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RESUMEN 

INDUCC!ON DE LA RESPUO.STA INMUNITARIA CELULAR PROVOCADA POI{ LA 
INOCULACION !NTRAC::::CAL DE TROFOZOITOS DE Entamoeba histolyti~ EN 
GERBOS <Meriones unouicul3tusl. 

Existe poca información acerca del desarrollo de inmunidad celular 
por la presencia de S,_ntamoeba hi=>tolytica a nivel intestinal, esta 
no ha sida estudiad u adecuadament~ por la dificultad de encontrar 
un modela experimenta! adecuado de amibiasis intestinal. En el 
presente estudio, si? uti 1 iza.r<:>n gerbo~ monqó l ices ( Meriones 
unquicula~) los cual(.;:; son faciles de infecta.1- e>:perimentalmente 
con el pará.<;;..i.to. 
El objetivo de este treb::uo fue evalua1- la respuesta inmune celu-
lar, t'°'nto local co.r10 si~t~.nica. que pre'=-entah grupos de gerbos 
inoculados intrace-::idmente con trofo:::oi tos de ~ histolytica. 
Se utili:::aron gei-bos m-:>.·.:hos de 55 a 65 dias d<: edad. La cepa de 
Entamoeba histolytica utilizad.:i. fu8 la HMI-IMSS cultivad.:\ en medio 
TYI-S-33, se utili:::a.-an dos antigenos ,:;.mibianos. un extracto total y 
una fracción memb1-an2.1 CP-15). 
Para evaluar la respuest~ inmunitaria c~lular. 
de H3-tiinidina que inco1-pararon al incubar por 
de ganglios linfáticos m~sent6ricos <GLMs) y 
cantidades de los dos anti genes amibianos. 

se midio la cantidad 
separado linfocitos 

bazo diferentes 

En principia, se determino la actividad m.itogénica de la 
cancanavalina A sotJre linfocitos de Bazo y GLMs de gerbos normales. 
Se determino la dosis óptima de estimulación en ambos tipos de 
células. También se encentro que al incubar linfocitos de 14 gerbos 
normales con las fracciones amibianas, estas indugeron la activación 
inespecifica de ambo::; tipos de linfocitos. 
En otro experiemento. 28 ge1-bos fueron dividido~ en 4 grupos, el 
grupo 1 y 3 fueron inoculados con 5 X l·):s trofozol tos de Entamoeba 
histalytica en el ciego. Los grupos 2 y l1 no fueron inoculados y se 
usaron como grupos cont.-01. 
Los animales del grupo 1 't' 2 fueran sacrificados 10 dias después de 
la inoculación y sus 1 infoc i tos se incubaron con oi ferentes 
cantidades de las fracciones amib1anas. lo~ grupos 3 y 4 fueron 
sacrificados 30 dias después de la inoculación y sus linfocitos se 
incubaron de la misma manera~ 
La cantidad a la que inco1·poraron mayor cantidad de timidina todos 
los grupos fué 5 µm cor pozo. La siqt.nente tabla mucstr,:;, la cantidad 
de timidi.na <medidas !lOr cuentas oor minuto> incorporada por los 
linfocitos a la dosis má.;-:ima <media y desviación standard) .. 

LINFOCITOS 
Gang 1 ia5 lintáticos Bazo 

10 Cli as 30 di as 10 di as :JO dias 
EXTRACTO TOTAL 
Testigo 13466-3290 14659-:J292 12469-3300 12221.:.2143 
Problema 21481-3750 33752-5300 19018-4264 21312-5042 

EXTRACTO MEMBRANAL 
Testigo 1637:'.J-2447 19504-2240 11726-3101 14130-2085 
Problema 27488-3016 39970-5371 15378-2606 26851-4190 



Con los do!O; antigenos v para ambos tip''.:ls ae .1.intocitos, los grupos 
e~:pe1- imentales presenta1·on una resoue=:ta mayor estad! sticamente 
significativa (et = tJ.05l que los grupos test.igo. La respuesta fué 
estadisticamente (a = 0.(15) mayor en linfocitos de GLMs que en los 
de bazo. asi misma, fue mayo;- para el antígeno membrana! que para el 
anti geno total. 
A pesar que los linfocitos de ba.!a respondieron con menor intensidad 
que los linfocitos d'e GLMs. de los mismos animales infectados, estos 
respondie1·on cual¡.t.ativamente en un nivel mayor que los linfocitos 
de bazo de los animales no infectados en los dos tipos de antígeno, 
lo que sugirió que la inoculación de trofozoitos no solo induce 
respuesta celular local contra b histol•1tica sino también 
respuesta celula1· sistémica. Por e~to, trato de demostrar 
hipersensibilidad reta1·dada cutánea por medio de 
intradermorreacciones. Para medir hipe1·sensibilidad retardada, se 
utilizaron 4 grupos de 10 unimales. todos la inoculación fué 
intradérmica con 10 µg de pratelna de un antígeno membrana!. El 
grupo 1 fueron animales na infectados y retados protei na 
amibiana. Los animales del grupo 2 fueron animales con 30 dias de 
infección amib.1.ana. y retados. con albümina sé1·ica bovina. El grupo 3 
fueron animales con 10 dia.s de infección y reta.dos con protelna 
amibiana, por Ultimo, los animales del grupo 4 ten!an 30 dias de 
infección y fue1·on retados con protel na amibiana. 
Se midia el porciento de incremento a los animales después de 24 
horas del reto. Se encontró un X de incremento en el grupo 1 de 
69.4; grupo 2 de 46.2; grupo 3 de 116.3 y grupo 4 de 173.1 • Lo 
anterior demuestra que se monta respuesta inmune celular 
de tipo sistémico. 



INTRODUCCION A LA AMIB!ASIS 

Definición de amibiasis 

La Organización Mundial de la Salud en 1969, definió esta 

enfermedad como la situación en la que ·se porta el parásito 

Entamoeba histolytica, con sin manifestaciones clinicas ellas. 

La amibiasis sintomática 

intestinal, y cuando se 

afecta el hígado • 

De acuerdo con su 

es primariamente una enfermedad 

vuelve extraintestinal generalmente 

sintomatologia, la amibiasis 

intestinal puede producir una amplia variedad de alteraciones 

anatómicas, las correspondientes a cuadros cl1 nicos bien 

definidos, que se conocen como: colitis ulcerativa amibiana, 

megacolon tóxico disenteria amibiana fulminante, ameboma o 

granuloma amibiano, y apendicitis amibiana. En cambio, la 

amibiasis hepática se caracteri~a por la presencia de una o más 

áreas grandes de necrosis o abscesos. Además, la amibiasis 

extraintestinal puede afectar a casi todos los órganos del cuerpo; 

de todos modos, las localizaciones distintas al intestino y al 

higado son muy raras y generalmente ocurren en sujetos gravemente 

parasitados ( Pérez-Tamayo 1986). 

La amibiasis intestinal es una enfermedad sumamente frecuente en 

México, aproximadamente del 10 al 20 X de la población es 

portadora de este parásito. En áreas endémicas como México, 

aproximadamente el 2 :.~ de los pacientes adultos 

absceso hepatico amibiano COnofre, 1986). 
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LA RESPUESTA INMUNITARIA EN LA AMIBIASIS 

Aunque la amibiasis es muy frecuente en algunos paises como 

México, solo unos cuantos individuos infectados con S.:.. histolytica 

desarrollan colitis amibiana y muchos menos el absceso hepático 

amibianos que es su principal secuela (Qnofre, 1986). Probable­

mente, la condición que desencadene este daf"io es la ruptura. del 

equilibrio entre los factores de virulencia del parásito y la res-

puesta inmunitaria local y sistémica del hospedador <Kretschmer 

1986). La colonización intestinal y la amibiasis invasora, desen­

cadenan la producción de anticuerpos locales y sistémicos en huma­

nos CKa.gan, 1973; Snarma y col. L978,19Bl; Hart!nez y col., 1979; 

Grundy y col., 1983; Acosta y colq 1985, 1987). 

Stemberg en 1978 encontró que eritrocitos cubiertos con 

ant1genos amibianos eran lisaaos por monocitos en presencia de 

suero inmune, esto sugiere que el mecanismo de lisis por células 

es dependiente de anticuerpos. Sin embargo, na observó lisis de 

trofozo!tos amibianas por manocitas y ~uero. 

In. Y.!1.r.g la interacción entre anticuerpos antiamiba de la clase 

IgG o lgA marcados con fluoresceina y trofozo1tos de ~ 

histolytica, provoca en forma primaria una distribución homogénea 

de la fluoresceina en toda la superficie del trofozoito. Pero 

después de un corto periodo de incubación los anticuerpos son 

redistribuidos hacia un polo de la célula y finalmente liberados 

al medio, en complejas con sus antígenos respectivos. Este 
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fenómeno, conocido como formación de casquete Ccapping> puede ser 

uno de los mecanismos que protegen a la amiba de la inactivación o 

lisis por anticuerpos y complemento (Calderón y col., 1980; 

Acosta y col., 1qa3; Calderón y col., 1986). Lo anterior no se 

ha corroborado ir! vivo. 

La eliminación de anticuerpos por los trofozoi tos de 

histolytica, parece indicar que los mecanismos mediados por 

células son los responsable de controlar la amibiasis. 

RESPUESTA CELULAR EN HUMANOS 

El primer contacto entre ~ histolytica y el sistema inmune se 

realiza a nivel intestinal. Una vez invadida la mucosa aparece 

una respuesta inmune celular o humoral que regula el curso de 

la infección CTrissl, 1982). 

Las interacciones de células del hospedador con trofozoitos de 

Entamoeba histolytica son muy complejas, ya que éstas tienen 

;¿apacidad de adherencia,citolisis y fagocitosis CChévez y col., 

1974; Ravdin y col., 19800 Ravdin y Guerrant, 1981; Trissl, 1'182), 

sobre diferentes lineas celulares y sobre eritrocitos de 

diferentes especies animales. 

La primera linea de defensa celular en el organismo son los 

Polimorfonucleares <PMN>, cuando una amiba invade tejidos del 

humano seguramente tiene contacto con éstos. Las interacciones de 
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~ histolytica con PMN es uno de los eventos mas interesantes. 

Guerrant y col en 1981 , estudiaron las interacciones !J1 

~ de neutrófilos humanos con dos cepas axénicas de ~ 

histolytica aisladas de pacientes con amibiasis invasora. En este 

estudio la cepa virulenta HMl-IMSS lisó a los neutrófilos sin que 

se viera afectada la viabilidad amibiana. La muerte de los 

neutrófilos ocurrió a través del contacto celular, primero hubo 

cambios en la membrana , después degranulaci6n, y por último la 

muerte del neutr6filo. En los estudios anteriores se observó 

que ni 3000 PMN podlan disminuir la viabilidad de cepas 

virulentas. 

Ravdin y col. 1985 estudiaron la interacción entre neu­

tr6filos y algunas cepas amibianas axénicas. La cepa viru­

lenta HM1-1MSS lisó neutrófilos humanos sin perder su viabi­

lidad. Sin embargo, neutróf ilos humanos lisaron cepas menos 

virulentas como la H-303-NIH y la NIH-200V, así como la 

cepa Laredo que no es patógena. AdemAs, la susceptibilidad de 

los neutrófilos a la lisis por las diferentes cepas amibianas 

estuvo relacionada a la virulencia de estas sobr~ células del 

ovario de hamster. La capacidad de la cepa HMl-IMSS para matar 

neutr6filos fue reducida adicionar N-acetil-D-qalactosamina 

(inhividor especifico de lectinas amibianas>. Estos estudios 

demue~tran claramente la imoortancia de las lectinas amibianas 

en la virulencia de estos organismos y en la interaccion 

entre neutróf ilos y este parásito. 

