las células, in

cluyendo adherencia y muerte32:41~49 1o tipos de c&lu-

las utilizadas han sido variables: eritrocitos30'32742,

28,29,33,46’ i8,

leucocitos polimorfonucleares linfocitos

35,47 49 18

, monocitos®’, c&lulas peritoneales*®, células de
rifidn (RK~1334'4°; MDCK41’45'50), células hepdticas
(Chang)37'39, c8lulas oviricas (CHO)44, c8lulas epitelia

les intestinales36, y otras38'43.

También las especies
animales de donde se han obtenido estas cé&lulas han sido
nunerosas: humana, carnero, conejo, pollo, cobayo, rata,
mono, hamster, rana, tortuga, paloma, galleo, 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,

#M-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 mayoria de los auto

res han hecho las incubaciones con cultivos ax&nicos de
amibas; s8lo hay cuatro publicaciones gue sefialan haber

usado cultivos monoxénicos35'36'42'48.

Las condiciones de incubacifn han sido también varia

bles: los tiempos han oscilado desde 1 minuto hasta 72

28,30

horas ; pero un buen nlimero de trabajos se han reali



Tabla 10

INTERACCION IN-VITRO DE E. HISTOLYTICA CON DIFERENTES

CELULAS DE MAMIFEROS

CEPAS USADAS CELULAS TECNICA DE ESTUDIO RESULTADOS REF.
Tiempo de
HMl  HK9 Otras Especie Tipo {ncubacidn
E.histolytica: Humanos Leucocltos 1 min. Mezcla de leucocitos y  La movilidad y actividad 28
SF y Moore Carnero amibas, se observaron de superficile leucocita-
E. coli Conejo con microscopio de con  ria disminuyd gradualmen
Acantamoeba sp. Cobayo tragte de fase te por la toxicidad de
Pollo E. histolytica
SLV Humanos P.M.N. 2 hr. Se agregan trofozoitos El trofozolto mdvil cau- 29
E.moshkovski a los leucocitos, se sa la alteracidn, de na-
observaron con micros~  turales enzimdtica
copio de luz
+ Humanos Eritrocitos 6, 12, 24, Trofozoitos y eritrocli La capacldad eritrofdgi- 36
48, 72 hr. tos en suspension, co- ca es extraordinaria,
locados en ldmina para  sin modificar otras fun-
observacidn en micros~ ciones celulares
coplo de luz
+ Humanos Eritrocitos 5 min. Trofozoitos y eritroci La eritrofagia es un fe- 32
tos en suspensidn, co- ndmeno dindmico
locados en lamina para
observacifn en micros-
copio de luz
HM-2 IMSS Rana Leucocitos 30 min. Trofozoitos y eritroci La amiba se desplaza ha- 33
Gato a 4 hr. tos en suspensién, co- cia el eritrocito y exhi
Tortuga locados en limina para be citopatogenicidad y
Gallo observacidn en micros-  fagocitosis. Los leucoci
Paloma copio de luz tos s6lo atacan cuando
Perro la amiba estd dafiada
Conejo
Mono

Cobayo



HM~2'

HM-19

HM-19

Evans

Evans

HM=-2

e — i e

Humanos
Gl control
G2 inicial
G3 enfermo
G4 curado

Hamster

Hamster

Rata

Mono

Conejo

Cobayo

Linfocitos

Células als
ladas de mu
cosa de cie
go y colon

Células he
paticas ais
ladas

BD-VI higa
do
CV-1 rifién

RK-13 ri-
fién

Ldminas de
epiteldio
cecal

5 min,
3, 12,
48 hr,

1, 3, 12,
48 hr.

15-30 min.

15-45 min.

30, 60, 90
min,

Trofozoitos y cé€lulas
en suspensidn, se usa
la técnica de la exclu
sidn del azul tripano
y. el microscopio de
luz

Mezcla de ambas pobla-—
cilones, se observaron
en microscopio (C.F.)

