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RESUMEN. 
ACTIVIDAD MITDGENICA DE DIFERENTES FRACCIONES PROTEICAS DE 
Entamoeba histolytica CEPA HM1-IMSS SOBRE LINFOCITOS DE 
GANGLIOS LINFATICOS MESENTERfCOS 'f flf-\ZO DE RATONES 811Lf.i/c. 

La amibiasis invasora es un problema médico grave a nivel 
mundial; en nuestro pais, las investigaciones epidem1ológ1cas 
han revelado una frecuencia de 5.9 'l. en este padec:im1enta, lo 
cual coloca a Mé::ico entre las paises más afectados del 
mundo. 

E~:iste controversia acerca del desarrollo de la inmunidad 
protectora en humanos, después de una infección am1biana 
invasora. Se ha demostrado la aparición de una reacción de 
hipersensibilidad cutánea contra infecciones amib1anas 
e::perimentales, como un índice de la reacción inmunitaria 
mediada por ce lulas. 1'4unque las r-eacc 1 ones in t raderm i c:as 
hacia antígenos amibianos u::énicos han sido generalmente 
negativos durante la fase inicial dol absceso hepático. La 
ausencia de la inmunidad celular en etapas tempranas de la· 
amibiasis, y su presencia durante las últimas etapas, 
sugieren un estado pasajero anérg ico. 

Se ha reportado que la prueba de proliferación linfocitic:a 
.L!.2. "·i !;ro ha resultado ütil para valorar la respuesta lnmune 
celular en amibiasis. 

Sin embargo, 
con e:: tractos 

cuando se ha intentado valorar esta respuesta 
crudos solubles de t1·0fo=oitos de 

!~ • -;.r•1l ·.·l- 1r . .=' obtenidos de diferentes cepas, en linfocitos 
mur1nos Cba=o> y de humanos· <sangre), se ha encontrado 
estos e::tractos presentan actividad mito<)énica, por lo 

de 
que 

cual 
la no se puede establecer una buena correlación entt·e 

respuesta inmune celular especif ic:a valorada por la prueba 
proliferación linfocitaria utili=ando estos extractos. 

de 

Con respecto a la inmunidad local intestinal 
amibiasis se han reali~ados pocos estLtdias, y por lo 
poco se sabe de los mecanismos inmunes protectivos 
establecen a nivel intestinal. 

Los objetivos del presente trabajo fueron: 

en la 
tanto 

quE::! se 

l. Estandari=ar el micrométodo de Transformación Blastoide 
en linfocitos obtenido~. de ganglios linfáticos mesentéricos 
CGLf"ls) y bazo de ratones BALB/c .. 

II .. Determinar si Ltn filtrado amibiano (FA), un eNtracto 
total <ET> y las fracciones vesicular CP-15), postves1cular 
CS-15) y la fraccion nuclear CFN> de n· .. 1H~r-· :1, ,1··::-; .·•:1•_:;~ 

cepa HMl-IMSS presentan actividad mitagén1ca en linfocitos de 
GLMs y bazo, utilizando el micrométodo de transformación 
blastoide. 

III .. Comparar si el efecto mitogénico es el m1smo para 
linfocitos de GLMs y ba=o. 

Se util i.::aron 8 ratones hembras de 2.5 meses de edad, para 
cada frücción o e::trato amibiano a probar. Las fraCc1ones 

XV 



subcelulares 
trofozo!tos 
TYI-S-33. 

y 
de 

el filtrado amibiano se 
cepa Hl11-IMSS 

obtuvieron 
cultivados 

de 
en 

Los linfocitos aislados de GLMs y de ba::o se cultivaron en 
medio RPMI-1641) suplementado con 5 'l. de sueron fetal bovino 
en placas de microcul t ivo de fondo en "U". Cada una de las 
fracciones o extracto amibiano u probar fueron en cantidades 
de 1 a 100 ug de proteina. cada dosis fue prob .. "!.dil por 
triplicado para cada ratón <24 determinaciones/dosis): los 
cultivos se incubaron por 6 dias a 37° C en una atmosterd 
controlada can 5 X de CO~ ; 18 h antes de finalizar el 
periodo de incubación se agregó 1 uCi dQ 3 H-Tdr en hPMI-164(1 
sin suplementar, al término del periodo de incubacion, las 
células se cosecharon sobre filtros de fibr•a de vid1·10 y la 
radiatividad se determinó en un contador de cente?l leo. 

Se encontró una proliferación linfocitica en los GLMs con 
el FA, que fué proporcional a la concentración; siendo má::ima 
a 10 ug de proteína, con dosis superiores el efecto 
mitogénico disminuyo. 

La respuesta observada en las células de GLMs al FA fué 
diferente de la estimulación proliferativa observada en estas 
células al utilizar concanavalina A (Con AJ en cuanto a su 
cinética proliferativa y dosis de estimulación óptima. 

El ET fué mitogénico para linfocitos de GLMs y ba=n~ 

ti::.o11iendo mayor actividad sobre linfocitos de GLMs. Sin 
embargo el efecto mitogénico se observó solo con una dosis de 
100 u9 de prqteina del extrato total, las fracciones P-15 y 
el FN también tuvieron un efecto mitogenico para ambos tipos 
de linfocitos con dosis de 5(, y 75 ug. La traccc1ón S-15 no 
tuvo efecto estimulatorio ni en linfocitos de GLMs y bazo. 

Se ha sugerido que la actividad mi l;ogén1ca encontrada en 
e}:tratos solubles de r::,.8 i1i";'·1--l,,i:i,-.,_ conduce a un estado de 
inmunosupressión, debido a la actividad inespecifica 
policlonal de linfocitos, que altera el equilibrio celular a 
nivel intestinal. 
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SUMMARY 
Diverse in·,,er·tigators have demostratc~rJ .. ,, rnttogenic ot ameb1c 
e:~tracts on c:1rculating lymphoc:ytes in huma.ns and the soleen 
of mic:e it has been considered as ""-"' mec:han1s1n to evade the 
immunity responde; considering the importance of the lym~haid 
tissue associa.ted to the intest1ne tn a.m1~bia;:;1s, thn 
objec:tive af this wor~~ was to e·~atuate tha n11togen1c 
activity of different a.mebic fractions on lyrnphcc¡-·tes oi 
mesenteric: lymph nades utili=ing the method af blasto1d 
tt•ansformation by the incorporation oi H-Tdr. 
Materials and Methods 
12 week female mice were ut1l1~ed 1n a!l e::per1ments the 
lymphocytes of mesenteric lymoh nodesd v.iere obta1ned 
according to the described method, the following a11·eb1c 
fractions were studied: a1neb1c t1ltrate IFA> obta1ned 
according to the described method. tolal c1.meb1c.: extracc 
amebic CET> and tl1~ P-15, S-15. FN ft~act1or1s ln accur·dance to 
the reported proc:educe and fot" the evaluation of the 
m1togenic act1vity of the different fractions tt1e mlcromethod 
of blastoid tr·ansformation was utilized. 
Resul ts 
Comparison 
fractio"ns on 
mic:e. 

of mitogenic activity of 
lymphocytes from mesenteric: 

different amebic 
lymph and spleer1 of 

Con A <Control positive) 
Ameb l. e F i 1 trate 
P-15 FractJon 
S-15 Fraction 
F-N Fraction 
Total extract CET> 

ug protein/100 ul 
Maximum stimulation 

o 

1 (1 

50 
5(1 

5(1 

1 Qc) 

5 
M. L.N. 
9.:; 

17::. •IS 
541 • 14 

64.58 
675. 69 

Lymphocytes 
Stimulation 
indeN (S. l) 

Spleen 
1 B.:::: 

Not done 
558.32 

:::. 14 
.::6. :e 

:::·19.'36 

c:.p.m of lymphocytes stimulated ~~ith ameb1c fraction 
s. 1 

c:.p.m lymphocytes without stimulus 

IN each e~~periment 8 mi ce were uti 1 i zed and 
was by triplicate. 

ea ch testing 

Results demostrate mitogenic activity ln different amebis 
fractions; we still lack the definition of composition and 
localization of the mi~ogenic prote1ns and to study if such 
activity is shared by the different amebic stains, the 
described methodology wi 11 permi t to e~·aluate in the near 
future the local cellular immunitary responde against this 
parasi te. 
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l. l NTRDDUCC l DN. 

A. ANTECEDENTES DE F1·11:.-1:1,·1•-'·\·.::1 h1•-::~-nl·,···j· :"\._ 

La amibiasis invasora es un problema de salud grave a 
mundial en México, China, la porción Oriental de América 

nivel 
del 
Las 

la 
Sur, en todo el Sureste Asiático y la India .. 
investigaciones epidemiológicas han revelado que 
frecuencia de la amibiasis es de 5.9 1. en nuestro pais. 
Siendo una de las árP.as geograf leas más afectadas por la 
enfermedad (1). 

La amibiasis es la infeccción del homb1·e causada por el 
parásito proto.;::aario intestinal r.,·.1-_-,,,,11Pb bi·~··1ly• 1r 5< <L.. 
h·i•,to1·.,.\:1!·:."\)., Esta especie puede vivir como comensal en la 
luz del intestino gruf::!so <amibiasis luminal>, pero puede 
invadir la mucosa intestinal produciendo disenteria y por 
diseminación sanguinea puede causar lesiones 
extraintestinales, particularmente , en el higado (amibiasis 
e::traintestinal). Es una de las infecciones más frecuentes en 
el hombre, se ha estimado que el 10 '/. de la población mundial 
es afectadada t2, 3>. 

La clasificación taxonómica más actuali;;:ada de la amiba 
fue dada en 1980 por el Comité Sobre Sistemática y Evaluación 
de la Sociedad de Protozoologos y es la siguiente (4,5): 

Subreino 
Phylum 
Subphylum 
Superclase 
Clase 
Subclase 
Orden 
Suborden 
Familia 
Género 
Especie 

Prato::oos 
Sarcomastigophora 
Sarcadina 
Rhizopoda 
Lobosea 
Gymnamoebia 
Amoebida 
Tubul ina 
Entamoebidae 
Entamoeba 
!:...:, h-,o=:-l;nl·-1t:ics~-

Los trofozoitos, o forma activa, miden de 10 a 60 micras 
(um) de diAmetro, su núcleo es excéntrico, que suele 
reconocerse como un anillo granuloso fino en las amibas sin 
teftir. Los quistes miden de 5 a 20 um y, dependiendo de su 
madurez, tienen de 1 a 4 núcleos (6). 

1 



t.- BIDLOGIA CELULAR DEL TROFOZOITO. 

El trofozoito es la forma móvil de.!.:-! n"''·r" ·r.•··~-, es una 
célula dinámica y pleomórfica, cuya forma y motilidad son 
extremadamente sensibles a los cambios fisico-quJmicos. 
La variación local de pH, osmolaridad y 
potencial redo~: pueden alterar la forma y motilidad de la 
célula. El enfriamiento a menos de .37 C resulta en un 
progresivo "retardamiento" de su motilidad, las amibas se 
vuelven esféricas y se separc.\n de la superficie mientras que 
aquel las que forman grumos tienden a disgregarse. 

El cicla vital de este parásito ya se ha caracteri=ado 
completamente y se inicia por la ingestión de quistes 
presentes en alimentos o bebidas, seguida de la 
desenquistación en el intestino delgado <lleon). La !:.L. 
,,t~ro1~·~1·:~ se multiplica por un proceso de división 
binaria, después de algunas divisiones la motilidad de las 
amibas disminuye y los organismos muestran menos pseudópodos, 
se hacen redondas y más pequeffas, con pérdida del material en 
su citoplasma. Este estadio se llama prequiste, y es seguida 
por la secreción de una membrana gruesa y 
dos o tres divisiones adicionales del núcleo, transformandose 
en quiste nuevamente, el citoplasma se divide tantas veces 
como e;:istan núcleos; este estadio sé llama mi=;itaqu1ste. L.3S 
amibas pequenas llegan a la luz intestinal, aumentando de 
tamaNo y se vuelven trofozoftos, completando el ciclo 
biológico <7>. El contenido citoplasmico se divide 
clásicamente en dos porciones; una =ona externa, o 
ec top 1 asma, que es más el ara y que da lugar a los 
pseudópodos, y una zana interna, o andoplasma, granular y con 
muchas vacuolas. El núcleo ocupa apro:.~imadamente una quinta 
parte del volumen celular y aparece como una esfera 
central rodeada de una membrana 
delgada, con cromatina granular dispuesta en masas 
irregulares. La super1"1cie de las amibas <trofozoitos) 
contiene una membrana plasm~tica, con la clasica apariencia 
tri laminar, pero más gruesa que las membranas plasmáticas de 
mamiferlJs (8). 

La actividad dinámica y el pleomortismo de los trofozo1tos 
están basados en una configuración citoplasmátic:a más fácil 
de definir por sus cat•encias que por sus semejanzas, en 
comparación a las células eucarióticas tJpicas. Asf, ~as 
amibas no tienen citoesqueleto estructurado (ni 
microfilamentos y microt~1bulos>; no disponen tampoco de un 



sist~ma membrana! equivalente al complejo de Golgi y al 
ret!c:ulo endoplásmico; no se observan mi tocondr1as en las 
amibas y, finalmente, éstas carecen de un sistema de 
lisosomas primario y secundario <5,6,9). 

En el nivel ultraestructural, el citoesqueleto de células 
eucarióticas está compuesto de tres diferentes componentes 
fibrilc"lres citoplásmicos que están involucrados en el 
movimiento celular y soporte: !)los microfilamentos que estdn 
formados de actina, con un diámetro promedia de 6-8 nm; 2> 
los microtúbulos que contienen tubulina, con un diámetro de 
20-25 nm; 3) y los filamentos intermedios, compuestos de 
v1mentina y citoqueratinas, que tiene Lln grosor de 10 nm. Sin 
embargo se sabe muy poco sobre la organi;:ación 
estructural y características bioquímicas del citoesqueleto 
en F hi:-=:t·r::,j-.·t1c-.oi Aunque los microfilamentos y microtúbulos 
son considerados como los componentes universales de las 
células eucarióticas, no hay una evidencia clara de estas 
estructuras en E_._ ~i-c;f":,¡I··• ir-,_, (9, 10>. 

Ciertos productos amibianos son liberados dentro del 
ambiente extracelular, que daNan al tejido epitelial blanco, 
y enzimas que facilitan la invación de tejidos por el 
parásito. Estas sustancias son canali;:adas por medio de 
compartimientos unidos en la membr·ana a tra~és de la 
superficie celular. 