Se han propuesto varias hipótesis para explicar la actividad 

4 



c~tolltica de ~ histolytica sobre neutr6filos. La primera de 

ellas, es la que propone la existencia de una estructura 

.lisosomal activa en la membrana (Eaton y col., 1969; Rondanelli y 

col., 1974; Proctor y Grego.-y, 1982>, sin embargo, algunos 

hallazgos histopatológ~cos y estudios in ~ han descartado 

este mecaniümo (González y Martinez-Palomo 1983). Se ha propuesto 

como mecanrsmo alternativo la activación autocatali tica de las 

enzimas proteoliticas del neutrófilo <Jarumilinta y Kradolfer, 

1964>. Ravdin y col. en 1982 observaron que la lisis de las 

células del ovario de hamster chino causada por ~ histolytica 

puede inhibirse mediante bloqueadores de la formación de 

cana les d~ Na y Ca (Verapamil y Bepridill, también se ha 

propuesto que el efecto litico de las amibas sobre les 

neutrófilos podria resultar de alteraciones en el flujo de 

iones. 

Los datos in vitre sugieren que ~ histolytica invasora (cepas 

virulentas> tiene todos los requerimientos nacesarios para 

resistir el enfrentamiento con los PMN humanos normales. Está por 

verse si esta inferioridad fagocitica de los PMN frente a ~ 

histolytica también opera in vivo ( Kretschmer, 1986). 

La participación .de los macrófagos, una de las principales 

células efectoras en la inmunidad célular, no ha sido estudiada 

suficientemente en la amibiasis humana. Los principales estudios 

sobre la participación de los inacr6fagos se ha realizado en 

modelos animales como hamsteres, ratones y gerbos. Además, en 

estos estudios solo se ha evaluado su participación en amibiasis 
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hepática y a la fecha no existen estudios en la amibiasis 

intestinal .. 

Salata y col en 1987 lograron activar macróf agos humanos con 

interferón gamma 

de ~ .. histolytica 

para que afectaran la viabilidad de trofozoitos 

Este estudio demostró que el 

interferon gamma por si solo capaz de activar macr6fagos 

para que mataran ami.bas virulentas !!!. Y.ll.!:.Q_ .. Además, anticuerpos 

anti-interfer6n gamma inhibieron en parte la accio6n de las 

linfocinas ( producidas por la activación de linfocitos al 

incubarlos con antigenos o con concanavalina A para activar 

macr~fagos y consecuentemente lisar trofozo1tos del parAsito .. 

Por otro lado, los macrófagos de calostro humano al incubarlos 

con trofozoitos de ~ histolytica afectan la viabilidad y 

adherencia de estos últimos (Rocha y col .. , 1986) .. 

Estudios clinicos indican que pacientes recuperados de absceso 

hepático amibiano rara vez vuelven a padecer la enfermedad, lo que 

sugiere una respuesta ;.nmune protectora.. Estudios experimentales 

en modelos animales, indican que mecanismos inmunes mediados por 

células pueden limitar o prevenir abscesos hepáticos CMeerovitch y 

Chadee, 1988) .. 

Durante la fase aguda de la 

senta una marcada depresión de 

por células, y esta depresión 

amibiasis invasora, se pre-

la respuesta inmunitaria mediada 

se corrige después de la 

recuperación del paciente <Ortiz-Ortiz, 1975; 

1979). 

Ganguly y col .. , 
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Salata y col. en 1990 determinaron la presencia de diferentes 

factores supresores en el suera. Ellos midieron la respuesta de 

linfocitos T de pacientes recuperados de absceso hepático amibiano 

a un antigeno total de ~ histolytica e incubados con sueros 

inmunes o sueron testigos Cuando eran incubados con suero 

inmune, la respuesta p1-olifer.itiva disminuia en un 63~ y la 

producción de interte1-6n gamma en un 93 Y. ( el suero inmune no 

afectó la respuesta de los linfocitos a mitógenos. La actividad 

supresora del suero inmune disminuyó como aumentaba el tiempo 

post-tratamiento y no correlacionó con los titulas de anticuerpos. 

Ortiz y col .. 1975, encontraron que pacientes con absceso 

hepático amibiano tenian disminuida su respuesta inmune celular 

hacia antigenos de ~ histolytica en el momento del diagnóstico. 

Se utilizó intradermorreacciones y la producción de MIF para 

medirla. La respuesta en todos los pacientes se recuperó 10 dias 

después del tratamiento. 

En pacientes que han presentado absceso hepático amibiano,se ha 

demostrado la proliferación de linfocitos T ante antígenos 

amibianos <Harris y Bray, 1976; Ganguly y col., 1979; Aust-Kettis 

y Sundqvist, 1982 ) • 

En intentos para determinar antigenos relevantes en la 

respuesta inmune mediada poi- células en la amibiasis, se determinó 

que fracciones amibianas ricas en una lectina inhioible con 

N-acetil-D-g~lactosamina induce gran actividad proliferativa en 

linfocitos de pacientes recuperados de una amibiasis aguda 

invasiva ( Ravdin y col., 1985; Salata y Ravdin, 1985 ) • 
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Joyce y ·.Ravdin en 19t36 determinaron por la tecnica de 

Western-Blot las proteinas amibianas reconocidas por el suero de 

pacientes recuperados de absceso hepático amibiano .. Ellos 

presuponen que estos antigenos son procesados por los macrófagos y 

presentados a los linfocitos T para que estimulen la producción de 

anticuerpos por los linfocitos B .. 

Las proteínas solubles preparadas de cultivos axénicos de ~ 

histolytica son capaces de inducir una gran proliferación de 

linfocitos T de individuos no infectados < Diamantstein y col., 

1981; Aust-f(ettis y Sundqvist, 1982 ; Salata y Ravdin, 1985 ) • 

Diamantstein y col. en 1980 encontraron que la proliferación es 

unicamente de los linfocitos T y no de los linfocitos B. 

encontraron que la actividad mitogénica óptima de 

Además 

proteina 

amibiana para linfocitos sanguíneos fue de 100-200 ug por ml. y se 

obtuvo entre el quinto y séptimo dla de cultivo. La respuesta 

mitogénica linfocitaria fue mayor con proteínas amibianas que con 

Concanavalina A <Con A> que es un mitógeno de linfocitos T, tanto 

en magnitud de la respuesta proliferativa como en cantidad óptima 

de concentración. Estos investigadores sugieren que la mayor 

actividad de las proteínas amibianas se debe a su heterogeneidad, 

lo que les daría capacidad para unirse a diferentes sitios en 

los linfocitos T o activar diferentes subpoblaciones. 

Salata y col. en 1986 caracterizaron los fenotipos de 

linfocitos T y la proliferación de éstos~ en pacientes después del 

tratamiento contra el absceso hépatico amibiano. Estudiaron 15 

pacientes con un promedio de lU semanas después del tratamiento, 
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y fueron comparados con controles de la misma edad y se~:o. La 

relación de T4/T8 se encontró diferente en los pacientes a los 

controles, col"! un aL1.mento de los TB y una reducción de los T4. No 

se presentó diferencia en el número total de linfocitos entre los 

grupos. La respuesta de los linfocitos de los pacientes a la Con 

A fue menor que en los controles la respuesta a la 

fitohemaglutinina <PHA> no estuvo alterada. La blastogénesis de 

linfocitos inducida por proteinas amibianas solubles <Cepa 

HMI-IMSS>, fue ma•.1or que la respuesta mitogénica en las controles. 

Linfocitos T no inmunes capaces de matar in Y..!!!:.Q. trofozoitos 

de ~ histolytica si san estimulados 18 horas antes con 

fitohemaglutinina (f-'HA> e Salata y col 1987>. La muerte de las 

amibas fue dependi:nte del contact~ cQn los linfocitos e 

independiente de anticuerpos. Esta requirió la presenciada PHA en 

el momento del contacto. La presencia de PHA en el momento de la 

interacción de linfocitos T no sensibili=ados con amibas, no fue 

suficiente para que las células del hospedador. mataran a las 

amibas, ni para hacerla resistentes 

de las amibas .. 

la acción citotóxica 

MODELOS DE INMUNIDAD CELULAR EN ANIMALES 

Con el pi-apósito de analizar la patogénesis de la amibiasis in 

~' la actividad fa.-.nacológica de medicamentos antiamibianos y, 

además, investigar la respuesta inmune, se ha tratado de 
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reproducir la infección 

laboratorio. En un principio, los enfoques experimentales eran 

administrar quistes procedentes de las heces de pacientes con 

disenteria amibiana por via oral. Después, fue cultivar a los 

trofozo!tos para enquistarlos }_n Y.i!J:Q y utilizar este 

material • Este método se deJó de utilizar debido a la dificultad 

para inducir el enquistamiento de los trofozoitos en cultivo 

Por lo tanto, el procedimiento mas comunmente empleado para 

infectar a los animales de laboratorio ha sido la inoculación de 

los trofozoitos directamente en el intestino grueso o en el 

higado • 

Las primeras investigaciones en amibiasis experimental se llevaron 

a cabo en perros y gatos. De estos primeros estudios se obtuvieron 

importantes 

disentéricas 

conclusiones, como el hecho de que las heces 

que contienen trofozoitos no infectan a otros 

animales cuando se les administra oralmente, mientras que 

los quistes administrados por la misma via, si producen lesiones 

intestinales. Actualmente el uso de estos animales es limitado, 

en parte debido a la dificultad en la manipulación y a la falta 

de uniformidad e insuficiente número de animales. 

Actualmente, los roedores se utilizan con mayor frecuencia como 

modelos para el estudio de amibiasis experimental. Sin embargo, se 

ha observado en general que los animales que resultan adecuados 

para estudios de amibiasis hepática no lo son para 

investigaciones de amibiasis intestinal. Consecuentemente, se 

utilizan modelos especificas con caracteristicas determinadas 
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para resolver problemas especificos. 

Tsutsumi v. y col.en 1984 concluye que el hámster es el animal de 

experimentación que recomienda para diferentes estudios 

relacionados con la amibiasis hepática, ya que presenta una alta 

susceptibilidad y las lesiones obtenidas son uniformes 

histol6gicamentes si'mi la1·es a las observadas en el huma~o. En 

contraste, las lesiones intestinales amibianas no se producen 

facilmente en este animal. 

Estudios con modelas in vivo de absceso hepatico amibiano, son 

indicativos de que mecanismos mediados por células limitan la 

infección inicial amibiana y previenen contra amibiasis invasiva 

recurrente. Esto se demostró ~l deprimir la respuesta inmune 

mediada por célula~ hamster por diversos mecanismos como: 

terapia de esteroides, timectomia neonatal, esp lenectcmia, 

radiaciones, tratamiento si lice y con anticuerpos 

antimacrófagos o antilinfocitos,y después retar con ~ histolytica 

en el higado. Los hamsteres con inmunodepresi6n presentaron 

abscesos mayores que los animales normales, asi como mayor 

número de mestástasis a otros órganos ( Ghadirian y col. 1981 

a,b, 1982a, 1983; Tanimcto y col., 1974>. En há.msteres inmunizadas, 

algunas células ef2ctoras como: linfocitos de sangre periférica, 

células de ba=o y macrófagos peritoneales, son capaces in 

~ de matar trofozoitos de 

Meerovitch 1982b)w 

Estudios realizados en un modelo de ratones desnudos con absceso 

hepático amibiano dan una elevada importancia el macrófago como 
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c:élula efectora del huésped <Ste1-n y c:cl, 1984). Los macrófagos 

derivados de monocitos activados con Concanaval ina A o 

fitohemaglutinina liberan una linfocina que afecta a los 

trofozoltos de h histol\•tica causándoles la muerte alrededor de 

18 horas después. 

