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{. RESUMEN.

Se ha demostrado que en calostro humano exlisten mecanismos de resisten=
cia especlfficos e inespeclflcos y se ha propuesto que estos intervienen en la
defensa de] recién nacido. Dentru de estos mecanismos, elementos celulares co
mo los macréfagos se encuentran en un gran porcentaje.

Por otra parte, estudios en njios lactantes demuestran una baja inciden

cia de trofozoftos de Entamoeba histolytica (1.2 %), por lo que es probable-

que macréfagos de calostro humano que llegan al Intestino esten Implicados en
esta baja Incidaﬁcla.,En el presente trabajo se estudio el papel que pudieran
desarrollar los macréfagos de calostro humano contra trofozoftos de Entamosba
histolytica.

Se obtuvieron macr6fagos de calostro humano por adherenclia a vidrio por-
3y 24 horas vy las cflulas en ambos perfodos se caracterizaron por microsco--
pfa &ptica y electrénica, asl como por pruebas citoquimicas (esterasa no espe
cifica y mieloperaxidasa). Se obtuvo 82.15 % de cé&lulas macroffgicas por adhe
rencia de 24 horas. Estas c€lulas se pusieron en contacto con trofozoftos de-
E. histolytica cepas HKJ y HM1 en medio RPMI-16L0 en una relacién 30:1 macré-
fago/amiba y se determind la viabilidad de ambas c#lulas en di ferentes inter-
valos de tncubaclén, asl camo el ntmero de amibas adheridas a macréfagos.

Se observ® una disminucidn en los trofozoltos adheridos a macréfagos y -
una disminucidn del 25.58 % en la viabilidad de las amibas en camparacifn con
los testigos, siendo estos resultados estadlsticamente significativos (p€0.02)

La viabl1idad de los macréfagos disminuyd 10.3 % en camparaci®n con los tes
tigos, este resultado no fue estadisticamente significativo. Estos resuitados
sugieren que los macréfagos de calostro humano in v_i_t_@ interfieren en la via

bilidad de los trofozoltos de Entamoeba histolytica.
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I, INTRODUCCION.

La amibiasis es una infeccidn entérica asintamdtica 6 si'rj,tony\étha provo

cada por el protozoario Entamceba histolytica., Estd .paragx ( esré‘:r:é'\/valente
en palses con inadecuadas condiciones de sanidad (1,2). -
Aproximadamente el 10 % de la poblacién mundial pa&ete de émiﬁiésis, es-
t4 infeccidn constituye un prwleﬁa de salud pdblica principalmente en palses
subdesarrol lados en donde las condiciones precarias, la pobreza y la sobrepo-
blacién, asl camo la probable presencia de cepas altamente virulentas de E, -
histolytica se cambinan para generar una incidencia mis alta de amibiasis, la
cual puede ser asintomftica (portadores sanos) & con mani festaciones clfnicas.
En México la amibiasis constituye un importante problema de salud pGbli-
ca. Se estima que 5.6 % de la poblacién se encuentra Infectada por E. histoly
tica, resultando ser uno de los paises con mayor Incidencia de esta parasito-

sis, tanto en su forma sintom&tica cono asintomitica (3).

Entamoeba histolytica pertenece a la familia Entamoebidae del orden a--

moebidae, suphylum sarcodina (4). Este parisito presenta en su ciclo de vida
dos fases: la forma infectante 6 quiste y la forma adulta 6 trofozoltica.

El trofozofto es una célula pleanérfica de gran movilidad, caracteriiada
por un ectoplasma hla-lino 6 claro y un endoplasma granular, _el cualr contiéne
nume rosas vacuolas. Las propiedades de su membrana plasmdtica lepermi ';eh llé
var a cabo procesos de fagocitosis y pinocitosis, asf comode i"édts"éit:f_‘ﬁﬁ‘ci‘én-

de membranas, la cual puede estar inducida por la _uvnii{np' 3 e;tgrnos-

y adherencia 6 asociacién a bacterias (5). E] trofozolto'es ordinariamente -

uninuclear con un tamadio de 15 a 60 micras;:esrtﬂgqrgc;n izado por 1a ausen--

cla de orgarelos presentes en otras células‘;:L_Acqrifbt_l_:;_as:ftf'pi'cas. ademds de -
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la presencia de cuerpos cilfndricos, ribosanas y lisosomas; exhibiendo sola=
mente un sistema va‘cuolado que ocupa casi todo el citoplasma (6,7). Los tro
fozoltos usualmente viven camo camensales en el epitelic del Intestino grueso
del hospedero, reproduciéndose por un proceso de divisidn binaria 6 multiple
(8).

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

do de madurez contiene de uno a cuatro niicleos, asf ec¢ano la presencia de cu-
. erpos cramatoide. Su pared se encuentra constituida de quitina, la cual le -
permi te sobrevivir en condiciones adversas que serfan letales para la forma-
trofozoftica (9). Cuando el quiste maduro es ingerido y 1lega a nivel de es-
tomago pierde su cubierta de quitina, produciéndose divisiones citolégicas,~
que dan lugar a la formacidn de un metaquiste tetranucleado del cual emerge-
una pequefia amiba, que alcanza la luz intestinal, donde aumenta de tamafic y-
al parecer produce ocho trofozoftos (10).

Estudios han sido encaminados para definir & sehalar los mecanismos -~
operantes en la susceptibilidad y resistencia a infecciones causadas por E,-
histolytica. Nurerosos investigadores han presentado evidencias de que la pa
togenicidad de una amiba esta directamente relaclionada a su asociacidn a bag
terias, sin embaran otros autores estdn en contra de estas aflrmaciones (11,
12). La dependencia de muchas clases de amiba en cultivo sobre su asociacitn
a bacterias y la incapacidad de la amiba para producir lesiones extenslvas -
en conejillos de india libres de bacterias, ha llevado al concepto de que es
necesario un sinergismo entre bacteria y amiba para la producciOn de la en--
fermedad, aunque se han encontrado abscesos amibianos " estériles ",

Durante la fase inicial y la produccién de la enfr.rmedad se han impli-

cado diversos factores, los cuales se agrupan de la siguiente manera:
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1.- Relacionados al pargsito: Vlrulenc.la’de* a cepa;

y repeticién de infecclones.

2.- Relacionados al hospedero: Estado nutric!o estac
factores genéticos. S

3.- Factores asoclados: Ccexistencia de Infecciones bacterlanas por bacte
rias enteropatégenas como Shigella, Salmonella y E. coli enteropatégenas, -
coexistencla de-otras parasitasis, alcoholismo,dleta rica en colesterol y al
mi dones,

Clertamente el factor mss frecuentemente mencionado es el estado nutri
cional del hc;spedero. Algunas observaciones cIfnicas sugieren un fmportante-
papel de metabolitos ex6genos en la enfermedad (13). En la TABLA |, se des~--
criben factores nutricionales que afectan la reslstencia y susceptibilidad -
por la amiba, establecida en medios de cultivo, animales de ex'perimentaclbn,
y en el hanbre. La cuestién de la relacién hcséedero-paréslto en amiblasis -
asf camo la produccidn de la enfermedad es campleja y controversial; algunos
individuos presentan un curso muy agudo y severo de la Infeccidn, mientran -
que otros albergan el parisito por meses y hasta afios, sin mostrar los meno-~
res signos de la enfermedad; est8s observaciones han llevado a sugerir que -
factores del hospedero y pardsito se cornjugan para la produccidn de la enfer
medad (14).

En estudios recientes se demostrd la participacién de la respuesta in-
mune humoral y celular del hospedero en contra de amibiasis, La respuesta in
mune humoral se ha ident! fi cado por la presencia de anticuerpos circulantes-
de tipo lgG d_atectados. en pacientes con infeccién intestinal; en hamsters in
fectados experimentalmente, los anticucrpos se. detectan después de una sema-

na de la fnoculaci6n (15,16),



TABLA 1. FACTORES NUTRICIONALES {QUE INFLUYEN EN LA AMIBIASIS (12),

CLASE AMIBIENTE MEDIO . FACTOR RESULTADO

Amibas en cultivo

HUS-100 . mezcla de flora’ Huevo Lock'es Antagoni stas
bacterlana : ‘ o ‘de ac, f6lico. tnhlblcibn del

crecimlento.
HUS -106

En animales de experimentaclén

Clases Humanas y

“Modificado de  Harina de arroz  Disminucl &n de

de monos ’
- 'Boeck & la virulencia.
. -Dorholav
En Humanos
NA: :‘NA-.':‘.'r Pleta Inadecuada Incremento de

la susceptibi
lidad a la in
feccion.

NM: No mencionado; NAV:: No aplicable,



La cuantificacién de los anticuerpos especificos se ha utilizado como -
procadimiento de diagnéstico ya que se encuentran en el m8s del 90 % de los -~
paclentes que sufren abscesos hepiticos amibianos y en otras formas severas de
amibiasis Invasiva y solo en un 6 % de pacientes con evidencias clTnicas de a-
mibiasis (17). La utilidad de la deteccién de anticuerpos antl-amiba en la se-
roepldemi clogla esta basada en el conocimiento de que los anticuerpos persisten
en suvero ain después de una Infeccitn subclfnica (18),

Existe un punto controversial concerniente a la circulacién de anticuer
pos en la resoluci®n de la Infeccibn, ya que al parecer en individuos con ele~
vados tftulos de anticuerpos no tienen estos, un efecto protector. En estudios
in vitro se ha cbservado que los anticuerpos son inefectivos en producir lisis
significativa de los trofozoltos en presencia de camplemento (19). Segln estas
chservaciones se mani flesta una aparente ineficacia de la respuesta humoral eﬁ
la infeccién amibiana} adem8s este pardsito es capaz de actlvar la vfa alterna
de) complemento (20) y este mecanismo puede ser importante en la defensa humo-
ral no especffica del hospedero contra la infeccidn amibiana, ya que se ha -
observado que en hamsters tratados con veneno de cobra para inactivar el com--
plemento, las lesiones hepiticas que se desarrollan son mis severas en relas~e-
cibn al control (21), Otro factor que puede inhibir el establecimiento de E. -

histolytica en 1a tuz Intestinal es la secrecidn de 1gA (22).

Con respecto a, la inmunidad celular en pacientes con absceso hepitico -
amiblano, estd se encuentra abatida en su fase inicial cano Yo demuestran las-
pruebas de intradermoreaccién con los antigenos de estreptocinasa, estreptori-
nasa, derivado purificado de protefnas (PPD), asl cano en la prueba del factor
de la migracién de macréfagos. La ausencia de Inmunidad celular en Ya fase i--

cial de la amibiasis y su postarlor aparicidn sugieren un estado tran--
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v . i==x=_torfo de anekrgfa que podria ser provocado por el antlgeno amibia
no, tal como se descrcbe en otras enfermedades infecciosas (23).

En base ‘a estudlos en infeccltones amibianas experimentales, se reporta-
que la |nmun|dad celular Juega un papel importante en la amibiasis, sin em=--
bargo las celulas efectoras involucradas en est§ reaccién .no se han estudia-’

do.