La membrana plasma.st1ca de ..:::..:.... n1 ... ,, ,,¡,_.! ,1 es de 
apro>:imadamente 10 nm de gro~or y muestra la estructura o 
la apariencia clásica reportada para otras membrana5 
biológicas en cortes perpendiculares. Esta membrana es más 
gruesa que la membrana plasmatica de las células de 
mam!feros, muchas de las cuales miden aproximadamente B nm. 
La membrana plasmática de los trofozoJtos de ~- 111·..::,·n1 .. ·r·•r· 1 
cultivados están rodeada por una cubierta superficial 
demostrable por el uso de reac:tivos citoqutmicos que 
incrementan la densidad electrónica de membranas que 
contienen carbohidratos, como el rojo de rutenio o azul de 
alciano. La cubierta superficial es de interés debido a que 
contiene algunas de las protetnas amibianas reconocidas como 
e>:traNas por el sistema inmunitario del huésped durante el 
estableCimiento de la amibiasis invasiva. Además, la ac:ción 
patogénica de las amibas puede depender del contacto directo 
con las células huésped, y la virulencia de las amibas, puede 
estar relacionada con la composición y propiedades de los 
componentes de la cubierta de superficie (11,12). 
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La cubierta superficial de t_. :1:·-.r;·,~ ·r_:. esta formada 
por filamentos cortos, de 6-10 nm de longitud, uniformemente 
distribuidos sobre la superficie celular. De la misma manera 
puede contener residuos de manosa o glucosa los cuales 
muestran afinidad por lu lectina concanavalina (Con A> con 
una interacción por estos a::úcares <13>. Como resultado de la 
unión con los 11gandos especificas, los componentes de 
la superficie se acumulan sobre el u1~oide y posteriormente 
son eliminados hacia el medio. At'.tn en ausencia de ligandos 
especificas existe un despred1miento continuo de los 
componentes de superficie en trofozoitos de 1.-- !-·t~t.-.r 

con movimiento activo. Este mecanismo de desprendimiento de 
los componentes de superficie puede también ser de interés 
cuando se evaluan los medios de evasión de la respuesta 
inmunitaria { 14). 

Los estudios de microscopia electrónica han mostrado 
variaciones en el grosor de la cubierta superficial de los 
trofozoítos de~· i11·:-.\.nl ''·•'~"dependiendo del origen de las 
amibas. La cubierta superficial ha mostrado ser más 
prominente en las formas invasivas de amibas obtenidads de 
lesiones colónicas y de abscesos hepáticos <15>. De acuerdo a 
Lushbaugh y Miller, la cubierta superficial de amibas 
cultivadas monoxénicamente o de lesiones intestinales son de 
cerca de dos veces más gruesa que las células a::énicas. Se 
han cot•robDrado esta~ observaciones midiendo el g1·oso1· de la 
cubierta superficial de las amibas obtenidas de la cepa HMl­
IMSS cultivadas bajo condiciones a::énicas y mono::énicas (16). 

De los más de 100- monosacáridos diferentes que se 
encuentran en la Naturaleza sólo algunos forman parte de las 
glicoproteinas y de los glucolipidos de la membrana. Los 
principales son la galactosa, la manosa, la fructosa, la 
glucosamina, la glucosa y el ácido siálico. Tanto la 
complejidad de algunos oligosacáridos de las glucoproteínas y 
de los glucolipidos de la membrana plasmática, como su 
posición sobre la superficie celular, sugieren que pueden 
desempenar un papel importante en los procesos de 
reconomiento entre célula y célula. Algunas células tienen 
proteínas de superficie que se unen a ciertos oligosacáridos; 
teóricamente estas lec tinas podrían reconocer otros 
oligosacáricos de la superficie de otras células <17). Muchas 
células eucarióticas contienen ácido siálico (ácido 
neuraminico) como uno de los componentes significativos de su 
cubierta superficial. Este carbohidrato parece estar ausente 
en la superficie de.:::_. h1r.l·nlv+-1r· . .,., ya que el fierro coloidal 
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que se une a pH ba.Jo no se modifica por inct.1bac1ón 
neuraminidasa (18). 

con 

La cubierta superficial de ciertas cepas de~ 1·,,c,¡·,·11 

la 

de baja virulenc1a pueden marcarse con ferritina catión1ca a 
un pH neutro. Est'"1s cepas tienen una carga electrónica global 
negativa en la cubierta superficial, demostrable por 
m1croelectroforesis. Sin embargo, las cepas virulentas de :......· 
·~1·~tni··rt·~~ no tienen esta movilidcld electro1orét1ca a un pH 
neutro y no unen ferr1tina catiónica bajo estas condic1ones. 
Se desconoce las bases quimicas para estas diferencias en la 
electrocinética de amibas virulentas y no virulentas <19>. 

2. LA MEMBRANA PLASMAT!CA. 

La membrana plasm~tica de~- bi:~r.!·i~¡,-~ ha sido estudiada 
por el método de congelamiento-fractura que permite la 
visualización de componentes locali~ados en la región media o 
hidrofóbica de la región de la membrana. Ast como en otras 
células eucarióticas, la parte interna de la membrana 
plasmática, o cara P, que está en contacto con el ectoplasma 
está cµbierto por una población abundante y heteroi;rénea de 
particulas de membrana, muchas de las cuales parecen 
proteínas integrales. En comparación con la cara 
complementaria E 4u~ ocupa ~ l 1 ado ex te1'no de:? 1 a .ncmb1'ana 
plasmática, tiene una población menos abundante de partículas 
de membrana. Ninguna distribución especiali~ada de partículas 
de membrana se encuentran en r::. h 1·,•.:-i~ .···:~. ·,; por lo tanto, 
las regiones que contienen- canales micropinocit1cos y 
pseudópodos no muestran modificaciones en términos de la 
disposición de partículas de membrana. Una caractertst1ca 
remarcable de la morfologia estudiada por congelam1ento­
fractura de trofozoitos de f... 1·1 !'-"tn~v1· · .".\ es la presencia de 
áreas con una densidad alta de particulas de membrana. Estas 
regiones enriquecidas por µarticulas tienen un contorno 
irregular y sus dimensiones mas grandes alcan;:an (t. 5 nm. Las 
imágenes de fusión de membrana entre las vacuolas 
citoplasmáticas de membranas plasmáticas durante la 
exoci tos is son frecuentemente obtenidas de .: ·1 ·..: r· . ¡ ... - · r· ·,. 
Las regiones de endocitosis- a través d~
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la micro o 
macropinocitosis también carecen de una distribución 
especializada de particulas de membrana (6). Es probable que 
los avances futuros en el conocimiento de la composicicn 
quimica de los componentes de membrana de[.. h1:;1· .• ·.dv1 1··:,:.:i den 
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una mayor identificación posible de las especies moleculares 
especificas de proteJnas en términos de una población dada de 
partJculas de membrana vistas por el método de congelamiento­
fractura e 6, 9 ) • 

3. FORMACION DE CASQUETE CCAPPING). 

Se han observado en ciertas células, la presencia de 
manchas o agrupaciones debidas a la interacción de un número 
importante de ligandos. Los determinantes de superficie que 
se les une ciertas sustancias tales como lectinas, 
anticuerpos y ferritina catiónica, los cuales ~e combinan con 
los determinantes de superficie del trofozoito (12). 

Las sugerencias del fenómeno de formación de casquete 
puede ser un mecanismo poderoso para la remoción de Ac sobre 
la superficie de E,.:_ hlc;tnJvtlc:.=i, lo que ha sido reforzado por 
los resultados de Aust-Kettis y Soundqvist C20J. Sin embargo, 
estos autores informan que una doble capa de Ac era necesaria 
para inducir la cubierta de superficie. Calderon y col 
C21J demostraron que la formación del casquete era posible 
con una sola capa de Ac contra L._ hlstol·1!;1c<"1 usando 
concentraciones mas altas de inmunoglobulinas. La 
segregación de areas de la superficie de h histolvtica se 
acampana por un plegamiento e>~tensivo de la membrana, seguido 
por la liberación posterior de la región invaginada de la 
membrana. Es probable que la redistribución de los Ac de 
superficie de la membrana y su liberación subsecueñte de la 
cubierta sea por medio de un anillo de constricción que es 
regulado por microfilamentos de actina que se acumula en la 
región uroide de la amiba. 

4. DESPRENDIMIENTO. 

La naturaleza dinámica de la superficie celular de ~~ 
h1stolytice no solo es reflejada por la movilización rápida 
de los Ac después de que se unen a los Ag de superficie a 
través de la cubierta, sino también a la liberación constante 
de moléculas de superficie dentro del ambiente extracelular 
que podrian eventualmente interferir con la mediación 
efectiva de la inmunidad celular contra protozoarios 
invasivos. 
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El proceso de desprendimiento de moléculas en amibas puede 
ser similar al que presentan los protozoarios ciliados tales 
como Tetrahymena y Paramecium (t.>l. Los experimentos con 
marcadores reali;:ados con ,,,_;,,, ·1.·-n•··""ll· ,_-01'"' •-1 l;,1· 1 , han 
indicado que el material de cubierta superficial es un 
precursor del m1croe~~udado. En el caso de L". h' 1 o l ··i l r L•, la 
naturaleza del microe::udado no se conoce, pero la posib11 idad 
de que contenga material antigénico soluble, sugiere el 
estudio de los antlqenos asociados a la membrana < 9. 22 ). 

B. FACTORES DE VIRULENCIA D'OL PARASITO. 

Los factot-es que determinan la v1t·ulenc1a del parásito 
intestinal ~~- ,-11·· ,, ,_,_y su cambio de comensal inocuo a 
una in~a5ión agresiva está aón sin determinar (23). El 
desarrollo de un método de cultivo a:-:én1c:o ~ _-__ ._,_,_,_-_, de F. 
h1!0.-t·r:i·1vt1c-.:. ha fac1lit.:tdo el estudio de muchos aspectos sob;:;_. 
la virulecic.• de la amib.-1 en ausenLia de otros microorganismos 
con el que el trofozoito usualmente se asocia <24l. Con los 
cultivos a>:énicos de trofozoita;;. de r11 '-_.; a1slados 
de pacJ_<?ntes con arnibiasis se ha relacionado el grado de 
virulencia pot· vat'ios criterios: a) Formación de absceso 
hepático en hamstet', b) Destrucción de células de mamíferos 
en cultivo, e> Eritrofagocitcsis, y d) Substancias 
enterotóxicas solubles presentes en sus cultivos. 

Varios investigadores han observado que la virulencia de 
la amiba disminuye en cultivos aNénic:os prolongadas, y se 
incrementa cuando los trofozoitos son inoculados en hamster :,..· 
se reaislan del higa.do, o con la reasociación con bacterias 
(25, 26). 

Por otro lado, la sobrevivencia de trofozoitos 
h1•:,tc.-1lvt.1r,;1 en el hombre ha sido caracterizada por: 

l> La naturaleza del huésped. 

2) Los factores que determinen la virulencia de la cepa. 

3) La existencia de una 
activa. 

respuesta inmunitaria especifica 

Dentro de los factores del huésped que pueden influir 
sobre la infección son: 
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1) El estado nutric:ional y hormonal. 
2) El estado inmunitario humoral y celular del individuo 

( 5, 27 ) . 

Jarumilinta y Kradolfer dan evidencia de una actividad de 
L- l; i c-;i;, J ,, • 1 e .1 que afecta a los lcucoc i tos de varias especies 
como el hombre, bot•rego, coneJo, pollo, cet·do, hamster, rata 
y ratón. Se comenta que ese daflo es debido a una enzima del 
propio trofozoito y que puede ser responsable d~? la 
degranulación y la 1 isis intracelular, aunque 
no se ha identificado bioquimicamente a esta en=ima <28>. Sin 
embargo, la capacidad destructora de la amiba no puede ser 
adscrita a una simple proteir1a, to::ina, enzima, organelo o 
función celular• (29). 

Las condiciones que conducen a la resolución de la 
enfermedad son n1ultifactorial~s y probablemente estén 
relacionadas con un balance entre los mecanismos patogénico!:i 
del trofozoi to y los mecanismos de defensa del hLlésped, tanto 
inmunes como no inmunes. No se han establecido cuales 
mecanismos del huésped humano son los responsables para 
limitar la invasión por la amiba o dar inmunidad. 

Se ha mencionado que la L.-:. r-,, •,oJ ,t 1c,. posiblemente induce 
inmunosupresión por dos mecanismos: 

l) Por la actividad citopatogénica y fagocitica 
trofozoitos que lleva a una eliminación de 
inmunes. 

de lo::; 
célulc:.ts 

2) La producción de factores solubles amibianos qLte afectan 
pre'ferencialmente células T provocando un agotamiento en 
las células precursoras < ::.o ) • 

En forma resumida en la tabla No. l se presentan los 
posibles factores de patogenicidad de la amiba. 
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TABLA 1. POSIBLES FACTORES EN LA PATOGENICIDAD DE LA AMIBA. 

Mecanismos Agresivos 
J1arcadores 

Unidos a la f>femb rana 

Producción de absceso Lisosomas de superfi-
hepático en hamsters.. c:ie. 

Aglutinación con Con-- Colagenasa. 
c:anavalina A. 

Adherencia a células 
epiteliales y glóbulos 
rojos. 

Fcigoc:itosiz da células 
epiteliales y glóbulos 
rojos .. 

Tipos de zimodemo 
II, VI, VII, X, XI, 
XII, XIV, XIX y XX. 

Canales iónicos protei­
cos o ameboporo. 

Solubles 

B-N-ac:eti l 
glucosamini­
d.:isa .. 

Factor inhi­
bitorio de -
la quimiota­
:: ia. 

Ci toto:-:inas 
intracelula­
res .. 

Mar-t1ne:::-Palomo ( 1986), Amebiasis Human Parasi te Oisease, 
Chapter 2, Elsevieu Amsterdam, lst .. p 69 (9). 

La inoc.ulación intrahepática de cepas patóg1i!nas a hamsters 
da como resultado un grcin nllmero de abscesos <31), mientras 
qLle cepas obtenidas de portadores sanos son incapaces de 
producir lesiones ( 32 ). 

La amiba es capaz de fagocitar gran variedad de material 
particulado como gránulos de almidón, bacterias, varios 
proto~oarios, esferas de poliestireno y eritrocitos ( 2, 6 J. 
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Cuando eri troc i t;os humanos y tf'ofo~:oi tos son pLu?stos a 
interactuar, un núcn8ro considerable de glóbulos t··ojos se unen 
a la superficie de la amiba y se observa claramente una 
aglutinación (33 >. F·asteriormente se 1 leva a cabo la 
fagocitosis, la cual aumenta con la patogen1cidad de la cepa 
amibiana <6>. Se ha observado también, que la susceptibilidad 
de~:!.... h;.<;t'.tci·.·•;1:-::-. a ser aglutinuda por la lectina vegetal Con 
A es mayor en cepas patógenas (19). 

C. INMUNOLOGIA DE LA AMIBIASIS. 

l. MARCO DE REFERENCIA. 

En la mayoria de los individuos afectados con F. 
h1<=t:•'.1I·.·t1c.:~, este parásito se comporta como comensal. sin 
embargo a un porcentaje bajo de individuos les provoca la 
enfermdad ( 1 >, por la invasión de la mucosa colónica; 
resultando en una colitis y en ocasiones una diseminación al 
higado, lo que provoca un absceso hepático; siendo también 
posible una enfermedad pleural, pericarditis, µeritonitis o 
fistulas cutáneas, que puede ser una consecuencia del absceso 
hepático o perfor~ciones intestinales. 