La rata, se ha utilizado como un modelo de amibiasis intestinal 

<Nea!, 1951; Healy y Gleason, 1966). Sin embargo; solo son 

suceptibles a infectarse ratas recién destetadas, estas no 

presentan un sistema inmune totalmente desarrollado, lo que no 

permite usarlas como un modelo de estudio de la respuesta inmune. 

Los ratones son animales altamente resistentes a la amibiasis lo 

que restringe su uso, a pesar de que por haberse desarrollado 

cepas singénicas serla ideal su empleo en el estudio de la 

respuesta inmune <Gold y l<agan, 1978>. 

El primer reporte del uso de los gerbos en infecciones 

producidas por ~ histolytica fue hecho por Diamond y col. en 

1974. Ellos estudiaron las lesiones hepáticas producidas 

por la inoculación in fil.lli de trofo=oltos de~- histolytica 

y observaron una menor virulencia en gerbos que en hámster, 

independientemente del sitio de inóculo. Esto sugirió que el gerbo 

podria ser un mejor modelo animal para el estudio de la secuencia 

en la patogenia de la amibiasis. 

Posteriores estudios sobre la amibiasis intestinal y hepática, 

fueron hechos por Chadee y Meerovitch <1984, 1985 a,b ) .. 

Ellos observaron que las lesiones en la pared cecal no 

fueron en un principio invasiones activas, sino indugeron cambios 
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histológicos en la lámina propia y epitelio interglandular, dando 

como resultado la ruptura de la pared. E~tos cambio~ pueden 

ocurrir como resultado de la absorc:ión de to>:inas amibianas y 

entonces, las barreras de defensa, las amibas 

pueden invadir y proe1uci1- las lesiones tipicas. 

Las amibas obtenidas de casos asintomáticos de amibiasis pueden 

colonizar el ciego de gerbos, sin embargo~ la presencia de 

amibiasis invasiva depende del uso de cepas altamente virulentas. 

Las infecciones cecales se pueden obtener con cepas cultivadas en 

medios axénicos o monoxénicos. Las bacterias asociadas en cultivos 

monoxénicos parecen no jugar un papel importante para el 

mantenimiento y e:-:presión de la virulencia en este modelo <Chadee 

y col. 1985c). Sin embargo~ los protozoarios y las bacterias 

normales del ciego puede afectar el crecimiento y la colonización 

de los trofozoitos < Smith y col 1985> • Todo lo anterior 

hace pensar que el gei-bo es un buen modelo para el estudio de la 

inmunologia de la amibiasis a nivel intestinal. 

Chadee Y Hee1-ovitch en 1985, describieron cambios histológicos en 

organos linforeticulares despuós de la infección intracecal de 

garbos con ~ histolytica. Los ganglios linfáticos mesentéricos 

mostraron 5 a 10 dias después de la inoc:ulaC:ión <Dll' 

hiperplasia de follculos corticales y blastogénesis en flreas 

paracorticales. 20 a 30 dias DI las flreas paracort icales 

presentanban disminución de linfocitos, 60 DI las áreas 

paraco1-ticales estaban totalmente _repobladas. Las foliculos 

linfoides del bazo presentaron hiperplasia durante todo el tiempo. 
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En el trabajo anterior a pesar de demostrar que existen cambios en 

los organos linfoides asociados al intestino no se demostró si 

existía activación de linfocitos, ya sean locales o sistémicos. 

Los gerbos, también han sido utilizados para estudiar la respuesta 

inmune celular en abscesos amibianos. Denis y Chadee en 1988, 

encontraron en gerbos que macr6fagos obtenidos de h!gado con 

absceso hepático amibiano ten! an notablemente inhibida su función 

reguladora. No producían interleucina 1 ni respondían a linfocinas 

!!!. tillQ.. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El primer contacto de ~ histolytica con su huésped se realiza 

a nivel intestinal, se ha propuesto que es la respuesta celular 

local la responsable de mantener la homeostasis entre los factores 

de virulencia del parásito y el huésped. 

La respuesta inmune celular a nivel intestinal contra Entamoeba 

histolytica no ha sido estudiada adecuadamente hasta el momento, 

esto debido a la dificultad de encontrar un modelo experimental 

adecuado de amibiasis intestinal. 

Anteriormente, nuestro grupo demostró que diferentes fracciones de 

~ histolytica filtrado amibiano, extracto total, fracción 

membrana! y fracción nuclear tienen efecto mitogénico sobre 

linfocitos de ganglios linfAticos mesentéricos (GLMs) y bazo de 

ratones BALB/c normales <Diaz y col 1990>. Este efecto podria 

activar en forma policlonal diferentes colonias de linfocitos y 

ser un mecanismo de patogenicidad. 

Sin embargo, la utilización de ratones para demostrar la 

respuesta inmune local contra ~- histolytica esta limitada 

por la gran resistencia de los ratones a la infección <Mattern, 

1977). 

Se han propuesto va¡- ios modelos animales para la amibiasis 

intestinal, aparentemente, el mejor modelo en la actualidad es 

el gerbo. 

Chadee y Heerovitch en 1984 y 1985, lograron infectar gerbos 

con cepas virulentas de ~ histolytica y producir lesiones 
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características. Esto hace pensar que los trofozoitos de ~ 

histolytica interaccionan con el sistema inmune a este nivel. 

El proceso de penetraci~n intestinal de la amibas o de difusión 

de antigenos amibianos subcelulares en el ciego de los 

gerbos, podria tener efecto sobre el establecimiento de una 

respuesta inmune celular ya sea local y/o si~témica. 

Por lo anterior, en este trabajo se pretende evaluar la respuesta 

inmune celular, tanto local como sistémica, que presentan grupas 

de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de ~ 

histolytica. 

16 



O B J E T 1 V O S 

1.- Adaptar y mantener una colonia homogénea de gerbos <~ 

unguiculatus) tomando en consideración la susceptibilidad de 

estos animales a la infección amibiana. 

2.- Investigar la proliferación de linfocitos obtenidos de GLMs y 

bazo de gerbos ante un mitógeno de linfocitos T 

<concanavalina A>. 

3.- Determinar la actividad mitogénica de diferentes fracciones 

subcelulares de ~ histolytica (extracto total del par~sito y 

fracción membrana! P-15> sobre linfocitos de GLMs y baza de 

gerbos normales. 

4.- Determinar si la inoculación intracecal de trofozoitos de ~ 

histolytica en gerbas, provoca el reconocimiento especifico 

Ca los 10 y 30 dias postinoculación) al incubar linfocitos de 

GLMs y bazo de estos animales con proteínas amibianas < Medido 

por la incorporación de ªH-Td en una microtécnica de 

transformación blastoide ) .. 

S.- Comparar la activación especifica de linfocitos de GLMs 

<respuesta celular intestinal> con los de bazo (respuesta 

celular sist~mica>~ 

6.- Determinar si la inoculación intracecal de trofozoitos de 

~ histolytica en gerbos~ estimula la respuesta inmune 

celular sistémica in Yi!!Q <Por intradermorreacciones). 
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MATERIAL V METODOS 

Animal•• 

Se utilizaron gerbos machos C Neriones unguiculatus ) de 55 a 65 

dias de edad y con un peso de áO a 80 gramos (g). Se alimentaron 

con productos comerciales para ratones y agua fil! ~- El tiempo 

que duró el trabajo, se mantuvierón en jaulas individuales dentro 

del Bioterio de la Escuela Superior de Medicina del I.P.N •• 

Protocola experimental para determinar la actividad •itog,nica d• 

la conc~navalina A sobr• linfocitos de gerbos normal ... 

Se utili~aron 8 gerbos sanos. Se sacrificaron y obtuvieron los 

linfocitos de bazo y ganglios linfáticos mesentéricos, se 

estimularon con Con A (sigma> a siete diferentes dosis <O, 1, 5, 

10, 20, 50 y 100 µg por pozo en los cultivos>, para medir la esti­

mulaci6n se utilizó una microtócnica de transformación blastoide. 
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Protocolo •Kp2rim•ntal para determinar la actividad mitco9nica de 

de• dif•r•ntes fracciones amibianas CEKtracto total y Fracción 

P-1~) sobre linfocitos de gerbos normal•s. 

Se utilizaron 14 gerbos normales. Se sacrificaron y obtuvieron los 

linfocitos de bazo y ganglios linfáticos mesentéricos, se 

estimularon con las dos fracciones amibianas a 6 diferentes dosis 

( O, 1, 5, 20, 50 y 100 µg por pozo en los cultivos >, para medir la 

estimulación se utilizó 

blastoide. 

una microtécnica de transformación 

Protocolo •xperim•ntal para m•dir la respu•sta inMU.nitaria d• 

linfocito• d• o•rbos inoculados intrac•c&lm•nt• con 

d• ~ histolytica. 

trofczcitos 

15 dias antes de ser inoculados con ~ histolytica, todos los ani-

males fueron tratados < sondeo intragAstrico tres d!as seguidos 

con metronidazol ( Flagyl , a dosis de 200 mg/Kg. El tratamiento 

previo fue con el fin de eliminar protozoarios comensales 

como Entamoeba muris y Trichomonas sp •• 

Se utilizaron 28 animales divididos en cuatro grupos de 7 Los 

grupos 1 y 3 fueron inoculados con 5 10~ trofozoitos en 

ciego. Los grupos 2 y 4 fueron utilizados como grupas testigo 

y no se inocularon. 

Los animales del grupo uno y dos fueron sacrificados 10 dias des-
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pués de la inoculación, se obtuvieron linfocitos de bazo y gan-

glios linf Aticos mesentéricos y se estimularen con dos diferentes 

preparaciones amibianas 

membranal del mismo 

Extracto total del pará.sito y una fracción 

seis diferentes dosis. Para medir la· 

estimulación se utilizó una microtécnica de transformación 

blastoide .. Los animales de los grupos tres y cuatro fueren 

sacrificados 30 dias después de la inoculación y sus linfocitos se 

procesaron de la misma manera que los grupos uno y dos. En todos 

los casos se trabajaron dos animales simultaneamente, un animal del 

grupo testigo y un animal del grupo problema el mismo dia para 

igualar condiciones. 

Obtención de Amibas para inocular 

Se utilizó la cepa aY.én.i.ca de Entamoeba histolytica HMI-IM55.Todos 

los trofozoitos fueron cultivados en condiciones axénicas en el me-

dio TYI-S-33 Oiamond, 1978 >, durante 72 horas, tiempo en que 

las amibas se encuentran en la fase logarltmica de crecimiento. Las 

amibas se despegaron mediante incubación en agua-hielo aproxima-

damente a 5 grados centigrados ) por 5 minutos y posteriormente se 

centrifugaron en una centrifuga clinica a 1500 rpm ... Se retiró el 

sobrenadan te con una pipeta Pasteur y se resuspendieron los 

trofozoitos eñ el mismo medio. Se contaron las amibas en un 

hematómetro y se ajustaron a la cantidad requerida ( 2.5 X 10~ 

en ml .. ) .. Todas las amibas utilizadas en el presente trabajo fueron 

donadas por el Dr. Victor Tsutsumi, Jefe del laboratorio de 

20 



Patologia del Departamento de patologia experimental del CINVESTAV 

del INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL. 

Antígenos amibianos 

Las amibas usadas para la Obtención de los antigenos amibianos, se 

centrifugaron a 2000 revoluciones por minuto (r.p.m.> durante 5 mi­

nutos en tubos cónicos de 50 ml •• Se retiró el sobrenadante con una 

pipeta Pasteur y se resuspendieron los trofozoitos en una solución 

buffer de fosfatos ( P.B.S. > estéril, se repitió la centrifuga-

gación, se resuspendieran los trofozoitos en 5 ml. de P.B.S •• 

El extracto total se obtuvo al romper los trofozoitos por congela-

ci6n a -20 gradas centigrados y descongelación brusca a 15 grados 

centlgrados, esto se repitió tres veces. Después de la última des­

congelación no se observaron trofozoltos enteros al microscopio 

compuesto. La fracción membranal ( P-15 ) se obtuvo al centrifugar a 

14 000 G por 15 minutos extracto total del parásito, el 

sobrenadante se desechó y el sedimento fue nuestra fracción útil 

<Valadez-Salazar y López Revilla, 1986). 