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

Inoculacidn de amibas
en monocapas celulares;
se usd microscopio e~
lectrdnico para obser-—
vacion

Inoculacién de amibas
en monocapas celulares;
se usd microscoplo e-
lectrdnico para obser-
vacién

Se agregaron las ami-
bas a las ldminas; se
observaron por micros-
copia electrénica

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

Agresion rdpida de los
trofozoitos sobre las cé
lulas: citolisis y fago-
citosis

La accidn citopitica, de
sintegracidon y lisis fue
en 15 a 20 min, luego
fueron fagocitadas por
las amibas

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

El cambio osmdtico pro-
gresivo, lleva al dafio
membranal de las células.
La accidn toxlca de la
amiba es bloqueada por un
inhibidor de la fosfoli-
pasa A

En el proceso ciltopdtico;
primero entra en contac-
to con la membrana late-
ral de las células y lue
go fagocita porciones de
la célula daifiada, Pene-
tran por la regidn lumi-
nal del epitelio
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HM2 IMSS

HM3 IMSS
E.histolytica
tipo Laredo

HK9 H4
PN H5
PN H6

303

IpP-106-L2
E.histolytica

Mono

Hamster

Hamster

Humanos

Humanos

Humanos

Hamster

MDCK 1 hr.
Morfologia

y fisiolo-

gia semejan

te a epite-

lios simples

Monocapas
de células
de rifién

CHO células 2 hr,
de ovario

Eritrocitos

Linea celu- 15 min.
lar epite-—

lial intes~-

tinal

P.M.N. 22 hr.

C. espléni- 24 hr,
cas

Linfocitos

C. perito-

neales

Mezcla de las amibas
con las células, en 1d
mina se midié el paso
de la luz a través de
la preparacidn

Trofozoitos y células

en suspensidn, se uti-
liza la técnica de la

exclusién del azul tri
pano para observar en

microscoplo de luz

Los trofozoitos se co-
locaron en la monocapa
celular, pero se les a

diciond movimiento ro-
tacional

Ambas poblaciones fue=-
ron centrifugadas jun-
tas, se les permitid

tener contacto c&lula-
célula, se observaron
por la técnica de ex-
clusidn del azul tripa

no en microscopio de
luz

Los trofozoitos en sus
pensidn se mezclaron
con las células; técni
ca de la exclusidn del
azul tripano; microsco
plo de luz

El efecto citopdtico de-
pendié de la cepa E.
histolytica empleada.
HML 100% dafio. HM2 44%
dafio. HM3 19% dabo. E.
histolytica Laredo no
fue daiiina

La citotoxicidad de la
amiba requiere contacto
amiba-c&lula blanco; se
debe a toxinas liberadas
al desintegrarse la amiba

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

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

Es importante el contac-
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 lacepa

virulenta., 100 PMN/amiba:
HM1 destruyé todos los PMN

Los trofozoltos de E.hig
tolytica en cultivo, son
destruldos por linfoci-

tos sensibilizados y por
macrSfagos

41

42

43

b4

45




+

SF L3

Rumanos

Raton

K 562
Eritroleuce
mia

P.M.N.
Monocitos
Mononuclea-
res
Macréfagos

Linfocitos
de bazo

10 min.

3 hr.

4 hr.

Las amibas y c&lulas
blanco se centrifuga-
ron juntas y midieron
lisis por liberacidn
de Slcr

Incubacidn de trofozol
tos y célula en suspen
sion, luego resuspendi
dos y mezclados y por
medio de la técnica del
azul tripano se oserva
ron al microscopio de
luz. Indium Oxine

Los linfocitos se mar-
caron con -1Cr y se
mezclaron con amibas,
se determind el porcen
taje de lisis especifi
ca

Es necesario un contactoe
estable entre amlbas y
célula blanco para la ci
totoxicidad. Hay menos
1lisis, cuando las célu=-
las estdn en suspensidn

Los macr6fagos mataron a
los trofozoitos de E.
histolytica a través de
un mecanismo dependiente
de contacto e indepen-
diente de anticuerpos