Existe controversia acerca del desarrollo cle una inmunidad 
protectora en humanos, despL\és de una infección amibiaria 
invasora. Los estudios de portadores amit;>i.:tno? a~intqrn4t;"i~qs 

damu~stran un aun1ento en lA nf~uvaJanciA Q@ am1~As 011 lª§ 
l1a~es cc11forme al raso rla lFl 8d~ci 1 lo qL¡a 1nrlir:~ 1_..1nA 
Qafi¡::ipnc1a i-no1una un lP elim1nf:lr:•ón LjB lpg par·á~I tu'='i • 

Par otrR l~~o, sa ha rannrtAdn qua an~aoanRs a~n11n¡s~r~~P~ 
P4=H"' viR aral en ,:1ni-maJ'3& da lAbnratar·lq 1 inciq~EJll t.ln? 
tolpranc1~ , cpn ljna concomitan~a dismi-n~~Jón ~e la r~apua~tA 
i-nmune celular y h~moral <3~). Se l1a a~sarvaciP nu~ lP~ 
portPdoras as in tamát ica!.'11 1='1P~H't3n ti:Jmen t;o nr.J po!::teen LlnFl 
pobl'-'cicln de linfocitR'Ei qua respondan A i:lntlQanqG "'rfli-l1lFH1Q~ 
en individuo~ con amibiasis intestinal. Sin ªm~Ar~gq, e1·1 
p.ac i an taG con al:J&cesa hepA ti ¡::p ~ j e:i is ta 1-1na respL•@=> t ~ R~ 
linfocitos a ar1tlgana~ ami~iAno• (~~). 

La malnutrición provoca un a~tarlo d~ inmunp~afi~ian~ia, y 
ha ~ido dSPCi~dR con la a1nibiasi~ sintom~tic~t y ai 
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absceso hepático (:27, 36). 

En un estudio se1•oepidem1ológico, el 81 % de los 
con amibiasis colónlca invasiva o con absceso 
amibiano presentaron litulo5 impurtantes de lgG 

pacientes 
hepático 

de la 
subclase 1 circulantes contra 1·i, •···i· C37>. 

La protección conferida a hamsters inmLtnizados 
diferentes preparacion~s antigenicas amibianas no ha 
positivamente correlacionado con la respuesta de Ac en 
<38). 

con 
sido 

suero 

Desde hace mucho se reconocF2 la aparición de una r~acción 
de hipersensibilidad cutánea contr·a infecciones am1b1anas 
experimental~s como un indice de la reacción inmunita1·ia 
mediada por células. Aunque? las reacciones intradérmicas a 
ántigenos amibianos a;:énica~ hitn sido generalmente negativos 
durante la fase inicial del absceso hepático amibiano. Los 
resultados nE::Oqativos pueden sl?r atribuidos a una d1sminLlción 
de linfocitos T circL1l.:1ntes. Las pruebas para lcJ. inhibición 
Ue la migración de los macrófagos también han sido negativos 
durante los estados :n1ci2les del abscoso hep~t1ca amibiano 
tar.~o en hufl":anc-=: =.o:r.w en h~msi:ers. La au·5enc.ia de inml'nidad 
celLtlar en etapas ten.pr·an3s dt la amibia~is, y ~u pre~enc1a 

durante las últimas etap~s, sugieren un estado pasajet•o 
an~r~gico, como ha sid: desc1~ito en otros tipos de infecciones 
(39, 40). 

2. RESPUESTA INl"1Ut-lIT;1RlA HUi'lORAL. 

En pacientes con absceso l1epatico amibiana se ha 
demo~tr.,--.do lc:. oresencia de I9G circulante cont1~a :;:_. 
b~ •c.-•.,;:11 • l,, -1. Gt:?neralmente, les individuos con infecciones 
asintcmáticas (presumiblEm~nte coloni=ación intestinal> 
desarrol l~r. una baja t·espLtesta de anticuerpos CAc), que ha 
sido aceptado corr:o un inc.Jic:io de una invasión antes de la 
sintomatologia de la enfet•medad invasiv~. Los titulo~ Altos 
de Ac. séricos e~.tán asoci~dos con el inicio de la enferm~dad 

invasiva. La amibiasi~ intestinal invasiva puede ocurrir en 
pr·esencia de altos t ltulos de Ac. Varios estudios han 
demos tracio el desarrcl lo d~ coµroanticuerpos de l d clase lgA 
en la amibiasis inte~tinal; dsi también se ha demostrado la 
presencia de Ac de lé clase I9A en bilis de ratas inoculadas 
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contra antígenos de Ji.· ..• ;;tnl '1• ( 4 1 ) • 

La caracterización de la respuesta inmunitaria humoral 
puede facilitar el diagnóstico de la am1biasis invasora al 
cuantificar los Ac en la circulación de los pacientes con 
sintomatologia sugestiva de este padecimiento, asi como la 
realización de estudios seroepidemiológicos. Se ha reportado 
la persistenc.ia de Ac contra~. 1-,·····-.!·· .. 1,--. en individuos, 
varios meses U<?spuós de la errad i cae i ón de 1 parásito, lo que 
ha limitado la. utilización de este procedimiento como un 
Indice de infecciones amibianas. En base en lo anterior~ es 
preferible el empleo de métodos inmunológicos para el d1set10 
de pruebas en la identifivación de Ags amibianos en heces. 

La respuesta inmunitaria humoral ha sido identificada por 
la presencia de Ac circulantes, que son generalmente 
detectados unas semanas después de la infección c:?:<perimental 
en hamsters. Muchos de los Ac se encuentran en la fracción de 
IgG aparentemente de la subclase 2. Sin embargo, es 
probable que los antigenos amibianos circulantes es ten 
presentes durante alguna fase de la amibiasis invasiva, los 
complejos Ag-Ac circulantes no se han encontrado, en 
pacientes con absceso hepático amibiano (42>. 

Dado el desarrollo de los Ac circulantes en la 
amibiasis tnvas1va. la gcn~ración de comtilejos inrnL1ne~ 

solubles pueden ser importantes en la patogénes1s. Sin 
embargo, las manifestaciones de los complejos inmunes, 
relacionando a la enfermedad han sido generalmente ausentes 
en am1biasis, d~ acuerdo a la demostración de los 
complejos inmunes en algunos sueros~ <43). 

Estudios previos han demostrado que los anticuerpos 
policlonales contra trofo~oitos intactos de Entamoeba, se 
unen a la superficie celular, y que son ocasionalmente 
liberados o ingeridos. Sin embargo, el reconocimiento 
molecular no ha sido bien caracteri=ado, y tampoco el papel 
que tiene en los mecanismos citotó:!icos contra este parásito 
(44). 

3. RESPUESTA INMUNITARIA CELULAR. 

Neutrófilos Polimarfonucleares <N.P> y Macrófagos <MO>. 

Guerrant y col demostraron que una cepa a::énica de [.. 
l1tstnl·¿t1c~ altera la viabilidad de los neutrófilos humanos a 
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través de un contacta d~pendiente e independiente deJ suero, 
sin pérdidq de viabilidad amibiana. Los neLCtrc'Jfilos soo. 
capaces de matar a cep.::is poca virulentas de amibas como lac:: 
cepas NIH; 30:::> y NJ 1-1: ,2(11) y .-l la cepa Lareao de '.:;_. 
1·1;r,;r_r.>J :1·11-.:~. Lr'l sL1scept1biJidad de los N.P. hacia diferentes 
cepas de amibas en condiciones l.!..!._,_,_._ .. se ha asociado con 1..:-. 
actividad de lectina, la cual c-s inhibidco1 por la N-acetil-0-
galactosamina <GalNAc>. Así ~e ha demostrado 
e:<perimentalmente que 10 mg/ml de GalNAc inhibe la muerte de 
los N.P. por amibas a::énicas virulentas de la cepa HMl-IMSS y 
permite a los N.P. eliminar a las amibas (45, 'i6) 

Los estudios por Stern y col en un modelo de ratones 
desnudos con abscuso hepático amibiano dan una elevada 
importancia al macr1!J-faga <MO> como la célula cri tic.:i efectora 
del huésped Los MO derivados de los monocitos activados 
con Con A o PHA liberan una linfocina que afecta a los 
trofozaitos de .E,.. i1\-:;l·,--;~ :l·;,-::.;i. causándoles la muerte alrededor 
de 18 h después de las incubación. La muerte del trofo:oito 
ocurre· a una ra.::ón de MO:am1ba de 1(1:1 1 condición que es 
requerida en células tumorales. Los mecanismos o::idativos de 
los NO son requeridos para la lisis de las ümibas. Asimismo. 
los MO de calostro humano al incubarlas con trofozoi tos de .:..:._ • 

• ~1"".tl'1l ·f 1r.~ afectan lü viabilidad y adherent.::1u de estos 
t:1 l ti mas e 4 7) . 

Sin embargo, ha resultado evidente que tales mecanismos 
dependen de la resistencia o susceptibilidad genetica del 
huésped hacia la infección amibiana y es probable que esta 
resistencia natural esté ligada con la ft.tnción o actividad de 
los MO, lo que se ha observado en el absceso hepático 
amibiano en hamsters; sugiriendo que estas células pLleden 
dar protección contra f... ¡11·-;~·n! ·,·: r• .. \. 

Los modelos e:~perimentales han indicado la importancia de 
los mecanismos inmunes mediados por células en la amibiasis 
intestinal y en el absceso hepático amibiano. Ghadirian y 
col al estudiar al hamster como modelo de la am1biasis, 
encontraron que los procedimiento~ que deprimen la inmunidad 
mediada por células tales como el tratamiento con esteroides, 
timectomia neonatal, esplenectomla, radiación, terapia con 
stlica gel y globulinas antimacrófagos y antilinfacitos, 
tienen como resultado un incremento en la formac::ion del 
absceso hepático amibiano C48)~ 

La respuesta inmunitaria mediada por células en amibiasis ha 
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sido estudiada .!.!l ~ mediante la prueba de hipersensibilidad 
de tipo retardado. Los estudios .l..!l ~ se han orientado 
hacia la detección de factores mitogénicos y al factor 
inhibitorio de migración <MIF>. Los resultados tempranos 
obtenidos de inyecciones intradérmicas de antígenos amibianos 
CAgam) no muestran una clara correlación con los hallazgos 
serológicos (49). Esta discrepancia pLtedc ser debida a las 
variaciones de los antígenos usados y a ld.s diferencias en el 
tiempo de la interpretación de las reacciones cutáneas. 

La tasa de tr·ansformación linfocitica inducida por Con A 
en linfocitos de pacientes con absceso hepático amibiano no 
muestra diferencias significativas con respecto a los de 
individuos normales < 11). 

Los experimentos realizados por K. Chadee y E. Meerovitch 
han demostrado que el efecto citotó~~ico sobre trofo=oitos de 
ti_. h1.,.,ti"l!,·t·1c·" producido por las células de exudado 
peritoneal (PECs) y células linfoides de ganglios 
mesentéricos obtenidos de gerbos (1'1P!'l'•t··c•ó-.= •u11¿111,_~1ic.1t;u!>) con 
amibiasis intestinal fue diferente en cada etapa de la 
infección. Esto indica que las células linfoides son 
estimuladas de una manera diferente o que existe una. 
eliminación de célLtlas c:itotóxicas que puede ocurrir en el 
tejido linfoide durante la infección (50). 

Knight opina que las enfermedades amibianas son producidas 
por una fase transitoria de inmunosupresión. Se ha 
demostrado que la infección amib1ana primaria del intestino a 
nivel clínico o subclfnico suele estar relacionado con cierto 
grado de supresión de la respuesta inmunitaria (29 ). Esta 
observación sugiere el secuestro de las células reactivas al 
antigeno en el tejido linfoide que puede contribuir a un 
decremento correlacionado al estado inmune del huésped. 

Estudios de sensibi 1 idad celular a antigenos amibianos en 
el hombre han estado 1 imitados por dos grandes razones: una 
ha sido la sensibilidad de los lin·foc:itos de pacientes con 
absceso hepático al ~g amibiano y la otra a un posible efecto 
mitogénic:o de Ag amibianos en microcultivos. 

La disminución en el nómero y función de linfocitos T en 
el absceso hepático amibiano ha sido reportado <29). 

La baja respuesta blastogénica a mitogéno~ y a Agam en 
pacientes con absc:eso hepátic.o amibiano y disenteria amibiana 
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puede ser debido ¿i la infección amibiana.. O puede ser 
asociada a un estado de malnutrición, a la competencia de HlJ 
por Ac y a la sensibilidad especifica linfocitica para i.: 
l,istcl~tlca (Ver figura 2). 

CD 

<Tl 
8 

CD 

<T> 
4 

Proteína Amibiana 

Macrófagos 

Linfocitos T Sensibili~ados 

Supresores-ci tetó~: ices 

Ayudadores~ores 
<cooperadores) 

Linfocitos T CD 
citotóxicos <T> 

Blastlgenes1s 

Linfocinas 
< IFN-~> 

j Amibas 
<Trofo:::oitos) 

Activación de Mac:rófagos/ 

8 

Figura 2. Integración de las vias aferentes y eferentes de 
la inmunidad mediada por células en amibiasis invasiva (29). 
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O. LECTINAS Al11['iifiNAS. 

Se 11.:i demostrado que la udherencia de._. ~-··1 al 
epitelio colónico y d ld.s células 1nfJamator1c"\S del /iuasped 
permite el establecimiento y desarrollo de la enfermed.:id; 
debido, a qL1e mediante este mecanismo se desencadenan sus 
actividades c1tolitica y fagocitica, dando coma resultado la 
destrucción de las barreras de la muco~a intestinal y la 
invasión a los teJ1dos C51, 5::>. 

Parece ser que Ja adherencia de la amiba a las células 
blanco esta mediada por una prote1na que se une a carbohidratos 
Clectina>. Lo anterior se ha concluido de observaciones en 
modelos L!:..! '..' .. L'..:.-~', donde se ha estudiado la interacción de 
amibas a~énicas con cultivo de células epiteliales. De estos 
estudios se han descrito tres pasos secuenciales en Ja 
interacción de la amiba con Jas células blanco: adherencic.--., 
citólisis extracelular y fagocitosis. Otras investigadores 
han reportado citólisis dependiente del contacto de células 
de cultivo de tejidos con la amiba; la amiba también destruye 
neutrófilos humanos, via evento contacto dependiente C46>. 

La adherencia o actividad aglutinante se ha observado 
tanto en trofo:;::oi tos enteros (adhesinas> como en e;-:trac:tos de 
ellos <lec:tinas>. También se ha encontrado que esta 
actividad puede ser bloqueada con azl'.1cares especi f icos que se 
unen a los sitios r·eceptores de la proteína, inhibiendo el 
efecto citopát1co. 