La cantidad de proteina de los extractos amibianos se determinó por 

la reacción de Folin-Ciocalteau ( Lowry, 1951 >. Los extractos se 

prepararoñ el mismo dia que fueron usado9. 
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Cada animal antes de la cirug!a se mantuvo en , ayuno cuando menos 

12 horas. Se anestesió intraperitonealmente con pentobarbital 

sódico < Anestesal, Smith-Kline ~ French, México ) a dosis de 50 

mg/Kg de peso. Ya dormido se rasuró la región abdominal con un ras­

trillo normal, fue colocado en una mesa de disección decúbito supi­

no y sujetado por las extremidades a las ladas de la mesa. El abd6-· 

men fue limpiado exhaustivamente con torundas humedecidas can Clo­

ruro de benzalcania (Benzal>. El animal fue entonces cubierto con 

un campo hendido de tela estéril. Con un bisturi se efectu6 la 

incisión media abdominal de aproximadamente 2 cm. de largo, en ca­

vidad abdominal en dos planos, piel y pared muscular. Se expuso el 

ciego al exterior. Las amibas fueron inyectadas en el ápice con 

una jeringa insulinica. La inoculación fue lenta para evitar la 

distenci6n brusca del ciego. La herida abdominal fue cerrada en 

dos planos con catgut 000, se aplicó un antiséptico local sobre la 

herida. Los animales fueron mantenidos en calor hasta que se recu­

peraron de la anestesia. Una vez despiertos se .tes devolvió la 

dieta normal hasta el cumplimiento del plazo establecido de 

infección. 

Obtenci6n d• linfocitos de b•zo y gAnglios linf,ticos mesent.ricos 

d• gerbos 

Los gerbos fueron sacrificados por inhalación con cloroformo, se 

les desinfectó el abdomen con cloruro de benzalconio ( Benzal > y se 
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colocaron en un ambiente estéril. A continuación se separó piel 

abdominal, las demás capas abdominales se incidieron hasta llegar al 

mesenterio, se localizaron los ganglios linfáticos mesent6ricos y el 

bazo, se extirparon y se colocaron por separado en cajas de Petri 

pequef'ias, conteniendo RF'Hl-1640 libre de suero a 4 °C. Los órganos 

se disgregaron mecánicamente con pinzas de disección, con un~ 

pipeta Pasteur se tomó suavemente la suspensión celular y se paso a 

un vaso de precipitados de 10 ml. en cuya entrada tenia una capa de 

tela de organ:::a que sirvió como filtro para eliminar tejido 

conectivo y graso. La suspensión celular fue pasada a tubos de 

centrifuga con una pipeta Pasteur y centrifugada a 1500 r.p.m. 

durante 5 minutos a 4 •C, se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendieron las células en RPMI-1640 fria y sin suero, esto se 

repitiG dos veces m¿s. La Última resuspensión se piza en 4 ml de 

RPHI-1640 fria, suplementado con 5 X de suero fetal bovino (S.F.8.) 

inactivado por 30 minutos 56 •C y mercaptoetanol a una 

concentración de 5 X 10-~ M.< Haneberg y col, 1978; Serke y col 

1987) • Se tomarón 50 µl de a=ul tripano al 0.2 X en solución salina 

al 0.85 X , la muestra se colocó en un hemocitómetro y se contó 

el nt:amero de lintocitos en un tiempo no mayor de 3 minutos. Se 

estandarizó la suspensión a 2 X 10~ linfocitos por ml •• 

Micratécnic& d• tr•nsfomacián blastoid• 

En cada pozo de una placa de microcultivo se colocaron 2 X 10 

linfocitos de bazo o ganglios linf~ticos mesentéricos en 100 µl de 
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RPMI-1640 suplementado con S.F.B. ( Suspensión antes descrita ). Se 

adicionó a los pozos por triplicado o, t, 5, 20, 50 y 100 µg de 

proteina de los antigenos amibianos E.T. y P-15 en 100 µl de 

RPMI-1640 suplementado con S.F.B., de la misma manera se hicieron 

cultivos con un mit6geno conocido que fue la Concanavalina A, Se 

agregaron 5 y 10 µg en 100 µl de RPMI-1640 suplementado con S.F.B •• 

Las células se incubaron por 5 dias en una estufa a 37 •C, con 5 

Y. de bióxido de carbono en aire y 100 Y. de humedad. 18 horas antes 

de finalizar el periodo de incubación, se les agregó uCi de 

timidina tritiada C Actividad especifica de 6.7 Ci/mol, New England 

Nuclear, Basten Hass., E.U.A. 

con S.F.B. <Nowell 1960). 

en 10 ul de RPMI-1640 suplementado 

Después del periodo de incubación las células fueron cosechadas 

en P.B.S. a pH 7.2 en filtros de fibra de vidrio por medio de un 

cosechador ( Bello-microharvester >,conectado a una bomba de vacío. 

Se hizo pasar por el filtro, ~cido triclOroacético al 5 y 10 X, y 

metano! al 70 Y. <Weir, 1978 ; Hudson y Hay, 1980). 

Se secó el filtro y se despegaron los circules pertenecientes a 

cada pozo de la microplaca, estos se depositaron en viales de 

plástico con tapón de rosca. Después se adicionaron por vial e ml. 

de liquido de centelleo. Las lecturas fueron obtenidas en cuentas 

por minuto < CPM ) en un espectrofot6metro para liquido de centelleo. 

Intradermarr•accian•• 
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La intradermorreacción se realizó por la prueba de la hinchazón 

del cojinete plantar. Se obtuvo la dósis óptima para la 

inoculación en el cojinete plantar <10 µg en 0.05 ml.). Se inoculó 

dicha cantidad de proteina intradérmicamente en el cojinete plantar 

de la pata izquierda, en la pata derecha de todos los animales se 

les introdujo un volumen igual de solución salina f isiológic~ 

estéril. La medida del espesor del cojinete plantar se hizo con un 

microcalibrador antes y después de E4 horas del desafio con 

antigeno amibiano Cse utilizó fracción P-15). El porciento de 

incremento e A X> de la hinchazón del cojinete plantar estA dado por 

la diferencia entre la lectura después de E4 horas del desafio con 

el anti geno o con SSF CXt24) y la lectura antes del desafio <XtO>. 

Xt24 - XtO 

b, r. =---------------- 100 
XtO 

Prctocclc •Kpariment•l para •valuar las intrad•rmorr••cciane• 

La dosis óptima de proteina para la inoculación intradérmica se 

obtuvo al inocular grupas de tres gerbos con diferentes cantidades 

del antigeno amibiano < O. 1, 5, 10, 20, 50 y 100 µg de proteina en 

o.05 ml >, todos hablan sido infectados intracecalmentes con 

Entamoeba histolytica 20 dias antes. 

Se utilizaron 4 grupo~ de 10 animales, en todos la inoculación fue 

intradórmica con 10 µg de proteina en 0.05 ml •• El grupo 

fueron animales no infectados y retados con proteina amibiana. 
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Los animales del grupo 2 fueron animales con 30 dias de infección 

amibiana y retados con albúmina sérica bovina. El grupo 3 fueron 

animales con 10 dias de infección y retados proteina amibiana, 

por último, los animales del grupo 4 tenian 30 dias de infección y 

fueron retados con proteína amibiana. 

Analiai• ••tadÍaticoa 

Se utilizaron para comparar los resultados entre los grupos, tres 

técnicas estadisticas:anali~is de varianza simple, analisis de 

varianza factorial y una prueba de comparación multiple (diferencia 

significativa minima). Los datos fueron analizados en una 

computadora PRINTAFORM con el programa S.S.S. en la Unidad 

de Computo de la Facultad de Medicina de la UNAM. Las grAficas 

fueron realizadas con el programa HARVARD GRAPHICS. 
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RESULTADOS 

Ef•cto dosis-respuesta d• Con A wobr• la 1ncarporaci6n d• 

3H-timidina en linfocitos d• bazo y GLH• d• g•rboa. 

Las curvas dosis-1-espuesta de los linfocitos se esquematizan en la 

gráfica t. Tanto en linfocitos bazo como en GLMs la dosis a la 

que incorporaron mayor cantidad de 3 H-timidina fueron 5 y 10 µg, a 

estas dósis se presentaron diferencias estadisticas con respecto a 

linfocitos cultivados sin proteínas a dosis O ug. No se observaron 

diferencias en la respuesta de linfocitos de bazo y GLMs de gerbos 

a la estimulaci6n con Con A <Tabla 1). 

Ef•cto do•i•-r••puesta da dos dif•r•nt•• pr•paracion•• a•ibianas 

sobr• la incorporaci6n de 3H-timidina •n linfocitos de bazo y 

Qanglios linf~ticos mesentdricos (GLM•> d• o•rbos. 

Se cultivaron linfocitos de bazo y GLMs (14 gerbos) con diferentes 

cantidades de un extracto total CE. T .. ) de Entamoeba histolytica, los 

resultados de este experimento se esquematizan en la gr~fica 2. La 

estimulación (incorporación de ªH-timidina) a O µg de proteina fue 

estadlsticamente menor ( a = 0.05 ) que cualquiera de· las dosis 

empleadas en los dos tipos de célula. La estimulaci6n óptima se 

obtuvo al incubar linfocitos de bazo con µg de proteina < 5 µg de 

proteina por rnl. de medio > y al incubar linfocitos de GLMs con 5 µg 
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de protel na ( 25 µg de protel na por ml. de medio ) • No hubo 

diferencias estadísticas (a = 0.05 ) en las curvas de estimulaci6n 

dosis-respuesta entre linfocitos de bazo y GLMs para un E.T. de~ 

histolytica CTabla 2 y 3). 

Los resultados de incubar linfocitos de bazo y GLMs con diferentes 

cantidades de una fracci6n P-15 de ~ histolytica presenta en 

la figura 3. En los dos tipos de célula a la dosis O µg de proteína 

fue estadísticamente menor que las otras dosis empleadas, la 

estimulaci6n óptima para las dos fue S µg ( 25 µg de proteína por 

ml. de medio ). La respuesta fue estadísticamente mayor en 

linfocitos GLMs para las dosis O, S y 20 µg de proteína. 

3 
Incorporacipn de H-timidina an linfocitos de baza y GLMs d• ;•rbos 

inocul4dos 10 d!as ant•• con ~ X 10~ trofozoitos de ~ histolytica. 

El efecto de los extractos de ~ histolytica sobre la incorporación 

de 3H-timidina en cultivos linfocitarios de GLMs y bazo de 7 gerbos 

inoculados con trofozoitos de ~ histolytica 10 dias antes, se 

comparó con el efecto producido por los mismos extractos de 

linfocitos de un grupo testigo. 

Las curvas dosis-respuesta de linfocitos de bazo y GLMs a un E.T. 

del par~sito fueron comparadas en las gráficas 4 y 5, en ambas los 

linfocitos incorporaron mayor cantidad de 3H-timidina a dosis de 5 

µg de proteina. El grupo experimental present6 una respuesta 

estadísticamente mayar que el grupo testigo a dosis de 1 y 5 µg de 
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proteina para ambos tipos de.célula 

(Tabla 6 y 7>. No hubo diferencias estadísticas en la respuesta a 

un E.T. entre linfocitos de bazo y GLMs en el grupo experimental o 

en el testigo. 