Experimentos: previos nndncan que los macréfagos son !nportantes en la--

carente significa r 'o testlgo de animales {28).Es

ta severidad de la infeccibn:se:adjudicaa ]a"disminucién de macrSfagos ya -

que como es sabidd_e‘lkjs(h;e es otfxiéaaé'avra el macr6fago (29). E1 papel ~

inhibidor del sﬂfc‘é'v’sol;rej los mac'réfagos. también se ha demostrado en otras-

infecciones parasltarias (30) Los'antecedentes descritos anteriormente remar
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can la lmportancla del macréfago cano célula participante en la defensy del

hospedero. Estos estudios ademds indican que una de las ¢élulas efectoras -

responsables ep definir la severidad de la amibiasis hepstica en animales de

experimentacién es el macréfago.

Por otra parte, se ha considerado que el calostro y la leche humana -

pueden ser factores que se encuentren implicados en la resistenc:a del rec:én—

nacldo contra E. histolvtica va que estos factores partlcipan ccmo

elementos activos en las defensas del neconato a nivel de tubo ,d’l ge\stuy,_o» con=-

tra algunos virus y bacterias; debido a su contenido de inmun;&éi&:ﬁi;}l{rﬁés,"ésbg
cialmente 1gA secretora, asi como la existencia de macréfagos’,' l,}i‘nfpt;iftos Ty
&, lisozima, complemento, lactoperoxidasa y lactoferrina (31).1Adermé;s" se cono-
ce que ta frecuencta de amibiasis en la etapa neonatal es baja y que estd -
baja frecuencia se ha atribuido a di ferentes factores como son; los ‘Tnheren--
tes a las caracteristicas iomunolégicas, pH géstrico’."y flora 4i‘n‘t§.srtina‘l del -
hospedero, Otros elementos también mencionados sonyios rel'ativés‘al"'a‘rnbieﬁte -

como resulta ser la administracidn de calcstro humano. por lo que es de gran -

interds el plantear estudlos para cuanti ﬂcar el efecto que pud'efan; tenervlos

distintos componentes del calostro y la leche” humana sobre el quiste _el ’tro-‘

fozolto de la amiba y aclarar sf estos factores son detenmnantes en la ‘resis~

tencia del recién nacido contra E. histolytica. (32).

La importancia de la leche materna er. 1a nutricibn del hanbre: ha sudo -
conslderada desde hace mucho tiempo., £} hanbre a través de 5u de.sarrolloxha;v -
creado gran variedad de productos alimenticlos sustitutivoes de ella, sln fmem-

bargo la leche materna mantiene uma posicién de alimento " primordial " en.el

infante.
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Se ha demostrado que en calostro y leche maternas existen gran varledad-
de canponentes inmunitarios que involucran elementos celulares y solubles, -
asl como factores que modulan los mecanismos no especfficos de defensa del -
hospedero en ccntra‘ de mi croorganismos Infecciosos. Estos factores se han im-
plicado en la prevencién y evolucidn de infecciones bacterianas en el neocnato
y en el desarrollo de la microfliora de las mucosaé.

Entre las sustancias inmunormgul$§oras estdn el factor inhibidor de la-
migracion ﬁe macrbfagos, factores para la produccidn de 1gA, interferon y sus
tancias imunosupresoras para células T, Entre Jos componentes celulares del -
calostro se encuentran macréfagos, linfocitos T, Itnfocitos B, células plasmd
ticas, leucocitos polimorfonucleares y células epiteliales (33,34),

Entre los factores solubles del calostro y la leche estdn el componente-
secretor, inmunoglobulinas fgA 11 S (secretora), 7 S (sérica), IgM, lqG, gD~
e IgE, componentes del complemento, lactoferrina, lactoperaxidasa, lisozima y
factores quimiotdeticos (35).

En estudios recientes se ha mostrado gran interés por el papel protece-
tor que puedan desarrollar los comporentes celulares del calostro humano {36).

Estos elementos celulares fueron observados por primera vez en 1839 -
por Alexander Donné, sin embargo fué poca la importancia que se le did a su -
estudio, No fué sino hasta el afio de 1966 cuando astas c€lulas fueron nueva--
mente estudiadas por Smith y Goldman (37,38). En estos estudios se establecid
que la concentgacién de aélulas de calostro humano estd comprendida en un rap
go de 0,5 x 10 3 10 x 10 células por ml de calostro, -

De tos elementos celulares identi ficados en calostro humano los macrb6fa-
gos conforman el mayor porcentaje, sequidos de Vos leucocitos polimorfonuclea

res, linfocitos y cédlulas epiteliales.
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En la TABLA Il se muestran los rangos en la cantidad de c€lulas de ca-

Jostro humano,

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

TEMPRANO (35).

3

TIPO DE CELULAS f";'f‘nam xm % be_cgwmsff ,_rbjrALgs o

© premdic  fango  Promdio. Rango

Macréfagos o aho oo 66 37-93

Poﬁmorfonucléaré;i_i ! ‘ 21 e e
Linfocitos 1

Células epiteliales

Lss'ProptéQades de - elementos celulares del calostro no estan =
comp\etaménte estudiadas, sin embargo algunas de sus caracteristicas se han -
determinado, las cuales han servido de apoye en la diferenciacidn de estos e~
lementos. En la TABLA i1l se observan ciertas caracteristicas de los elementos
celulares de calostro humano,

Se sabe que a medida que progresa la lactoncia y se inicia el flujo de~
la leche materna,el nimero de células tiende a disminuir de forma constante.Se
ha obServadobque durante los dos o tras primeros dfas de lactancia bay aproxi-
madamente 10 a IOBanocitos por m! de calostro y leche (39,4%0). Los linfoci--
tos de calostro vy leche responden in vitro a mitbdgenos como la fitohemagiuti -

na (PHA); sin embargo se ha observado que existe poca correlacidn entre Ta ~
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resctividad @ la PHA de células T de sangre periférica y las cé!u!as T:de ca-

Yostro y leche, El linfocito de calostro y leche puede originar una feagitivi -

—

dad Importante in vitro contra una ampllia varledad de antlgenos mncrobtanos -
como candidina, estreptocinasa, tuberculina, cltomegaloviru# y ]os\firr‘xé“'sfdg -
virus da parotiditis vy rubeola {h0). Los linfocitos también'se caracterlzan 4‘
por una hiporrespuests a mit&genos no especlficos y antFgenos de htsﬁbégﬁpéti_
bi1idad de células alogdnicas {k1). Se suglere que los linfocltos d'e‘cA:;léstrp_
y leche representan una poblacién de distintas clonas de an&:!tos quz; po---b
drfan derivarse del Tejido Linfolde Asoclado a tntestino (TLAL) & Tej?don,L'in-
folde Asoclado & Bronqulos (TLAB), de forma seme jante a los precursoreé:dg- -
tgA en la gléndula mamaria durante el perfodu de lactancia,

Por otro lado, ain no se cuenta con suficiente informacibn sobre la ac-
tividad biol8qgica de los leucocltos polimorfonucleares, sin ambargo algunos =
autores sugferen la hipdtasis de que los leucocitos del calostro podrfan ju--
gar un papel actlvo en la proteccién de los infantes contra agentes patége=~--
nos (b2),

Con relacién a los macréfagjos que como ya se menciond representan la ma-
yorTa de las cédlulas de calostro humano, han sido poco estudiados, aunque se-
han demostrado algunas de sus propledades como son: su capacidad bactericida,
participactdn de inmunidad medfada por cdlulas, fagdcltosts, presencla de re-
ceptores para Fc y C3b del complemento, asf cano contenido Intraceiular de-
19A (13).

€n otros.estudlos se Indica que los macréfagos de calostro humano son -
los responsables de ta sintesis de algunos productos de resistencla del hospe
dero y factoras proplos de la leche {43, l&, UG, 46); estas incluyen la blosin

tesis y excresidn de lactoferrina, componentes del complemento y de manera -
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importante como vehiculo de almacenamiento y transporte de 1gA (47). Em algu-
nos estudios se ha probado la habilidad de los fagocitos de la leche (macréfa
gos y polimorfonucleares), en relacidn a su actividad fagocTtica y muerte de-

microorgani smos, siendo al parecer eficientes fagocitos pero con baja activi-

dad bactericida (48,49).

ta funcién blosf‘htegircba de la gléndula mamaria, asl camo la magnitud-

de tos productos sinte : ,inprgsirona‘r&te {50}. Investigadores han pre--

sentado ev!den'x;i' 55t‘éij~,‘a’»i_nmune local desarrollade en glan
dula mamarfa (51) aspectos inmunolégicos de los componentes-

de secrecién no ésg‘& bi (52) iibe'aqur los esfuerzos concernien--

tes al estudio delas.ac

ecretoras de la gléndula momaria (calostro

'y leche ), asl como la _regulacién 6 Induccién de la respues

en que.la inmunoglobulina 1gA secretora-

en calostra y:lécm es

intetizada‘éﬁ forma local en gldndula mamaria por cé
tulas p!asmaticas nt sensibn Vizadas hacfa varios antfeenos en el

TLAl y TLAB. En modelos expermentales se demostr6 que despues de una expcsi--

¢cidn antigénica en la superrfucse intestinal y/o respiratoria, las células pre
cursoras del TLAI ¥ TLABHmIgran a través de la circulacidén general para lle--
gar a di ferentes ‘sé;reciom’.s constitgyehdo el sistema camin de las mucosas -
(53,54).

€studlios han demost;'ado que compenentes calostrales estimulan el cre--
cimiento vy madufacién de ‘1a mucosa intestinal en los nifivs ¥y que concentracieo
nes mayores de l’gA se presentan en secre¢idnnasal v salive de nidos alimenta-
dos con leche materna. en sus primeros dias de vida en caparacién con infan-

tes alimentados con leche no materna {55,56).
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TABLA 111, PROPIEDADES INMUNOCITOQUIMICAS ¥ CHTOQUIMICAS DE ELEMENTOS CALOSTRALES (43).

Propiedades Cltoqulmicar I nmunofluorescencla
Esterasa no . ’
especl fica Peraxidasa - Lfpidos— .. 1gA I gt sC Lacto- Lactoalbumlina
R L peraxi
dasa.
Linfocitos - - - - - . - - .
Macréfagos + S e PR CIE L SRR ¢ + +

Leucoci tos
Polimorfonuclea : SR RN , o
res - + + o B N T S Y S +

Granulos no ce- ‘ : . : e ] o
lulares - - o , + + + + +-

SC: Camponente Secretor,



Por otrs parte, sl nsonato estd desprovisto de mecanismes bien defini--
dos de !nmunidad en mucocsas durante las dos primeras semanas de vida post-na-
tal 757). Estudlos efectuados dasnués de la alimentacidn de calostro muestran
que existan cantidades reducldas de inmunoglobulina 1gA secretora en corrien-
te sangulnea en las primeras 24 horas después de) nacimiento (58). Ademds de-
que se propone en clertos estudios, que la lactancia puede determinar la flo~
ra intastinal, asl como los niveles de lnmunoglobulina_sccretora del recién -
nacido {59,60), Por otro lado, es bien conocido que los neonatos de ganado -
vacuno, cardos y mami feros que son dependientes exclusivamente de calostro y
leche para Ya adquisicl&n. de |nmunidad pasiva materna, mueren con rapidez -
por infecciones entéricas fulminantes en ausencia de ingestién de calostro
(61),

La inmunidad en el rectén nacido estd asociada a la presencia de anticuer

pos transmi tidos transplacentariavente, ya que el sistema inmune que posee no
ha 81do Yo suflclentemente estimulado por el medio externo. Sugeriendose que
la inmunidad an e} reclénvnacldo contra £, _histolytica, en sus primeros dlas-
de vida depende de la presencia de anticueppos trasmitidos transplacentaria--
mente (62), Asimismo la inmunidad en el neonato se puede ver reforzada por la
ingestién de calostro a través de eleentos camo macrdfagos, linfocitos e in-
munoglobulinas; sin embargo no existen antecadentes que confirmen el papel de
estos slementos a nivel de mucosa en humanos.