Se ha visto que los oligosacáridos de N-acet1l-D­
gluc:osam1na CGlcNAc> inhiben la adherencia de las cepas HM1-
IMSS, HM3-IHSS y H•:-9 a célLtlas epiteliales (epitelio 
intestinal de cobayo y linea MDCJ<>. L .. --.s tres cepas de 
diferente virulencia mostraron semejante eficiencia en la 
adhesión (53). 

de los tro-fo=:oi tos HM1-IMSS y Hl(-9 
linea celula~ Henle 407 es inhibida 

a 
por 

que contienen GlcNAc, tales como 

L.:a adherencia 
monocapas de la 
glucocanjugados 
pep ti dog l ic~,nas bacteriano, quitina e IgA C54>. 

La adhesión de la cepa Hf'-11-IMSS a células de ovario de 
hamster chino <células CHO> y a eritrocitos hL1manos (grupo 
O> es inhibida específicamente por N-ac:etil-D-galactosamina 
CGalNAc) y en menor grado por la galactosa (Gal) (55). 
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La adherencia de lus bacterius opson1;:adas '.··, .. :i 

._. ..... ,_,,,. · y : 1 ,-.,.. a los trofo;:oi tos de la cepa 
21)0-NIH fue marcadamente inhibida por el glucoconjugado 
que contiene GlcNAc, como peptidoglicán y ol1gasát•ido~ de 
quitina, tan bien como por Gall~Ac C56). 

Otra investigación. muestra l"""' inhibición de la adherencia 
de las cepas 200-NIH., HK-9 y HMl-IMSS hacia"'-~---'--'--'~--'--' 
1)55 y -.. -r. ,, ... -.,~ · ;•:;.;- (15(1 por galactosa, lactosa~ 

GalNAc., también como por asialofetuina y el lipopolisacaridos 
de s_ • .:;_;i __ !._i_l)55 <57>. 

La adherencia de los trofo;:oi tos de ~- - \.: ·: r a 
células blanco se ha estudiado Lltili;:ando anticuerpos 
monoclonales y mutantes del parásito deficientes en la 
adhesión con el fin de locali;:ar e identificar los 
determinantes antigénicos de superficie involucrados en este 
mecanismo y en la patogenicidad. De esta manera se ha 
encontrado una adhesina de apro>:imadamen te 112 KDa. El 
recubrimiento especifico de esta proteína con anticuerpos 
monoclonales <AcMs> Adh-1 y Adh-2 inhibió la adhesión, 
fagocitosis y el efecto citopático de los trofo;:oitos sobre 
laS monocapas de los. cultivos celulares (58). 

Es posible que otra u otras moléculas participen en la 
adherencia del trofo::oito a las células blanco, ya qu~ 

estudios previos han identificado dos actividades de lec:t:1na 
en;:,. 11 • .;!---. · Una parece ser una proteina unida a la 
or.C?mbrana, YA iiue su actividad :e ha •.Jerno·.::.tr~t..Jo •.?n Tt·2i:c1ones 
de membrana .. La otra está la:-.amente unida a la membrana, y su 
actividad fácilmente se remueve con NaCl 0.15 M. La lectina 
unida a la membrana tiene actividad hemaglut1nante, y es 
inhibida por oligosacáridos que contienen i'J-acetil-D­
glucosamina <GlcNAc) tale~ como citotriosa y quitina, tiene 
un pH óptimo de 5.7 y es sensible al calor y al ataque 
proteolitica.. Esta lectina puede ser la responsable de la 
adherencia de los trofo::oitos a las celulas del epitelio del 
intestino humano, asi como a los eritrocitos. 

La lec.tina soluble media la adhesión de los trofo;:oitos a 
las células de ovario de hamster chino y a la mue.osa colónica 
del humano y de la rata, tiene un pH óptimo de 7.2 y se 
inhibe con N-acetil-0-galactosamina !GalNAc) y asialofetu1na. 
Se dice que esta lec.tina puede tener un papel importante en 
la citólisis mediada por contacto. 
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En 1980 se pur1f1có por cromatograf1a de a·finidad con una 

columna de quitina, una lect1na procedente de e::tractos 
crudos de trofo::of tos a::én1cos <Hl<-9, 200-NIH y HM1-IMSS> y 
monoxénicos, capa: de aglutinar diferentes tipos de 
eritrocitos sin que esta actividad se correlacionara con la 
virulencia de las cepas. 

Con fracciones subcelulares de la cepa •-u~-9.. dos 
terceras partes de la actividad hemaglut1nante fué detectada 
en el sobrenadante de 100 000 g x 6t) min de un son1cado. Como 
inhibidores de tal actividad se encontraron a un h1 trol izado 
parcial de quitina y al trímero y tetrámera de la GlcNAc 
<59). 

Con la cromatografia de filtración en gel de un 
sobrenadante de un sonicado amibiano se encontró una lectina 
inhibida por GalNAc de 43,c)OO a 67,000 Da que aglutina 
células CHO, glóbulos rojos y pal imorfonucleares <PM/'J). La 
virulencia .!.!.!. ~ para célula~ CHO y para neutrófilos 
humanos de las cuatro cepas probadas fué como s1gue: HMl­
IMSS> H303-NIH= 200NIH> La.redo. La cepa HM1-IMSS fué la que 
tiene mayor sensibilidad a ser inhibida pCJr GalNAc en su 
adherencia a estas célula~ <51>. 

Una proteina de 220 Kilodalton <KDa> con propiedades de 
lectina fué aislada de un homogeni~ado de~ -11gcol~·tL,-.) HMl­
IMSS, purificada por cromatografia en sefarosa 4B y 
electroelc.1ción en geles de pal iacri lamida con 5 Y.. de dodeci 1 
sulfato sódico {SOS> ; observando 'lC.le con r 1 nne 9 '• cfp 
carbohidratos, siendo rica en residuos hidrofóbicos, inhibe 
la adhesión de los trofozo!tos a cultivos celulares <MDCK) y 
aglutina eritrocitos humanos, dicha aglutinacion es inhibida 
por oligosacáridos que contienen GlcNAc, tales coma ácida 
hialurónico, quitina, citotriosa y por sus anticuerpos. Es 
reconocida por ~nticuerpos dirigidos hacia la membrana por lo 
que se sugiere que es un componente de la membrana plasmatica 
y podría ser una de las moléculas *receptoras* involucradas 
en la adherencia de la célula C60>. 

Rec i en temen te, hay dos grupos de investiga.dores qLle han 
demostrado que los anticuerpos monoclonales obtenidos contra 
troto.;:oi tas integt•os o son i ca dos se unen es pee t t icamen te a 
una lectina que es inhibida por N-acetil-0-galac:tosamina o 
una adhesina de superficie de 170 Kilodalton (J<Da) y que 
particularmente inhibe la adherencia de los trofo~oitos a las 
células. Esta lectina de 170 KOa es reconocida 
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espec1ficamente por los sueros de pacientes 
con absceso hepático amibiano < 61 ). 

convalescientes 

E. ACTIVIDAD 11ITOGENICA DE EXTRACTOS AMIB!ANOS. 

Los parasitos pueden evadir los mecanismos de defensa del 
huesped de vat·ias maneras, una de ellas es alterando el 
sistema inmune del huesped. En el caso que nos ocupa se ha 
demostrado que los e::tractos de-· ·1··:T·._·.;. ··ca de las c€:pas 
HK-9 1 HM-1 y HM-2 contienen actividades mitogén1co para 
linfocitos de ba~o murinos y para linfocitos de sangre 
periferica de hum~nos. Este principio mitogénico, no es 
dealizable y se e11cuentra en la fracción no lipídica de los 
e~:tractros (62, 63 ) • Los extractos amibi.:.\nos estimulan la 
proliferación de linfocitos T de ba=o mut•inos y linfocitos T 
de sangre periferica de humanos, pero no inducen la 
proliferación de timocitos; debido probablemente a que la 
SLtbpoblación reactiva al extracto de=-= .1.-c1,-.. ·1.:-.a no esta 
presente en la población de timocitos. 

Diamantstein también demuestra, que las célula~ de ba=o de 
ratones desnudos nu/nu responden a los e:{tractos amibianos, 
aunque aUn no se ha determinado si la respue~ta de los 
linfocitos T y de células no T a los entractos am1bianos es 
debida a diferentes principios mitagénicos presentes en las 
preparaciones crudas, o bién si diferentes subpoblaciones 
celulat•es t•espcnden 3 la mis1na entidad mito9énic3. ~5tos 

trabaJOS demuestr-an que -·· a interactua con el 
sistema inmunitario, actuando pr·incipalmente, pe1·0 nu 
enclusivamente so~re linfocitos T <62>. 

Se ha sugerido que la alteracción observada de la 
respuesta inmunitaria mediada por células, en pacientes que 
sufren de amibiasis esta relacionada con la acción de la 
amiba sobre los liñfocitos T (39>. Lo anterior se deduce 
de estudios hechos con linfocitos de pacientes con aosceso 
hepático amibiano y con linfocitos de personas sanas los 
cuales fueron probados por medio de transformación blasto1de 
con antigenos especificas y con mitogénos CPHA>, para valorar 
tanto la inmunidad mediada por células especifica como no 
especifica, se encontró que ambas están deprimidas en la fase 
aguda de la amibiasis invasiva (64>. 

Es posible 
significativa 
intrinsecos o 

que durante la enfermedad activa una población 
de células T-Supresoras u otros factores 

extrinsecos a los linfocitos sean responsables 
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de la supresión de lu transformación blastoide no especifica 
( 65 ) .. Otros autores reportan que solo la inmun tdad celular 
no especifica se encuentra deprimida, ya que ellas observan 
una respuesta incr-ementada especifica en la transTormación 
blastoide en humanos inducida por el antígeno amibiano 65 >. 

Diamanststein observa que la respuesta m1togénica inducida 
por los extractos am1bianos manifiesta diferencias con la 
respuesta mitogén1ca a la Con A, la cual activa linfocitos T 
e induce indirectamente, factores solubles liberados de 
celulas T activadas, asi como la diferenciación policlonal de 
linfocitos B a células plasmáticas < 63 >. Por otro lado los 
e~~tractos de __ . 1· t•·a, a diterenc1a de la Con A.; 
induce solo la proliferación de células T y no tiene efecto 
sobre la diferenciación de celulas B. Además, las respuestas 
proliferativas de los linfocitos a los e::tractos amibianos y 
a la Con A difieren en su cin~tica y lo cual suguiere, que 
que en los linfocitos e:<istan diferentes sitios de unión para 
los extractos y para la Con A, o bien que los e~:tractos y la 
Con A actuan sobre difer~ntes subpoblaciones de linfocitos T. 
Lo ant.erior se puso de manifiesto cuando Diamantstein y col 
incubaron -metil-manosa < que es un inhibidor competitivo 
de unión para la Con A), con los linfocitos de sangre 
periférica y el e:: tracto amibiano; observaron que la 
respuesta proliferativa inducida por el eKtracto amibiano no 
se inhibia en presencia del inhibidor 63 ) • 

Aust t~ettis y 5undqvist enc:ontraron que los eatrct.c.t.u~ 

solubles de ,__. •.:~1.~_·! 1.-i•.:-a de las cepas HL-9 y NIH-200 
activan la síntesis del DNA en linfocitos ::;anguineos de 
individuos sanos y en linfocitos de pacientes con infección 
amibiana. Encuentran también que después del fraccionamiento 
del e:<tracto amibiano de la cepa NIH-200 através de una 
columna de Sephade:·: G-200, dos de las fracciones estimularon 
tanto a los 1 infoci tos de individuos sanos, como a los 
linfocitos de indi•..-iduos infectados con 111· ·a; 
mientras que otras dos fracciones activaron solo a los 
linfocitos de estos dos L\ltimos. Lo cLtal sugiere que los 
e:< tractos ademas de los factores mitogénicos, también 
contienen antígenos que estimLtlan la activación de los 
li11focitos previa sensibili:::ación. Estos resultados indican 
que las propiedades antigénicas y mitogénicas del extracto 
son d is oc i ab les.. Las diferentes .fracciones fueron probadas 
para investigar su capacidad de unión a anticuerpos 
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mediante la técnica de doble inmunodifusion con suero 
amiba; se encontró que, tanto las fracciones mi togénicas 
las antiqénica.s presentaban capacidad de union d los 
especificas ( 40 >. 

anti-
como 

Aes 

Salata y Ravdin estudiaron la actividad mitogénica de 
extractas solubles amibianos obtenidos de cuatro cepas de 
amibas axénicas (HMl-IMSS, H303-NIH, 20t)-NIH y l.:i Laredo), 
las cuales habían mostrada diferentes grados de virulencia en 
sistemas .!.!2.-.--l..:.:'..9 e 1..2.l ·,-1 r· o <51, 52). Estos investigadores 
encontraron que la act1v1dad mitogénica de estas cepas 
am1bianas se correlaciona con su grado de virulencia y con sLt 

actividad de lactina inhibible por Gal-NAc para células CHO. 
La actividad 1ni togénica observada par~a le'l.S preparaciones 
solubles de las cuatro cepas fue s.imilc1r a su grado de 
virulencia: HMl-lMSS > H303-NJH == 200 - NIH > Lareda (46). 

La actividad de lectina esta relacionada también con los 
eventos de adherencia e interacciones de la amiba con los 
neutrófilos del huesped <45>. Estudios c..:on " deplec1ón " de 
células adherentes indican que los macrófagos son vitales 
para la promoción de la proliferación óptima de los 
linfocitos en respuesta a los eNtractos am1bianos ( 63 J. 

Diamanstein y col demostraron que una población rica de 
linfocitos T humanos, purificados por· rosetas con eritrocitos 
de carnero. estos linfocitos Ten ores~nci.o. de e:·:tractos 
amibianos obtenidos de la cepa Hh.-9, r·espond1eron mds bajas 
que la observada con la población completa de celulas 
mononuc lea res de sangre de humanos C 63 ) .. 

Said Fernande:;: y Lópe;;: Rev1 l la encon trar·on que los 
homogene1zados de trofozo1 tas de i.'. •.. ! :; 1 •• .:a eJcrcen un 
efecto a1odulatorio sobre la sintesTs del DNA en células CHO .. 
El cual consiste, en estimular o inhibir dependiendo 
de la cepa y de las dosis de los e::tractos am1bianos 
probados ( 66 >. Posteriot·mente Valadez-Sala:;:ar y Lope:;:­
Revilla determinaron en que fracciones de las cepas amibianas 
reside el efecto modulato,.io <las cepas amibiane1s que se 
probaron fueron la HMl-IMSS y la l-IM3-JMSS); encontr~ando que 
el extracto total y la fracción citopJásmatica S-30 
estimularon la s1ntesis de DNA, significativamente. Obser·varón 
ademas, que la potencia estimulatoria se correlaciona can la 
virulencia de las cepas; la cepa HM1-IMSS fue 30c)ú veces más 
potente para ejercer su efecto estimulatorio, mientras que la 
cepa HM3-IMSS sólo fue siete veces más potente. Al comparar 
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el entrac::to total con la fracción S-.JO, enc::ontrarón que ésta 
era más potente y conten1a todü la actividad estimulatoria. 
La actividad de esta fracción se incrementó con el 
calentamiento a 90 C, indicando que es Ltn factor 
termoestable. Los autores sugieren que 
seria de interes establecer si el efecto estimulator10~ 

pudiera estar relacionado con la activación policlanal de los 
linfocitos y con la virulencia am1biana (67>. 