Las curvas de estimulaci6n de linfocitos de bazo y GLMs & un 

antigeno P-15 de ~ histolytica se compararon en las grAficas 6 y 7, 

en ambas fue estadísticamente mayor la respuesta del grupo 

experimental a dosis de 1, 5, 20 y 100 µg de prateina. La dosis 

óptima de estimulación fue 5 µg de proteina. Los linfocitos de GLMs 

tuvieran una mayor respuesta al antigeno P-15 que los linfocitos de 

bazo, tanto en el grupo experimental como en el testigo ( tablas B y 

9 ). 

3 
Incorporación d• H-Timidin& •n cultivo de linfocito• d• bazo y GLM• 

d• g•rbo• inoculados 30 d!as ant•• can ~ X 10~ trofozo!tca da E. 

histolytic~. 

Se comparó el efecto producido por dos extractos de ~ histolytica 

sobre cultivos de linfocitos, de un grupo testigo y de un grupo 

experimental (inoculado 30 días antes con~ histolytica). 

Las curvas dosis-respuesta de linfocitos de GLMs y bazo a un E.T. 

de ~ histolytica se presentan en las grAficas 8 y 9, las cantidad 

de proteina que produjo mayor estimulaci6n en las celulas fue 5 µg •• 

Los linfocitos de GLMs incorporaron estadisticamente mayor 
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cantidad de ªH-timidina que el grupo testigo en todos los puntos 

de la curva, excepto para O µg de Prc;:itei na <Tabla 11>. El grupo 

experimental en linfocitos de bazo fue estadisticamente mayor que el 

testigo en las dosi:s 1, 5 y 20 µg de pratei na (tabla 10) - En el 

grupo experimental los linfocitos de GLMs respondieron mejor al E.T. 

que los linfocitos de bazo en las dosis 5, 20 y 50 µg de proteína. 

Las curvas de estimulaci6n linfocitaria de bazo y GLHs a un antigeno 

P-15 se observan •en la gráfica 10 y 11, en ambas fue 

estadisticamente mayor la respuesta del grupo experimental en todos 

los puntos de la curva excepto O µg. La dosis óptima de 

estimulaci6n fue 5 µg de proteína. Los linfocitos de GLHs tuvieron 

una mayor respuesta al antigeno P-15 que los linfocitos de bazo, 

tanto en el grupo experimental como en el testigo <Tabla 12 y 13). 

Ef•cto d• 1• iny•ccion intr•d•rmic• •n coJ~n•t• plantar de un 

antÍQ•no m•mbranal amibiano •n Q•rbo• inoculados 10 y 30 dlas 

ant•• con :li lO~trofozoitos d• ~ histolytica. 

Se comparó el aumento del volumen en cuatro grupos de animales 

inoculados con 10 µg de antigeno amibiano <P-15) en el cojinete 

plantar. 

El porciento de incremento de volumen los cuatro grupos se 

esquematiza en la gráfica 12. El grupo "a" "fueron 10 gerbos no 

infectados e inoculados con antigeno amibiano,. el grupo ,.b"- fueron 

10 gerbos infectados 30 días antes con ~ histolytica y retados con 

albumina sérica bovina, el grupo "e" fueron 10 gerbos infectados 10 
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dias antes con fL.. histolytica e inoculados con antigeno amibiano, el 

grupo "d" fueron 10 gerbos infectados 30 dias antes con ~ 

histolytica e inoculados con antigeno amibiano. 

En los grupos "e" y "d" fueron estadisticamente o.os 

mayores los aumentos de volumen que en los grupos "a" y "b". No se 

preseñtaron diferencias estad! sticas entre los grupos -"e" y "d". 
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GRAFICA 1 
CPM X 1000 

lf- 'º 60 80 100 120 

ug DE LECTINA ADICIONADA 

erecLo do l.:1 c<1ntld .. d do con A .,obro la lncnrporactón do 
3

U-t.l•idln4 •m cult.lvoa de llnroclt.o• 

de bUQ...- r GLHll +----+de gorbol! nor111alu11. cad.i gerbo 11e probo por t.rlptlc•do r c.:id.a -

punto reprosunt.i el pro•1>dlQ 1.ht 11 .rnh1111t111. 

1 •I Etecto du l• c.i.ntld•d do concan;iavalln• A (<"o Al sobre h lncorporu:lón 

de 1H-tl•idlna en c11ltlvo11 d• U.1roeJto11 do buu r GLH11. do gerbo1 

( B .tnl••h•s ), Cilllda garbo•• plobo por tdplk•<:lo. 

u;¡ d• Con A 

kp111) lepmJ lc¡:=l Ccp11) (cp•) (ep11) 

Hedla 2276 l29J 3104" 6323" 7824. 4112 

Dosvl11eión · 1723 1496 l!i72 
u.and.trd 

Hcdloa !if.i4l 1914° 8!H4° 5937° l7Jb 

GLH1, 
DosVl<1clÓ11 12'1'l 
&tand.inl 

• Indica dl!ucimt:i .. 111 cst.:1db1tic.u1 con <.:oltivoa sln 111llu'Jt1noo del •ls•O 6rgilno. 

cp,. • C11e11t1H par minuta. 
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GRAFICA 2 

12 

10 . 
8 :---·· 

e :·-···-··-

2 

O'-'~~~~-t ~--'-~~~-'-~~~-'-~~~~~~-•~~~~ 

01 n 20 40 eo ro 100 120 
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

Erecto de 111 c11nt.ldad de prot.eln11 de un extr;ct1;1 totill de ].:._ ~ 11obr1t l• lncorpon­

cl6n de 311-tl111ldln11 en culth.,:is do llnrocltos de baio ..,..__y OLHa +----+. Cad• 9erbo 111 

probd por triplicado r cada punto representa l!I pro11u1ldo de 14 anl•~l'lll· 

Tabla 2 1 Erecto di! ta cantld•d de protolna de 1:11111 rr11ccl6n total de ~ h.1!.12.1.r..tl 
11obre u lncorponc16n de 5H-Ll.ildln• en cultlvoa do llnfocdt.011 de t-azo. 

(14 qarbl'J• nor111ah111). C•d• gerbo "' prob6 por ttlptlc11do 

C.ntld1d de pro .. 
telnt ••lblna Hedh Oottvllcl6n 

loa cult.hoa 11t111dud 

lcp111) Cc:p•I 

•> o .. 3442 14J8 
b) .. 12856 ad e r 286] 

e) .. 1JJ42 •de r 27Jl 

dl .. 564'\ 11 2600 

•> ., 6051 11 2172 

" 100 uq 655l 1 2198 

cp• • cuent.1111 por minuto. 
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T•bl• 3 1 Efecto de la cantidad d" prote(na d" un• tncctón total de !..:. h!..!.!!l.!.:lt 
aobr" la Incorporación d1t 3i1-th1ldln1 en cuttJvoa de llnrocllo1 de 

(14 gerbo1 nor••lee). cada gerbo ee probó por triplicado. 

cant.ldad de pro-

telna 1111tblu ~'!di• Desvl;1cl6n 

lo• cultlvo1 

kp•I Ccp•I 

•) o .. 3150 ll'l9 

b) .. qq5¡ .. d" f l921 

o) "' 14079 • b d e r JJOl ,, 
" 83~/J .. 2J86 

o) 'º 7307 • Zll'S 

" 100 ug 1510 1 2471 

Llteratea co•o 1 • b c •••••••••••• deapuoh do h nutdl;ii indlc•n diferencia• estadlatlc•• 

1 D( • 0.<15) con la dosta de la cual ¡irocode 1• lltei;at. 

cp. .• cu•nll• por •lnuto. 

GRAFICA 3 
CPM X 1000 

20r-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 

'1S r:~~:-~~:::,,.. · · ----· ·- · 
\ . \ 

10 ¡--·- ------· ·-·-~'!' ..... ;-~::~···-····· . -·· ......... . 

si-~·--~~=~--\-~ .u ---<-,+---------·---------:~::.~----"''' 

s 20 •o ea so 100 120 
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

Efecto de 1111 c;1ntldad do prot1tlna de una rraecl6ri r-15 dq !..:. hhtolrtlca sobre I• lncorpora­

clón de 
3

11-tl•ldln111 en eulttvoe de linfocitos de ba~o--.. y OLHa +----+.Cada g1trbo ª" 
probo por tdplicado y cad111 punto r1tpr1ta1tnU el promedio de 14 ,.,1t111a1ea. 
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T1b1a 4 1 Erecto de la c1ntldad di!' prot11(na da una rracc16n P-15 de !..:. h.1.!.!..2.!.x! 
•obra 11 lncorporael6n de l11-t.l•ldln1 en cu1t1Vo• d11 llnroett.o• da 

{14 9erbo1 nor .. 1e19),.cad1 9erbo ae probÓ por triplicado, 

cantidad de pro-

telna a11tblna H•dla oeavhel6n 

lo• c:u1tlvo• 1tandard 

(cp:) Ccp•I 

•l o "' 1011 

b) "' '79114 1 

e) "' 12995 • c 17JJ ,, ·4706 1 b e 2600 

•> " "' 
5220. be: 21'12 

" 100UQ Úll b c 2199 

t.lt.erale• co•o 1 a b e ,, •••••••••• deapuia de la •ll1dh Indican d1r1r11ncla• ••tadlatlc:a• 
1 O( • 0.05) con la do•l• d11 la cual proceda la literal. 

c:p. • cuenta• por •inuto. 

Tabla 5 1 :::::o 1:11 
l~:o:::~:~:n d:ep~:~:::~d~:a u:: ::::~~~~ ::

1

:1n~:c:7::0:
1

::21 C:!!ª 
{14 9erbo11 nor .. 11111). Cad.1 garbo •e prob6 por triplicado, 

cantidad d1t pro-

tefna a11lblna Hedla D1t1vlacl6n 
1011 cult.lvo1 •tandard 

lc:p•) Cc:p•l 

•> l511l 1JOJ 
b) "' 15l26. d 11 f JB05 
el • "' 18065•bd11 f 2795 

" 2D "' I0'7J2 a 11 r Jll60 

•> 'º "' 6J92 a c J95B 
rl Joouw 6499 be 2045 

ttt.11ra1111 co .. o 1 a b e: ,, ••••• , ••• , deapué• de la .. adla Indican diferencia• eatadlat.lcaa 

{ O( • o.OS) con ta doah de la cual procede ta lit.eral. 

epa • cuent•• por •lnuto. 
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GRAFICA 4 

o~~~~~~ }----'~~~-'--~~~-'--~~----'~~~-'--~~__J 

o 1 20 "º eo eo 100 120 
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

Co111pancl6n de 1• lncorp1nactón do 111-t.t111ldln1 "" cultivos de linfocito11 de b;uo de 9cu·bQ11 e'lt.1• 

autado11 con un u:t.racto t.ot.al de !.:. hlst!'>lftlc•. Vn qnlpo u:perl111ental 17 qerboal ... ·--• fueron 

lnoculado11 10 dlaa •mtu con S X 105 trofozoltos de !.:. ~un cltrqo y un qrupo t.erntqo 

11 gerbo1)-f'IO lnDCulados, cada qerbo ae r>rob6 por t.rlptlcado y cad11 punto repreoenta 

pro111edlo de 7 anl111ai.1. 

Tabla. 6 1 Efecto de la clllnt.ldad de proteln• dP un ant.l;ieno total de h ~ 

o 

eobre ta Incorporación de 3H-ti111ldlna en cultivos de llnrocltoa do bu;o. 

