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RESUMEN 

Los reactivos intermediarios de nitrógeno (RNI; incluyendo óxido nítrico) 

recientemente han mostrado ser el principal agente lítico usado por macrófagos 

activados de roedores contra E. histolytica in vitro (Bose y col., 1995). En nuestro 

laboratorio hemos identificado un factor inhibidor de la locomoción de monocitos 

humanos (FILM), termoestable, de peso molecular pequeño (583 Da), producido por 

E. histolytica en cultivos axénicos, que liteialmente carlcela la producción de 

reactivos intermediarios de oxígeno (H20 2, 'OH, '02) en polimorfonucleares (PMN) 

y fagocitos mononucleares (FM) sin dañar a las célula (Rico y col., 1992). 

En el presente trabajo evaluamos el efecto del FILM o péptido sintético sobre la 

producción de RNI [(óxido nítrico (NO)] producido por macrófagos humanos, así 

como en una línea celular premonocítica U-937 activados con LPS, rhIFN-y y 

rhTNF-a. 

Los fagocitos mononucleares (FM) se obtuvieron de sangre periférica humana 

por el método de Boyum y se estimularon con rhIFN-y (IOOulpozo), rhTNF-a 

(l ng/pozo), LPS (lOng/pozo) así como con FILM ó su péptido sintético 

(IO¡¡g/pozo). La producción de NO se determinó en sobrenadantes de 24, 48 Y 72 

hrs mediante la reacción de Griess (Ding y col., 1988). 
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La producción de NO en macrófagos humanos tuvo un incremento 

estadisticamente significativo (p<0.05) cuando se estimularon con rhIFN-y (0.084-

0.427!1M) al comparse con las células en reposo. Cuando estas células fueron 

estimuladas con rhTNF-a. la producción de NO fue (0.06-0.229!1M). El FILM Y el 

péptido sintético son capaces de inducir algo de NO por si mismos. En algunos 

experimentos se utilizó la doble estimulación mediante LPS (lipopolisacárido de E. 

coU B4:0111) para detectar cantidades mayores de NO. 

El FILM y el péptido sintético fueron capaces de inhibir la producción de NO 

aproximadamente en un 50% en macrófagos humanos asi como en la línea celular 

premonocítica U-937. 
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INTRODUCCIÓN 

HISTORIA. 

La amibiasis como una enfermedad ha existido, con toda la probabilidad, desde 

que el hombre empezó a pobiar la corteza terrestre y, en sentido biológico evolutivo, 

el parásito debe habernos precedido por un largo periodo. 

A pesar de que existen descripciones acerca de disenterías en escritos chinos, 

hebreos, griegos y hasta sánscritos, resulta dificil probar que correspondan a la 

enfermedad producida por la Entamoeba, ya que también pudieron haber sido 

causadas por otros agentes patógenos (Vaidya y col., 1982). 

En 1828 el médico inglés James Annesley publicó una obra en dos volúmenes 

titulada investigaciones acerca de las causas, naturaleza y tratamiento de las 

enfermedades predominantes en la India, donde describe la disentería hepática o la 

disentería complicada con absceso hepático, sin mostrarse seguro de si el absceso 

era la consecuencia de la disentería y dejaba entrever, incluso, la posibilidad de que 

la enfermedad intestinal tuviese como resultado final el absceso. 
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En 1846, un médico inglés al servicio del ejército indio publicó un libro en el 

que se encuentran observaciones detalladas de autopsias practicadas a personas 

fallecidas de amibiasis. En la mencionada publicación, el autor se refiere a la 

hepatitis primaria como la forma insidiosa supurativa, que hace su aparición en 

etapas avanzadas de la enfermedad como complicaciones de la disentería. 

En 1856, el médico mexicano Miguel Jiménez publicó su libro "Lecciones 

dadas en la escuela de medicina de México, It que trataba acerca de las clases 

impartidas por él en 1855, en cuyo texto, desde el comienzo puede leerse: "Tengo 

que dar una atención más esmerada y volver con frecuencia al examen de los 

abscesos del hígado por dos razones principales, la primera por ser enfermedad muy 

común en nuestro país, lo que hace que todos los años se multipliquen en nuestras 

salas las ocasiones para estudiarlos en todas sus circunstancias, y la segunda, por 

que no estando aún fijadas las reglas de su tratamiento no es preciso buscar en la 

cabecera del enfermo los medios para combatir una enfermedad tan mortífera". 

La historia moderna de la amibiasis comenzÓ en el año 1875 cuando el médico 

ruso Fedor Aleksandrovich Losch publicó en el Vírchows Archiv fur Pathologisch 

Anatomie un articulo titulado "Desarrollo masivo de amibas en el intestino grueso". 

L6sch se basó en el caso de un granjero ruso de 24 años el cual trató durante 6 

meses hasta su muerte en abril de 1874. Se trataba de un caso típico de disentería 

aroibiana con moco, sangre y numerosas amibas móviles con eritrocitos en su 

interior. Describió algunas características del núcleo y diferenció el ectoplasma del 

endoplasma inclüso hace notar la disposición central del nucléolo (Martínez­

Palomo, 1989). 
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Además del descubrimiento del agente casual y de la magistral descripción de 

la enfermedad, Liisch no se conformó sólo con ello, sino que intentó reproducir la 

disenteria en forma experimental. Trato de reproducir la enfermedad en perros 

mediante la administración de materia fecal proveniente del paciente con amibiasis 

por vía tanto oral como rectal. Las inyecciones se aplicaron durante tres dias 

consecutivos, pero, al parecer, sólo uno de cuatro animales desarrolló el 

padecimiento a los ocho dias de la inoculación y en la necropsia 18 dias después de 

la última inyección existían ulceraciones amibianas en el intestino. No obstante, 

Liisch siempre puso en duda que la amiba fuese el principal y único agente causal de 

la disentería, a pesar de que en sus observaciones establece claramente la relación 

entre cantidad de amibas y gravedad del padecimiento. 

El investigador ruso denominó Arnaeba coli a los parásitos descubiertos por él, 

por haberlos encontrado precisamente en el colon; Liisch consideró que las amibas 

habían prolongado la disenteria pero que, con toda seguridad, no eran responsables 

de la misma, en virtud de las diferencias que existían entre las manifestaciones 

clínicas de su enfermo y las del perro infectado experimentalmente. En el primero, 

la enfermedad se manifestaba por fiebre y una gran repercusión general, en tanto que 

el animal de laboratorio sólo habia desarrollado ligeros sintomas sin repercusión 

alguna. 

En 1886, durante su estancia en Egipto, Robert Koch estudió cinco casos de 

disentería, dos de ellos complicados con absceso hepático. Este investigador no 

solamente encontró amibas en las ulceraciones colónicas, sino que además pudo 

observar que éstas se ubicaban en la profundidad de las ulceraciones intestinales y 

en los abscesos hepáticos, incluso llegó a encontrarlas en las paredes y en los 
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capilares. Fue el primero en mostrar al parásito en preparaciones con procedimientos 

tintoriales. 

En 1886 Esteban Kartulis publicó sus observaciones en ISO pacientes egipcios 

con disentería, en los cuales demostró la presencia de amibas. No logró reproducir la 

enfermedad en forma experimental mediante inoculación en conejos o en 

conejillos de indias. Como consecuencia de la publicación de estas investigaciones 

se alargó aún más la polémica acerca de si la amiba era o no el agente causal de la 

disentería. No obstante, en 1887 la tenacidad científica de Kartulis lo llevó a 

continuar sus estudios y a demostrar la presencia de amibas en un grupo de 20 

enfermos que padecían de lo que hasta entonces se conocía como absceso hepático 

tropical. 