Se ha demost.rwdo que los e;.:tractos am1bianos de clonas 
deficientes en .. :irulencia de la cepa HM1-IMSS presentan una 
menor actividad 1rii. tagénica sobre linfocitos humanos, asf coma 
una menor actividad de lectina inhibible por Gal-NAc en 
comparación con la cepa HM1-IMSS. Estos resultados, 
utilizando mutr'ltes deficientes en virulencia de 
~1: 0;1.~1·~ti~a, aportar1 evidencia de que la actividad de lec::tina 
''inhibible'' por N-acetil-D-galactosamina participa en la 
agresividad de este parasito < 68 ). 

Estudias previos, con clonas de L i11~;· 1: 

en a.dhesión, mostraron ser deficientes tanto 
fagocitica como en actividad citopática tanto 
vi tro C 30,69 ) • 

·::a deficientes 
en a.ctivid.:id 

1n vivo como in 

Se ha observado qLte las personas que se recuperan del 
absceso hepático amibiano, raramente vuelven a sufrir de una 
amibi~~is inva~iv.:i; en los sueros obtenidos de e~tas per·sonas 
en estado convalesc:ientes se demostraron Aes dirigidos contt"a 
las lec tinas amib1anas < 61, 70 >. El bloqueo de la act1v.idad 
de esta lectina par anticuerpos es relevante ya que puede 
tener un importante papel en la res1stenc1a del huesped. La 
resistencia a la. amibias1s invasiva esta ~saciada con el 
desarrollo de una respuesta inmunitaria celulat, efectiva que 
consta de una proliferac10n Jinfocitica especifica al Ag, 
producción de 1 infocinas y actividad de c::elulas T 
citotó:-:icas C 29, 71 ) . 
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F. INMUNIDAD CELULAR INTESTINAL. 

Ha sido bien establecido en muchas especies animales, en 
el momento del nacimiento, qLte están virtualmente 
desprovistos de células plasmáticas en el intestino, y son 
rápidamente coloni~ados después del nacimiento seguida de una 
exposición a antigenos ambientales, en el oue aparecen 
células plasmáticas que sinteti=an IgM y posteriormente 
células que producen lgA (72>. 

La mucosa gastrointestinal es la primera linea de defensa 
contra muchos microorganismos, tanto bacterianos como 
protozoarios, asi como antigenos e;~traflos. El sistema inmune 
de la mucosa intestinal, puede establecer una respuesta 
humoral y/o celular; en los ganglios linfáticos regionales la 
respuesta puede ser independiente de los órganos linfoides 
sistémicos (73). 

No e::iste reporte de inducción de una respuesta inmune 
celular local en amibiasis intestinal; sin embargo, se 
encuentran linfocitos T en los tejidos linfoides asociados al 
intestino, tales coma placas de Peyer, 9anglios linfáticos, y 
distribuidos dentro de la mucosa del tracto gastrointestinal 
(74). La mayoria de las células T de las placas de Peyer 
están presentes en las áreas timo-dependientes baJo el 
epitelio y alrededor de las vénulas post-capilares. 
Con antist.teros monoclonales. =~ ha demostrado que el 
80 ;. de es tos l in foc i tos 1 e::presan en '::>Ll superficie ! a 
molécula coa c~racter!stica de la subpoblación de linfocitos 
supresor-ci totó::ico. Las reacciones inmunes en el intestino, 
frecuente1nente ocurren independientemente de la inmunidad 
sistémica, las bases de esto son desconocidas pBro, puede ser 
en una distribución independiente de los linfocitos T 
intestinales y periféricos C75>. Algunos experimentos 
llevados a cabo mediante irradiación local de placas de Peyer 
o GLMs, han confirmado que la via de tránsito de las células 
T es a partir de las placas de Peyer, continúan por los GLMs 
y regresan por la circUlación sistémica a sitios 
intraepiteliales en la mucosa del intestino. Por otra parte 
se han encontrado linfocitos T. de origen periférico solamente 
en casos de una reac~ión inflamatoria, por ejemplo durante 
infecciones por nématodos <76). 
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1 • TIPO DE CELULftS l~HESENTES EM TEJIDO Llf'Jr-OIDE 
A INTEST Ir-40. 

t-"'SOC I t'\00 

El tejido 1 info1de asociado a 1ntest1no en el h11;;-.anr. 
consiste de las placas de Peyer, el apéndice y las amígdalas. 
Las placas de Peyer, descritas por primer•a ve= por Peyer en 
1677, son grupos de foliculos linfoides subepiteliales que se 
encuentran a través del intestino delgado, pero que son m.ls 
prominentes en el !lean distal. Ov1en y Janes demostraron en 
el humano, que el epitelio inmediatamente adyacente a la lu= 
intestinal, que recubre las placas de F'eyer, cont1Qne un t1po 
especializado de células epiteliales, denominadas célt1las M. 
Estos mismos autores han sugerido que las células M pueden 
transportar material antigénico desde la luz intestinal a las 
c:élulas 1 infoides subyacentes, o que pueden acoplarse los Ac 
lgA al componente secretorio transportandolo al interior de 
la luz (77, 78). 

La distribución de las células T y B, en las placas de 
Peyer ha sido e::uminada en animales mediante estudios de 
migración de poblaciones marcadas de células T o B. El rápido 
crecimierito de las placas de Peyer después del nacimiento, es 
debido a la pral iferación de las células B en los centros 
germinales. 

Asi las céluas B son las principales responsables de la 
inmunidad humoral en al tracto gastrointestin~l de m~mifercs. 
si8ndu la IgA sec1·eto1·a el Ac fundamental en las infecciones 
gastrointestinales. Los Ac especificas de lgA secretora han 
sido detectadas en la-;i secreciones del intestino para un 
amplio intervalo de infecciones vit•ales, bacterianas y de 
proto;::oar1os. Muchas bacterias gram negativas contienen 
lipopolisacáridos, que además de sus propiedades 
antigénicas, han mostrado en algunas especies, como el 
borrego, hombre, ratón, etc., tener un efecto .ni togén1co 
sobre linfocitos B. Esta respuesta especifica a LPS pL12de 
involucrar a todas las clases de inmunoglobulinas. Una gran 
parte de la IgA es fabricada en las secreciones intestinales 
y sinteti=ada localmente por• abundantes células plasmaticas de 
la lámina propia. El desarrollo para establecer L!na inmunidad 
local protectiva en el intestino requiere conocer el origen 
de estas céluas plasmáticas y el 1L19ar de donde provienen sus 
precursores. 
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Se ha determinado un elevado nivel de ,_,c cont1~a. 
entéricos en secreciones mucosa les. en leche, 

aatógenos 
saliva y 

lágrimas; teniendo oste lialla~go una dirección en el 
1 infoide 
capaces 
si ti os 

descubrimiento de l6s celulas a parti1· del tejida 
asociada a intestina \GALTl y que estas células son 
de migrar preferenc1almente dentro de una variedad de 
a tejidos mucosdles <7·~). 

Las placas de Peyer contienen una población de 
B especialm~nte rica en precursores para celulas 
de IgA y en células aue pu~den repoblar la lámina 
intestino con células plasmáticas de IgA. 

2. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A INTESTINO. 

linfocitos 
plasmeiticas 
prop td del 

Los órganos linfoides del cuerpo $e dividen en: a) 
Centrales (Primarios> en las que se desarral lan las células 
primordio en linfocitos; y b) Periféricos <Secundario~> con 
células inmunocompetentes (78). 

El GALT pertenece al tejido linfoide asociado a mucosas 
CMALT> y está representado por las placas de Peyer <FF') 1 

linfocito~ diseminados a lo largo de la mucosa intestinal y 
por GLMs (80>. 

Existe evidencias importantes de que los tejidos agregados 
en el intestino y las células linfoides en la mucosa 
intestinal tiene un papel protector fundamental contra los 
~ntigenD~ 1nger·idos. mediant~ la p1·odtJC~c1ón de I~A y par ttn~ 
respuesta mediada por células (78). 

A pesar de que el teJtdo linfoide asociaao al intestino 
presenta una gran parte del tejido linfoide total del 
organismo, paco se se sabe acerca del papel qL1e juegan las 
célua.s T en este sitio, ya sea en la respuesta inmune 
sistémica o local en el humano. Se han real izado estudios 
para definir el fenotipo y función de las células T presentes 
en los sitios mL1cosales de primates no humanos, tomando el 
hecho de que los an t igenos de las t:élulas T estoc'.tn al ta.mente 
conservadas en las diferentes especies de primates y qLCe los 
Ac especificas para los Ags de las células T humanas pueden 
usarse para definir las SLtbpoblaciones de células T. 
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Los resultadas de estos 8Studios indican que las células T 
de mucosas de primates normales no humanos difieren 
significativamente de las células T de sangre periférica y de 
bazo, ya que los linfo~1tos de mucosas cont1enen una elevada 
proporción de células que presentan el fenotipo LeL;3+, LeLta-. 
el cual se a5ocia con la función ayudador/inductor. Se han 
estudiado poblac1ones de linfocitos de GLMs y lam1n~ pr•oo1~ y 
se ha encontrado qua di fierLl en subnoblaciones. Los 
linfocitos de GLMs (representativos de las células del tejido 
organizado asociado a.l intestino) contiene un número 
significativQ de.célL1las con el fenotipo supt·esor/1nductor 
CLeu~+- , Leulj+, mientras que las célul._1s do la l/.1m1n¿¡ prop1.a 
(representativas de los linfocitos presentes en el tejido 
difuso asociuda al intestino> presentan un nL1mero b.:ijo de 
células con este fenotipo. Los 1 infoci tos con el fenotipo 
supresor Leu2.+, Leuf5+ se encuentran en baJa prupor·r.:ión en 
los ganglios mesenlét•icos, y en mayor cantidad en la lámina 
propia <Bl>. 

El hecho de q~e e::istan pocas células T con el fenotipo 
supresor/inductor en la lámina propia sugiere que la 
activación de las células supresoras seguida de la e::posición 
al antigeno entérico probablemente no ocurre eficir?ntemente 
en este sitio mucosa!., sino que depende de la activación de 
las células T en sitios organizados, tales como las placas de 
Peyer y ganglios linfáticos; lo qL1e sugiere que las células 
con el fenotipo supresor en la l~mina propia se originan de 
lo~ ganglios linf~ticos mesantéricc~, donde ~e acti~·~r1 por• 
los ant!genos o mi tógenas en presencia de células 
supresoras/inductoras. 

También se han encontrado linfocitos, t .. ;nto 
propia, como en los ganglios linfáticas 
particularmente en estos últimos, que tienen 
asociado con las celulas T citol!ticas. 

en la lámina 
mi,:isentér1cos, 
el fenotipo 

Estudios previos han mostrado que la subpoblación Lc:?u2.T, 
puede. dividirse en dos grupos exclusivo~mL1tuamente c"=rganos 
que presenten, ya sea los fen~iipos 9.3' (Tp44) o LeLI -1 -+ 
CCDII> y que las células Leu , 9.3 contienen linfocitos T 
c:itoliticos. Además, se ha mostrada qL1e las células 
precursoras ~'+-italitlc~s y las células efectoras tienen el 
fenotipo Leu , Leul~. 

El hecho de que, tanto los linfocitos Leu 9.3 y Leu 
Leu15- estén presentes en la lámina propia y en los ganglios 
mesentéricos indica que algunos de los linfocitos Leu 
normalmente presE!ntes en los tejidos linfoides a~ociados al 
intestino de primates no humanas pLtede tener una función 
efectora citolitic:a ( 81 ). 
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¡_ PLANTEAMIEMTO DEL PROBLEMA. 

La mucosa gastrointestinal proporciona la p1·1mera linea de 
defensa contra muchos microorganismos y antígenos e::trarlos. 
El sistema inmune local existente dentro de la mucosa 
intestinal establece una r·espuesta humoral o mediada por 
células quo puede ser independiente de la respuesta de los. 
órganos linfoides sistémicos. 

No se han efectuado estudio~ sobr·e la in1nunologia celular 
intestinal en ~mibiasis hun1ana, la investigación del aparato 
linfoide gastrointestinal en el hombt·e ha estado confinado 
casi e:<c 1 us i vamen te a estudios sobre inducción de anticuerpos 
secretores y a enumerar células linfoides de la mucosa. 
Muchas de estas investigaciones se han llevado a cabo en 
animales de e:cperimentación ( 73, a=). 

Los trabajos de Diamantstein y Salata demuestt•an una 
actividad mitogénica sobre linfocitos perifér·ico5 por 
ea tractos y fracciones .,_"lmib ianas de :··. ··, 1 (•16., 51, 
62, 63). Lóoe=-Revilla tambión ha de1nostr·ado s1nt2sis Ue DrlA 
en c~lulas epiteliales CHO mantenidas en cultivo utili=ando 
fracciones subcelulares de amibas C 67 >. Tomando en 
consideración lo anterior es probable que componentes 
subcelulares amibianos provoquen inespeci ficamente la sin tesis 
de DNA de los linfocitos de ganglios linfáticos intestinales 
alterando la r•esouesta in1nun1tar1~ local y sist8mica. 

F'or las evidencias anteriores trataremos de identi 1 icar 
las fracciones subcelulares am1bianas con menor actividad 
mitógenica, lo cual nos permitira utili=ar esas fracciones en 
tt•abajos posteriores para evaluar• la r·espuesta inmunitaria en 
contra de .:;:_ .~:.'>1;._~!.,r-11a, utilizando el método de 
incorpor~ción de Timidina-tritiada, para medir la 
transformación blastoide, en ganglios linfaticos 
mesentericos. Asimismo , este método hasta el momento no ha 
sido utili=ddo par•a valor•ar la respuesta inmunitaria celula~ 

a nivel de GLt1s. Por lo que la estandarización del mismo 
permitirá que se utilice en un ·futuro para la evaluación de 
la respuesta inmunitaria celular para otros enteropatogenos 
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En base a lo anterior los objetivos del presente 
fué: 

A. OBJETIVOS 

tr;iba JO 

l. Estandari=ación del método de incorporación de 
timidina tritiada en linfoc:i tos de' ganglios 
l"infáticos mesentéricos y bazo de ratones BALB./r: .. 

2. Determinar si un filt"ado amibiano, un e:¡tt·acto 
total y las fr~cc:iones nL1c:leat•, vesicular y 
posvesicular presentan actividad mitogénic~ en 
linfocitos d~ ganglios linfáticos mesentéricos 
CGLMs> y de ba=o, utili~ando el micrométodo de 
incorporación de Timidina-Tritiada. 