Se han detectado In vitro actividades especlficas antimicrobianas, en ca

lostro y leche. humana, contra una gran variedad de agentes bacterianas, “vira-
les, hongos y pardsitos, asi como una intervencibn en el‘coﬁtrol de diarreas-
epidémicas con Escherichia coll en el recién nacido {63,64). También se ha -
demostrado el contenido de anticuerpos especl ficos que neutralizan tanto --
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Vibrio chelara como enterotoxina de E. goli (65,66). En estudivs recientes se

han detectado anticuerpos de clase |gA especl ficos contra Entémoeba hlstolyti-

ca vy Salmonella typhi (67,68). La mayor parte, de estas actavndades como se-

puede observar se relacionan con | 1gA secretora, que es. Ia mu oglobuluna-
que se encuentra en mayor concentracidn en calostro y Ieche, slendénesté de -
5000mg/dfa da calostro recolectado; en los primeros d|as consecutlvos al par-
to, para el caso de la IgM e¢s de 70 mg/dTa y para la !gG de 56 mg[dra. La con
centracién de Inmunoglobulinas en muestras recolectadas despuds de una semana
de infclada la lactancia se ven disminuidas significativamente, ain cuando el
contenido de tgA sique siendo de cuatro a ocho veces mayor que ‘en suero,
Tambidn otras actividades antimicrobianas en calostro y leche han sido -
detectadas camo son el factor bifido {referente a 1a primera colonlzacién de
microorganismos principalmente lactobacilos), los cuales establecen las condi
ciones para Impedir la Invasidn por otros microorganismos patdgenos, y resis-
tencia estafilococica en 4cidos grasos C-18., Asimismo se ha observado un meca

nismo citotéxlco Independiente de anticuerpos para trofozoltos de Entamoeba -

histolytica y Glardia lamblia los cuales son eliminados al pomerse en contac

to con leche humana, posiblemente a través de accidn de enzimas presentes en-
dicho flurdo (63).

Estudios In vitro han demostrado que los camponentes celulares del ca
lostro y camponentes solubles de alguna manera estén involucrados en la elimi-
cibn de microorganismos (69,70). Por lo que resulta de interés el estudiar el

efecto que pudieran tener los macrbfagos de calostro humano sobre los trofozorf

tos de E. histolytica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

Se ha reportado la presencia de anticuverpos especlficos contra =

Entameeba histolytica en calostro y leche humana (67). También se ha descrl

to un mecanismo independiente de anticuerpos en el cual trofozoftos de E. -

histolytica vy Giardia lamblia son eliminados al ponerse en contacto con le:

che humana (69),

Considerando la baja incidencia de amiblasls en nifios alimentados-
con leche materna ‘(71); es posible que elementos celulares del calostro camo
Yos macrbfagos y/o sus productos de secrecién esten involucrados en la prote
ccidn contra £, histolytica , lo cual se puede traducir en un aumento de la-
resistencia a la infeceidn amibiana en nifios alimentados con calostro y le--

che mat:rna y se refuerce el concepto de la baja frecuencia de amibiasis en-

nifids lactantes.

-1 6-
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COBJETIVOS:

-

2,-

. 3.‘

Establecer si los macréf'

- Obtencién de macréfagos de calostro humano.

a).- Estandarizacién de la tdcnica de obtencién.

Caracterizacibn de macrédfagos de calostro humanc.

- a).» Microscopfa &ptica y electrénica.

b).- Pruebas citoquimicas { esterasa no espec»'fi‘ca‘ty mielo--
percxidasa)l, :

Interaccidn macréfago-amiba,

a),- Establecer las condlciones del medio de‘; Interaceson.

b).- Determinacién de la re]acnon 6ptima macréfago-amlba.

ostro humano ejercen efe-

-+tQ citotéxxco sabre 05, tre ozoftos de Entamoeba histolytica.

'a_).'- ~ Observact P or m Bsébréi[aiéptica.

B Oetemfnac!én de fa- vl abilidad de macréfagos y ami -~

bas por e! metodo de exc}usibn de azul de trlpén.
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H poﬁs’; S

Considerando que e v calostro y Ia !eche humana ejercen un efecto -

Iitico sobre los trof ’tos de Entamoeba histolytica es probable que compo-

nentes celulares cuno los macréfagos y/o sus productos de secrecidn interven-

gan en dicho efgcto. ‘
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f1l, MATERIAL Y METODOS.

1.~ MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES.

a).- Medio de cultivo axénico para Entamoeba histolytica (TSY-5-33),
Peptona de Biotripticasa-2.6g;6lucosa-1,0g; Cloruro de sodio-0.2 g; Fosfato-
de potasio monobdsico~0,06 g; fosfato de potasio dib4sico-0.1 g; L- cistefna~
0.1 g; 4dcido L-ascérbico 0.02 g; citrato férrico-0.0022 g; agua destilada~~=-~
87 m}, Esterilizar a 15 llbras por 15 minutos en autoclave, enfriar y agregar
15 m} de suero bovino descomplementarizado y afadir 3 ml de mezcla vitaminica
NTCTC-107.

bl.- Solucibn Balanceada de Sales (SBS).
Solucidn |: Destroxa-10 g; fosfato de potasio monobisico anhidro-0i66 g; fos=
fato de sodio dibasico anhidro-0.925 g; rojo de fenol al 0.5 % en agua desti-
lada- 2ml; Aforar con agua desti lada-1000 ml. Solucién 11: Cloruro de calcio-
anhidro-1 .4 g; cloruro de potasio-L,0 g; cloruro de sodio-80.0 g; cloruro de-
magnesio anhidro-0,26 g; cloruro de magnesio.7 HZO - 2,0 g; . Mezclar la soluy
cién 1 y Il de la siguiente mancra: Solucién t- 100 mi;Soluctidn 1! -100m}; ~
agua desti lada c.b.ﬁ. - 1000 ml. Esterilizar por filtracién y agregar 100 U/

mt de penicilina, 100 ug/mt de estreptomicina y 50 ug/ml de gentamicina.

c).~ Medio de cultivo celular RPM!-164L0,
RPMI-1640 (Sigma) con L-Glutamina - 10.4 g; HEPES (N-2-hidroxy-etil-piperazina
etano-adcido-sulfénico)- 2.0 g; NaHCO - 2,0 g; aforar con agua destilada -
1000 m}, Esterilizar por filtraciég y agreqarl00 U/ml de periicilina, 100 ug
/m} de estreptamicina y 50 ug/ml de gentamicina. Suplementario con 10 % de -

suero fetal bovino (previamente descompletarizado a 56 °C en baiio marfa por -
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30 minutos}.

d).» Medio de Cultivo Celular Dulbeccowrod'; H
DMEM- con L-Glutamina=~ 13.4g;
sul fénico ~ 2,08 g; NaHCO - 2.0 9 aforar con ag
3

para y se suplementa fgual que el anterior medblro.

e).- Solucién de blcarbonato de sodio al 5 6 % (NaHCO )y
K R
Bicarbonato de saodi0-5.6 g; agua dest”ada- IOO ml. Esteriluzar or autocla--

ve.

£).- Solucién de 4cido clorhfdrico

Acido clorhTdri teri 1izar por-

autoclave, "

g).- Solucién’

Azul de tripano ,f-‘_O:J g; ';solhéylidﬁ salinaa

h). Solucién de Wright al 0.2 %." e
Colorante de Wright en polvo- 0.2 g; glicerina (Q.P)= 3.rnl: metanol (Q.P)-97

ml, Dejar reposar 24 horas, flltrar antes de usar.

i).- Solucitn de hemataxilina de Harris,
Hemataxilina en polvo- 5.0 mg; alcohol absoluto-50,0 ml; aluminato de potasio
o amonjo-100g; agua destilada-1000 ml; &ido de mercurio -2.5 mg. Mantener -

protegida de la luz y filtrar antes de usar.

J).- Solucién para esterasa no especffica (Método para deteccin”enzimd
tica para células mononucleares), Naftol AS-D-cloroacetato-0.0025 g; NN, df.
met!1-formamida~ 0,5 ml; solucién amortiguadora de Tris-HC1 pH 7.1 0,2 M ==--=
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12.5 m1;  FAST-RED (Sigma- N-N-Dieti}-h-metoxi-metanil-amida-hemi-cloruro de
zinc- sal de dlazonio-)- 20 a 40 mg;. La mezcla es preparada en fresco agre«

gatda de 12.5 ml de agua destilada y debe ser desechada después,

k).~ Solucién de dihidrocloruro de bencidina. (Método para deteccitdn
enzindtica de mieloperaxidasa); identificacibn de polimorfonucleares.
Dihidrocloruro de bencidina - 0.3 g; sylfato de 2inc, 7HO0 - 3.8% - 0.5 ml
acetata de sodio . 3 H 0- 1.0 g ; per&xido de hidrégeno af 3% - 0.7 ml; hi-
dr&ido de sodio 1.0 Nz- 1.5 nl; ;afranina- 0.2 g; Guardar en la obscuridad-

y filtrar antes de usar.

2.- TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica.

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

HK9, proc-dentes de la DivisiOn de |nmunoquimica de la Unidad de Investiga~--
cibn Bianddica del Centro Médico Nacional, | . M.5.5, y obtenidas por cortesia-
det Or, Antonio Ramirez Vidals,

Las c¢epas se mantuvieron en cultivo axénico 1Y1-5-33 entre 35 y 33°C -
en tubos de vidro herméticamente cerradas, conforme al método de Diamond y -
cols {72). los trofozoftos se cultivaron en un perfodc de 72 a 96 horas co-=~-
respondiente 3 la fase logaritmica de crecimiento, estos se Yavaron dos veces
¢on solucién balanceada de sates {SBS) pt 6.8 a 2000 rpm con didmetro de ro--
tor de 10.5 cm durante § minutos y se cuanti ficaron en un hematocitémetro .

Se datermind su viabilidad por mftodo de exclusién de azul de tripén.