En tanto aparecían las publicaciones de Koch y Kartulis, Jaroslav Hlava, que 

trabajaba en Praga, informó haber encontrado también amibas, semejantes a las 

descritas en la literatura, en 60 casos de disentería; asimismo, informó que había 

inyectado por vía rectal beces contaminadas del paciente con el parásito, con lo que 

había logrado reproducir el padecimiento en dos de 17 perros. El artículo de Hlava 

apareció en checo y se presentó en forma de compendio en alemán, por el propio 

Kartulis, en 1887. Desafortunadamente, en dicho escrito se tomó la palabra 

uplavaci, que en checo significa en "disentería," como el apellido del autor del 

artículo y como un hecho curioso, dicho error perduró en la literatura durante 50 

años; así apareció en todas las citas bibliográficas hasta que, en 1938 el inglés 

Dobell aclaró la confusión (Sti!!we!!, 1955). 
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En 1890 todavía nadie se atrevía a señalar a la amiba como agente patógeno. Ese 

mismo año William Osler observó el primer caso de absceso hepático en los Estados 

Unidos de América, en un médico de 29 años de edad que residía en Panamá. En 

dicho paciente se demostraron amibas en las materias fecales, pero el propio Osler 

dudó de la posible relación etiopatológica del parásito y en su escrito dice, 

textualmente: "no es posible hablar con certeza de una relación de causa- efecto en 

vista de que el parásito se ha llegado a demostrar en casos donde no existe lesión 

alguna". Si bien es cierto que la publicación de Osler no aportó un beneficio directo 

al conocimiento de la enfennedad, sí tuvo, indirectamente, un papel transcendente, 

toda vez que despertó el interés de un sin número de investigaciones por esta 

parasitosis, lo que propició la aparición de un nutrido grupo de publicaciones, 

algunas de las cuales resultaron fundamentales, como la de Simon, quien demostró 

por primera vez la presencia de amibas en el esputo de un paciente con absceso 

abierto a bronquios. 

De todas estas investigaciones, la de más trascendencia fue la publicada por 

William Councilman, prc>fesor asociado de patología de Johns Hopkins y Henry La 

FIeur, quienes reconocieron a la amibiasis como entidad patológica definida, 

ocasionada por un germen específico al que dieron el nombre de Amoeba 

dysenteriae. Tales autores consideraron que esta designación resultaba más 

adecuada que la de Amoeba coli introducida por Losch. Además se debe mencionar 

que Councilman y La Fleur indicaron la posibilidad de que en un momento dado 

pudieran existir otras especies de amibas en el intestino grueso. 

En 1893 se publicó en Europa otro hallazgo de gran importancia, fruto de los 

estudios de dos investigadores alemanes, Quincke y Ross que pusieron de 
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manifiesto la existencia de otra especie de amiba distinta de la patógena - hasta 

entonces conocida - cuyo citoplasma contenía en sus vacuolas material de desecho, 

. pero que no podía fagocitar eritrocitos. Los autores llegaron a demostrar 

experimentalmente que dicha amiba no era capaz de producir lesiones. Esta especie 

corresponde a la que hoy conocemos como Entamoeba coli. Sin embargo, a pesar 

de todas estas investigaciones, la patogenicidad de la amiba no se encontraba igual 

de clara para todos los estudios del tema, y había quienes consideraban, incluso, que 

todas las especies del parásito que habitan el intestino son o pueden convertirse en 

patógenas. No fue sino hasta 1913, que se demostró mediante un estudio de 

experimentación en humanos voluntarios, que la inoculación de quistes de 

Entamoeba dysenteriae a unos y de Entamoeba coli a otros, ocasionaba la 

enfermedad a los primeros, en tanto que la contaminación resultaha inocua cuando 

se utilizaba la segunda especie. Otro hecho casi simultáneo con los anteriores, que 

vino a sorprender a los investigadores, fue el hallazgo de Shiga, en 1898, y 

confirmado dos años después por Flexner, de un nuevo agente causal en la 

producción de la disentería en el hombre. 

Los estudios acerca de la Entamoeba histolytica llevaron a los investigadores a 

encontrar otras especies de amibas. De esta forma, Van Provazed descubrió la 

Iodamoeba butschlii y Hartmanni la Entamoeba minuta, considerada esta última 

durante muchos años como una subespecie de la histolytica. La Endolimax nana fue 

descrita por Wenyon y O' Connors en 1917, en tanto que el hallazgo de la 

Entamoeba fragilis fue hecho por Jeeps y Dobell en 1918, aunque los 

protozoólogos dudan en aceptar a esta última como una amiba. En 19!3 Kuenen y 

SweJlengrebel infonnaron que la Entamoeba histolytica tiene tres fases en su ciclo 

de vida: la invasora propiamente dicha, la comensal o minuta y la cística tetrágena. 
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En tanto existían aún ciertos grupos en querella, unos discutiendo aspectos 

taxonómicos y otros el comensalismo de las especies amibianas, se continuaban 

realizando investigaciones transcendentes acerca del diagnóstico de la enfennedad. 

En 1938, Faust desarrolló la importante técnica del sulfato de cinc, con el propósito 

de concentrar las amibas en la materia fecal. Diez años más tarde, Ritchie introdujo 

la técnica de sedimentación con éter. 

Los primeros intentos por cultivar la En/arnoebo histolytica estuvieron a cargo 

de Musgrave Clegg en 1925, en medios con agar sangre que contenían una sola 

especie de bacterias. A pesar de éstos y otros intentos que a principios de siglo se 

hicieron para cultivar el protozoario, no fue sino hasta 1925 cuando Boeck y 

Drbohlav lo lograron en un medio donde la amiba se desarrollaba fácilmente, 

aunque en asociación con bacterias (Boeck y Drbohlav, 1925). Finalmente, 

Diamond logró producir medio axénico que ha pennitido el desarrollo del parásito 

en cultivo libre de contaminación, hecho que ha favorecido notablemente los 

estudios experimentales y el mejor conocimiento de la Entamoeba histoly/ica 

(Diamond, 1961). 

A pesar del descubrimiento de los procedimientos encaminados a la 

concentración del parásito en la materia fecal y de la introducción de técnicas de 

tinción destinadas a reconocer las diferentes especies de En/arnoeba, el diagnóstico 

de la enfennedad amibiana llegaba a tener -yen ocasiones todavía es asi- un alto 

grado de dificultad. Por ello, a partir de 19 I 4 se introdujeron varias pruebas 

serológicas orientadas al diagnóstico de la amibiasis invasora. Izar encontró una 

reacción de fijación de complemento, mediante el empleo como antígeno de un 

extracto acuoso de heces que contenían el parásito. Más tarde, Craig utilizaría 
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extractos alcohólicos, en tanto Stone empleaba antígenos obtenidos del lavado de 

quistes (Thompson, 1968). 

Uno de los problemas con los que aún se tropezaba entonces, era la presencia de 

bacterias que interferían con la producción de antigenos amibianos puros. En 1942, 

Rees logró un indudable progreso al encontrar una reacción de fijación de 

complemento con antigenos de E. histolytica cultivada en medio con una sola 

especie bacteriana. Finalmente, en 1970, Morris, Poweli y Elsdon-Dew introdujeron 

la prueba de aglutinación del látex (Morris, 1970). 

Todos estos estudios serológicos, destinados al diagnóstico de la amibiasis 

invasora, pusieron de manifiesto que los anticuerpos aparecen únicamente como 

resultado del contacto con la amiba, cuando ésta ha traspasado la pared intestinal y 

circula por el organismo del huésped. Los estudios resultan negativos cuando el 

parásito se encuentra confinado en la luz intestinal. Los anticuerpos, como apuntó 

Elsdon-Dew (1976), persisten durante largos periodos y producen reacciones 

positivas aÚn cuando la infestación activa haya dejado de existir (Sargeunt, 1978). 



CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA DE E. histolytica 

E. histolytica pertenece a: 

Especie. histolytica. 

Genero. Entamoeba. 

Familia: Endamoebídae. 

Orden: Amoebida. 

Subclase: Gymnamoebia. 

Clase: Lobosea. 

Superclase: Rhizopoda 

Subphylum: Sarcodina. 

Phylum: Sarcomastigophora. 

(Martínez-Palomo y col., 1997) 

La E. histoiytica puede existir en dos formas: trofozoíto y quiste (Ravdin, 1995). 

TROFOZOÍTO. 
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El Trofozoíto de E. histolytica tiene una forma muy variable, su contorno puede 

ser redondo, irregular o alargado, aerobio facultativo de 10-40 fll1 de diámetro, muy 

activo, pleomórfico, su citoplasma carece de algunos organelos que se encuentran en 

la mayoría de los eucaríontes como son el citoesqueleto estructurado, microtúbulos 

cítoplasmáticos, mitocondrias, aparato de Golgi, sistemas de lisosomas primarios y 

secundarios. Se alimenta por fagocitosis y digestión intracelular de nutrientes 

(Martínez- Palomo, 1987). Fig.1 
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Figura 1 Trofozoíto de Entamoeba histolytica (250X) 
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QUISTE. 

Los quistes son formas redondas o ligeramente ovaladas, de 8-20 ¡¡m de 

diámetro, los cuales, en muestras sin teñir, se pueden ver como cuerpos hialinos con 

pared refringente, no son móviles y no emiten seudópodos. Su citoplasma contiene 

vacuolas con glucógeno y cuerpos alargados obscuros muy refringentes, de 

extremos redondeados. El quiste inmaduro tiene un solo núcleo, de la tercera parte 

de su diámetro aproximadamente, mientras que el quiste maduro infectante posee 

cuatro núcleos más pequeños (Martínez-Palomo, 1989). 

La pared de los quistes mide entre 125-150 nm de grosor y está compuesto por 

elementos fibrilares de 2 a 3 nm de diámetro, que forman una red compacta 

constituida a su veZ de varias capas concéntricas. La principal característica 

estructural del quiste es la presencia de una capa de quitina que le confiere al 

parásito resistencia al medio ambiente y a la acción de los jugos gástricos a su paso 

por el estómago. 

Los quistes son una forma de resistencia de la E. histolytica, ya que pueden 

sobrevivir fuera del huésped por semanas o meses en un ambiente húmedo (Chávez 

y col., 1978). Fig.2 
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Figura 2. Quiste de Entamoeba histolytica (3880X) 
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CICLO DE VIDA. 

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente sencillo. La infección se inicia 

con la ingesta de quistes (los cuales son capaces de resistir el pH gástrico) 

provenientes de agua o alimentos contaminados con materia fecal. En el intestino 

delgado ocurre la exquistación, que consiste en la división del quiste cuadrinuc1eado 

que da origen a ocho núcleos, la división continúa y emergen ocho trofozoítos. Los 

trofozoítos van al intestino grueso para colonizarlo, ahí se alimentan de bacterias y 

restos celulares. Finalmente, los trofozoítos pueden enquistarse completando el 

ciclo. (Ravdin, 1995). Fig.3 

1 
-rntestino 
delgado 

1 

1 
Inlestino 
grueso 

1 
~ 
~ 

No infect¡vo NO infec.tivo 

Quiste 

Jnfecfivo 



17 

EPIDEMIOLOGÍA. 

La amibiasis es una enfermedad cosmopolita, generalmente asociada a países de 

condiciones socioeconómicas pobres, hábitos poco higiénicos y mal nutrición. El 

parásito infecta a 500 millones de personas en todo el mundo excluyendo la 

población de China de las cuales sólo ella % resulta en casos de colitis amibiana o 

absceso hepático, provocando entre 40,000 Y 110,000 muertes en el mundo (Walsh, 

1986). Tabla. 1 

PREVALENCIA E INCIDENCIA DE LA AMIBIASIS EN EL MUNDO 

1984 

CONTlNENTE INFECCIONES ENFERMEDAD MUERTES 

(Colitis y Absceso) 

Norte y Sudamérica 95,000000 10,000000 10-30000 

Asia 300,000000 20-30,000000 20-50000 

Africa 85,000000 10,000000 10-30000 

Europa 20,000000 100000 

Fuente: Walsh, lA. Arch.lnv.Méd. (Méx) 1986;17 (suppl):385-389. 

La amibiasis ocupa el tercer lugar a nível mundiaj, como causa de muerte, entre 

las enfermedades parasitarias, superada únicamente por la maJaria y 

esquistosomiasis (Walsh, 1986). 
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La amibiasis invasora es uno de los principales problemas de salud en ciertas 

regiones de Africa, Asia y América latina (Sepúlveda, 1979). En México, la 

amibiasis constituye un problema de salud pública, debido al número de enfermos 

que ocasiona, se estima que el 27% de la población esta infectada con el parásito y 

ocupa el quinto lugar como causa de muerte. (Gutiérrez, 1986; Gutiérrez 1987). 

Estudios recíentes han puesto de manifiesto dos diferentes especies de Entamoeba 

que son morfológicamente idénticas E. dispar originalmente descrita por Brumpt en 

1925, que es la especie de portadores asintomáticos y E. histolytica que tiene la 

capacidad de invadir tejidos y causar enfermedad sintomática. 

La existencia de estas dos especies fué sugerida por estudios mediante 

zimodemos (patrones de movilidad electroforética de isoenzimas de los parásitos) 

asociáodolos con enfermedad sintomática invasiva (E. histolytica) o con portadores 

en estado asintomático (E. dispar). 

Investigaciones subsecuentes sobre RNA y DNA indican claramente diferencias 

genéticas entre E. dispar y E. histolytica, también se demostró la existencia de 

diferencias antigénicas entre ambas cepas (Ravdin, 1995). Estudios serológicos en la 

ciudad de México indican que arriba del 9% de la población estáo infectados por E. 

histolytica. Altos niveles de infección amibiana los encontramos en la India, Sur y 

Oeste de África, lejano oriente y áreas de Sur y Centroa..rnérica. La prevalencia de 

infecciones amibianas depende de hábitos culturales, edad, asinamiento, nivel de 

sanidad y estado socioeconómico (Caballero y col., 1994). 
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AMIBIASIS. 

La organización mundial de la salud define a la amibiasis: "como la condición 

de portar el parásito E. histolytica con O sin manifestaciones clínicas" (WHO 

Bulletin, 1969). La amibiasis puede ser agrupada como: asintomática, sintomática 

sin evidencia demostrada de invasión tisular y sintomática con evidencia de invasión 

tisular (Ortiz-Ortiz, 1994). 

AMIBIASIS INTESTINAL. 

Es la forma más frecuente de amibiasis, los síntomas de esta enfermedad son 

inespecíficos y de poco valor en estudios epidemiológicos, menos del 10% de los 

casos con amibiasis invasora intestinal resulta en infecciones mortales. 

La amibiasis intestinal invasiva puede causar lesiones en el colon que van 

desde pequeñas y leves, hasta lesiones múltiples. La localización de las lesiones 

amibianas es cólica con predominio en el ciego y en el colon sigmoides, rara vez 

en el íleon y apéndice cecaL La mayoría de las lesiones se multiplican y se hacen 

más profundas. Las amibas pasan directamente a través de los tejidos pudiendo ser 

la causa de una perforación intestinal (Martínez-Báez, ¡ 979). 
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ABSCESO HEPÁTICO. 