Se co111p•uaron un qrupo oxp<trh"1nt.al ( 7 q'!!rbos 1 qut1 tue Inoculado 10 

dha antes con 5 X 105 trofozoltca de!.:. hlsto1Yt.ka dluct.u1ente at 

ciego y un qrupo ctintrol { 7 q1>rboa J llQ Inoculado•. C.1da gotbo ae proba 

por t.rlpllcado· 

u1d111prot.cini1 

Hedh 3404 14346 6715 7408 

To:untgo Deavlacl6n 
11t.andard JlOO 2JJ4 

'fodla 3284 15821 5540 

Experi•ent.111 Oesvlacl6n 
11t.and11rd 1616 2824· 3125 

• tndic
0

.1 dlfercnclaa Pat.adlat.ic.111 (o( " o.os } entro 1011 grupoa experlinont.111 y t.eatigo 

a ea11 cantidad de proteína· en loa cult.1vo1. 

cp111 •cuentas por 111nuto. 
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GRAFICA 5 

.... , 

:: , .. Z ',:"-<.-.. -.. ·.·····~-----_--__ :_-·_·-_:_-_- _:-_ :· __ . --·-- -----· -- --- ... 
10 ·--'\:=_· - : - -·--·--· ------ -·-

-----------+ 
5 ·--------- .. -·· 

0 oL..J1'-----'--I !-;¡;---- •o eo eo 100 120 • 
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

Co•p11nclón de 111 lncorponcl6n de 1H-t.l•ldina en cultlvoi; de llnroclto• de OLHI de qerbo1 1111tl• 

•11hdoa con un f!!Jttracto total d11 !.:,. hhtolytlca. Un qrupo tn1perl•11nt•l (7 911rbo•) ....... fueron 

lnocul&doa 10 dl11a 1nte11 co::m 5 X 10
5 

t.rorozo(toa de!:.,~ .. r. cieqo y un grupo t1111tlqo 

17 qerboa) .,.______.no lnocul11do1. C11d11 qubo u1 pro\>6 por trlpllc.1do y c.1da punto repr•••nta 111 

pra.adlo de 7 11nl•d••· 

T11bla 7 1 Efecto de 1;1 c1ntld11d de proteln11 da un ant.(geno tot.111 de !.:,. hl!.~ 

sobra 111 lncorponcl6n d11 3H-tl•ldlnll en cultivos de \h1H1clt.011 da OLHa. 

se co•pu·.1ro1o un grupo e11perl.ent.al ( 7 qarbo• } lnocut11do 10 d(aa 11ntea 

con 5 X 105 trofoEo{t.011 de!.:..~ dlrecta1111nte 111 eteqo y un iaru­

po cont.rol no inoculado. Cada igerbo ae probo por t.rlpllcado. 

uq de prot.e(na 'º 
c'cp11) (cp11) lcp•J lcp•) lcp•) 

Hodh ll466• 6610 

Te•tiqo Onvhclón 
16'}7 2f>Bl 1722 

Hedh 21401° 14545• 

bperl•antal Pl:l•vlar.lán 

'ºº 
(cp11) 

6211 

1787 

•Indica dlfrironcla11 eatadlat.lcas {o(• o.os) entre 1011 qrupo• Exporl•ent.al y t111at.l110 

a •Ha cantidad de prot.e[nit en tos cult.lvoa. 

cp11 •cuentas por 1dnuto. 
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GRAFICA 6 

' ···--·-···---· ·--

2 --·---· - --- --·-. 

o'-'~~~--'--f t--'-~~~-'--~~--''--~~--'-~~~-'--~~__, 

o' 20 'º 80 80 100 120 
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

co.p1u 1c16n d• l• lncorpoucllin de 111-tl•ldln• en cultivo• de llnroclto• de b•zo de gerbo• est.l­

•Ulado1 con un• tucc:t6n P-15 de!.:..~· un grupo exp1rla1tnt1l (7 garbos) •--·-• rueron 

tnocul&dos 10 dh• ante• con 5 X 105 trorozoltos di! L:_ ~en clq110 r •m Qrupo test.tqo 

(7 qerboa) ..-no lnocutado1t. C1d11 gerbo ª" prob6 por trlplle.1do y cid• punto represont• el 

proeadlo de 7 1nh1al•n. 

1 :::::01:· 1~:0;::;~:::" d:apr~::!;:l:~n:" .:":~~:~:oap~:5 11:;o~t:!ª:: 1 !!::: 
Se coeplr•ron un grupo experlmont.ill f 7 q•rbo• 1 que fue- tnocul'1dO 10 

dJ.:sa antea con 5 X 105 tro!ozolt.01 de t.:. hltitn1Ytk1 dlrectal!ll!llto u cle-

90 y un grupo control ( 7 9erbo1 1 no lnocuJ.ado. C11d1 qerbo '" probo poc 

trlpllc:•do, 

u9 d• proteln• " lcp•) lcp•J {cpm) (cp•) lcp•I 

Hedl• lU8 10390 11726• 5862 

THt.fgo 
Oo•vladÓn 2411 JIOI 1762 1897 
•t•nd•rd 

l2JCl 9848• 

Exp111rh111ntat 
De•vlaclÓn l049 2606 JJl2 2315 
11t•nd•rd 

• Indica dlrerencla11 estadlsttca• (O(• 0.05 l entre 1011 grupo1 probleiaa y te1tlgo 

a e1a cantidad de prote(n11 on loa cultivos. 

CP• • C11enta• por •ln1,1to. 
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GRAFICA 7 
CPM X 1000 

30~~~~~~--~~~~~~~~~~~~~~~--,-~~-...,I 

25 ,,--"'··y ·l. 
// t...... 1 

20 ~· . ···.,, 

16r· '-/ .. . 1' : 1, .... 

1oi '~ \ 
1 - - _- - - ',, ------.__ 

~-------- 1 

o~l~-'--~~'--~/J--'--~~--'~~~--'-~~~-'--~~~'--~~~ 
O 1 6 20 40 6C 80 100 120 

ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

Comp•uclón de la lncorpor1u::l6n d .. 311-th1ldlm1 en cultivos do llnroclto• de GLH• de qerbo• ••tl­
•uladoa con una Cr•c:cllm t'-1<; de~ h\Atolyti.,11. Un qrupo 01tporlr1.,nt.al 17 Ql!rbo11I •---· .. rurron 

lnQcuhdoa 10 dlaa 11nte!I con 5 X 105 troroiolto11 de!..:. hii¡tolytlc:a en cleqo y un grupo tettlqo 

(1 gerbo1J)..,___.no lnocul~dos. C.\da q11rbo 11n probó por tl"lptlcado y cad11 punto repre11e11t• el 

pro-dlo del .\nl111ate'1. 

9 • Erecto de 1• cantld•d dP prot11(n• de un antlqeno P-15 de!,,.. h.l.!!.!..!U.x1 
•obre la incorporación de 311-tl•ldlna en cuttlvo• do llnroclt.011 dn OLH1. 
Se co.,puaron un 9rupo exporh•entat (7 9orbo11) que ruaron lnoculado111 10 

dh11l ant1111 con 5 X to5 t.rotoi.o(t.011 de h hlstolrt.lea dlr11ct.aa111n\t.111 &l 

cleqo y un grupo t11111t.lqo (7 qerbo11l no Inoculados. C11da gerbo se probo 

por- t.rlpllcado. 

11q de prot.elna so 100 
(cp111) lcp .. ) lcp111) lcpmJ (cp111J (cp111) 

Hedl& 14107• 16113° 926]• 0589• 6'122• 

Te11tlqo Desvhet6n 
standard 3421 2447 2174 J56J 

Hedh 20617• 274All• 21486• 5582• 274]• 

O EJ:pertmentalDesvhclán 
standard ]803° 1011;• 2fl81º 1014• 125J• 

• Indica diferencian est.adlstlcas (o(• 0.05 ) ent.re los 9r11po!I probt111u• y tci.t.lgo 

a esa c11ntldad de protelna en 1011 cultivo11. 

cpm •cuentas por alnut.o. 
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GRAFICA 8 
CPM X 1000 

25~~~~~~~~~~~~~~-~~~-------~ 

-----·~·····--

o~~--~---

o 20 ~O ftO 80 100 120 
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

Co•p•nci6n de 1• lncorponclón de 311-tl .. tdlna en cultlvo1 da llnfoc1to1 de b.uo da garbo• eatl­

•Ul1do1 con un axtucto t.<1td da I.:.. h!..!121..tilS.· Un <;1r11po a1.port111anul (1 qerbo1) •·---• ruaron 

Inoculado& JO dlaa u1te11 con 5 X 105 trotoi:oh.01 da !.:.. ~ an ciego y un qrupo taat.tgo 

17 <;¡erbos) .....__nQ Inoculado•, Cada qerbo 11t probó por t.rlpllcado y cada punto repre•ant• 

promedio de 7 ,1nl•aleu. 

Efecto da 111 car1t.ld1d d11 proL.iln11 da 1111 •.~t.lqeno t.oUl de .fu. .!!l!lolyth:a 

aobre la Incorporación de 311-th•ldlna 1111 cu~ttvos dr llnfocltos de bai:o. 

511 co•p•raron un <Jrupo uxpert .. ental p l)erboa) que ruaron lnocul•doa JO 

d!111antescon5Xto5 troror.o(t.01d11~~dlrect.1•ent.ealcl!!, 
qo 'I un grupo lost.lqo (l qerbo1J no inocuU1do1. Cada gerbo n probo por 

t.rlpllc:ado. 

u11 de prot.elna 100 
lc:pml {C:pWI) (c:pm) lc:p•I lep•I Cc:p•l 

Hedia 2573 11201° 12221• •1191° 5327• 5671 

T•St.Ío;JO Dcuavlac:lón 
•tandard 1261 1589 202& 1686 

Media 2lJ12• 3248° 628? 

[:irperl•ental Deavhc:lón 
standard 1209 1190 5042 4429 1824 

• Indica dlrerenelas eat.adlstlcas (rX" 0.05) ent.re tos grupos ex,111rl11ent.al y test.lo;Jo 

1 eaa c:1nt.ldad de prot.elna de los e11lt.l11os, 

C:P• • euent.aa poi" 111lmao. 
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GRAFICA 9 
CPM )( 1000 
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0'--''----'---1 r--'-----'-----...,...--~----~--~ 
o 1 5 20 40 ea ea 100 120 

ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA 

CD•paru:l6n d11 la tncorporacilm de 3H-tl•ldin• en cultlvo• de llnfoc1to• d• GLH• de gerbo• eet.1-

•ulado• con un extracto total d" !h ~-Un qrupo l!llP"rl111enhl"{7 g11rbo•l •--- ... fueron 

lnocuhdo• JD dh• entes cQn 5 X 10 5 trofozulto• de h ~ •n c:le90 r un qrupo te11t.J90 

{7 9nrboa) .___..no tnocuhdo11. Cada 9erbo s11 probÓ por triplicado y 1ad11 punto rt1praaenh 

pro•"dlo de 7 anl11ate'l. 

IJ , Ef"ecto del" i:'&ntldad di! protefna de un extracto tol41 <I•' .L:.. ~ 
11obr11 la incorporación de 111-tl111tdln11 en cultivos do llntoclto" de GLHs. 

S1t compauron un grupo oxperl111ent..ll f 7 <¡nrtios l qu" rucron Inoculados 

JO d(as antes eon 5 X 105 trorozoftos dP !..:. ~ dlrectamentfl 111 
eleqo y un rrrurn t .. •rtigo ( 7 gorbu11 ) uu tnocul11do11. cada gerbu Re probo 

por triplicado. 

ug do proto(na 

o Te1t(qo Desvlaclón 
11t11ndard 

Hedla 

Experlmonlal Dusvlación 
11tandard 

kp111) lcp,.) (cp111) 

15'JO 1292 

3002 5300 

lcpm) (cp111) (cp .. ) 

26-46 241fli 

28Mt• 12516• 11924" 

• tndlea difer.,nclas O!ltadhitic.111: fW • o.o5 1 cntrP 1011 grupo11 experl111lU'ltal y testigo 

• esa c11ntld11d di! protf!(na do tos cultivos. 

cp111 • Cuento11i por minuto. 
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GRAFICA 10 

20 •o ea eo 100 120 
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONAr;>A 

Co•parac16n d• 1• lncorporacl6n do 311-lh•idlna en cultivo!! de llnroclto11 de bazo d" gerboa 11st.l­

au1<11do• con una fracción P-15 de!.:.. hl,.tolytle11. Un '}rupo experh1entill (7 qerboal •---• fueron 

lnocutadoa JO dla• antes con 5 X I0 5 trofozoltQs d1t !.:. ~ •m ciego y un grupo testlqo 

17 gerbo11) ........_no lnocuUdo1. r.ada gerbo se prohó por triplicado r cad;:i punto repreaent<11 

prosodia de 7 .u1l••le11. 