-2~



3.~ OBYENCION DE LAS MUESTRAS DE CALOSTRO HUHANO.’*

Las muestras de calostro se obtuvieron en un pe‘rfofdlo‘"

post-parto procadentes de mujeres primiparas y multtparésfg . de
dades antre los 12 y 40 ados, Internadas en el Hospltal‘ ‘G;ne'r;:il,’ deMéxlco ae-
1a $.5.A, ' ‘

Las pacientes no presentaban signos de mastitis nly're‘cibvian me di camento-
2lguno al momento de la coleccidn de 1o muestra, Las muestras de calostro se-
Sbtuv!eron por expresidn manual en tubos estériles con antibiético (gentamic]
na 50 ug/mt y penictlina 100 U/m1), previa asepsia de la zona con una solucién
de cloruro de benzaleconio al 1 %. Las muestras se conservaron en hieto hasta- A

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

4, DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR POR EXCLUS!ON --
DE AZUL DE TRIPAN,

La cuantificacién de viabllidad se reallzd por la técnlica de exclusién
de azul de tripén de la siguiente manera: Se deposita 0.1 ml de la suspencidn-
celular en un tubo y se adade una solucidn de azul de tripdn al 0.3 % , en un-
volumen de 0,1 m} (dilucién 1:2), se honogeniza la preparaclén y se observa al
microscopio &ptico. Para deteminar el porcantaje de viabilidad se cuentan el-

ndmero de células teffidas (células muertas) y el ndmero de células no tedidas.

5.- DETERMINACION DEL NUMERO TOTAL DE CELULAS EX!STENTES EN MUESTRAS=
OE CALOSTRO HUMANO RECOLECTADAS EN MUJERES MEXICANAS,

En 100 muestras de calostro humano obtenidas se cuantificd el niimero -

total de células presentes por ml, de calostro. Esta cuantificacién se llevo a
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cabo en un hematocitémetro, relacionando la cantidad de cflulas que se deter
mind con el volumen total de calostro recolectado y se midio la viabiiidad -

por exclus|én de azul de tripén,

6.~ SEPARACION DE LAS CELULAS ADHERENTES DE LAS MUESTRAS DE CALOS--
TRO HUMANO.

Las muestras de calostro se trabajaron individualmente, fa muestra se-
diluys 1:2 gcon SBS y se centrffugd a 1500 rpm con dismetro del rotor de 10.5-
em, durante 15 minutos a b °C. La capa 1Tpidica se separd por decantacibn y -
el paquete celular obtenido se lavd dos veces con $SBS. Las células se cuanti-
ficaron en un hematocitémetro y se determinosu viabllidad por método de exclu
sion de azul de tripin. Las células se resuspendieron en medio RPMI-1640 su-=
plementado de sueroc fetal bovina al 10 % (previamente Inactivado a 56 °C en -
bafio marfa por 30 minutos), ajustdndose a una concentracién de 2 X mscélu--
las/ml. In ml de est§ suspensibn se colochd en tubos de vidrio estériles de -
fondo plano de 7 cm de altura por 1 cm de didmetro, conteniendo en el fondo -
un disco de vidrio de 0,8 cm de didmetrc por 0.2 em de espesor.

Las células se incubaron a 37 °C en atmésfera de 5 % de CO, durante pe«e=

2
rfodos de 3 y 24 horas. Posteriormente la viabilidad de las células adheren=--
tes y no adherentes se cuantific6 por método de exclusidn de azul de tripdn -

para ambos intervalos de incubacién.

7.~ DETERMINACION DEL NUMERQ DE CELULAS ADHERENTES PRESENTES EN LOS -
DISCOS DE VIDRIO UTILIZADOS PARA £EL S{STEMA DE CULTIVO " in vitro ' DE LAS ~
CELULAS,

Para la deteminacién de células adherentes se analizaron 10 muestras-

-23-



las muestras se obtuvieron como ya se menciono anteriormente y se ajustarcn--
a una concentracién de 2 x 106células/ml en medi o RPMI-1540 suplementado de -
suero fetal bovino al 10 %. Las células se incubarcn por perfodos de 3 y 24 -
horas; en ambos perfodos se separaron células adherentes y no adherentes por-
lavados con $BS, los cuales se recolactaron en tubos de vidrio estériles y. ==
las c¢élulas se cuantificaron en un hematocitémetro.Se determing el nimero de-
células adberentes y no adherentes con base a la cantidad de células totales-

depositadas en los discos de vidrlo,

8.- CUENTA TOTAL Y DIFERENCIAL DE CELULAS EN MUESTRAS DE CALOSTRO HUMA
NO.

En 10 muestras de calostro humano se cuantifict la concentracién ini--
cial de células obtenidas, en un hematocitémetro. Se llevd a cabo también -
una cuenta diferencial, en las muestras, preparando frotis de las mismas y =
tifendo por la técnica de Wright. Los conteos fueron desarrollados al azar -

contando un total de 100 células.

9.- CARACTER!IZACION DE LAS CELULAS OBTENIDAS DE CALOSTRO HUMANO.

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

tulas adherentes, la cuat se realizé de la siguiente manera:
a).= MICROSCOPIA OPTICA: Las células que se obtuvieron por 3 y 24 horas
de incubacién, se tideron segin las técnlicas de Wright, hamatoxilina de Ha--
rris, y Glemsa. Estas tinciones se 1levaron a cabo de acue¥do a los mftodos=
va establecidos en la literatura (73,74). Se realizaron cbservaciones de -
morfologla ,detemindndose el porcentaje de macréfagos, con base a su aspecto

morfolégice tlpico por conteos al azar de 100 a 200 células .
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b).=- MICROSCOPtA ELECTRONICA: Tambidn se realizaron observaciones
a nlvel de microscopfa electrénica en las células adherentes obtenidas por 3
y 24 horas de Incubacibn., Estas células se obtuvieron por adherencia en cajas
petrl de vidrio estériles de 5 cm de dl&metro por 1 cm de altura; se despren-
dieron con un gendarme y se lavaron con SBS. El paquete celular se fij6 con -
glutaraldehldo al 3 % en solucldn amortiguadora de fosfatos pH 7.4 durante 3-
horas después se postfijaron en tetradxido de osmio al 1 % durante una hora -
y medla, La muestra se deshidratd en alcoholes de concentraciones ascendentes
y se Incluyd en resina de EPON, los cortes se realizaron en ultramicrotomo -
Ralger OMU 3 y las musstras fueron teiidas por c! método de azul de toluidina
(0.2 %), observandose al microscopio de luz y posteriormente al microscopio -
electrénico, Las observaciones de ultraestructuras tipicas de células macrofg
gicas camo su nicleo, citoplasma abundante, granulos, pseudopodos, heterocro-

matina etc, se analizaron para evaluar la caracterizacidn de estas cflulas.

€).- PRUEBAS CITOQUIMICAS: Se realizarcn ensayes para la determi --
naci6n de esterasa no especffica y mieloperocidasa tanto para células adheren
tes de 3 y 24 horas de incubacién.

¢.1).- DETERMINACION ENZIMATICA DE ESTERASA NO ESPECIFICA,

Se llevd a cabo 1a prueba de actividad enzimitica de esterasa no especi
flca de acuerdo al método de Yam y cols (75), modificado de la sigulente mare
ra:

Las células adherentes obtenidas de 3 y 24 horas de incubacién se lava--
ron dos veces con SBS y se fijaron en acetona al 100 % durante dos minutos. -
Posteriormente se lavaron nuevamente con SBS y se tideron con una solucidn -
stock de naftil- AS-D-cloroacetato en solucién amortiguadora de Tris-HC! 0.2

-25-



M pH 7.2 a temperatura ambiente por 45 minutos. La solucidn se elimind por-

lavados con solucibn amortiguadora de Tris-HCl y las células se contrastaron

con hematoxilina de Harris por dos minutos'y fueron lavados después con agua-
caltente. Las preparaciones de las células alin humedas son montadas en glice-
rol-gelatina para lectura al microscopio éptico. La interpretacidn de la prue
ba es llevada a cabo por la presencia de granulos rojizos en el citoplasma de
las células cuando la reaccidn es positiva. Los ensayos se efectuaron por du-
plicado y las lecturas se realizaron por conteos de 100 a 200 células obser--
vadas al azar, Los controles de estas pruebas fueron frotis sanguineos trata-

dos bajo las mismas condiciones.
c.2).- DETERMINACION ENZIMATICA DE MIELOPEROX1DASA.

Las ¢Elulas adherentes obtenidas de 3y 24 horas se lavaron dos veces-
con SBS y se fijaron con una mezcla de etanol-formol (90:10) durante dos minu
tos. Pos:eriormente se lavaron y se trataron con una solucidn de dihidroclo--
ruro de bencidina al 9.3 % durante dos minutos a temperatura ambiente, Las <€
fulas se lavaron hasta eliminar '3 solucién y se mnntaron en aceite balsémo -
de candda para su observacién al microscopio Sptico. La lectura positiva se -
basa en la presencia de granulos azules dentro del citoplasma de las células,
los conteos se realizaron iguales a los establecidos para la esterasa no es--

pecl fica, asf cano el nimero de ensayos llevados a cabo y también con respec

to a los controles.

10.- DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA EL S{STEMA DE -
INTERACCION MACROFAGO-AMIBA,

Para llevar a cabo la interaccidén de macrbfagos y amibas fue necesa-
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rio ajustar algunos parfmetros de Importancia camo:
a),<DETERMINACION DEL MEDIO DE INTERACCION,

b).- DETEAMINACION DE LA RELACION CELULA-PARASITO PARA LA I NTERACC | ON,

Para desarrollar este primer punto se realizaron ensayos de determina---
cién de viablilidad tanto para amibas como para macréfagos de la siguiente ma-
nera:

a.l).- Determinaclén de la viabllidad de Entamosba histolytica en dife-

rentas medlos de cultivo: Los trofozoitos de £. histolytica de las cepas HKS
y MY se ajustaron a una concentracidn de 7.5 x 10 trofozoltos/mi en df feren
tes medlos de cultivo camo: medio de cultive celular RPMI-1640, medlo de cul-
tivo celular Dulbecco modi ficado y medlo paras amibas TY1-8-33, Las suspencio-
nes se incubaron a 37 °C en atmésfera de 5 % de CO durante Intervalos de 0 -
hes, 1,2,3, 6, y 2k horas. Se prepararan controlaz de amibas resuspendidas-
en su medio original (TVi-S-33) bajo las mismas condiclones experimentales.
Se realizaron detemminaciones de viabilidad durante cada intervalo de in-
cubacl8n medlante el método de exclusidn de azul de tripdn en un hematocitd--
metro, Se efectuaron un provedio de 4 experimentos para cada cepa de amiba y-

Yas determinacicies en cada intervalo de tlempo se hicleron por duplicado.

a.2).~ Determinacidn de la viabilldad de macréfagos obtenidos de calos-
tro humano en di farentes megl o8 de cultivo: Células adherentes ajustadas en -
una concentracidn de 1 x 10 células/m! se pusieron en di ferentes medios de -
cultivo: medlo RPMI-16L0, medlo Dulbecco modl ficado y madio TYE-~3-33, Se eva-
1ul Ja viabilidad de las c€liulas adharentes en las di ferentes medios de cul--
tivo, por el método de exclusién de azul de tripdn durante difarentes inter--

valos de 0, 1, 2, 3, 6 vy 24 horas. Se astablecid un control de macréfagos-
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en medio RPM|-1640 bajo las mismas condiciones experimentales. Se llevaron a
cabo un promedio da 4 experimentos y las cuantificaciones de viabilidad en -

cada intervalo se realizaron por duplicado.