El Absceso hepático amibiano (ARA) es una pequeña masa redonda u oval de 

células hepáticas pardo grisáceas. Al aumentar el tamaño, el centro se vuelve 

líquido, la pared se engrosa y el contenido se transforma en una masa viscosa de 

color rojizo, formada por células hepáticas autolísadas, glóbulos rojos, grasa y 

otros. El ARA puede ser único o múltiple, agudo ó crónico. Puede presentarse en 

cualquier edad, predominando en adultos entre 20 y 60 años; es 13 veces más 

frecuente en hombres que en mujeres y 10 veces más frecuente en adultos que en 

niños. El ARA se debe a la presencia de amibas en el hígado, las que llegan ahí por 

el sistema porta a partir de ulceraciones intestinales, donde aparentemente inducen 

una pobre respuesta inflamatoria. 

La amibiasis pulmonar aunque es menos frecuente ocupa el segundo lugar 

después del absceso hepático, se debe a invasión directa. El absceso pulmonar a 

menudo da origen a una infección bacteriana secundaria (Brown y Col., 1975). 

INMUNIDAD. 

El desarrollo de la enfermedad involucra varios factores tanto del huésped 

como de la amiba; del primero se ha considerado la susceptibilidad, el estado 

nutricional y la microflora intestinal. Por parte de la amib~ los mecanismos propios 

que útiliza para dañar la mucosa intestinal considerada como la primera barrera de 

defensa contra el parásito. Al ocurrir esta serie de eventos, entran en juego por parte 
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del huésped una serie de mecanismos humorales y celulares que son relevantes en la 

resistencia a la infección. 

INMUNIDAD HUMORAL. 

El curso de la respuesta inmune en la amibiasis intestinal se ha caracterizado por 

una respuesta local transitoria de tipo secretora, dada principalmente por el 

fenómeno de adherencia, colonización y en ciertos casas la penetración de las 

amibas virulentas a la mucosa intestinal, su migración a otros órganos con la 

subsecuente producción de anticuerpos a este nivel (Kretschmer y col., 1994). No se 

ha establecido con certeza el tiempo que transcurre entre la infección con la E. 

histolytica y la aparición de una respuesta local de anticuerpos. Se ha observado la 

presencia de coproanticuerpos en el 80 % de los pacientes con disentería amibiana 

(Martínez-Cairo y col., 1979), cuyos títulos disminuyen después de tres semanas 

hasta un 55%; por otra parte, se ha determinado que los anticuerpos séricos se 

incrementan significativamente, sin embargo, los títulos no correlacionan con 

la severidad de la enfermedad. Esto se ha visto de igual manera en individuos con 

antecedentes de absceso hepático amibiano, donde los títulos de anticuerpos 

permanecen elevados por un largo periodo aún después de curado el padecimiento. 

Por otro lado el suero de individuos testigos e infectados (con altos títulos de 

anticuerpos) son capaces de lisar trofozoítos de cepas no virulentas in vitro, por la 

activación del complemento por sus dos vías, clásica y alterna. Las cepas virulentas 

de E. histolytica son resistentes a lisis mediada por complemento. 
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Existe una respuesta de 19A secretora contra la E. histolytica durante la 

amibiasis invasora como 10 prueba la presencia de anticuerpos en el calostro y la 

saliva. Los trofozoítos de E. histolytica son capaces de degradar a la 19A secretora 

humana, lo que podría representar un mecanismo de defensa del parásito (Kelsall, 

1993; Martínez-Palomo, 1997). 

México ha sido considerado como una zona altamente endémica en donde se 

encuentran anticuerpos anti-E. histolytica en personas de todas las edades. 

INMUNIDAD CELULAR. 

La inmunidad celular parece desempeñar un papel protector en la amibiasis como 

lo sugiere la respuesta celular obtenida en los modelos animales, la depresión de 

estas respuestas resultó en un incremento de la invasividad y se comprobó que la 

protección por vacunación antes de la infección se debía a una respuesta inmune 

celular. Durante la amibiasis invasora aguda se suprime la respuesta inmune 

mediada por células específicas para la amiba, como lo demuestra la anergia a las 

pruebas cutáneas con el antígeno amibiano, pero se hace positiva durante la 

recuperación, lo mismo ocurre con la prueba de inhibición de la migración de 

macrófagos (MIF) (Ortiz- Ortiz y col., 1975). Asimismo, se ha encontrado 

disminución en el número de linfocitos T de ayuda (CD4), aumento en el número de 

linfocitos T citotóxicos (CD8) y disminución en la respuesta proliferativa de 

linfocitos T a antígenos amibianos (Salata y col.~ 1986). La relación T4/T8 es menor 

en pacientes con AHA que en individuos sanos, pero una vez que se curan, los 

niveles de linfocitos T4 se restablecen, asi como sus respuestas celulares contra E. 
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histolytica (Salata y col., 1986). Hárnsters sensibilizados con antigeno amibiano 

desarrollan una respuesta inmune celular y al igual que los humanos con amibiasis 

invasora, son positivos en las pruebas serológicas. 

INTERACCIÓN IN VITRO ENTRE LAS AMIBAS Y LAS CÉLULAS 

INFLAMATORIAS. 

La E. histolytica exhibe propiedades citolíticas potentes cuando entran en 

estrecho contacto con células in vitro. Está característica constituye un recurso útil y 

confiable para valorar la virulencia de la cepa (Mártinez-Palomo, 1982). Como 

resumió Ravdin, la interacción de E. histolytíca con células blanco eucarióticas 

sigue tres etapas esenciales, que son: adherencia, citólisis y al final fagocitosis 

(Guerrant y col., 1981). La adherencia está mediada por una lectina (adhesina) 

inhibitoria N-acetil Galactosamina (GalNAc), la adherencia también se puede inhibír 

por las citocalasinas B y D, así como por los bloqueadores de los canales de calcio 

bepridil y 8-dietilaminoacetal trimetoxybenzoato hidrocloruro (TMB-8), lo que 

indica la necesidad del funcionamiento intacto de los micro filamentos amibianos del 

Ca++ intracelular libre (Ravdin J, 1986). En contraposición a los resultados 

obtenidos de los primeros estudios con la lectina de adherencia inhibitoria de 

citrotiosa, esta adhesina GalNAc inhibitoria parece estar relacionada con la 

virulencia amibiana. El efecto cito letal resultante constituye un fenómeno 

extracelular muy complejo; se trata de un mecanismo molecular que aún es motivo 

de cierta controversia. La destrucción de las células blanco adherentes también se 

puede inhibir por medio de las citocalasinas B y D, bloqueadores lentos de los 

canales de Ca++ y Na+ (Verapamil y bepridil) lo que indica que los iones de Ca++ 

amibianos y la función de micro filamentos de las amibas son esenciales no sólo 
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para la adherencia sino también para destruir a las células blanco (Ravdin y 

Guerrant, 1982). Los efectores finales del proceso citolítico pueden inducir enzimas 

hidro líticas y proteo líticas dependientes de temperatura y pH, secreción de 

citotoxinas, fosfolipasa A, proteincinasa e y la liberación de un discutible lísosoma 

activo de superficie, una sustancia cito letal aún no identificada (Mártinez-Palomo, 

1986). La concurrencia de neutrófilos intensifica notablemente la destrucción 

amibiana de las células blanco in vitro a través de productos neutrofilicos no 

oxidativos liberados después de su propia destrucción. Por último, la fagocitosis de 

las células dañadas puede o no ocurrir, una propiedad amibiana que también se 

correlaciona con la virulencia de la cepa, ya que las clonas no fagociticas de E. 

histolytica no tuvieron la capacidad de inducir absceso hepático amibiano (AHA) en 

animales de experimentación (Orozco y col., 1983). 