T11bh 12 , Erecto de la cantidad de prnteln11 de un ant.lqeno r-15 de L,. h!Etolyt.tca 

sobre le lncorpor11cl6n d11 311-t.l111ldln11 1.n cultivos de 11nrocltos de bazo. 

Sa co11p11raron un qrupo c,;perlment11l ! 7 qerbos ) •¡u1t ruaron lnoculado11 

JO di.u antes con 5 X 105 tr<1ro~o!tn,. ;to L.~ dlrocta11entn al 

111 cleqo y un <¡rupo tC1tl90 ( 7 gerboa 1 no inoculado. Cada 'l"'rbo 

prob<.> por triplicadg. 

uq de prot~[n11 
(cp11) fcpm) 

3718 

Test(gg 
Desvtacl6n 1307 1354 
standard 

3222 l4StiS• 

h:perleent.11 
Oesvlactán 1221 1725 
standard 

lcp111I lcp111) 

1'1110• 50ti2• 

2085 2015 

26051• 

4190 1864 

(cpicl 

4570• 

2607 

'ºº (cp111) 

2651 

• Indica dlferoncla.1: e11tadl1Jtlcaa 1-< • 0.05 J Pntre 11;1!1 qrup1;111 oxperlmontu y test.J90 

•ea• cantidad de protefn• en 1011 cuHlvoa. 

cp111 •Cuentas por r.ilnutn. 
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Co•paracl6n de 11 lncorporacl6n de 311-tl•ldlna en cultivo• de JlnCocltoa da OLKa de garbo• e1t.i­

aul1do1 con una fnccl6n P-15 de .L.~· Un grupo expcrleent.11 (7 9erbo1) •---+ fueron 

inoeul1do1 30 dhe ante• con 5 X 105 trofozolto• de .L.~ an cl1190 y un grupo le.:itlgo 

(7 91rbcl•) 1----tno inoculados. Cada gerbo 111 pi:-ob6 por trlpllcado 1 cada punto repreHnta 

pra111dlo do 7 anhiale•· 

1J 1 Efecto de 11 c•ntld1d de p;otelna de un antlgeno P-15 dé.!..:_~ 
sobre l• lnc:orporaci6n de 11-tleldlna en cultivos de Jlnfoclto"•"de OLH1. 

Se c:o•parnron un grupo eaperl•ental 1 1 <;¡o!rbos ) que ruaron lnocut1do1 
30 dlaa antes con 5 X 105 t.rorozoltou do h bistolrtlca dlrecta .. nt.• 11 

cl•gg J' un urupo le•t.lqo ( 1 qrtrbos 1 no Inoculado•. Clldl gerbo .. 

probo por t.rlpl leado. 

uq drt prot.elna 100 
{epmiJ (epa} (ep11J lepa) (epa) Cepa) 

Ht1dl11 J6J2 16 .. 77• 19504• 121';.4• .. J12• 

Te1tlqo oe1vl1el6n 1782 J881 22"º 2615 1595 lllJl 
st.1nd11rd 

Hedh J96J 192111• 36970• JJ271• 29944• 12127• 

o !.xperlat1nt.11l De11vlaeJ6n 1219 4JJ4 5311 6907 3417 
11t.•nd,1rd 

• Indica dlfer•nela1 e•tadllltlea• 1 oC • 0.05 ) •ntr• lo• qrupo• eaperle11ntal y 

testigo a esa CO!lnt.ldad drt prote(n111 en 1011 eultlvo1. 

epm • Cu•nta11 por minuto. 
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GRUPOS 
Aumunto do vo1u1:1<tn do1l ""J lnate i>l•llHar d1t <J11rbai¡, (111udldD como port'urnto de 1ncromento) d"•­

puéa do lil inocul.ictón lnlr.Jdurl:\lc• du •hlt(q11no11 a11lbl4nob (fncclón P-l!>) cad.io grupo con.r.o 

de 10 .aniH.1e1i1. <l)IJrupa no lufect.ido y n:udo can 10 U€J do tracc!ón l'-IS. b)Gn1po tnrec -

lado 10 dI.tt antes ·· ·e~.ido con 10 u:i <111 fracción P·\'i. c)Crupo lnf1;1ctado ]0 di•• antoa y 

rot•do con 10 uq 4•? .slbu11in.a sérlca bovln.i. d)Crupu lnfoc:UdQ JO dfas antes y rut•do con 

10 u() dot fracción l'·l'i. Tod.u1 la lnf""clone:i se r1tU1.:.:i.rón l11tr.icoc1ll111mtu con 5 X 10'5 
trorozoft.01 do!..:. hhtOIYllc.1 Cl!p.t IHI - IHSS. 

Tabla l<I• Auncnto rl11I volÚ'""" dPl cojinote plantar do gerbos 1 .. edldo co"'o porrlento 
do lncr11!'l1H1to ) r1 .. spt1Ó'!I del d,.sarlo c•m un ant.lgono .u1lblano 1 rr•ccl6n 
111P.111bn'l>11), C01da qrupo eon!lllil do 10 anl11111les. 

Grupo tn6eulo 

pnt.,.lna ~n 100 ul de vot ;-·-

·l I ~o lníect..1do 

bl Infectado 10 dl.1!1 .u1t.<>!I 11<1 do A.S.8. •ll'i.2 20.1 

el tnt11e:t.11do IO d[1n .tnl1t!ll. 10 uq df! FP-15 

di tnt.,r.t .. do ln r!l.1" '"'"'I 10 uq do FP-15 

t.it.ctr.:itns co111n1 ,, y b d<"Bpuin1 do 1• media Indican dlfnr.,nchs t1st.11dlsth:.111 

(et~ o.ns l cnn la dosis dn U cual procede 111 llt11r111. 

FP-15,..Antlgenor-\'Sde~h111to1Ytica. 

,\.s.n, • 'lbu1111n.1 11.írtc;\ hovln.1. 

Nota • 1.as lnteoe:c\nnus !lf:! r<!allurñn lnt.racoeal111entn con S X •15 trornzah.0·1 

di! Ent . .\lllO<"h.1 hl1'1tOlyttc01 cepa 111-1\·IHSS. 
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DISCUSION 

La mucosa gastrointestinal proporciona la primera linea de defen-za 

contra muchos microorganismos y antigenos extra~os. El sistema 

inmune local existente dentro de la mucosa intestinal establece 

una respuesta humoral o mediada por células que puede o no 

ser independiente de los organos linfoides sistémicos. 

La amibiasis es un padecimiento que se inicia por la invasión de 

la mucosa del intestino grueso, por lo que se hace importante 

resaltar las mecanismos especificas e inespecificos de defensa 

que desencadena dicha invasión. La maycr!a de los estudios de 

la amibiasis intestinal han demostrado 

anticuerpos en este lugar CSharma 

la 

y 

producción de 

col., 1978, 1981J 

t1artinez-Cairo y col., 1979>. Sin embargo, a pesar de 

haber demostrado la presencia de linfocitos T en el intestino de 

mami feros, no se ha investigado la inducción de inmunidad 

celular en una amibiasis intestinal. Ante la dificultad de 

evaluar dicha respuesta en pacientes, 

estudiarla en animales de laboratorio. 

solo resulta posible 

Los gerbos C~ unguic~latus>, a diferencia de otros animales 

de laboratorio son susceptibles la amibiasis 

intestinal CChadee y Meerovitch 1984, 1985). Esto, abre la 

posibilidad de estudiar el efecto de la infección intestinal sobre 

la respuesta inmune celular. 

En el presente trabujo se desarrolló una colonia de gerbos, los 

cuales se mantuvieron en cruzamiento cerrado, en virtud de que no 

existen cepas singénic:as de este animal. Para tratar de 
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homogenizar el grupo solo se utilizaron gerbos machos dé 55 a 

65 dias de edad. 

En gerbos no se conoce como se comportan sus linfocitos de GLMs. o 

de bazo ante la presencia de mit6genos bien conocidos como la 

Con A (mitógeno ti pico de lintocitos TJ .. 

La transformación blástica inducida por la Con A se ha 

utilizado en humanos u otros mam11eros para determinar competencia 

inmune celular <Nakhla and Goggin, 1973; Me Clain and edelman, 

1976; Haneberg y col., 1978; Bach, 1984). Por esto, en principio 

se determinó la curva dosis-respuesta de linfocitos de GLMs y 

bazo de gerbo ante diferentes dósiS de Con A. 

El método de transformación blástoide se seleccionó por ser una 

de las técnicas más efectivas para valorar dichos efectos 

mitogénicos sobre linfocitos en general <Ross y col., 1987; Diaz, 

1990). 

En la gráfica observan las curvas dosis-respuesta de 

linfocitos de GLMs y bazo a diferentes cantidades de Con A. Se 

encontró una maxima estimulac.i()n a ~ y 10 µg, no se mostraron 

diferencias de respuesta estadisticamente significativas entre 

los linfocitos de GLMs y bazo. Lo anterior nos permitió usar la 

Con A a esas dósis como un testigo de funcionalidad y 

reproductibilidad de nuestra prueba de transformación blastoide 

en ambas poblaciones de linfocitos. 

En ~l presente estudio se dem~str6 la actividad mitogénica 

inespecifica de extractos amibianos <E.T. 

linfocitos de bazo y GLMs de gerbos sanos. 

también se ha demostrado en línfocitos T de 
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(Diamantstein y col.. 1981; Salata y RQvdín, l985) y en 

linfocitos de ratones r1ormales (Diamantstein y col., 1980; Diaz, 

1990). 

La magnitud de la respuesta mitogénica de linfocitos de GLMs Y 

bazo, fue 

P-15) que 

similar a 

estadísticamente 

con Con A a 

ló enc:c>ntrado 

mayo¡- con e>:tractos amibianos (E .. T. y 

concentraciones similares. l::sto, es 

por Diamant~tein y col. en 1981 con 

linfocitos san9ui ne.,,"' humanos, el los sugioren, que la mayor 

actividad de las protelnas amibianas se debe su mayor 

complejidad estructU1·a1 lo que les daría capacidad para unirse a 

diferente::; sitios de los linfocitos o 

subpoblaciones de el los. 

activar diferentes 

Se ha sugerido, que la actividad ml.tagánica que presentan 

diferentes extractos de S, .. histolytica, puede ser un mecanismo 

de evasión de la respuesta inmune ya que activaría en forma 

policlonal diferentes poblaciones de linfocitos T con 

diferentes espec:i f icidades y evitar! a de esta manera el desarrolla 

de poblaciones especificas <Valadáz y López-Revilla 1986>-

Los linfocitos de animales inoculados con ~ histalytica, 

desarrollaron una re::.puesta clásica a la Con A y una gran 

respuesta proliferativa a los antigenos amibl.anos~ esta respuest.:1., 

fue estadlsticamen~e m~yor que la respuesta 

los gerbos normales a lo~ mismos antlgenos. 

lintoc:itaria de 

Aust y Sundquist 

en 1982, Balata y col. en 1986 encontraron efectos parecidos en 

pacientes recuperados de absceso hepático amibiano. 