~. Comparar la 
de GLMs y de 

respuesta 
E:a::o. 
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II I. llATERIAL Y METODOS. 

A. ANIMALES. 

Se utilizaron ratones (Mlts rntt·C'rult•!:.--:.) hembras de 12 semanas 
de edad, de .la cepa si;;-génica BALB/c prodecedentes del 
bioterio del Centro Médico Nacional del IMSS; alimentados con 
Purina Chow ad l ib i tum.. Para cada prueba experimental se 
utilizaron 8 ratones, desde el establecimiento de las curvas 
dosis-respuesta a Con A hasta asi como con las diferentes 
fracciones amibianas analizadas. Se utili~aron un total de 64 
ratones en toda la partP- experimental. 

B. INJERTOS DE PIEL. 

Para comprobar la singenicidad de la cepa se llevó a cabo 
el injerto de piel. El tipo de injerto que se realizó para 
verific~r si la cepa de ratones era realmente singénica fué 
el isólogo; en el que el receptor recibió injertos de un 
donador de la misma especie, genéticamente idéntico. 

Se utilizaro0 8 animales como donadores y 8 animales como 
receptores, obtenidos del mismo bioterio. El donador de piel 
fué sacrificado por dislocación cervical. La ins1ción se 
realizó sobre und circunferencia de 20 mm de la región dorsal 
a partir de la base de la piel rasurada. El injerto de piel 
se mantuvo en cajas de Petri con solución fisiológica estéril 
hasta el momento del implante. 

El receptor del injerto fué anestesiado con 
Sódico a una concentración de 6.3 /. y a una 
mg/Kg (0.02 ml/45 g de peso) 

Pentobarbi tal 
dosis de 28 

Los sitios de implante se rasuraron, fueron lavados y 
secados. Cada ratón se extendió sobre una superficie de 

29 



un i se 1 en pos i e i ón decub i to-do1~sa 1 . Las suturas se rea 1 i:: aron 
con material absorvible <cat-gut .. N. 000) sobre cuatro 
puntos equidistantes. Los injertos se 1nspcccionaron 
diariamente hasta 15 dias despues de su reali::ación. Por otro 
lado, a un gr•upo testigo, se les reali::ó implantes de su 
propia piel, en las mismas condiciones de el grupo anterior. 

C. CEPA AMIBIANA. 

Se utilizaron trafo::oitos a::ón1cos de 
!)''-":".:,..,~ _•t1•-a de la cepa HM1-IMSS procedentes del Laboratorio 
de Inmunoquimica del Centro Médico Nacional del Instituto 
He,;icano del Seguro Social, cut ivados en el medio TYI-5-33 de 
acuerdo a la técnica de Diamond y col < 24 ). 

Las amibas se cultivaron por un periodo de 7'.2 h ~n 
botellas Falcan, 75 cm de superficie, can media TYI-5-33, 
c:olocandolas posteriormente en baf'fo de hielo-agua, c'on el 
objeto de despegar las amibas que estaban adheridas a la 
superficie del plastica. Las suspensiones ~mibi~nas se 
rP-ntl"'ifugaran a 1 5(H) rpm dLtr-ante 10 111in a 4 C (Sorval HC-C> 
en tubos de plástico de 50 ml. Se eliminó el sobt"enadante y 
las pastillas se l.:"l.Vc:tron :: veces con P85 pH 7.2 a 4° C. 

D. DBTENCIOM DE ANTJGENDS. 

l. Obtención del filtrado amibiano (FA). 

El paquete amibiano de mas de 100 millones de trofo::oitos 
fué resuspendido en PBS pH 7.2 y sonicado CLab-Line 
Instruments Inc.> 3 veces a 61) amplitLtdes por 5 min con 
intervalos de 11) min sobre un baf'fo de hielo. Después <;:.e 
centrifugó a 8000 rpm por 60 min CSorval RC5C). F'osteriome~. '_e 
dentro de una campana de flujo laminar, el sobrenadante =e 
esterili::ó a traves de filtros con membrana millipore de o.:::2 
micras <um>.. Se hicieron al ict..totas y se almacenar::n 
a - 7o0c. 
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Obtención de e::tracto total 
subcelulares <FN, P-15 y S-15). 

<ET> frcicciones 

Se cosecharon los trofo~oitos por centrifugación, para 
posteriormente romperlos utili~ando un homogeni::.ador con 51) 

golpes CElvehjen-Potter de Borosilicato con émbolo de teflón, 
Curtin) activado con un motor eléctrico a 1000 rpm; después 
de este tratamiento na se observaron trofo~oitos enteros baJo 
el microscopio. 

Un volumen de ET se centrifugó a 751) rpm por 15 min; el 
paquete se separó y se denominó fracción nuclear <FN> y el 
sobrenadante se centrifugó a 15 ~(1(1 g por 15 min <Eppendorf); 
la pastilla (fracción vescicular, P-15>. se resuspendió en un 
volumen conocido de Salina-HEPES y se sepat'ó el sobrene'\dante 
postvesicular (5-15> <Fig. 1) < 67 >-

La obtención de las fracciones del Ag se llevó 
cada fracción (FN, 5-15 y P-15) , asi como al ET 
les dete·rminó proteinas por el método de Lowry 
fracciones y el ET fueron valoradas, en su 
mi togénica, el mismo día de la obtención. 

E. OBTEIJCIO/'J f!~ L!f.IFOCITOS 
MESENTERICOS Y BAZO 

DE GANGLIOS 

a 4° c. 11 
y al FA se 
( 83 ) . Las 

actividad 

Lrt.1rATrcos 

Se utili;:aron B ratones (hembras) BALB/c del~ semanas de 
edad, por cada ensayo e:<perimental de estimulación en Con A y 
las diferentes preparaciones amibianas. Los ratones fuer•on 
sacrificados por dislocación cervical , se les desinfectó el 
abdomen y se colocaron en un ambiente estéril. A continuación 
se cortó piel y las demás capas hasta llegar a mesenterio, se 
locali;:aron los ganglios linfaticos mesentéricos y bazo <Fig. 
2>, se extirparon y se cglocaron en pequet'ras cajas Petri, 
conteniendo RF'MI-1640 a 4 C, libre de suero, las células se 
disgregaron mecanicamente con las estrías de la pin~a de 
disección. Con una pipeta Pasteur se tomó suavemente la 
suspención col u lar y se pasó a un vaso de precipitado de 10 
ml en cuya entrada tenia una capa de tela de organ;:a que 
sirvió como filtro para eliminar tejido graso y conectivo. La 
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suspensión celular a.si fil truda se pasó a un tubo de ensayo 
estéril C13 X 100) con tapón de rosca, se ce11trifugó a 1500 
rpm durante 10 min a 4°C, eliminando el sobrenadante con una 
pipeta Pasteur. El paquB-te celular se~ lavó::; veces con RF'MI-
1640 frio 1 libre de suero, bajo lilS. co11d1c1nnc>s anteriormente 
mencionadas. Las célulus se suspendieron en un Vol. i.JC? tJ rnl 
con RPHI-1640 fria sL1plement~do con 5 X dQ su~ra fetdl ~e 

ternera, inact1vado por ::.o mi~5a 56°C; y con B-111~rcaptoc>tanol 
a una cancentr;:¡ción de 5 X 10 M <84~ 85~ 85) Se tomó unL• 
alicuot~ de 50 ul con una punta estéril de cada una de lJs 
suspensiones de linfocitos y se colocó f~ll una plac,1 de 
microtitulación no estéril, se agrego 51) ul de a~ul t1·1p~n al 
0.2 X en solución salina 0.85 X para obtener L1na dilL1ción 
final de 1 2 , se homogenizaron, ~>e depos1 taron en un 
hemocitómetro, la lectura se llevó a c~1bo 1~n un periodo no 
mayor a 3 min. La concentración celular fue de ;:1)(1 <•(Jt) 

células/ 100 ul. 

F. TRANSFORMACION BLASTOIDE CON INCORPOF;ACION nE TIMiDil'JA-
TRITIADA ( H-Tdr) <Micrométado). 

1. Estimulación de la proliferación de linfocito~ con un 
mitogéno <Concanavalina Al. 

En olacas de 1111crocull1vo, SP co~o~~r·un 11nfac1Lus ue ~dua 
raton sobri= la<;:> 8 hileras verticales, dt..>posif:ando en cada 
pozo la concentración celular antes mencionada. Se adicionó, 
por triplicado, desde 1 ug hasta 100 ug de Con A en 100 ul de 
PBS pH 7.2 De la misma manera su hicieron cultivos sin 
estimJ,Jlar <testigos negativos) agregando solamente 100 ul de 
PBS. La incubación fué de 3 dias y 18 h antes de finalizar el 
periodo de incubación, se agregó 1 uCi/10 ul de H-Tdr en 
RPMI-1640. Después del periodo de incubación, las c~lulas 

fueron cosechadas con PBS pH 7~2 en filtras de fibra de 
vidrio por medio de un cosechador <Bellco-Microharvester). Se 
hizó pasar por el filtro, ácido tricloacética al 5 y 10 7. y 
metano! al 70 7. < fig. 3) C88l. 

Se seco 
tapón de 
centelleo. 
CCPM) < 86, 

el filtro y se deposito en viales de plástico con 
rosca, Después se adicionaron 2 ml de liquido de 
Las lecturas se obtuvieron en CLten tas por minuto 
87 l. 
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2. Curva dosi~-respuesta del filtrado am1biano <FA> sobr13 
linfocitos de ganglios linfáticos mesentéricos y ba~o. 

En dos placas de mic1~otitulación estériles con tapa lNUNC) 
se depositaran en cc:1.da po~o de fondo en "U", ::i:•(r, (H)•j 

1 infoci tos de GL,..ls en 100 ul de F:PMJ-l6•J•.1 suplementado con 
suero al 5 %. Se les adicionó, por tr1plicada, los s1gLt1entes 
ug de proteína del filtrado am:ib1ano <FA): 1, __., 5, lt), :_:5, 
SO y 75 en 100 ul para un voluinen final de 20(1 ul. Ademas <;:;e 
incluyó un grupo testigo al cuul no se le adicionó 

0
Ag 

am1biano <FA>. Las células se incubat·on por• 6 dias a 37 C 
con una atmos·fera controlada de 5 % de CD~ , 18 h ~ntes de 
finali::ar la incubación se agregó a c~da po::o l uCi de 3 1 i· 
<Actividad especffic~ d~ 6.7 Ci/mmol, New England Nuclear, 
Boston Mass E. U. A.> CFig. 4). 

3. Tran?formación 
Timidina-Tritiada 
subcelulares. 

blastoide con 
<Micrométodo) 

incorporación de 
para las fracciones 

A .200,001) células tanto de bazo c:oma de GLt1s en l(H) u1 j2 

RPMJ-1640 suplementado ~8 3Drugaron: -, =o. 5<) 1 75 y 100 ug 
Je prote!nu dci FM. c:-1, F'-15 y S-15 en l(t(l ul de Salino-HEPES. 
Cada dosi!¡ se llevó a cabo por triplicado para cada r.:\ton 
utili~ado <24 detet·minaciones I dosis) y se siguió el 
procedimiento descrito anterior•mente. 

Análisis de Varianza. 

Puede definirse como una técnica mediante la cual la 
variación total presente en un conjunto de datos :;e 
distrL1buye en varios componentes. Con cada uno de esLu~ 

componentes está asociada une\ fuente especifica de variación, 
de modo que en el análisis es posible averiguar la magnitud 
de las contribuciones de cada una de estas fuentes a la 
variación total. 
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El analisis de varianza se usa con dos fines diferentes: 
1> estimar y probar las hipótesis acerca de las varian;::a de 
poblaciones y 2> estimar y probar hipótesis acerca de medias 
de población. Cochran sugiere que los resultados del analis1s 
de varianza se considet·~n como apro:{1mados, en lugar de 
ettactos ( 99, 9Q ). 

El análisis de v<-~r1 an=-a ap 1 i có t<ln to 
establecimiento 
timidina < Can A 
amibianas. 

de la metocJolog I a ae ircor·poración a<-~ 

>, as! cuma a las difer·ent~s pr·eoarac1ones 

La variable cuentas por minuto <CPMJ se 
medio de la ecuación 

VT = ~ \!V + I donde 

VT Es la variable transformada 

V Es la variable (CPM> e 90 ) . 

transformó por 

El pl·opósita de transforn1c:1ción de ~as CPl1 a l¿¡ formul.:. 
estadística fué norma.liz¿tr esta var·1able y nomog~n1;::ar las 
varian.::as, que son dos sl1posic1ones muy importan tes para el 
método que se utilizó par·a anali;::ar los data~: El ObJetivo 
principal de transformar nuestros datas fué qGe se observaba 
una distribución de Po1sson, por lo qlle no se podia 
establecer un análisis de varian;::a. 

Con la variable transformada se anali~aron los distintos 
tratamientos con Con A utili;::ando un modelo completarnente al 
azar: 

V + z donde 
ij i 

38 



y Es la variable de respuesta CPM transformada. 
i j 

p.. Es la rned j c1 CJc>ner.1. J • 

z 

f:,ij = 

Es el efecto del i-esimo nivel de Con A Ci=l, ,9) 

' ~ '2. 
Es el E:"rror aleator1o~~J~NI Cf),f)S.... >. Fué 
utilizado para el análisis de diferentes cantidades 
de Can A para establecer la prueba. 

El siguiente modelo fué Lltilizado 
P-15, S-15 y FN; en l in foci tos 
mesentéricos y de bazo: 

para anali=at• el FA, ET, 
de gangl1os linf.:\tic:os 

y 

yk 

Donde: 

'( 

yk 

~ 

L 
i 

p 
1 j 

<LP > i j = 

+ L 
i 

+ p + 
i j 

<PU + E; 
i j ijL 

Es la f<-ésima observación de CPM transformada. 
al aplicar el J-ésimo nivel de proteina al i­
esimo tipo de linfocito. 

Es la media. general. 

Es el efecto del i-ésimo tipo de linfocito 
(i=l, .... , 2). 

Es el efecto del J-és1mo nivel de proteína 
(j=l, 2, ••• , 6). 

Es el resultada de la interacción entre los 
efectos principales. 
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Es el error aleatorio dentro del modelo 

E... r-J MI co,f'L >. 
l ji~ e:... 

El coefic1ente de determinac:ion se e;:presó en term1nos 
2 

generales diciendo que el coefic1ente de determ1nación r 

es de +(•.9919. Puesto 1.0 as la determinación perfecta y ú 

(cero) indica la falta de determinación 9ü > <Determinación 

es la cantidad de varian:a que e::pl1ca el modelo>. 

40 



RESULTADOS; 

Curva dosis-re~puesta Concana.va.lina A. 