La confrontación de E. hístolytica con leucocitos, constituye uno de los 

encuentros más interesantes tanto para los inmunólogos como para los amebólogos, 

pues ambas células son enemigos equiparables en tamaño, forma y funciones 

básicas. Locomoción, quimiotaxis, adherencia, citólisis y fagocitosis se encuentran 

en la E. histolylica y en los leucocitos de manera similar (Kretschmer, 1986). Tal 

vez la interacción más importante sea la de E. histolytica con los fagocitos 

neutrófilos polimorfonucleares (PMN) de seres humanos y de otros mamíferos, que 

por lo común constituyen la primera línea de defensa de las células inflamatorias. 

Los primeros estudios in vi/ro revelaron que la confrontación de estas dos células, 

primero provocó la quimiotaxis de los neutrófilos hacia las amiba. Trabajos más 

recientes han mostrado que los trofozoítos amibianos CDmpletos, los 

homogeneizados amibianos, las fracciones de membrana piasmática y sus 

sobrenadantes resultaron ser factores quimiotácticos efectivos para los neutrófilos 

humanos (Salata y col.,1988). Por otra parte, ni la fracción soluble centrifugada de 
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un sonicado amibiano ni el líquido sobrenadante de E histolytica intacta cultivada 

en medios axénicos, contiene quimiotaxinas detectables para los neutrófilos 

humanos (Kretschmer y col., 1985; Salata y col.,1988). La actividad de las 

quimiotaxinas neutrofilicas disminuye por efecto del tratamiento ácido y de la 

proteólisis y parece estar relacionada con la virulencia. Desafortunadamente, no hay 

información en cuanto a la quimiotaxis de las amibas hacia los neutrófilos o sus 

productos, aunque se ha mencionado quimiotaxis amibiana hacia el medio TYI-S-33 

fresco, el complemento (C5a), las bacterias completas, el ácido N-acetil­

neuramÍnico y los lisados de eritrocitos humanos. La respuesta quimiotáctica de las 

amibas se inhibe mediante citocalacina B y colchicina, a pesar de la carencia 

demostrable de microtúbulos citoplasmáticos en la E histolytica, y aumentó 

inesperadamente mediante preincubación de amibas en suero inmune antiamibiano o 

también en suero normal, una observación que justifica estudios posteriores 

(Rosenbaum y Wittner, 1987). 

Después de que el neutrófilo se adhiere a la amiba virulenta extiende sus 

pseudópodos y los ancla con firmeza al parásito. Sin embargo uno o dos minutos 

después de este comienzo, la motilidad, la actividad de superficie y la apariencia 

general del leucocito empieza a cambiar dramáticamente; se inicia una 

desgranulación rápida y extensa que pronto convierte al leucocito en una vesícula 

inmóvil, redonda y casi vacía con sólo unos cuantos gránulos adheridos a su pared 

celular interna, que por algún motivo logra resistir la disolución durante más de siete 

horas. Después de este lapso, algunos de los neulrófilos muertos son fagocitados. 

Todos estos eventos ocurren bajo condiciones anaerobias estrictas, sin modulación 

cíclica de nucleótidos y, más importante todavía, sin pérdida alguna de la viabilidad 

amibiana (Ravdin y Guerrant, 1982). Ni siquiera 3000 neutrófilos por amiba 

virulenta, ni la presencia de anticuerpos antiamibianos o del complemento en la 
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reacción impidieron que la amiba virulenta destruyera los leucocitos. En realidad, 

el suero inactivado por calor promueve la adherencia entre el neutrófilo y la amiba 

más que la adhesina inhibitoria GaINAc. Sólo cuando se utilizan cepas menos 

virulentas o de plano amibas no patógenas (E. moshkovskl), o cuando las amibas 

virulentas se atenúan mediante un pretratamiento de emetina o de GalNAc, calor o 

envejecimiento, el neutrófilo es capaz de destruir a las amibas, y sólo si la 

proporción neutrófilo:amiba es superior a 200: 1. Muy pocos neutrófilos se dirigen 

hacia las amibas atenuadas de dichos experimentos y la destrucción extracelular es 

independiente de anticuerpos y del complemento, es de carácter no oxidativo, ya que 

los neutrófilos de un paciente con enfermedad granulomatosa crónica y los 

neutrófilos normales tratados con catalasa o superóxido dismutasa se desempeñan 

igualmente bien (Ravdin y Guerrant, 1982). Por lo anterior, parece ser que el 

neutrófilo, la célula fagocítica por excelencia, tan efectivamente sensible al auxilio 

opsónico de los anticuerpos y del complemento en otras circunstancias, constituye, 

a pesar de su inicio impresionante un efector celular defensivo sumamente 

inadecuado cuando se enfrenta a la E. histolytica. Debido a la incompetencia de los 

neutrófilos hacia la E. histolytica, no es de extrañar que los anticuerpos contra las 

amibas, los amplificadores naturales de la función neutrofilica, tengan tan pobre 

reputación en la defensa contra la amibiasis (Harries, 1982). Las amibas son 

resistentes y pueden incluso suprimir la función efectora más potente de los 

neutrófilos, es decir, la actividad oxidativa, mediante una fracción de proteína 

soluble que se descubrió que inhibe la quimioluminiscencia inducida por N-formil­

metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) o cimosano (Salata y Ravdin, 1986). Los 

neutrófilos no sólo se sobreponen a las amibas si no que además contribuyen 

sustancialmente a producir daño al hospedero con su destrucción y liberación de 

elementos no oxidativos (esto es, proteasas neutras, catepsinas~ lisozima etc), como 

lo sugieren estudios tanto in vi/ro como in vivo. (Salata y Ravdin, 1986). De algún 

modo, las amibas logran resistir incluso los efectos potencialmente dañinos de 
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dichos gránulos neutrófilicos no oxidativos, a través de mecanismos que aún se 

desconocen, A los eosinófilos nonnales humanos confrontados in vitro con amibas 

virulentas, dificilmente les va mejor que a sus contrapartes neutrofilicos, incluso 

ante la presencia de anticuerpos antiamibianos y de complemento. Las amibas salen 

nuevamente ilesas de esta confrontación (Lopéz Osuna; Kretschmer, 1989). 

También se ha observado que los eosinófilos son víctimas de la fagocitosis por las 

amibas in vivo. Los eosinófilos activados con tMLP son capaces de destruir amibas 

virulentas. Por último, los basófilos de pacientes con absceso hepático amibiano son 

aproximadamente 100 veces más propensos a liberar su contenido histamínico 

después de la exposición al antígeno amibiano, en comparación con los basófilos 

testigos (Gil Recasens y col., 1984) 

Hablemos ahora de la interacción entre la E. histalytica y los leucocitos 

efectores asociados a la inmunidad mediada por células, esto es, los linfocitos 

citoHticos y los FM (macrófagos y monocitos). Estas confrontaciones tienen un 

interés particular debido a todos los argumentos en favor de la existencia de 

inmunidad protectora, que en la amibiasis han ocasionado de algún modo un 

estado de inmunidad mediada por células (Kretschmer, 1986). Se afirma que la 

interacción in vi/ro entre las amibas virulentas y linfocitos de pacientes que se han 

recobrado del Absceso Hepático Amibiano culmina con la lisis de las amibas (Landa 

y col., 1976). Lo contrario ocurre cuando los linfocitos se obtienen de testigos 

normales o de pacientes que empezaban a padecer de AHA agudo. En estos estudios 

no se requirió del contacto entre las células y se argumentó que el sobrenadante de 

dichos linfocitos estimulados con antígenos amibianos es igualmente efectivo. Se 

han obtenido resultados semeja..'1tes al utilizar linfocitos, células peritoneales y 

células esplénicas de hámsters inoculados por vías intradérrnica o intrahepática con 

amibas vivas (Ghadirian y Meerovitch 1982). El principal inconveniente de estos 
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estudios es que los linfocitos no están altamente purificados y la presencia de 

Fagocitos Monueleares aún cuando hayan sido poco cuantiosos, puedan explicar en 

forma apropiada estos resultados; los linfocitos proporcionaron esencialmente a las 

linfocinas armadoras. Además, un efecto linfocítico directo sería muy improbable, a 

menos que intervinieran células asesinas naturales (NK) (Orozco y col., 1983). 