La respuesta que presentaron los linfocitos de GLMs y bazo de 

gerbos inoculados con t1-ofozoitos de ~ histolytica 10 dias antes, 
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hacia antigenos amibianos, demuestra inducción de una respuesta 

primaria a la infección. En estudios previos realizados por 

nuestro grupo <.datos no publicados> para confirmar la infección 

cecal por ~ histolytica en gerbos, sólo se encontraron con 

trofozoitos en ciego hasta nueve dias después de la infección. Sin 

embargo, nunca observamos lesiones solo colonización. 

Otros autores, han detectado trofozoitos en la mucosa del ciego 

de gerbos hasta doce dias después de la inoculación intracecal 

con~ histolytica (Chadee y Meerovitch, 1984b). La anterior, 

apoya que la respuesta que presentan los linfocitos de gerbos 

infectados 30 dias antes, es debida a la memoria inmunológica que 

se desarrolla durante la amibiasis intestinal en nuestro modelo 

experimental. Estadísticamente la respuesta primaria fue menor 

que la respuesta de memoria. 

El antigeno que mayor respuesta tuvo sobre los linfocitos fue 

la fracción membrana! (P-15), debido probablemente a que los 

antígenos de ~ histolytica son má.s abundantes e inmunogénicos en 

•embranas externas e internas como fue sugerido por 

Martinez-Palomo en 1982 y por Aust-Kettis y Utter en 1984. 

Cuando se presenta una infección por ~ histolytica en ciego, se 

realiza el primer contacto de este parásito con el sistema inmune. 

Los linfocitos intestinales estimulados migran posteriormente a 

otros centros de actividad inmunológica, principal•ente a GLMs y 

en menor grado a bazo. Lo 

de los linfocitos de GLHs 

vitre. 

anterior explicarla la mayar respuesta 

en comparación con las de bazo iJL 

Varios factores determinan el tipo de respuesta inmunitaria que se 
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genera ante la pi-es~ncia de un antígeno a nivel inte!st'i~al,,. 

uno de los mas importantes es la integridad de la mucosa. Ante 

retos enterales con algunos antigenos, se presentan respuestas 

serológicas locales y sistémicas de diferente magnitud, según 

se encuentre la integridad de la mucosa. As!, a mñyor dano 

de la mucosa se presentan respuestas mayores Lyscom and 

Brueton, 1983 ). El fenómeno anterior no s6lo podria tener efecto 

sobre la respuesta sérica sino también sobre la respuesta inmune 

celular. 

Los trofazaitos de ~ histolytica en gerbas infectados 

intracecalmente lesionan la pared intestinal lo que permitirla 

que algunos antigenos amibianos estimularan la respuesta inmune 

local y otros pasaran a circulación estimulando una respuesta. 

celular sistémica. 

Chadee y Meerovitch en 1985 describieron cambios histológicos en 

GLMs y bazo de gerbos infectados cecalmente ~ histolytica. 

Sus estud;os mostraron hiperplasia de follculos linfáticos de 

pared cecal después de la infección. Los GLMs aumentaron de 

tamaffo y presentaban hiperplasia de foliculos linfoides, los 

cambios en bazo fueron menores pero encontraron hiperplasia de 

foliculos. El trabajo anterior coincide con nuestras 

observaciones <mayor activación de linfocitos de GLMs que los de 

bazo> • Además, observaron una gran migración de linfocitos 

de GLMs a pared cecal, lo que podria controlar la infección en 

este lugar .. 

Vinayak y col. en 1984, encontraron que linfocitos estimulados 

obtenidos de cobayos inmunizados con un extracto crudo de ~ 
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histolytica eran capaces de destruir trofozoitos in vitre. La 

respuesta de reconocimiento de linfocitos de GLMs que nosotros 

encontramos, la gran migración de linfocitos de GLMs hacia la 

pared cecal y la capacidad demostrada de linfocitos sensibilizados 

para lisar trofozoitos, podrian ser los factores que controlaran 

la amibiasis cecal en nuestro modelo experimental. 

A pesar que los linfocitos de bazo respondieron con menor 

intensidad que los linfocitos del GLMs de los mismos animales 

infectados, respondieron cualitativamente en un nivel 

mayor que los linfocitos de bazo de los animales no infectados 

en los dos tipos de antígenos, lo que sugirió que no solo se 

montaba una respuesta celular local contra s..:_ histolytica sino 

también una respuesta celular sistémica. Por esto, se trató 

medio de demostrar hipersensibilidad 

de intradermorreacciones. 

retardada cutánea por 

Las intradermorreacciones <IDR> son un~ forma de medir la 

respuesta inmune celular .ill ~' esta ha sido utilizada para 

medir hipersensibilidad retardada en la amibiasis <Lunde y col., 

1969; Kretschmer y col., 1972; Ganguly y col., 1979). Por esta, 

para confirmar la activación especifica de linfocitos a los 

antígenos amibianos en nuestro modelo, decidimos utili~ar esta 

técnica. 

La inoculación de un antigeno P-15 en el cojinete plantar de 

gerbos infectados cecalmente con trofozoítos de E.:.. histolytica, 

provocó un aumento de volumen en el 

estadísticamente mayor que el 

mismo antigeno a la misma 

producido por 

cojinete plantar 

la inoculación del 

en animales no infectados 
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o en animales infectados pero inocula.dos intradérmicamente 

con una proteina diferente (albumina sérica bovina). Lo 

anterior, demuestra que la infección cecal en gerbos con ~ 

histolytica desarrolla en forma especifica una respuesta 

inmune celular de tipo sistémico. Lo anterior, no es de extra~ar, 

si tomamos en cuenta que en humanos, una invasión tisular del 

colon puede iniciar la producción de anticuerpos circulantes 

<Harries, 1982: T1-issl. 1982). Además, la incidencia de 

reacciones de hipersensi.b.ilidad retardada es alta en sujetos sanos 

(20 X> y en pacientes can 1-ec:tocolitis amibiana (47 .. 1 X) en áreas 

en que la amibiasis es endémica Cl<retschmer y col_, 1972). 

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden servir de base 

para la apertura de nuevas lineas de investigación; ya que en el 

presente trabajo se utili=aron poblaciones totales de linfocitos 

y seria interesante definir que S1Jbpoblaciones de linfocitos son 

sensibilizados después de la infección cecal con ~ histalyti.ca 

en los gerbos, ademas, falta investigar la duración de la 

memoria inmunológica. Asi como se hace necesario purificar 

antígenos para poder definir que moléculas estan involucradas en 

este fenómeno. 

Futuros trabajos indicarán que tan válido puede ser extrapolar al 

huma.no los 1-esul tados obtenidos de este modelo, a pesar de la 

similitud que gua1-dan ambos tipos de infección. 
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CONCLUSIONES 

1.- Se logró adaptar y mantener una colonia homogénea de gerbos en 

bioterio. 

2.- Se demostró que linfocitos de bazo y GLMs de gerbos responden 

a un mit6geno t!pico de linfocitos T <Con A). 

3.- El extracto total y la f1-acci6n membrana! CP-15> de Entamoeba 

histolytica presentaron actividad mitogénica sobre linfocitos 

de GLMs y bazo de gerbos normales. 

4.- La inoculación intracecal de trofo=oitos de ~ histalytica en 

gerbos, provoca el reconocimiento especi fice al incubar 

linfocitos de GLMs y ba=a de estos animales con proteinas 

amibianas<utilizando una 

blastoide) .. 

microtecnica de transformación 

5.- El grado de reconocimiento especifico de las proteinas 

amibianas fue mayor en los linfocitos de GLMs. <respuesta 

inmune local) que en los de bazo <respuesta inmune 

sistémica). 

6.- La inoculación intracecal de trofozoitos de ~ histolytica en 

gerbos provoco la activación de una respuesta inmunitaria 

celular sistémica, medida por pruebas de intradermorreacci6n. 
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l.-

APENDICE DE REACTIVOS 

Amortiguador salino de fosfatos CPBS) pH 7.2 estéril .. 

Cloruro de sodio 8.45 g. 

Fosfato dibásico de potasio 3.13 g. 

Fostato monobásico de potasio 1.36 g. 

Agua destilada cbp 1000 ml. 

Ajustar el pH c-:on Hidrdxido de sodio o con ácido clorhÍdrica. 

Se esterili:a a 15 lbs por 15 min., se verifica esterilidad y 

se almacena a 4 ºc. 

2.- Solución salina isotónica C0.85 X p/v). 

Cloruro de sodio 

Agua destilada cpb 

3.- Albúmina sérica bovina al 0.1 X Cp/v). 

8.5 g. 

1000 ml. 

Albómina sérica bovina fracción V (sigma) 10 mg. 

Solución salina isotónica cbp 10 ml. 

4.- Solución 1 CLowry>. 

Carbonato de sodio al 2Y. en hidrdxido de sodio 0.1 N. 

5.- Solución 2 CLowry>. 

Sulfato de cobre pentahidratado al 1 X 

Tartrato de sodio y potasio al 2 Y. 

6.- Solución 3 CLowry>. 

Solución 

Solución 2 

7.- Reactivo de fenal diluido. 

parte. 

parte. 

50 partes. 

1 parte. 

Disponible comercialmente como reactivo de fenal de acuerdo a 

Folin-Ciocalteau. Es aproximadamente 2 N en ácido y se titula 

con NaOH y fenolftaleina como indicador para diluirlo a 1N 

para la prueba. La dilución es cercana a 1:2. 
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B.- RPMI-1640. 

Para lavar células: 

RPMI-1640 <GIBCO, EUAl. 

Bicarbonato de sodio (J. T. Baker, Méx>. 

HEPES (SIGMA, EUA). 

Penicilina 

Estreptomicina 

Agua destilada y deshionizada cbp 

Para medio de cultivo completo: 

Lo anterior y 

Suero fetal de bovino (GIBCO, EUA> 

2-Mercaptoetanol 

10.39 g. 

2.00 g. 

2.0B g. 

100.0 UI/ml. 

100.0 UI/ml. 

1000.0 mi. 

5 

Tanto el RPMI-1640 para lavado como para cultivo se 

esterilizan por f iltraci6n. Se verifica esterilidad y se 

almacena a -20 ºc. 

10 Timidina tritiada <ªH- Tdr). 

NET-027 THVMIDINE, tMETHVL- Hl 

New England Nuclear 

Actividad especifica 

Concentración 

11.- Acido tricloroacético al 5 ll !p/vl. 

Acido tricloroacético <SIGMA> 

Agua destilada cbp 

12 .. - Acido tricloroacetic:o al 10 ll tp/v). 

Acido tricloroacetico (SIGMA> 

Agua destilada cbp 

13.- Metano! al 70 % (v/v>. 

Metano! 

Agua destilada 
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6.7 Ci/mmol. 

1.0 mCi/ml. 

5.0 g. 

100.0 ml. 

10.0 g. 

100.0 ml. 

70.0 ml. 

30.0 ml. 



14.- Liquido de centelleo 

Comercialmente como Insta-Gel <PACKARD>. 

15.- Concanavalina A CCon A> 5 X. 

Concanavalina A, tipo IV-S (SIGMA> 1.0 g. 

RPMI para cultivo 5.0 g~ 

Ya hidratado se almacena en allcuatas a -20 ºc. 

16.- Concanavalina A (Con A) 10 r.. 
Conc:anavalina A, tipo IV-S <SIGMA> 1.0 g. 

RPMI para cultivo 10.0 ml. 

Ya hidratado se almacena en alicuatas a -20 ºc. 

17.- Cloruro de 8enzalconio al 1 X. 

Comercialmente como benzal. 

18.- Pentobarbital sódico al 5 X. 

Comercialmente como Anestesal <SMITH-KLINE>. 

19.- Metronidazol 25 mg por ml. 

Comercialmente como Flagyl <RHONE-POULENC>. 

20.- Catgut 000 <DAVIS-GECK>. 

21.- Tiomersal 

Comercialmente como Merthiolate, Tintura 11 ióoo-.-<-LILLY>. 
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