b).- Determinacién de la relacién célula-parssito: Los trofozoftos - |
de E. histolytica de las cepas HK9 y HMI se lavaron dos veces con SBS a -
2000 rpm (didmetro de rotor 10.5 ¢m ) durante 5 minutos y se cuantf ficaron en
un hematocitometro y la viabilidad se determind por método de exclisién de -
azul de tripdn. Los trofozoltos se resuspendieron en medio RPMI-1640 ajustan-

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

CONCENTRAC I ON OE CONCENTRACION DE ~ RELACION

MACROFAGOS /m1 . AMIBAS/m1 ' : MACROFAGO-AMI BA
6 el
1 x 106 28X 4:1
1 x 1‘06 b x 25:1
1x10 3 x 30:1
1x10. - 2 x o500
1 x10 1 x

100:1

las suspensiones de trofozoltos se agregaron en las concentraciones -
respectivas a una cantidad fija de células adherentes -( 1x 10 células/ml) y -
se Iincubaron a 37 °C en atmésfera de 5 % de CO durante 15 minutos. Controles
se amibas en meal - APMI-1640 y macr6fagos en ef mismo medio se prepararon y se

incubaron en las mismas condiciones, Posteriomente se 'avaron con SBS y se -
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fl jaron con metanol al 70 % durante 10 minutos; estas preparaciones se lavaron

nuevamente con SBS y se tiferon por la técnica de Wright. Las observaciones se
llevaron a cabo por microscopfa éptica realizandose ensayos por duplicado con=

un pramedio de 4 experimentos para ambas cepas de amibas.
11.- CINETICA DE |INTERACCION MACROFAGO-AMIBA,

Para evaluar la cinética de interaccidn macréfago y amibas se cuanti-
ficé la viabilidad de ambos elementos asT como la adherencia de los trofozol -~
tos de Entamosba histolytica por observaciones al microscopio Sptico. Estas -
evaluaciones se realizaron de la forma slgulénta: Las células adherentes ,man-
tenidas en Incubacldn por 24 horas se lavaron dos veces con SBS y se cuantifi-
cé la viabllidad por método de exclusién de azul de tripdn. Amibas en medio -
RPMI -16M0 en una concentracién de 3 x ‘04 amibas/ml se adicionaron a las célu-
las { relaci6én 30:1 macréfago/amiba); estas preparaciones se incubaron a 37 °
C en atmdsfera de 5 % de CO durante diferentas Intervalos 0, 5, 15 , 30, 4§
minutos; 1, 2, 3, vy & horas? Se prepararon controles de amibas y macréfagos -
solos unicamente resuspendidos en med!o RPMI-1640 y tratados bajo las mismas-

condiciones,

a).- Detemminacién de la viabitidad de macrdfagos y amlbas por el método
de exclusidn de azul de tripin. Durante cada intervalo de tlempo se valord la
viabilidad de ambas células por el método de exclusién de azul de tripin en un
hematocitémetro., Estas determinaciones se }lavaron a cabo en ambas cepas de -

amibas HK9 y HM1 con unpramedio de 4 experimentos.

b).- Determinacién del nimero de amibas que permanecen adheridas a ma--

créfagos: Durante cada Intervalo de Incubaci8n las preparaciones se lavaron -

-29-



dos veces con SBS y se fijaron con metanol al 70 % durante 10 minutos. Las pre
raciones se tiferon por la técnica de H;ight y se realizaron conteos al azar,-
del nomero de amibas adheridas a macréfagos y observables al mleroscopio Spti-

co, Al igual que en el punto anterior, estos ensayos se realizaron por duplicado
siendo un promedio de 4 experimentos.

Por otra--parte, los resultados de estos estudios se - expresaron como el-
promedio de 4 experimentos de repeticién én donde cada evaluacién se analizé-
por duplicado, aplicandose un estudio estadistico de t de Student para el caso
de los ensayos de interaccidn macréfago-amjba. €n cada experimento se corrie--

ron muestras diferentes de calostro humano.
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IV, RESULTADOS.

1. DETERMINAC!ON DEL NUMERO TOTAL DE CELULAS EXISTENTES EN MUESTRAS DE
CALOSTRO HUMANQO RECOLECTADAS DE MUJERES MEXICANAS,

Se determiné que un 38 % de las muestras analizadas (38 muestras de -
100 musstras), presentaban contenido celular, observindose que la poblacién -
con contenido celular presentaba grandes variaciones en relacién a la can-
tidad de células presentes. En la GRAFICA 1 se muestran las variaciones esta--
blecidas en la cantidad de célules, en las muestras con contenido celular, tam
bién se observa que un gran porcentaje de las muestras analizadas no contenfan
células ( 62 %), Se cuantlflcd un pramedio de 2.5 x 106cé|ulas/ml de calostro-
en las mueStras anallzadas, con un rango de 0 a 6 x 106cé|ulas/m| de calos---

tro.

2,- SEPARACION DE LAS CELULAS ADHERENTES DE LAS MUESTRAS DE CALOSTRO -
HUMANO A LAS 3 y 24 HORAS DE INCUBACION,

Este experimento permiti8 valorar ¢! tiempo de Incubacién més adecua
do para  plirlflcacidn de macré&fagos de calostro, En la TABLA |V, se muestran-
los resultados obtenidos con respecto al porcentaje de macréfagos adherentes--
y otras células (polimorfonucleares y linfocitos), encontrados a las 3 y 24 -
horas de Incubacién, Se obtuvo un alto porcentaje de macréfagos adherentas en-
cultivos de 3 horas, sin embargo existieron algunos casos en los cuales las -
muestras de calostro mostraron contaminacidn con leucocitos polimorfonucleares
{como se apreciard mis adelante}, Los cultivos con tiempos de |ncubacién por -

24 horas también presentaron un alto porcentaje de macr&fagos, pero a diferen-
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PORCENTAJE DE LAS MUESTRAS DE CALOSTRO HUMANG (%)
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GRAFICA 1,

6
No. TOTAL DE CELULAS/m) DE CALOSTRO HUMAND (x 10 )

DETERMINACION DEL NUMERO TOTAL DE CELULAS EN MUESTRAS -
DE- CALOSTRO -HUMANO, €1 calostro humano se di luyd 1:2 -
con SBS y se centrifugd a 1500 rpm durante 15 minutos-

a 4°C, E1 paquete celular obtenido se cuantificd en un
hematocitémetro.
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" TABLA IV.  SEPARACION DE LAS CELULAS ADHERENTES DE LAS MUESTRAS
- DE CALOSTRO HUMANO A LAS 3 y 24 HORAS.

© CELULAS *

" PORCENTA

DE CELULAS TIEMPO  DE  INCUBACION  DE  LAS
%) 3 HORAS : 2% HORAS
% s % PMN %L % M@s % PMN % L
PROMEDIO + d.s  7h + 553 179 + 5.9 B.1 + 2.66 82,8 + 2.26 1.h ey 4, 34430
6
% Las células de calostro hunano se ajustaron a un nimero d2 2 x 10 células/ml en

. medio de RPMI~1640 suplementado y se Incubaron por 3 y 24 horas, En cada tiem
po se cuantificaron las di ferentes poblaclones celulares presentes (macrbfa--
gos, leucocitos pollmorfonucleares y linfocitos). El pronedio de los resulta=
dos esta representado por 10 muestras anallzadas # la desviacibn estandar,
MBs: Macebfagos; PMN: Leucocl tos pollmorfonucleames; L: Linfocitos: d,s: des
vlaci 6n estandar,



cla de los cultivos de 3 horas un porcentaje relativamente bajo de contamina-
cidén con leucocitos polimorfonucleares, De estos resultados podemos deducir -
que el tiempo mis adecuado para la purificacitn de macr6fagos de calostro hu-

mano es el de 24 horas de adherencia.

3.~ CUANTIFICACION DE CELULAS ADHERENTES A LOS DISCOS DE VIDRIO UTI-
LIZADOS PARA EL SISTEMA DE CULTIVO " in vitro ' DE LAS CELULAS.

Con el objeto de determinar que cantidad de células de calostro se adhie
ren al vidrio a las 3 y 24 horas de incubacién se realizé este experimento.lLos
resultados se Indican en la TABLA V, donde se puede observar que solamente un-
50 % de las células de calostro afiadidas se adhleren al vidrio, Se denota --
también que la adherencia y 1a viabilidad tienden a disminuir a las 24 horas -

de incubacién.

L,- CUENTA TOTAL Y DIFERENCIAL DE CELULAS EN MUESTRAS DE CALOSTRO -

HUMANO.
Los resultados obtenidos se presentan en la TABLA Vi, en donde se puede-
observar que hay un marcado predominio de los macréfagos en las muestras de ca

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

§.- CARACTER!IZACION DE LAS CELULAS ADHERENTES OBTENIDAS DE CALOSTRO
HUMANO,

Con el affn de caracterizar las cflulas adherentes obtenidas de calos-
tro humano cono células macrofigicas se usaron dos criterios:

a).- Microscopfa 6ptica: En la TABLA VIl se pueden observar los porcen

tajes de macr6fagos identificados por morfologia en microscopfa &ptica, para--
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TABLA V, CUANTI FICACION DE CELULAS ADHERENTES A LOS DlSCOS DE VlDRIO UTILIZADOS

PARA EL SISTEMA DE CULTIVO "In vltro " DE LAS CELULASVV’

No. DE EXPERIMENTOS DE - INCUBACION  DE

24 HORAS

Viabi Tidad (%)  No. ds CElulas/ml™  Vlabilidad (%)

| DU S [ 90 1. %10 - 85
b 1,6 % 10 85 ‘ 1.2%x10 - ' 82
Hy : S0k 10 - 80 ’ 0.8 x 10 . 79 .
v ' .o x 10 : 80 1.1 %10 . 75
R ‘ 6 6 :
Pranedio + d,8 1375 %10t 0,22 83.75 + 4.08 1.02 x 10+ 0047 80-65 *3.69
* Ltas células de calostro humano se ajustaron a una concentracién de 2 x 10 cdlulas/

m) en medlo RPMI -1640, Estas cdlulas fueron depositadas en discos de vidrio es-
térf les; se cuantificé en ninero de células adherentes y no adherentes en un he
matocl téne tro, determinandose su viabl Vidad por método de exclusibn de azul de~
trlpé(n. l).os resultados son un pravedio de 4 experimentos + la desviaclién estan
dar (d.s). -



. CUENTA TOTAL Y DIFERENCIAL EN MUESTRAS DE CALOSTRO

—t

D \D O~ O W N A

k)

Las células se obtuvieronde calostro por dllucién de la muestra 1:2 con SBS  fue con~

trifugada @ 1500 rpm durante 15 minutos a & °C, EV paquite celular fue |avado dos i ve -
ces con SBS y las células se resuspendieron en 10 mt de SBS y se cuant!flcaron en un-

tematoci ttwetro. Se reallzd una cuenta di ferenclal por frotls tedldo por ta técnlca -
de Wright,

#ds; Macrbfagos; PMN: Pollmorfonucleares; L; Linfoclitos.




tlempos de 3 y 24 horas. Dentro de las caracterlsticas morfoléglcas que se to-
maron en cusnta para estas cdlulas fueron las ya reportadas.por_',; qt’i'b‘sja,utores-