Recientemente, los linfocitos inmunes de fenotipo T8 expuestos al antígeno 

amibiano soluble y los linfocitos T no inmunes altamente purificados estimulados 

con fitohemaglutinina (PRA) antes y durante la interacción con las amibas, fue 

capaz de destruir a las amibas virulentas in vi/ro. De otro modo, todas las demás 

combinaciones (linfocitos inmunes na estimulados, insuficientemente estimulados o 

linfocitos no inmunes adecuadamente estimulados) mueren ante la actividad 

citolítica amibiana (Salata y col., 1987). También, se ha encontrado que los 

sobrenadantes de linfocitos estimulados inhiben la síntesis de proteínas amibiana en 

lugar de lisar las amibas. Por último, la citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos (CCDA), que resulta activa contra parásitos, no parece ser efectiva 

contra la E. histolytica (Wiedermann y col., 1984). 

La interacción in vitro de E. histolytica virulenta y algunas versiones de 

Fagocitos Mononucleares humanos normales no activados, culminan con la lisis de 

estas células independientemente de la presencia de suero y dependiente del 

contacto, sin daño en la viabilidad amibiana (Salata y col., 1985). El efecto citolítico 

de las amibas sobre los FM resistentes tuvo la mitad de intensidad en comparación 

con el efecto sobre las células PMN en la rnisma serie de experimentos. Esta menor 

susceptibilidad más de los FM a la cito lisis amibiana permanece esencialmente sin 

explicación, pero puede reflejar la afinidad de unos cuantos macrófagos 
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inesperadamente activados para destruir algunos de los parásitos, o puede resultar 

por la disminución de los encuentros entre las células mononucleares y el parásito, 

originados por sustancias antiquimiotactinas producidas por las amibas. 

Nuevamente, el suero inmune antiamibiano no logró que estos leucocitos invirtieran 

el efecto o incluso resistieran o disminuyeran la acción lítica de las amibas (Salata y 

col., 1985). Por otra parte, los macrófagos activados con lectina o linfocinas 

producidas por proteinas solubles amibianas, tuvieron la capacidad de destruir a las 

amibas en un proceso celular inmunológico no especifico, dependiente del contacto 

y del tiempo pero independiente de suero, con una reducción concomitante de la 

viabilidad de los macrófagos. Los parásitos resultaron destruidos en proporciones 

entre macrófagos y amibas tan baja como 10: I y la destrucción aumentó con 

incrementos iguales hasta llegar a ser superiores a 100: L Estos índices son 

comparables a los que se requieren en la muerte de células tumorales por los 

macrófagos (Sharma y col., 1978). La adherencia de los macrófagos activados a las 

amibas fue un proceso independiente de suero y resultó más efectiva que la 

adherencia de otras células mononucleares al parásito. La adición de GalNAc no 

previno la muerte de los macrófagos activados. En realidad, mientras más amibas 

resultan destruidas mayor es la cantidad de macrófagos que mueren en el proceso, lo 

cual hace pensar que después de ser víctimas de la lisis por los macrófagos 

activados, las amibas liberan productos tóxicos que se vuelven lesivos para los 

macrófagos. Esto significa que la actividad cito lítica amibiana dependiente de 

contacto no es la responsable de la poca sobrevivencia de los macrófagos observada 

en los análisis con una relación alta entre macrófagos y amibas, en donde resultaron 

destruidas más amibas, a diferencia de la lisis mínima de los macrófagos encontrada 

en donde las relaciones es baja entre macrófagos y amibas. 
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Por último, la catalasa, pero no la superóxido dismutasa, inhibe la destrucción 

de las amibas por los macrófagos activados, cuando se obtuvieron de un paciente 

con enfermedad granulomatosa crónica, aunque fueron capaces de destruir amibas 

resultaron menos eficientes que los macrófagos activados de individuos normales 

(Salata y col., 1985). Esto significa que tanto los mecanismo dependientes de 

procesos oxidativos como los independientes de éstos, participan en la destrucción 

de las amibas por los macrófagos activados. Además, las amibas son sensibles al 

H,O, pero no al ión superóxido. Murray y colaboradores ya habían señalado en un 

sistema libre de fagocitosis que los trofozoítos amibianos virulentos son muy 

susceptibles a tales moléculas de oxígeno reducido (Murray y col., 1981). Aún no 

se sabe por qué las amibas tienen la capacidad de resistir los efectos oxidativos de 

los neutrófilos con más éxito que los macrófagos activados. Los macrófagos de 

pacientes con AHA agudo también se pueden activar in vitro por medio de 

linfocinas obtenidas de lectina para destruir amibas virulentas (Salata y col., 1985). 

El interferón gamma puede constituir una linfocina apropiada para lograr dicha 

activación de macrófagos con propósito de destruir a las amibas virulentas in vivo, 

ya que los linfocitos inmunes expuestos a proteína amibiana soluble produjeron 

significativamente más interferón gamma que los linfocitos normales (Sal ata y col., 

1985). Pérez Tamayo y colaboradores descubrieron que una cepa virulenta de E. 

histolytica resultó eliminada en cuatro horas por macrófagos peritoneales obtenidos 

de ratas inmunizadas con antígeno amibiano y de animales control, los primeros 

con relación entre macrófagos y amibas tan baja como l: 1, los últimos con relación 

de sólo 30:1 (Peréz Tamayo y col., 1986). Aun cuando la rapidez del efecto impulsó 

a los autores a tener cautela en cuanto a la conclusión de que los linfocitos inmunes 

en la mezcla estaban produciendo linfocinas armadoras al exponerlos a los antígenos 

amibianos, esta explicación por lo menos resulta probable. Al utilizar macrófagos de 

calostro humano expuestos a cepas de E. histolytica tanto virulenta como no 

virulenta, en una proporción de 30: l, se observó lisis similar de las amibas por los 
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macrófagos. Después de cuatro horas de incubación se encontró 40% en la 

viabilidad de las amibas virulentas y de las no virulentas, sin disminución 

significativa de la viabilidad de los macrófagos durante ese periodo (Rocha y col., 

1986). 

Estos resultados sugieren que el macrófago activado es una célula efectora hábil en 

contra de trofozoítos de E. histolylica virulenta, que puede resultar esencial en la 

defensa contra la amibiasis invasora. La confrontación entre amibas y macrófagos 

constituye un fenómeno recíproco complejo, pues en el proceso también mueren 

muchos macrófagos, aún cuando el macrófago parece convertirse, aunque por un 

pequeño margen, en el vencedor. Esto contrasta con la superioridad de las amibas 

virulentas en su confrontación in vitro con neutrófilos y eosinófilos (Ravdin y col., 

1982; López y col., 1989). Los productos tóxicos liberados por las amibas que han 

sufrido lisis parecen ser los responsables de los macrófagos muertos, más que un 

efecto citopático dependiente de contacto directo con las amibas vivas. Esto también 

contrasta con la forma en que las amibas virulentas destruyen a los neutrófilos 

(Ravdin y col., 1982). El daño de los macrófagos después de haber destruido a las 

amibas también puede contribuir a la escasez de elementos celulares inflamatorios 

tardíos en las etapas avanzadas de la invasión amibiana (Kretschmer, 1986). 