Para el establecimiento de la proliferación celular 
Clinfocitica) con Con A, se utili=aron 8 ratones BALB/c. 
obtenidos del Bioterio d~I Centro Medico l~acional del IMSS. 
Las condiciones del método de incorporación de Tim1d1na­
Tritiada fueron las siguientes; se utilizarón 200 (11)(1 

células/100 ul de medio RPMI-1640 suplementado con 5 ;~ de 
suero fetal de ternera. Se reali=ó una curva de dosis­
respuesta al mitogéno <Can A> de 1 ug a 150 ug. La viabilidad 
de las células se determinó por medio de azul tripano, el 
porcentaje de viabilidad con el que se trabajo fue siempre 
mayor al 92 'l., tanto en la curva dosis-respuesta de la Con 
A, como en las fracciones amibianas que ~e valorarón. El 
tiempo -de incubación, fué de 3 di as para el mitagéno CCon rl>, 
y para las fraciones amibianas fué de 6 dias de acuerdo a lo 
reportado C40, 46 >, se real i::ó en estufa con atmosfera 
controlada de CO~ al 5 'l.. La adición de timidina- tritiada 
( ~H-Tdr) fue 18 h antes de finalizar el periodo de 
incubación, colocando 1 uCi/1(1 ul de medio sin 
suplementar·, con una actividad especifica de 6.7 Ci/mmol. 

El establecimiento de la metodologia se reali::ó tanto en 
linfocitos de ganglios linfaticos mesentericos como de bazo 
de ratones. En la gráfica I se muestra el comportamiento de 
linfocitos de GLMs de 8 ratones, gráficados en forma 
individual, la proliferación linfocitica se exoresó en 
cuentas por minuto (CPM>, la finalidad en g1•aficar en forma 
individual cada raton, fue el observar las desviaciones 
estandar tan grandes que existian, cuando se graficaban los B 
animales en una curva (Promedio con su desviacion estandar). 
En la gráfica 11 se presenta la respuesta de los linfocitos 
de bazo de los mismos ratones anteriormente evaluados. Se 
observó que la transformación blastaide fué muy variable de 
un ratón a otro. Al observar una respuesta heterogénea. se 
creyo necesario verificar la singenicidad de la cepa, con la 
que se trabajo, esto se llevo a cabo por transplante de ri~l 

de un grupo de 8 ratones~ 

De los resultados obtenidos en estos injertos, el 
se establecio a los dia convencionales , entre los 
dias, después del implante de la piel, datos 
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relacionaron con la gran var1.:tbi 1 idad de las CF'M de 
transformación blastoide <qráfic~ I y II>, demostrando 
los animales con que se trabajaron eran ratones 
laboratorio 

---·-·· '· • '" , que no conservaban 
caracteristicas de una verdadera cepa singénica. 

la 
que 

::le 

las 

Se establecieron las condiciones optimas del micrométado 
de transformación blastoide con incorporación de timidina­
tritiada < "3H-Tdr) para linfocitos obtenidos de ganglios 
linfáticos mesentéricos (GL~ls> y de ba=o con el objeto de 
valorar el posible efecto mitogén1co que pud1er·an presentar• 
las diferentes fracciones subcelLtlares de -~-:,•;,;,.-.,,-_._.•\¡~. 

·.~;;!n1 .. 1~1ca ci:::. h•·..o!c:·i·~--· a) probadas utilizando como tes-cigo 
positivo de 1-; proliferación linfocitaria a la concanavalina 
A CCon Al; para la cual se determinó la cur''ª de dosis­
respuesta a este mitogéno tanto en linfocitos de GL/1s como de 
bazo .. 

Tanto el establecimiento de la metodología con Con A como 
la valoración de las fracciones amibianas se sometieron a un 
analisis de varianza con la variable CPM transformadas. Es 
pertinente e:{pl icar que los resultados obtenidos CPM 
directas, fue necesario e::presarlas como CPM transformadas 
por medio de la ecuación, descrita en material y metodos .. 

Cl propósito de esta t.r-ansformación fue no1·mali=ar la 
variable y homogeniz:ar las varianzas, dL'bido a que nuestros 
datos presentaban una distribución de tipo Poisson (90). 

EFECTO 
BAZO. 

MITDGENICO DE LA CONCANAVALINA A EN LINFOCITOS DE 

La proliferación de linfocitos de ba;;:o a la e::pos1ci6n de 
Con A se encontró que era altamente significativa en relación 
al testigo (sin mitogéno) (P <0.01) y con un coeficiente de 
determinación de r = f) .. 823 <Cuadro I>, indicándonos que el 
82 .. 3 % de las variaciones son e:;plicadas , aplicando este 
modelo.. Con cantidades de 1, ~ y 5 ug del mitogéno, se 
observó la mayor respuesta en la transformación blastoide, 
siendo si9nificativame,1te diferente a la del testigo <sin 
mitogéno> <P <0 .. 05) ver Cuadro II u Gráfica III 
respectivamente .. Con dosis mayores a 5 ug de Con A se observo 
que las respuesta de proliferación linfocitaria disminuyo 
hasta ser similar a la del testigo .. 
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EFECTO NITOGENICO DE 
DE GANGLIOS LINFATICOS 
CON LINFOCITOS DE BAZO. 

LA CONCANAVALINA A EN LINFOCITOS 
MESENTERICOS <GLNsl Y SU CONPARACION 

Para comparar los resultados del promedio de CPM 
transformadas entr·t:! linfocitos de GLMs y de bazo, el 
experimento antes ~encionado se repitió con otros 8 animales, 
con objeto de det~rminar el efecto mitogénico de diferentes 
cantidades de r~~ A con los linfocitos aislados de cada uno 
de los organr· linfoides en estudio. Los resultados 
obtenidos, se sometieron análisis de varianza, el cual mostró 
que no existian diferencias significativas entre los 
linfocitos de GLM~ y los de bazo CP > 0.05> <Cuadro III>. El 
análisis.de var;~n7a de las CPM transformadas obtenidas con 
las diferentes cantidades del mitogéno y la interaccion de 
linfocitos fué altamente significativo CP (0.01) para los 
linfocitos de GLMs y de bazo. 

En el cuadro IV, Gráfica IV respectivamente se observa que 
para linfocitos de GLHs las cantidades de S y 10 ug de Con A 
dieron las CPM transformadas más altas (Linea discontinua>; 
en el caso de linfocitos de bazo la m~xima estimulación fué 
de 3 ug, muy similar a los experimento$ anteriores, CGrd.fica 
I·II), los linfocitos de bazo se estimularon con cantidades 
mas bajas de Con A (Linea continua>. Las cantidades de máxima 
estimulación para linfocitos de GLMs y de bazo fueron 
estadisticamente diferentes CP <O.OS>. 
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MITOGENICA DE PF:OTEil'l•~S Al1IB!ANAS 

POR TRANSFORMAC ION 8LAS TO IDE. 

l. RESUL TAOOS DEL EFECTO DE UN FILTRADO AM!BIANO SOBRE 
LINFOCITOS DE GLMs DE RATONES BALB/c. 

Se probaron diferentes concentraciones de un filtr·ado 
amibiano en 1 infocitos de GLMs: los d."\ tos 
obtenidos en este e::perimenla se sometieron a un ana11sis de 
varian;::a, cuyos resultados se muestran en el cuadro V, donde 
se puede.observar que el efecto del filtrado am1biano <FA). 
sobre li.nf':jcit.:is fLce =ilt.:>.:o,o::;;nte si9nific~t·¿vo (p :.1).(:l) ·.¡ 

un coef i.c ¡ente ae de~erminac ion a.i to ae 1· = u. 9r_j5. 

Se observo que el filtrado amibiano estimula la 
proliferación de linfocitos de GLMs:; los datos obtenidos en 
este experimento se sometieron a un anal isi"s de varian:;:a. Be 
observó que el filtrado amibiano estimula la proliferación de 
linfocitos de GLMs con dosis relativainente bajas. La má·;ima 
estimulación observada se alcan.::á con una c:oncencracion de 11) 
ug de pt•oteina del FA <F· < 0 .. 05); c:cn dosis sLtperiores a la 
antes mencionada, J:"l efecto est1,;1L1latorio fué inversamente 
pr·oporcional al incremento de la dosis hasta tener valores 
comparables c:on el grupo testigo tsin FA> <Cuadro \/1, Grc1.f1ca 
V>. 
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~- EFECTO DE UN EXTRACTO TOTAL AMIBIANO EN LINFOCITOS DE GLMs 
V DE BAZO. 

El análisis de varian:a de los resultados obtenidos de las 
CPM transformadas, sobre el efecto de diferentes 
concentraciones del e::tracto total <ET> sobre linfocitos de 
GLMs y ba;:o fué significativo CP 0.01>. La inter•acc1ón 
linfocitos de GLMs y de ba=o I concentr•ac1ón do proteJna de 
ET también fué significativo como se observa en el Cuadro 
VII < P < 0.01). 

En el Cue1dro VIII :.1 Gráfic3 \.tl S::? f:'1L:es-l;r·~. el efs:cl:~ d2 I~•s 
oiferentes conc:l:ó'nt.r·c1c:iones de ET ::.uot·t? los 11nfca;itos Ue GLf·ls 
y ba;:o, se obset •.ta que únicamente la concentrac1ón de 11)0 ug 
de prote!na dió Ltn efecto estimulato1•10 de la prol1feración 
linfocita1·ia, tanto en linfocitos de GLMs como ce ba;:o. Todas 
1 as demás c:onc:en trae i enes prob~das di er·on CF M muy si ,ni lares a 
los 9t•upo testigo (sin ET>. 
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"• EFECTO DE LA FRACCION P-15 DE ::1·,· .;tr.n1_•<~-· 

LINFOCITOS DE GLMs Y DE BAZO. 
'·"~-·-· ~"~·-~'-·~· ~-·-· ª= EN 

La fracción P-15 de_ ··.1 --"r·.oi_.·1·1.-a se obtuvo por 
centrifugación diferencial a partir de un entrac:to total de 
trofozoftos de la cepa HM1-IMSS como se describía en material 
y métodos y fué probada con linfocitos de bazo y GLMs; 
el análisis de varianza de los datos 
obtenidos con diferentes concentraciones de la fracción f'-15 
sobre los linfocitos, indica que hubo un efecto mitogénico 
altamente significativo CP < 0.01) con un coeficiente de 
determinación de r'2.= 1).97 • La i.!lterac:ción linfocitos de GLHs 
y bazo / concentración Ge proteína no fue significativa 
<Cuadro IX> < P > 1).05 >. 

En el Cuadro X,, Gráfica VII se muestran los resultados 
de las medias aritméticas de la variable CF'M transformadas, 
tanto de linfocitos de GLMs como de ba.::::o, obtenidas con las 
diferentes concentraciones de la fracción P-15. El nivel más 
alto de proliferación linfocita.ria se obtuvo con una 
concentración de 50 ug de proteina. de la fracción, tanto en 
linfocitos de GLMs como de ba::::o, lo cual fue significativo 
CP < 0.(11), con dosis más bajas o más altas de 50 ug, la 
estimulación linfocitica fue mucho menor tanto en GLMs como 
ba:::::o. 
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4. EFECTO DE LA FRACCION S-15 DE !::·11·-·.:11-,:!.>b"I 'l:.~ -·el·.' !_,-a EN 
LINFOCITOS DE GLMs Y DE BAZO. 

El analisis de varianza de los resultados obtenidos sobre 
el efecto de diferentes concentraciones de la fracción S-15 
en linfocitos de GLMs y de bazo fue significativo <t < 0.01); 
pero con un coeficiente de determinación bajo de r := 0 .. 516. 
El an~lisis de la interacción linfocitos de GLMs y bazo I 
concentración de la fracción S - 15 no mostró diferencias 
significativas CCuadro XI). 

Al no mostrar diferencias significativas entre linfocitos 
de GLMs y bazo/ concentrai::ión de la fracción S -15, el 
análisis de varianza de las diferentes c:oncentraciones de la 
fracción S-15 en GLMs y ba;;:o se pudieron representar 
indistintamente, pero para observarlos por separado se 
represenron en forma independiente como lo muestra el Cuadro 
XII y su Gráfica VIII. Las medias aritméticas fueron 
transformadas, obtenidas con las diferentes concentraciones 
de la fracción S-15, fueron estadísticamente significativas 
CP < 0.1)5); no hubo un efecto evidente en las diferentes 
concetraciones de proteina, el comportamiento de la curva en 
esta fracción fue muy similar entre GLMs y bazo, asi también 
por otro lado el grupo testigo (sin antígeno S-15) comparCldO 
con el resto de los grupos no mostró diferencias como se ve 
más claramente en la Gráfica VIII, demostrandonos .. una nula. 
actividad mitogénic:a obtenida en esta fracción amibiana (Ver 
Cuadro XV, resumen de datos). 
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S. EFECTO DE LA FRACCION NUCLEAR CFN> DE Ent.=imoc.:>ba. hic;tol•.,t;ica 
EN LINFOCITOS DE GLHs Y DE BAZO. 

El análisis de varianza de los resultados, sobre el efecto 
de diferentes concentraciones de la fracción nuclear CFN> de 
~ histolvtica en linfocitos de GLHs y bazo, indicó 
diferencias significativas <P < 0.01), con un coeficiente de 
determinación alto de rª= 0.96. La interacción linfocitos de 
GLMs y de bazo / caneen-trae ión de proteína de la FN, también 
fue estadisticamente significativa ( P < 0.05) <Cuadro XIII). 

En el ·Cuadro XIV y Gráfica IX se observa el efecto de la 
f~acción nuclear sobre linfocitos de GLMs y bazo. Las 
diferentes concentraciones de la fracción nuclear tuvieron un 
efecto estimulatorio de la proliferación linfócitica tanto en 
linfocitos de bazo como de GLHs pero, la maxima estimulación 
se alcanzó con una concentración de 75 ug de protetna de la 
FN en el caso de linfocitos obtenidos de GLMs y para los 
linfocitos de bazo, ésta se alcanzó con SO ug. Se observa que 
una concentración de 5 ug de FN se obtuvo una respuesta 
estimulatoria alta, en relación al grupo testigo ( sin FN ) .. 
El comportamiento de prolifer.ación linfocitica fue muy 
similar en GLHs y bazo a las dosis probadas como se ve en la 
Gr4fica IX. 

En el.Cuadro XV se muestra de una manera resumida, la 
acción de las diferentes fracciones amibianas, asi como un 
grupo testigo realizado con Con A .. La manera de exprezar este 
Cuadro fue determinando los indices de estimulación que se 
determino por medio de las CPH no transformadas de cultivos 
estimulados entre CPM no transformadas de cultivos sin 
estimular .. 
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D!SCUS!ON. 