(77), como es 1a forma Irregular se su nicleo asl cano se ‘s tamafioy un i --

toplasma altamente vacuollzado, con numercsos materlaleé_:;g7
pectos morfoldéglcos se representan en las FIGURAS 1y 2,‘1 bajo; fére‘;;te’s -
condiclones de cultivo de las células 3 y 24 horas. b ‘
b).- Microscopla electrénica: Los estudios en mlcros‘t:;v;fa;e_lgqtrsh'l ca de
las células obtenldas sc representan en las FIGURAS 3 y 4, .E:;';»tais—ﬁééﬁ.i_l‘;s;sé -
considararon como macrofigicas por la presencla de estrudturé# tl’picas como su
nlcleo central perfectamente definido, clitoptasma abundanterpres;rjc;:l;a' de he--
terocranatina, asf como la prescncia de pseudopodos y granula"éibhcs. En estos-
estudios se observarcn numerosos materiales granulares y presenclé de numero--
sos glébulos da grasa.
¢).~ Pruebas cltoqulmicas
¢.1).~ Determinacién enzimitica de esterasa no especlfica: Dentro de--
la TAQLA VHIL, se pueden observar los resultados obtenidcs en la deteminacién
de esta enzlma; 1os porcentajes mis bajos se obtuvieron de células adherentes-
. que Incubaron por 24 horas.
€.2).- Determinaclidn enzimitica da mieloperaxidasa;- Con la finalidad
de determinar el porcentaje de pollmorfonucleares se analizéd la presencia de -
mleloperaxidasa en células de calostro humano, Los resultados Indicaron un alto
porcentaje de positividad en cdlulas adheridas por 3 horas a diferencia de 24--
horas, camo sc puede apreclar dentro de la misma TABLA VIII,
Al establecer una comparacién entre el porcentaje de macréfagos obte--
nidos con base a los criterios de evaluacidn: microscopla dptica y electrénica,

asl como de pruebas citoquimicas de las cdlulas mantenidas en incubacién por-
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TABLA Vi, " CARACTERIZAC: i POR M)CROSCOPIA OPTICA DE ' LAS CELULAS ADHERENTES

OBTENIDAS DE CALOSTRO HUMANO,. -

MUES TRAS o TiEmeo

I 3 86 1
2 Sy 88 9
-3 30 76 2
bl ! : w0 .30 3
5 A ) 80 3
6 67 0 83 3
1. n- 1 76 b
g : %76:- : SR 3 8o 2
LI 2 79 5
1o T e 25 ] 82 0
Praedio , EERE ‘ .
+dis, 7500+ 378 23,9 + 5.43 240,76 B2t k53 155 + bl 257103
R Las células acerentes obtenldas de calostro hunano por 3 y 2l horaas de [ncubaclbn=-

se lavaron dos veces con 5BS y se fljaron con metanol al 70 % durante 10 ml nutos, -
las células se tiperon por la técnica de Wright y la daterminaci 6n de porcentaje -
de macréfagos se 1levo a cabo por conteos de 100 y 200 células observadas al azar.
M@s: Macrbfagos; PMN: pollimorfonucleares; L: Linfocitos,

d.s: desviacl 6n estandar,



FIGURA 1. CELULAS ADHERENTES DE CALOSTRO OBTENIDOS EN 3 HORAS DE
INCUBACION. Células calostro humano en una con--
centracion de 2 x 10%£1ulas/m) en medlo RPMI-1640,
se pusieron a adherlr a discos de vidrio de 0.8 em
x 0.2 cm incubando 3 horas las células a 37 °C en
atm8sfera de €O a § %. Las células adheridas en --
este perfodo se2 lavaron dos veces y se tiferon por
1a técnica de Wright {100 x).

Mis; macr8fagos; PMN: Polimorfonucleares; L: Linfo
citos.

" 139



FIGURA 2, CELULAS ADHERENTES DE CALOSTRO OBTENIDAS EN 24
HORAS DE INCUBACION. Una suspegclbn de células -
en una concentraci6n de 2 x 10 células/ml en me-
dio RPMI -1640 se adhleron a discos de vidrio de-
0.8 em x 0.2 cm y las células adherentes después
de 24 horas se lavaron y se tifieron por la técnl
ca de Wright (100 x).

M@s: macrbfagos; PMN: Polimorfonucleares: L; Lin
focitos.

- b
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FIGURA 3. MACROFAGOS DE CALOSTRO HUMANO CARACTER!ZADOS POR M!-=-
CROSCOPIA ELECTRONICA, Células de calostro humano-
se adhirferon acajas petri por 3 horas; las cflulas
adherentes se desprendieron con un gendarme y el -
paquete celular obtenido se fijoé con glutaraldehldo
al 3 %. La muestra fue tratada para microscoplfa de
transmi si bn,

PS: Pseudopodo; VG: vacuolas de grasa; Ht: hetero-
cramatina; N: nicleo, (x 10,000),

-fﬂ-



FIGURA L, MACROFAGOS DE CALOSTRO HUMANO CARACTERIZADOS POR MICROSCO-
PIA ELECTRONICA. Células de calostro humano se adhS pie-—
ron en cajas petri por 24 horas; las células adherentes-
se desprendieron con un gendarme y se fijaron con glutar
aldehfdo al 3 %. La muastra se tratd para microscopfa de
transmisi6n. Son observados nurrosos glébulos de grasa-
y algunos organetos, (x 10,000
N; Nicleo; Ht: heterocramatina; VG: vacuola de grasa; -
PS: pseudopodos.
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TABLA - -VIf1, " CARACTERIZACION CITOGUIMICA DE LAS CELULAS ADHERENTES OBTENIDAS DE CALOSTRQ

. HUMANO,

MUESTRAS 'INCUBAC I ON

LAS  CELULAS

24 horas

. CITOQUIMICAS

Positividad a

Positividad a

esterasa no es mieloperoxidasa
pect fica.
(%) (%)
1 10 20
2 15 18
3 25 25
L 35 12
g 17 .. 17
6 15 15
7 . 20 8
8 18 25
9 . 15 18
10; 2 12
Pranedi. .
kd)s, 39,7+ 18,712 17,1 + 6,88 16,6 4,72
“ . Las células obtenidas por adherencia a vidrio, cuwo anterlormente se nenclonb (materfal-

y mdtodos), se fijaron y se trataron con los sustratos correspondientes para la deter-
minacifn de estas enzinas. Las lecturas se reallzaron por conteos de 100 a 200 células

‘observadas al azar. d.s: desviacién estandar.



intervalos de 3 y 24 horas, el promedio de las evaluaciones indfcaron g2 el--

cultivo por 24 horas representa una poblacidn rica en macroragos' de ,a‘lrededor

del 82,15 % siendoun 17.856% + 5 %en contammac!bn‘co

que en cultivos de 3 horas se obtie.en porcentajes més bajos:alrededor-del 70 %

+ 5%, loque un 30 % de contaminacidn con otras células.

Con base a lo anterior se considers recamendable proc'esazr:lcgrl‘i{ltepsgdrlnereg
tes despuds de periodos de incubacién de 24 horas dado su alto cont“e'r\ii'do‘en ma-

créfagos, establectdo por los di ferentes criterios que se llevaron é cabo,

6.« DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA EL SISTEMA DE INTE-

RACCION MACROFAGO-AMIBA.

Este experimento pemmitié valorar la viabllldad tanto de los macréfagos
¢omo de las amibas en los di ferentes medios, para llevar a cabe el desarrollo -
de la Interaccién. Los resultados son los siguientes:

a).- Determinacién de 1a viabllidad de En'tamoeba histolytica en di ferentes-~

wedios: Los porcentajes de viabilidad de los trofozoftos de E. histolytica, se-
representan en la GRAFICA 2, Como se puede observar en ambas cepas de amiba -
1IK9 y HM1, se mantiene la viabl lidad muy seme jante a la de los controles, hasta
periodos de 6 horas, sin embargo 1a viabilidad desciende hasta cas! un 60 % des

pués de 24 horas, para el medio RPMI-1640 como para el medio de Dulbecco modi i

cado. Estos mdios no se consideraron adecuados para mantener ‘, via‘blllidad de-

los trofozoftos de £, histolytica™ por- Iargos perfodos de tiemp

dife rentes medfos--

b).- Determinacién de la viabllldad de-macrof‘a

de cultivo: Los resultados de v:abllldad{ o

GRAFICA 3, donde se puede observar que

tre un rango de 65 a 80 %), durante l‘r'i\tgfvfa]"‘c':_s de’ N
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GRAFICA 2, ODETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE Entamceba histolytica BEPAS HMY y HK9 EN DI FERENTES
MED10S DE CULTIVO, Las amibas en una dosis de 7,5 x 10 trofozoftos/ml de madio de--
cultivo: TYI-5-33; RPMI-16L0 y Dulbecco modi flcado, se Incubaron en di ferentes In--
tervalos, La viablilidad se valors sn cada intervalo de Incubacién por el nétodo de-
exclusibn de azul de tripsn, Cada punto representa un pramsdio de 4 experimantos.



jos medlios ensayados, en comparacida con los contrcles; sin embargo en el-

redlo de TY|=S=37 donde se observarcn desgranulaciones y lisis de las células
en perliddos da 3 horas.

Camparando estos resultados para cstabhccf el medio de interaccidn més
adecuado, s¢ determiné que e] medio RPMI -1640 era el m&s adecuado ya que man-
tlene 1a viabl1ldad de ambos elementos, teniendo en consideracién que los tiem
pos da interaccién serfan cortos, ya que en periodos de Incubacién por 24 horas
1as amibas disminuyen su actividad.y vliabilldad; por 1o que no se obtendrfan -

resultados ccnflables de la interaccldn macréfago-amiba.

¢).- DETERMINACION DE LA RELACION CELULA-PARASITO PARA EL SISTEMA DE;
I NTERACC | ON MACROFAGO-AMIBA,

Este experimento se hizo con el fin de obtener una refacidn adecvada -
para la Interacclédn macréfago-amiba de manera qur-s el fénanenc se observard a-
decuadamante,Los resultados que se obtuvieron fueron: que a las relaciones -
m&s bajas de 50:1 y 100:1 macréfago/amiba se observaron bajo el micréscopio =
dptlico cempos escasos que tuvieran amibas. Estas preparaciones presentaban --
aspactos semejantes al control de macréfagos (macréfagos solos), por 1o cual--
se descartaron para los experimentos posteriores., En las relaciones de 30:1 y-
25:1 se obtuvo un major equi 1ibrio entre &l nimero de amibas y macréfagos per-
mitlendo una observaclén mis clara del fendmeno de Interaceidn macréfago-amiba
en al sistema experimental an discos de vidrio. A las relaciones mis altas do-
amlbas 4:1 los campos fueron totalmente cubiertos por las amibas Impidiepdo ~-
una visuallzacidn clara vy objetiva de la Interacci on,

Con base a 1o anterior se determing que la relacién 30:1 macréfago-amiba

era la més adecuada para 1levar a cabo al modelo experimental de la interage-=-

-l‘G-
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GRAFICA 3. -

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE MACROFAGOS EN DI FEREN-
TES MEDIOS DE %ULTIVO. Los macréfagos en un concentra-
cidén de 1 x 10 células/ml, se resupendieron en diver--
sos medios y la viabilidad se cuantificbd en cada inter
valo por método de exclusidn de azul de tripadn., Cada -
punto representa un promedio de 4 experimentos.