Al parecer, la E. histolytica posee mecanismos para evadir o modificar la 

acción agresiva de los macrófagos, tales como el factor termoestable de bajo peso 

molecular, que inhibe tanto in vitro como in vivo la locomoción de los monocitos 

humanos, pero no la de los neutrófilos humanos) a través de un receptor que 

contiene manosa y que se haya sobre la membrana de los monocitos (Kretscmer, 

1985). El mantener distantes a los monocitos puede no sólo alterar la rama aferente 
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de la inmunidad mediada por células, sino que al reducir los encuentros entre la 

amibas y los macrófagos puede impedir los efectos destructores sobre las amibas. 

Este mismo factor deprime la explosión metabólica de los macrófagos mediada por 

quimioluminiscencia. Además, los fagocitos mononucIeares de hámsters revelan la 

actividad fungicida deprimida cuando se obtiene durante la amibiasis invasora 

(Capín y col., 1980). 

La función in vivo de los macrófagos en la amibiasis también se ha empezado a 

estudiar. El bloqueo de los macrófagos con sílice o mediante suero antimacrófago 

aumenta la probabilidad de inducir AHA experimentalmente, incrementa el tamaño 

de los abscesos y promueve la disminución de las amibas hacia otros tejidos en 

cobayos y hámsters. La estimulación de los macrófagos con el Bacilo Calmetle 

Guérin (BCG) tiene efecto opuesto (Ghadirian y col., 1980). 

La resistencia del hospedero a la amibiasis invasora en ratones nulnu depende de 

macrófagos y no de la función de las células T. Por último, la esplenectomía en 

hámsters aumenta el tamaño de los AHA así como la diseminación de las amibas a 

lugares distantes (Ghadirian y col., 1981). 

Así en resumen, de todos los leucocitos analizados, el macrófago activado 

parece ser el único que bajo condiciones apropiadas posee superioridad in vi/ro 

cito lítica y fagocítica sobre E. histolylica. Por limitada que fuera esta superioridad, 

puede ser crucial en el control y la prevención de la amibiasis invasora. Los 

eosinófilos activados con IMLP podrían tener rendimiento similar al de los 

macrófagos activados. 
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La inflamación que acompaña a la amibiasis invasora particularmente la hepática es 

peculiar. En los estadios tempranos existe un intenso infiltrado de 

po1imorfonucleares neutrófi10s (PMNn), y algunos eosinófi10s (PMNeos), en tanto 

que conforme avanza la lesión 10 que predomina es la necrosis acompañada ahora 

sólo de un escaso infiltrado de células mononucleares (Pérez-Tamayo y col., 1971). 

Esta escasa inflamación tardía pudiera estar relacionada con otro evento notable en 

la amibiasis invasora: La regeneración perf~cta sin trazas de cicatrización de los 

órganos y tejidos (piel e hígado) afectados que se observa en los casos curados. Esta 

escasa inflamación tardía puede deberse a varios factores. Una posibilidad sería que 

la amiba, o alguno de sus productos, interfieran con el reclutamiento tardío de 

monocitos, inhibiendo de alguna manera su locomoción hacia el foco inflamatorio. 

En los sobrenadantes de cultivos axénicos de E. his/olytica se ha idemificado un 

factor de peso molecular bajo (583 da1tones), termoestable que posee propiedades 

anti-1eucociticas (no citotóxicos) evaluadas fundamentalmente in vi/ro. En cámaras 

de Boyden el factor inhibe la locomoción (aleatoria, quimiocinética y quimiotáctica) 

de los FM, pero no la de los po1imorfonuc1eares (neutrófilos y eosinófilos) humanos 

(K.restschmer y col., 1985). Este factor se ha designado FILM (factor inhibidor de la 

locomoción de monocitos humanos), interacciona con los monocitos a través de un 

receptor que contiene manosa (Krestschmer y col., 1991). En el citoplasma, el FILM 

provoca un aumento selectivo en el AMPc citoplásmico, (Rico y col., 1995) asi 

como un incremento significativo en el número de microtúbulos pericentriolares 

(Giménez-Scherer y col., 1987). Es de gran interés para el presente trabajo, el hecho 

de que el FILM es además capaz de inhibir, la explosión respiratoria oxidativa 

provocada por la fagocitosis de partículas de zimosán tanto en FM como PMNn 

humanos, sin dañar a las células (Rico y col., 1992). Recientemente Chadee y col. 

demostraron que en los macrófagos del ratón los reactivos intermediarios de 

nitrógeno [RNI (óxido nítrico)] son los principales responsables de la destrucción 
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de la E. histolylica (Jin y col., 1992). Esta molécula tiene gran interés por la 

versatilidad de sus funciones, aunque existen reservas de su relevancia en la especie 

humana (Schoedon y col., 1995). Cabe decir que en estudios recientes, los RNI 

(óxido nítrico) humanos tienen relevancia en las funciones líticas (Bose y col., 

1995). 

ÓXIDO NÍTRICO (NO). 

El NO es un radical libre (con un electrón no pareado) altamente reactivo, tiene 

una vida media de pocos segundos y se combina rápidamente con otros radicales 

libres (Vallance y col., 1994; Beckman y col., 1993). En sistemas biológicos se 

descompone a nitritos y nitratos; esta reacción es catalizada por metales de 

transición comO el fierro. Se produce a partir del aminoácido L-arginina y oxígeno 

en una reacción catalizada por la enzima sintasa de óxido nítrico (NOS) (Moneada y 

col., 1993). 

Puede reaccionar con oxígeno molecular para producir dióxido de nitrógeno 

(NO,) o con superóxido para formar peroxinitritos ONOO". El NO es producido en 

grandes cantidades durante la defensa del huésped y en reacciones inmunológicas. 

En la literatura se encuentran actualmente reportes que involucran varios aspectos de 

procesos biológicos y patológicos en donde participa el NO. Dos aspectos de la 

generación de NO son de particular interés: (1) El papel del NO como una molécula 

citotóxica que contribuye a la armadura antimicrobiana de los fagocitos y (2) el 

papel de NO como un vasodilatador de inflamación y mediador de choque séptico 

(Schoedon y col., 1995). Existen por lo menos tres formas diferentes de NOS. Una 
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de ellas está presente en células endoteliales, otra forma de NOS se expresa en las 

neuronas, en donde el NO actúa Cama un modulador importante en la función 

sináptica. La tercera fanna de esta enzima, inmune o inflamatoria puede ser inducida 

en macrófagos activados (iNOS), en donde el NO Y sus productos de reacción 

contribuyen a la muerte de parásitos intracelulares y a la inhibición de virus corno, 

vaccinia y herpes simple cuando se encuentran en macrófagos de ratón (Klein y col., 

1997). 

En 1987, se demostró que las células de mamíferos pueden sintetizar NO, un 

año después se sugirió que las células se comunicaban con otras a través del NO. La 

producción y eficacia del óxido nítrico corno una molécula inmune efectora ha sido 

demostrada en modelos murinos. Se ha intentado demostrar la producción de óxido 

nítrico en fagocitos mononucleares humanos pero existen reportes contradictorios. 