La actividad citotéxica
es dependiente de la ce-
pa utilizada, de la fase
de crecimiento y de la
proporcidn de amiba por
célula blanco probada
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zado entre 30 minutos y 4 horas; las ce-incubaciones se
han hecho en suspensi6n18'32'35'39'49 o después de ha-
ber centrifugado los tubos a bajas velocidades y por cor

to tiemp044'46,

aunque varias descripciones de la fagoci
tosis de c8lulas por amibas se hicieron en preparaciones
selladas con parafina28'29'33'36'37. Las proporcicnes
de los elementos incubados con las amibas casi siempre
son de un gran exceso de c8lulas (100:1-2,000:1). De-
pendiendo del objetivo del estudio, los resultados se
examinaron con microscopio de luz (contraste de fase)za'

29’35'36'37, microscapio electrénicoal'32'34'40'50, libe

39,47,48

racidén de Cr radiocactive , 0 exclusidn del azul

tripanl835,42,44,49

En sOlo dos articulos se incluyd un examen del efec
to de la inmunidad en la interaccibn cé&lula:amiba. Los
primeros en estudiarlo fueron Guerrero, Rios y Landa35,
quienes en 1975 incubaron cultives monox&nicos de E.his-
tolytica cepa HM-2 con linfocitos obtenidos de sangre pe

riférica de cuatro grupos humanos:

G1, controles .no amibianos {sanos)
G2, amibiasis inicial (1-5 dias)
G3, amibiasis establecida (6-30 dias)
G4, amibiasis curada
Las proporcibnes de la incubacidn fueron de 200:1 (linfo-

citos:amiba) y se obserxrvaron durante 24 horas con contras



te de fase y la té&cnica de exclusién del azul trip&n. En
los grupos Gl y G2 los linfocitos fueron fagocitados y
destruidos por las amibas; en el grupo G3 tambié&n 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 cbservd que a 1 hora de incubacitn
el 33% de las amibas ya habian muerto mientras que a las
24 horas el 100% de las amibas estaban muertas. Los au-
tores concluyeron que el fendmeno se debe a inmunidad ce

lular.

El otro trabajo que explora la influencia de la in-
munidad én la interaccidn célula:amiba es de Ghadirian y
Meerovitchle, quienes en 1982 usaron linfocitos, cé&lulas
esplénicas y células peritoneales de hamsters normales e

inmunizados contra E. histolytica cepa IP-106-L2; las in

cubaciones se hicieron por 24 horas en proporcidn 5:1
(c€lulas:amiba) y por medio de la exclusidn del azul tri
pén se demostrd que las c&lulas inmunes destruyen a las
amibas mientras las cé€lulas normales son destruidas por

ellas,

Ninguno de estos dos trabajos contiene informacién
gue permita resolver algunos de los problemas menciona-
dos en la Parte 1 de esta Discusidn; en cambio, los da-

tos son paralelos en general a los descritos en este te-




sis. Un hecho interesante es que tanto Guerrero et 5535
como Ghadirian y Meerovitch!® observaron gque las células
provenientes de sujetos curados de amibiasis o de hams-
ters inmunizados no sBlo destruyen a las amibas sino que
édemés son mas resistentes a ellas, lo que también se ab

servé en los experimentos realizados con CP de ratas in-

munes pero s8lo en la proporcidén 1:1. Es‘posible que la
explicacidn de esta diferencia sea (aparte de que los au
tores mencionados s&lo usarcon una proporcidn de células:
amibas en sus experimentos) el hecho de que conservaron
sus incubaciones en suspensidn, mientras que en los expe
rimentos con CP de ratas normales, estimuladas inespeci-
ficamente o inmunes las incubaciones se hicieron con mo-
vimiento continuo. Si, como se ha sefialado por otros au
tores, el efecto de las cé&lulas sobre las amibas y vice~
versa depende del contacto directo, es obvio que el movi
miento continuo de los tubos con c&lulas suspendidas dis
minuird la duracidn de los contactos por debajo de la de
terminada por la pura suspensidn. El nlimero de contac-
tos serd mayor mieritras mayor sea el niimerc de c&lulas
en suspensidn, lo que multiplica las oportunidades de gue
las amibas se encuentren con c&lulas y las fagociten y/o

destruyan, aungue tales c8lulas sean mds resistentes.