(®): Macrofagos/RPMI -1640; (@): Macrb&fagos/Dulbecco mo
dificado; {@): macréfagos/TVl-5-33,

-l -



¢l én entre estas células.
7.- GINETICA DE {NTERACC!ON MACROFAGO— AMIBA. '
‘Este experimento :: p!inteo con la finalidad de 'I:ﬁyéréti.gg_ﬁ}'dug—’évf'ez‘:tos-

se presentaban en el contacto de dos c&lulas fagocTticas durante varios inter

valos de Incubacién. En las FIGURAS 5y 6 se observa la".vl.,njte: 1

dose un méximo de formacibn de rosetas entre los 15y 30’"'*“?-!?05, §tgf' 'Q'r_- ,
mente ya no es poslble apreciar este fendmeno (45 minutos, 1 y3ho s
que el nimerc de amibas tiende a disminulr notablemente, ‘ -

E] fenbmeno de Interaccidn de macrdfagos y amibas solan;enté 1inv§lgv:c:r6“-f-
una interaccién a nlvel de contacto (sobre la base de la formacién de rosétas)
ya que por el sistema utilizado no fue posible apreciar o medie eventos mas deta
1lados como pldo haber sido la fagocltosis. Un porcentaje bajo de, alrededor-
del 15 % da  los macrdfagos en contacto con las amibas formarcn rosetas,esto--
puede indlcar la exlstencia de poblaciones heterogensas en los macréfagos obte
nidos de calostro humano,

En 1o que se refliere al camportamiento de las amibas en presencia de -
macrbfagos se observaron fenfmenos de endocitosis reallzados por las amibas -
sobre el macréfago; es decir hubo emisién de pseuddpodos e in'ten'to','dé”%a;_a,fo--
citosis durante casl todo el desarrollo de la intaraccién, Cmﬁ _ya;VSe‘.’mem':l.dné
por el sistema {n vitro llevado a cabo no pudo ser detemlné&é':sf ‘ﬁa"b‘faff.agogi
tosls de macréfagos por la amiba.. -

Con base a 1o anterior, los pardmetros evaluados en la interaccidn de ma

crdfagos y amibas fueron los sigulentes:

a).~ Determinacion del nimero de amibas que permanrecen adheridas a ma--

créfagos. €n la GRAFICA 4 se observa una disminucién progresiva en nimero de -
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FIGURA 5.  INTERACCION DE MACROFAGOS Y AMIBAS, Amjbas y macroéfagos-

se incubaron en una relacidn 30:1 macrofago/amiba; en-
di ferentes intervalos de incubacién, las muestras se -
tiferon por la técnica de Wright (100 x). Tiempo corres
pondiente a 15 minutos de interaccibn.

(7): Endocitosis; (A): Amiba; (Mds): Macrdfagos.

-4g-



FIGURA 6. INTERACCION DE MACROFAGOS Y AMIBAS. Amibas y macréfa-
gos se incubaron en una relacidn 30:1 macr6fago/amiba
en diferentes intervalos de incubacidn; las muestras-
se tiferon por la técnica de Wright (100 x). Tiempo--
correspondiente a 30 minutos de interaccidn.

(A): Amiba; (M@s): macréfagos.



FIGURA 6. INTERACCION DE MACROFAGOS Y AMIBAS. Amibas y macrdfa-
gos se incubaron en una relacibn 30:1 macrbdfago/amiba
en diferentes intervalos de incubacién; las muestras-
se tifieron por la técnica de Wright (100 x). Tiempo--
correspondiente a 30 minutos de interaccidn.

(A): Amiba; (M@s): macréfagos.



trofozol tos durante el desarrollo de Ia lnterecclon. A los Sminutos de incu--

los 15 minutos hay un Increméﬁ_to

disminul r rdpldamente en los.t

en comparacién con 10s testigos.

Tambidn se evalud el nurne
de la interaccldn con la Hn‘ak/l
células y determinar los poslbl
tuvieron grandes diferencla‘s'e,_
tigos, v - ‘

b).- Determinacién de la vlaledad ’ macréfagos y amibas,durante el -

desarrollo de la Interaccién macrbfago-amiba.

Como se puede observar en la GRAFICA 5 hay una disminucién en la viabi-
lidad de las amlbas conforme transcurre el tiempo, estd se evalud en un 25.58%
con relacién a los testigos. Estos resultados fueron analizados estadistica---
mente por aplicacién de la prueba t de Student, slendo significativos {p£0.02)
en comparaclén con los testigos,

En la GRAFICA & se puede observar la viabilldad de macréfagos en presen
cia de amibas, se observg una disminucién en la viabilidad de macr6fagos, la -
cual se detemind en 10.3 % en comparacién con los testigos; sin embargo a di-
ferencia de la obtenida en las amibas estd disnia'nu_cféh Fue;menor y los resulta
dos no fueron estadlsticamente significativos.

Por otra parte, con reiacién a la determinacibn de-viabilidad y camporta
miento de las dos cepas de amiba HK y HMY no se c.astab!gc’i'gr’on di ferencias en-

los resultados obtenides.
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GRAFICA 4,  DETERMINACION DEL NUMERO DE AMIBAS QUE PERMANECEN ADHERI -

~.CAS A MACROFAGOS. Amibas y macréfagos se 1acubaron en me

. dio:RPMI -1 640 en un relacidn 30:1 macréfago/amiba, Las -

“ muestras se tiferon por la técnica de Wright y el conteo
se realizé al azar del nimero de amibas.

- (®): Amibas HM! + macréfagos; (R): Amibas HK9 + macréfa

‘gos;(@): Amibas HM1; (©O1}: Amibas HK9.
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TILEMPO EN HORAS
"GRAFICA S§. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE Entamceba histolyrica

HK3 y HMY EN PRESENCIA DE MACROFAGOS. Los trofozoltos
de Entamceba histolytica se adicionaron a macrdfagos
en una relacién 30:1 macréfago/amiba. La viabilidad -
de las amibas se valord por el método de exclusion de
azul de tripdn en un hematocitémetro.

{®): Anibas #M1; (©): Amibas HK9; (B): Amibas -
HMY + macr6fagos; (Q): Amibas MK9 + macrofagos.
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GRAFICA 6, DETERMINACION DE LA VIABILIDAD OE MACROFAGOS EN PRESENCIA

Entamceba histolytica CEPAS HK9 y HM1. Trofozoftos de -
E. histolytica se adicionaron a macr8fagos en una rela-
clén 30:1 macrdfago/amiba, incubandose por di ferentes -
Intervalos . La viabilidad se cuantificd por método de-
exclusién de azul de tripdn.

(®): Macréfagos/RPMI-1640; (@ ): Macréfagos + Amibas
WY; (® ): M&crdfagos + Amibas HKS.
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V., DISCUSION,

Interesados en conocer el fenbmeno de Tnteraccidn de macréfagos y a--

mibas, con base a las evidencias que sugieren su partlclpacidn en modelos anima
les, se planteb en la primera fase de este trabajo e! estudiar macrbéfagos de -
calostro humano. Primeramente se determind la cantfdad de células totales ancon
tradas en calostro human. donde se gbtuvo un rronedio de 2,5 X chcé]ulas/ml -
con un rango de 0 cél/mla 12 x 10 células/ml, de calostro este rango fue me--
nor al establecido en otros estudios realizados en mujeres estadounidenses y eu-
ropeas, donde es geportado .un rango de 0.5 x 10 a 12 x 106células/ml con un pro

medio de 3.1 x 10 células/ml de calostro {(76,77). De las muestras analizadas so-

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

riacidn en el conte‘ do celular. AI raspecto se menciona en ciertos estudios que

estas varfactones be‘rse a varios factores camo: ausencia 6 presencia de

infecciones sfstéml;’as,".nnveles hormonales, estado nutricional, estado de hidra-
tacibn, estad.o embcTiOnél,radministracMn de medicamentos y un probable estado =
subc!fnico de masti’t‘is (78). En las muestras analizadas, la variacibn en la can
tidad de células la atribuimos principalnente a factores de tfpo nutricional y -
factores propios del hgspedero cano son el ndmero de hijos y la edad. Se observé
que en mujeres primiparas, casi Siempre habTa ausencia de cflulas y que conforme
es mayor la edad (entre 35 y 40 ados}, él nimero de células tiende a disminuier--
progresivamente. Considerando la variabilidad en el nimero de células en las -
muestras da calostro se juzgd importante ajustar a un nimero constante de cflu--
las utilizando un sistema de adherencia a discos de vidrio de 0.8 en x 0,2 em -
evitando el prublema de la variacidn en la cantidad de c€lulas obtenidas en mues

tras de calostro humano.
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Por otra parte, para la obtencibn de macrdfagos de calostro numanoc en la-
mayorfa de la literatura se reporta que para su separacidn, los tiempos épti--

mos de adherencia son de 3 y 2 horas de incubacidn (79). €En nuestro estud'o,

este intervalo de adherencia, tuvo un elevado nimero de pohmorfmuclear s

(23.9 %), por lo cual para la reallzacitn de este trabajo se maneJaron tiemposi? :
de adherencia de 3 y 24 horas, con la finalidad de obtener una poblacuén mas o
pura de macrbfagos. Cabe sefalar esta alta proporcién en células pollmorfonu--b'
cleares en las muestras analizadas a las 3 horas de incubacién (23.9 %) a di fe
rencta de las identiflcadas en otros estudios 15 % (73). Posiblemente la causa
de esto se deba a que, aunque se excluyeron en este estudio pacientes con sig-
nos clfnicos de mastitis; no se descarta la posibilidad de la existencia de =
uria infecciédn subclifnica que influya en el aumento de la produccién de estas =
células. Incubando las células por perfodos de 24 horas, la contaminacién con-
células polimorfonucleares disminuyd a 17,85 % teniendo también el antecedente
de que la vida media de una célula polimorfonuclear es mds corta que la de una
célula macrofidgica, por tal motivo se trabajé este tiempo para los experimentos
posteriores.,
Fue de gran Importancia también caracterizar las células adherentes de

calostro humano para demostrar que la poblacidn purificada fueron macréfagos.

Se utilizé la caracterizacidn ya .estableclda en otros estudios (80), en -
los que se indica que no se debe valorar la morfologla, sino que es necesario-
evaluar y comparar con otros pardmetros de tal manera que se determine un va---
Tor mds representativo del porcentaje de células macrofigicas de calostro huma
no, En estos estudios se menciona que estas células de calostro humano presen-
tan numerosos glébulos de grasa, que en algunas ocasiones obstaculizan su iden
tificacién clara por morfologia tfpica; estos aspectos tienen que ser conside-

rados cuando se camparan con células obtenidas de otras fuentes.
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Los pardmetros de evaluacidn que se tomaron en cuenta para este traba-
jo fueron el_tiempo de incubacién, la morfologla y la determinacibn de estera-
$a no especl'fic; y mieToperaxidasa.