La amibiasis es un padecimiento que se inicia por invasión 
de la mucosa del intestino 9rL1eso, pat· lo que ~e hace 
impartan te rQs.._, 1 tar· 1 os mec.01n i srnos de resisten e i a 
inespeci fic:os coma f 1 ora bacteriana, mLtc:opol isacat"'idos, 
movimiento peric.:;,talt1co, así como los mec:c.tnismos de 
resistencia esp1:>cificns mHdiados por inmunidad hnmoral y 
celular, los r:ud les PL1c:iden pre.sentar$C? como respuestas 
inmunitarias locales y .~jsléntlcas. ReciQntemente se ha 
de.nostrndo J,;i ap."lrición de <='lnticuer·pos dP. isotipo !gA contra 
amibas en heces :~· {:!fl calostro humano la que refuer~a la 
importancia de J¿1 respLtegta inmuniLaria local. Sin embargo a 
pes~r d~ la demostración de Jirifocitos T en intostino no se 
ha i~vestigado la induccción dr:> inmunidad celular local en 
contra de este par.tlsi to~ También es imoartante resaltar 1us 
dificultades para evaluar dicha t·espuesta inmunitaria en 
pacientes y solo G~ posible inves!:igar en animales de 
laboratorio. En f':'l pt'é."::3ente trabajo se utili:=.aron linfocitos 
dE:' ba;:o y de g¿u19l íos l inf¿.ticos mesentericos de 1~atones, 

para identif1ca1· ~ las f1·~cciones amibianas que permitan 
evaluar la respLt~sta inmunitaria local y sistemica posterior 
a un esquema de inmunización Sin embargo 'fL1e neceSdt·io 
investigar si las diferentes preparaciones amibianas 
seleccionadas tenian dctiv.id¿¡rJ mi togénica sobre linfocitos de 
ganglios linfáticos mesentericos coma las repo1·tadas por el 
grupo de Diamsteins soUre linfocitos de sangre periferica de 
humanos. 

El método de Transformación Blastoide se selecciono por ser 
una de las técnic~s mas utilizado para valorar dichos efectos 
mitogénicos sobre linfocitos en gto>neral. 

Cuando se comparat'ón los ratone~ uti !izados en este 
trabajo y se 9ráficaron en forma individual (gráficas I y II> 
en en condiciones similares, en la curva de dosis-respuesta 
al mi togéno <Con Ai se observó una grc1.n variabilidad de 
la respuesta a la Con A. También los resultados de injerto de 
piel que se real ize.trón para corraborar la singenicidad de la 
cepa del raton BALB/c, mostraron que la cepa de ratón 
no era singenica~ 

Tomando en c.:ons i de rae i ón que no se u ti l i ::ó una cepa 
singénica, se establecieron procedimientos estadísticos para 
normalizar esto~ resultados en Jos lin·focitos estudiados 
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En la gráfica IV se ve que hay diferencias aparentes entre 
linfocitos de bazo y GLMs, sin embargo el analisis 
estadistico no mostró diferencias significativas (Cuadro 
III>. Lo cual nos permitio utilizar a la Con A como un 
parametró de la funcionalidad de la prueba de Transformación 
Blastoide en linfocitos de GLMs y bazo .. 

La valoración del Filtrado Amibiano CFA> en GLMs, 
demuestra que este FA presenta también una actividad 
mitogénica sobre los linfocitos asociados a intestino.. Estos 
resultados se corroboraran por otros grupos de 
investigadores, que probaron la actividad en linfocitos de 
sangre periférica de humanas (63), y nosotros lo comprobamos 
en linfocitos GLMs de ratón, ya que es una apro:<imac:ión más 
real a los procesos naturales de la infecccion amibiana 
( Gráfica V ) .. 

El extracto total CET> amibiano presentó actividad 
mitogén!ca a una sola concentración, que fué de 100 ug/100 
ul. Requiriendo de una cantidad mayor de u9 de proteína de 
este extracto para la estimulaciónm linfocitaria, aunque a 
esta dosis fué más mitogénica que el resto de las fracciones 
amibianas .. 

Estudios previos han mostrado actividad mitogénica de 
preparaciones proteicas solubles an1ibianas de cepas 
virulentas sobre linfocitos de bazu de ratones y de sangre 
periférica de humanos. Estas preparaciones solubles amibianas 
se han obtenido de diferentes maneras; entre estas, ·se 
encuentran desde fracciones lisosomales, extractos totales, 
fracciones amibianas pasadas por filtro de 0.22 um (46, 49). 

Asi también se encuentran extractos deslipidilizados, los 
cuales se ha determinado que el principio mitogénico reside 
en la fracción no lipidica. Se ha reportado que la actividad 
mitogénica actóa predominantemente sobre linfocitos T y no se 
han encontrado proliferación de linfocitos B ( 62 ). 
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En este trabajo se determinó que las preparaciones del 
extracto total amibiano, presentó un efecto mitogén1co sobre 
linfocitos de GLMs y bazo C Gráfica VI ), donde 
presumiblemente también sean linfocitos T <62). 

Con el objeto de investigar si otras fracciones amibianas 
tenian actividad mitogénica, se probaron por separado las 
fracciones descritas por Lopéz-Revilla y col e 67 >. Tratando 
de identificar la localización de las proteínas amibianas con 
actividad mitogénica. 

AsJ la fracción P-15 se encontró que tiene actividad 
mitogénica para linfocitos de bazo y de GLMs, encontrandose 
esta actividad integrada a componentes de la membrana. 
También se observó que no hay diferencias entre linfocitos de 
GLMs y de bazo, sin embargo a la máxima estimulación si hubo 
diferencias significativa CP < 0.01>, siendo más estimulado~ 
los linfocitos de bazo que los de GLMs. 

La fracción S-15 no presento actividad mitogénica a las 
concentraciones. probadas , siendo conveniente mencionar que 
en trabiljos realizados por López-Revilla C67>, esta fracción 
subcelular amibiana fUe mitogénica utilizando otras celulas 
en el método de valoración de dicho efecto. Estas diferencias 
podrian deberse a que los receptores del modelo utilizado 
(celulas epiteliales de ovario de hamster> muestran 
variaciones a nivel de sus receptores con respecto a los 
linfocitos tanto de GLMs como de ba=o-

El efecto de la fracción denominada nuclear CFN> la cual 
esta constituida de membranas plásmaticas crudas (8), se 
valoro en linfocitos de GLMs y de bazo de ratones, 
encontrado un efecto mitogénico en ambas poblaciones. No se 
observarcin diferencias significaticas <P > 0.05), lo cual 
difiere con lo reportado por Lopéz-Revilla acerca de esta 
fracción, que no tiene efecto sig~ificativo sobre la sintesis 
de DNA sobre células epiteliales de ovario de hamster. Lo 
cual demoStro que en las membranas internas crudds también 
presentan actividad mitogénica. 
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Los resultados demuestran que las proteinas amibianas con 
actividad mitogénicas estan distribuidas en diferentes 
compartimientos de los trofozoitos.. Reciontemente nuestra 
grupo demostró que los 1 infocitos de GLMs de gerbas presentan 
un comportamiento similar al encontrada en linfocitos de 
ratones (en preparación) .. 

Seria importante realizar e;:perimentos con cepas 
singenicas de animales de laboratorio, para ampliar estos 
datos. Asi mismo faltaria por definir el efecto mitogenico 
sobre subpoblaciones purificadas de linfocitos. Por otra 
parte se hace necesario obtener antigenos mas definidos 
bioquimicamente para encontrar las moléculas involucradas en 
este fenómeno .. También faltaría por demostrar si los efectos 
mitogénicos son relevantes durante una infección amibiana~ 

Comparando los diferentes antigenos amibianos a una 
c:oncentracion de 50 ug / 11)1) ul encontramos que la fracción 
P-15 tiene un mayor indice de estimulacion que la FN~ Con el 
extracto total se encontraron elevados indices de estimulación 
pero a la doble concentración de proteina. También es 
importante resaltar que el filtrado amibiano a las 
concentraciones de 10 ug provoca un indice de estimulación 
ffioderado. Falta por resolver si los diferentes antigenos 
amibianos que tienen actividad mitogénica concomitantemente 
presenta una actividad de tipo lectina. 

Los resultados mLtestran que la respuesta mitoqénica 
observada con proteinas am1bianas son diferentes a otros 
mitogénos para linfocitos T. Las diferencias se refieren a 
las concentraciones optimas de estimulación, tiempo de 
incubación y grado de proliferación linfoc:itic:a. 

La metodologia descrita en este modelo experimental nos 
permitira estudiar a futuro proximo la respuesta inmunitaria 
celular local posterior a inmunizaciones con diferentes 
antigenos amibianos que no presenten actividad mitogénica, 
como la fracción S-15 que se demostró en este trabajo. 
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CONCLUSIONES. 

1. Por s1..i locali::::...:u:1ón y por el nu1nero de 11nfoc:1tos 01.1e s.e 
pueden obtener de los GL!1s, podr-1a ~rJr un,;\ ·form"' ct1ret.:ta de:.> 
•.1alorar la. inmunidad 1ntest1na.l en modelo-;; C?::oerimentalf.JS 
relc:\cionado a infecciones intesttnC\lcs. 

2. El filtr•ado am1btano 
histolytica cepa HM1-Il1SS fué 
GLMs. 

obtt..""nl.du 
m1toqen1c:o p.:.H· . .,. 

de Entamoeba 
l.tntoc:Ltos af? 

3.. El extracto total <ET) v li\ fracc1on ves1c:L1lar <F'-15) y 
la fracción nLtclear (FN> obtén2das de Entamoeba /listolytica, 
presentaron actividad mitogénica para 11nfoc1tos de GLMs y 
ba::o .. 

4.. La fracción post;vesicul.,,r <S-15) .. no presentó actividad 
mitoQénica para linfocitos de GLMs y de ba=o· 

5.. Para 113 FN y eol ET si ht.1bó di-ferenc:1 .... _,,s ontre 11nfacitos 
de GLMs y linfocitos de ba=o. 

6. No hL1b6 diferencias sobre el ciecto qLte 
fr-acc:iones P-15 y S-LS en linfocitos de GLt'!s y 
de ba::o ... 

tuvieron l.:;.lS 

en l infoc: 1 tns 

7. Es posible qu~ el efecto 1111togénic:o de Enta.moeba 
histolytica. sea un mecanismo mbs de patagen1c1dad. al 
alterar la respuesta inmunitaria celulaf• del tejido linfoide 
asociado al intestino. 

8. Este trabajo pet•mitir~ utili:ar a las pr·oteinas con 
menor actividad mitogénica para evaluar la inmunidad celul~r·. 
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VII. A P E N D 1 C E • 

REACTIVOS. 

1. Amortiguador s¿."'lino de fosfatos <FBS) pH 7.'.2 estéril. 

Cloruro de sodio 
Fosfato dibásico de potasio 
Fosfato monobásico de potasio 
Agua destilada cbp 

8.45 g 
3. 13 g 
1. 36 g 
1000 ml 

Ajustar el pH antes de aforar. Distt•ibuir en allcuotas. 
Esterilizar a 15 lbs por 15 m1n. Verificar esterilidad y 
almacenar a 4° e. 

2. Solución salina isotónica (0. 85 /. plv> 

Cloruro de sodio 
AgLla destilada cbp 

3. Albúmina sérica bovina al 0.1 % (p/v). 

ASB fracción V (Sig1na> 
Solución ~~l1n~ ~sotonica 

4. Solución 1 <Lowry). 

cb¡...; 

8.5 g 
1000 ml 

1 (l '"" 1 o ml 

Carbonato de sodio al ~X en hidro::ido de sodio 0.1 N. 

5. Solución 2 (Lowry>. 

Sulfato de cobre pentahidratado al 1 X 
Tartrato de sod·io y potasio ·al 2 'l. 

6. Soluc16n 3 <Lowry). 

SolL1ción 1 
Solución ..:;. 

7. Reactivo de fenal diluido. 

como reactivo 

1 parte 
1 parte 

5(J partes 
J parte 

de fenol Disponible comercialmente 
acL1erdo a Fol in-Ciocal teaL1. Es apro}: i madamen te :z N en 
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c1do y se titula con rlaOH y fenolftale1na como indicador oara 
diluirlo a lN cara la prueba. La dilución es cercana a 1:=. 

8. Solución de Luqol. 

Solución saturada y filtrada de yodo ~n KI al ~-

9. Agarosa al 1 ;~. 

Agarosa <Bio::on, rh!>::1. 1. (t ~ 

Solución salina isotónica c:bp. 1000 m! 

1 (1. Cloruro de 8en~alconio al 

Mejor conocido como ben=.al, s~ encuentra disponible 
el comercio. 

11. RF'MI-164(1. 

Para lavar células: 

F.FMI--l:i-h;1 ~Gt;?:.c.o. ~U1't1. 

Bic:arbonc71to de sodio <J. r. bal.:e;o1~, 1·11:.;1. 
HEF'ES; f·J-::!-rlidr·i::i::1et1l piperdcina-etanu 
ácido sulfónico (Siqma. EUA>. 

l •:·. ·:.' 
::.:. • •.r L) 

2. U8 ,-J 

en 

P1~n1c:.i 1 ina 
Estreptomicinu 

1(1(!. O u,. ml 
l•)(i. t) 1;1ci/ml 

Agua destilada y des1oni=.ada cbo ¡ 1)(1(1. (1 111 l 

P~ra Medio dG ~ultivo comol~to: 

Lo anterior y 
Suero fetal de ternara (GI8CO. EUA) 
'.2-Mercao toet.:~nal 

Tanto el RF'l1 I-164(1 
ester1li::aron por 

p<."\ra 1"'"''1.;ioo •:eme 
filtración. Se 

oar-"' 

5 
s :: 1 (t 

CL\l l:;i·-·o 
di str-ubLtyeron 

alicuatas en frascos estéril~s con taoa. Se vet•1ficG 
esterilidad y se al1naceno a - 20° C. 
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12. Azul trio~n al O.~ 5 (p/v) 

A:::ul tr1pán o. 2 g 
Solución salina isotónica cbp 100 ml 

13 Concanavalina A <Con A>. 

Tipo IV-S CSIGMA> 
Peso ne to 5 mg 
Almacenar en vial par abajo de O C. Ya hidratado se 
almaceno en al!c:uatas a - 20 C. 

14. 

15. 

16. 

17. 

Timidina Tr•1tiada <3 H- Tdr>. 

NET-027 THYMIDINE, CMETHYL- H) 
New England Nuclear 
Actividad Esoec!fica 
Caneen trae i ón 
Hecha la dilución almacenar a 4 o c. 

Ac:ido tricloac:et1c:o a I 5 ~~ Cplv> .. 

Ac1do tric:loroacetico 
Agua destilada cbp 

,'.)c:1do tr1c:Io.':'lcC!t1co a! 1 (J 
., (p/v) 

Acido tricloroac:ético 
Agua destilada cbp 

Metano! al 70 '- Cv/v) .. 

Metano! 
AgL1a destilada 

6.7 
l. (1 

5.0 
1 (11) 

1(1.f) 

10(1.0 

70 
30 

18. Liquida de Centelleo. 

POPOP: p-bis<2-<5-feniloxazolil))benceno 
<BECKMAN> 

o. l 

PPO: 2,5-difenilo;-:a::::ol 
Tolueno 

"!BECKMAN > • 5. 1) 

cbp 1000.0 
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