Salata et 3&49 encontraron en 1985 que los macrdfa-

gos humanos "activados" son capaces de matar amibas in



vitro en una proporcibn significativamente mayor que los
macr&fagos 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-
mﬁlados inespecificamente con adyuvante de Freund. La
explicacién mis probable de esta discrepancia es que'tan
to las CP normales como las estimuladas inespecificamen-
te son igualmente "activadas", en vista de que ambas fue
ron obtenidas cuatro dias después de la inyeccidn de pro
teosa peptona en la cavidad peritoneal. Como las ratas
inmunes fueron inyectadas con amibas emulsificadas en ad
yuvante de Freund, el uso de un grupo control de anima-
les inyectado sélo 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 de
rivadas de ratas normales, en vista de que ambas estén

"activadas".

Parte 3

Los resultados obtenidos en estos experimentos su-
gleren las siguientes preguntas, que deber&n contestarse
experimentalmente para explorar mds a fondo el fen®meno

descrito:

1) ¢Cudl es la naturaleza de las CP?

La caracterizacién de las CP sélo se ha hecho morfo



légicamente y con el microscopio de luz, tanto en fresco
como en frotis fijados y tefiidos. Debe hacerse también
por medio de reacciones histoquimicas especificas para
macrbfagos (esterasas) y con el microscopio electrdnico.
Para examinar los subtipos de linfocitos presentes en la
preparacifn de CP de rata no se cuenta {(como si ocurre

con el ratfn) con anticuerpos monoclonales.

2) éQuE efecto tiene la incubacidn de las CP en el

medio TY¥I-5-33 sobre su capacidad fagocitica?

Aungue la incubaciédn de CP por 4 horas a 37°C en una
atmbsfera con 5% de CO2 no tiene ninguna influencia sobre
su viabilidad, no se ha examinado su actividad de fagoci
tosis, que seria una medida de su integridad funcional,
Este estudio debe hacerse en forma comparativa, con CP
normales, estimuladas inespecificamente e inmunes, tanto
en medio TYI-S-33 como en medio RPM-~1, gque es el medio

estfndar para CP.

3) &Cufil es la cindtica de la interaccidn CP-amibas

in vitro en el tiempo?

Aunque se hicieron unos experimentos incubando 2 ho
ras en lugar de 4 y los resultados fueron intermedios en
tre el tiempo 0 y las 4 horas, debe hacerse una curva
con varios puntos més (15 y 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 6, 8,
10, 12, 14 y 24 horas) con las tres proporciones CP: ami

bas (1:1, 10:1 y 30:1) para establecer si las 4 horas



son el tiempo &Sptimo. Esta curva también permitird apre
ciar la duracidn del efecto de las amibas sobre las cé&lu
las y de las c&lulas sobre las amibas, que probablemente

sea diferente.

4) ¢Qué efecto tiene la agitacién continua sobre el

fendmeno?

Una de las hipStesis postulada arriba es gue la agi
tacidn continua disminuye la duracibn de los contactos
entre CP y amibas y por lo tanto amplifica el fendmeno,
permitiendo detectarlo en proporciones muy bajas de CP,
Esta hipStesis puede ponerse a prueba haciendo experimen
tos paralelos con y sin agitacién, e incluyendo tubos
éon centrifugacién, para comparar el efécto de empacar

CP y amibas.

5) ¢Cull es el efecto del medio condicionado de CP

inmunes sobre la interaccidén 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 estimula

das inespecificamente.

6} ¢Cull es la ultraestructura del fendmeno?

Aunque existen muchos estudios sobre la ultraestruc
tura de la interaccién de amibas con diferentes tipos de

c&lulas, no se ha examinado tal interaccifn con células



inmunes, especialmente en circunstancias en que las ami-~

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

7) ¢Cudl es el efecto de inmunizar a las ratas con

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

CP con amibas HM~17?

v

Aungue la especificidad del fenfmeno se examind 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 podria revelar algu

na diferencia con el resultado obtenido.

Desde luego, una de las preguntas mis 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 estarian amplificados, o si el esta
do inmune agrega nuevos mecanismos de agresidn a las cp.
Sin embargo, los mecanismos de agresién de las CP contra
las amibas‘apenas si se estdn empezando a examinar; lo
finico 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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