Mediante la observacidn por microscopia éptica se obtuvo un porcentaje-- -
aceptable de macr6fagos (82 %), en cfiulas adherentes por 24 horas. La morfo--
logfa observada a nivel de microscopla electrénica sirvié de apoyo para la con
firmacién de la purificacidn macrofégica, éunque no se cuanti ficd el porcenta-
je en cultivos . de células obtenidas por 24 horas, se observé un mayor nimero-
de macréfagos. Estos resultades fueron correlacionades con los obtenidos en -
las pruebas citoquimicas.

Los resultados que se obtuvieron en la determinacidn de esterasa no es--
peclfica a las 3 horas fueron porcentajes altos (72 %); sin embargo a las 24--
horas este porcentaje de positividad disminuyd a 17,1 %, Estos resultados di--
fieren con 1os obtenidos por criterio morfolégico, sin embargo debe ser consi-
derado qi2 cuando se realiza una determinacién citoquimica pueden interferir--
varios factores como: son las condiciones propias en el manejo de las células-
asi camo algunos camponentes del medio de cultive, Posiblemente estos resulta-
dos bajos en la determinacion de esterasa no especlffica (90 a 95 %), reporta--
dos ya en la literatura (79), se deban a la inhibicién de 1a enzima por el pe-
riodo largo de incubacidn de las c€li as (24 horas), efecto ya observado en -
otros estudios (81).

Con respecto a la determinacidn de mieloperotldasa‘los resvultados fue-
ron altos a las 3 horas (39.7 %) y bajos a las 24 horas .(16.6 %). Esta enzima-
se encuentra localizada de forma m&s caracteristica en c¢élulas polimorfonuclea
res, lo cual permite de manera indirecta conocer el porcentaje de estas célu--
las en el cultivo. Estos resultados nos indicaron que existe un porcentaje re-

lativamente bajo de polimorfonucleares a las 24 horas (16.6 %), evaluado median
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te este criterio. Una observacidn con relacién a esta enzima fue que a diferen
cla de la esterasa no especlfica su actividad es mds estable, ya que es posible
detectaria (aunque en porcentajes bajos) en periodos de 24 horas. Con base a -
las pruebas citoqufmlc;s se cuanti ficé un 55.2 % correspondiente a macréfagos=
con una contaminacidn de 41.8 % en cflulas polimorfonucleares y 3 % en linfoc)
.tos. Cabe mencionar que estos pardmetros no son especlficos y solamente sirven
de apoyo para evaluar la caracterizacifn de estas c€lulas, ya que existen otros
parfmetros de caracterizaclén mds especificos reportados en algunos trabajos-«
(82,83), como es la Ident]ficacién de anticuerpos monoclonales, liberacién de-
1A, marcadores de superficie determinado por inmunoflurescencia y citoquimica,
as! como la determlnacién de sus mﬁeptons caracterfsticos; sin embargo los-
pardmetros llevados a cabo en este trabajo fueron de gran utilidad en la carac
terizacién de estas células. Por balance de todos los criterios evaluados se---
encontrd que las células separadas y purificadas de calostro humano por culti-
vos de 24 horas contenfan apraximadamente 83 % de macréfagos, con 10 % de cé--
lulas polimorfonucleares y 8 % de linfocitos.

Conoclendo las caracterfsticas de las células macrofiglicas del calostro
humano nos Interess conocer la actividad de las mismas frente a agentes infe-

cclones camo de Entamoeba histolytica, sin embargo se considero necesario esta

blecer las condiciones Sptimas tanto para amibas camo para macréfagos. Este -
primer paso fus problemftico ya que ambas células son susceptibles a cambios--
en diferentes medios, aun en 10 referente a su medlo original. Los resultados-
demuestran que el medio de cultivo celular RPMI -16L0 suplementado es adecuado-
para la obsarvacidn de la interaccldn de macr6fagos y amibas; sin embargo es -
importante hacer destacar que la incubaci8n de las amibas por 24 horas en el -
medio, este 1lega a ser t&xico. Tambidn es importante sedalar que por esta ra-

z0n ss limits el tiempo de interaccidn a 4 horas Gnicamente en donde la viabi-
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1idad de ambas cflulas es adecuada (80 a 90 %) de acuerdo a la evaluacidn rea-
1izada por método de ~xclusion de azul de tripén,

Para el caso del medio TYI1-5-33 que es el medio de cultivo de las amibas-
no fue factible utilizarlo, yé que cano lo demuestran los resultados se logré-
mantener la viabilidad de los macréfagos {75 a79 %) hasta las 24 horas. Sin em
bargo se observd que las células después de 3 horas de incubacibn en este mdio
se desprendian de los discos (donde se mantenfan adheridas), por lo que se di-
ficultaba el contacto de macréfagos y amibas, siendo que uno de los objetivos-
era el establecer una interaccidn sobre un soporte {d1 sco) y no en suspensién-
ya que en una superficie fija es m8s factible el contacto de ambas células. A-
demis de que este modelo de Interaccidn In vitro se acerca més a la realidad--
ya que las amibas al Invadlr un organismo, esta Invasltén la realizan en un me-~
dl o formado de superficies celularés Y no en suspension., Por el mismo despren- '
dimento la relacion célula-parSsito no se mantenia estable; también se cbservd
que las célclas posteriomente se degranulaban y se lisaban. Por estas razones
se decidid que la interaccién de macréfagos y amibas se realizars en el medio-
de RPMI 1640,

€n cuanto a 1a determinacidn de la viabilidad en el proceso de interace-
cibn macréfago-amiba se ve una disminucidn en los trofozaltos del 25.58 % a di
feréncla de los macréfagos que mantiene una viabilidad del 75 a 80 %, la cual-
se determinG por el método de exclusidn de azul de tripén; sin embargo estudios
a nivel de microscopia electrénica confirmarfa la muerte .de! parfsito.

~Es interesante hacer notar que no se valord la lisis de la amiba por el--
macréfago, o la fagocitosis; soto la viatilidad, en la cual se cbhservd uni dis
i nuci6n, Estd disminucidn en la viabilidad podrfa explicarse por el hecho de-
que el macréfago se active y actie en funci6n de una célula secretora llberan-
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do factores caﬁo el interferon, hidrolasas |isosamales, proteinasas, metaboli-
tos de dcldo araquidénico e intermediarios de oxfgeno rcactivo (84,85,86); es
tos Gltimos Intervienen en la actividad de ciclos metabolicos de reacciones de
exidacién sobre la cadena respiratoria en conjuncién con los grénulos lisosomg
les de la célula, Estos factores pueden aumentar ‘Iacapacidad microbicida de los
racréfagos ya estudlado en otras infecciones parasitarias (87). Ademds exis
tes evidencias de que los trofozoltos de E. histolytica son susceptibles a In-~
te—zadlarios de axlgeno reactive (88); se puede sugerir que algunocs de estos -
factores pueden estar involucrados en la disminucidn dc la viabilidad observada
en las amibas.

En la evaluacibébn de la viabllidad se emplec el mEftodo de exclusidn de azul
de tripdn, este ha sido utilizado en la deteminacidn de la viabilidad desde--
hace mucho tiempo, ya que en células vivas el colorante puede ser exclufdo por-
micropinocitosis; no asi en células donde la membrana esta dafada, sin embargo-
hay que tamar en consideracidn que esta prueba tiene varios inconvanientes; ya-
que se ha observado que algunas células no se tifien campletamente por lo que es
di ficil Indicar sT la célula estd o no viva, este porcentaje de céluias puede -
inte rfeﬂr en el criterio de evaluacién por 1o que es Importante evaluar también

otros pardmetros camo serfa la funcionalidad de la célula,

0tro hecho muy relacionado con la viabilidad es la adherencla de la amiba
sobre el macr8fago durante la cindtica de interacclén, esta adherencia se ve --
disminuida y puade ser explicada debldo a que en el momento de la interaccién -~
de] macr8fago con 1a célula blanco este sea capaz de liberar nediadores 'y se ha
mencionado que el macr8fago de calostro humano puede liberar importantes canti-
dades de 1gA (89): que podrian Interferir con la adherencia del parésito, -

por la campetencla de receptores de tlpo oligosacdridos presentes.
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Por otra parte, no hubo di ferencias entre las cepas estudiadas de €. -
histolytica HK9 y HMI; es decir los efectos determinados (viabl 11dad y adhe~
rencia) no estan relacionados con la virulenclia de la amiba, aunque es facti-
ble que como estas cepas se mantienen por mucho tiempo en cultivo pierden su-
virulencia.

En varios estudfos se considera que.los macré6fagos participan en la In-
duccidn de la respuesta inmune y como célula efectora de la Inmunidad del hog
pedero, ademds se indican algunos efectos del macréfago sobre el control de -
amibiasis en animales de experimentacidn (9g). Los éstudlos que se han venido
realizando con la finalidad de demostrar la importancia del macréfago en 13 --
infacci6n amibiana han sido apoyados en modelos in vitro y en animales de ex-
perimentacién, estos estudios han sido realizados de manera indirecta ya sea
depletando la poblacidén & suprimiéndola por di ferentes agentes camo el sflice
carbén activado, tinta china; para posteriamente medir la respuesta provocada-
por la inoculacibn con el antfgeno amibiano,

La susceptibilidad o resistencia al desarrollo de abscesos hepdticos se-=
estudid en ratones congénitamente atfmicos (nu/nu) .y ratones (nu/+) a los cua-
les se les administré silice vy postericfmente se les indujo el desarrollo de -
abscesos hepiticos mediante la Tnoculaci6n intrabepstica con trofozoitos de €.
hiétolztica observando un incremento en la susceptibilidad 10 que confima que
1a resistencia a la amibiasis depende ge los macréfagos y en menor grado de --
los linfocitos T (91).

En estudios que utilizaron un modelo de interaccién con macréfagos perito
neales obtenidos de ratones de laboratorio, remarcan la importancia del macré6-
fago en la infeccidn causada por €, histolytica en una relacién 100:1 macréfa-
go/amiba (25), Estudios simi lares con macr6fagos activados y normales de exuda
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do paritoneal de ratones al ponerse en contacto con trofozoltos de E. histoly-
tica en una relacién de 250:1 macr&fago/amiba se observé que son citotéxicos--
(92), Tamblén estudios utllizando macréfagos derivados de monocitos de sanmgre-
parférica y activando est;as células por medio de linfocinas y antTgeno amibia-
no se demostré que los macrbfagos en una relacién de 10:1imacréfago/amiba ma--
tan al 671.,% de los trofozoltos a |_as 3 horas y daspués de las 18 horas de con-
tacto mueren un 97 %, observando también que 47 % de los macréfagos mueren{(9%).

Con balse a los resultados obtenidos en este estudio se puede decir que se--
<:ubrlercmI solamente parte de los objetivos; principalmente en lo que se refie-
re a la primera fase de este trabajo (obtencién ycaracterizacién de macré&fagos
de calostro humano), En 1o que re.specta 3 la Interacci6n macréfago-amiba, es--
importante mencionar que solo se pudo deducir un efecto de interferencia de es
tas células sobre la viabllidad de las amlbas, sin embargo serfa importante -
cuantificar aspectos mis objetivos camo serfa aétlvidades funcionales (fago