Hunt y col., demostraron que los monocitos a macrófagos son capaces de producir 

NO. Por otro lado también se ha visto que los FM son capaces de secretar productos 

citotóxicos que incluyen los reactivos intermediarios de oxigeno (ROl) y reactivos 

intermediarios de nitrógeno (RNI). (Nathan y col. , 1987). Estos dos oxidantes 

inorgánicos producidos independientemente se han implicado en la citotoxidad de 

macrófagos hacia células tumorales (Ding y Nathan 1988). Los monocitos producen 

ROl vía NADPH oxidasa y mielioperoxidasa (Babior, 1984). Los RNI se forman 

por la oxidación de un nitrógeno de la L-arginina a través de una enzima 

dependiente de la NADPH que produce un radical con nitrógeno central NO 

(Marletta y col., 1988; Iyengar y col., 1987). 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. 

Ampliar el conocimiento sobre la respuesta del organismo frente a E. histolytica 

y sus mecanismos de evasión. 

OBJETIVO ESPECÍFICO. 

El presente trabajo tiene por objeto evaluar si el FILM afecta la producción de 

reactivos intermediarios de nitrógeno [RNI (NO)] en FM humanos activados con 

rhIFN-y, rh1NF-a y LPS, en la misma forma en que es capaz de abatir, si no es que 

prácticamente cancelar, la génesis de reactivos intermediarios de oxígeno [ROl (H202, 

·02,·OH)]. 

HIPÓTESIS 

El FILM, además de inhibir la transducción de la señal quimiotáctica en 

movimiento vectorial, pertuba los fenómenos metabólicos preparativos de la 

fagocitosis y la génesis de óxido nítrico en FM humanos. 



38 

, 
CAPITULO III 

ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 



39 

ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

Obtención de células premonocíticas Obtención de fagocitos mononucleares de 

humana (U-937) sangre periférica con ficoll hypaque 
(Método de B6yum) 

Incubar a 37°C cambiar el medio C/48hrs Incubar 2 hrs a 37°C 
(3 X I O' ceVpozo) 

Estimular con PMA 10 ng (diferenciación a Eliminar las células no adheridas 
macrófagos 8 X I04cel/pozo) 

Incubar a 37°C por 7 días (macrófagos) 

• Estimulación con rhINF-y, rhTNF-a, LPS así 
como con FILM o su péptido sintético 

Se colectan sobrenadante a las 24, 48 Y 72hrs 

Detenninación de óxido 
(método de Griess N02) 
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

Obtención de células premonocíticas Obtención de fagocitos mononucleares de 

humana (U-937) sangre periférica con ficoll hypaque 
(Método de Bóyum) 

I 

Incubar a 3rC cambiar el medio C/48hrs Incubar 2 hrs a 3rC 
(3 X lO' ceVpozo) 

Estimular con PMA 10 ng(difercnciación a Eliminar las células no adheridas 
rnacrófagos 8 X 104celJpozo) 

Incubar a 37°C por 7 días (macrófagos) 

Estimulación con rhINF-y, rhTNF-a, LPS así 
como con FILM o su péptido sintético 

Se colectan sobrenadante a las 24, 48 Y 72hrs 

Detenninación de óxido 
(metodo de Griess NOz) 
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MATERIAL Y MÉTODO 

OBTENCIÓN DEL FILM 

El sobrenadante de 72 hrs (fase semi logarítmica de crecimiento) de cultivos 

de 2.0 a 2.5 X 105 E. histolylica HMI-IMSS (proporcionado por la Dra. Cecilia 

Ximenez, del Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina 

UNAM) fué cosechado por centrifugación a 200 x g por 5 min a 4 oC, y filtrado a 

través de membranas de Millipore ® de 0.45 ¡.¡m (Millipore Corp., Bedford MA., 

USA). Se reunieron 150 mI de este sobrenadante los que se filtraron 

escalonadamente a través de filtros Amicon XM50, PM30, PMIO, UM2 y YC05 

(Amicon Corp., Lexington MA, USA). Para obtener 75 mI del material con 

moléculas menores de 1000 daltones. Este material fué cromatografiado a 4°C en 

una columna (90 X 18cm) de Sephadex G-15 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) eluída 

con solución salina de fosfatos 0.01 M, pH 7.4 (SSF). La fracción entre 478-645 

daltones (Kretschmer y col., 1985) fué colectada, llevada al volumen original, 

filtrada nuevamente a través de una membrana Millipore de 0.45 ¡.¡m y almacenada a 

-70 oC en alicuotas de 1.5 mI hasta su uso. 

PREPARACIÓN DE CÉLULAS. 

Aislamiento de fagocitos mononucleres (FM). Las células se obtuvieron de 

sangre periférica heparinizada de donadores no fumadores sanos. La sangre se 
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diluyó 1:2 con medio de RPMI-I640 (Con L- Glutamina, Buffer HEPES 25mM, 

Bicarbonato de sodio y rojo de fenol) La muestra se colocó sobre un gradiente 

de Ficoll - Hypaque con una densidad 1.077 en tubos de poliestireno (17 X 

100mm) (Falcon Oxnard, CA., EEUU) posteriormente se centrifugó a 400 x g 

durante 30 min a 20'C. Las células de la interfase se lavaron dos veces y fueron 

resuspendidas en RPMI-1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB; 

Gibco, Grand Island, NY). Los tubos fueron centrifugados a 200 x g por 10 min a 

4'C. El paquete celular se resusupendió en RPMI-1640 completo (10% de suero 

fetal, 2mM Glutarnina, 1 % de piruvato, 100 u/ml de penicilina y 100 mglml de 

estreptomicina). Se determinó la viabilidad por exclusión de azul tripano. Las 

células mononucleares se colocaron en placas de 24 pozos de poliestireno (132 X 88 

mm, volumen por pozo 3.4 mi, área de cultivo 1.9 cm') (Nunc Brand Products 

Naperville IL) con una concentración de 3 X 106 cellml y se incubaron 2 hrs a 37 

'c con 5% de CO, para permitir la adherencia de los monocitos. Después de este 

tiempo se retiró el sobrenadante con una pipeta pasteur eliminando así las células no 

adherentes y se completó nuevamente el volumen de cada pozo a un mI. Las placas 

se incubaron a 3rC durante 7 días revisándolas y cambiando el medio de cultivo 

cada 48 hrs permitiendo de esta manera la maduración de monocitos a macrófagos. 

Células U-937 (premonocítica). La línea celular U-937 fue obtenida de American 

Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD) aisladas originalmente de un 

paciente con linfoma y ha sido clasificada como una línea celular monoblástica. Esta 

línea celular premonocítica fue cosechada en botellas de 25 cm con cuello angulado 

de poliestireno con capacidad de 50 mi (Nun Brand Products Naperville, IL) en 5 mi 

de medio RP1vf..l-1640 completo a 37°C con 5% de COz. Se dejaron hasta iograr una 

confluencia de células, cambiando el medio de cultivo cada 48 hrs. Cuando el 

número de células fue el adecuado, se colocaron en tubos de 50 mI, se lavaron dos 
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veces con RPMI-1640 completo 200 x g por lO min a 4°C. Las células se ajustaron 

y se colocaron en placas de 24 pozos (Nunc Brand Products Naperville, IL) a una 

concentración de 8 X lO', se les estimuló con lO ng PMA (Phorbol 12-Myristate 

13- Acetate) para diferenciarlas a macrófagos. Las placas se incubaron a 37°C con 

5% de COz, a las 48 hrs se estimularon de la misma manera que los FM. 

Estimulación de FM y células U-937. Se activaron in vitro con rhIFN-y (lnterferon 

gama lOOD/pozo) rhTNF-a (Factor de Necrosis Tumoral alfa Ing/pozo), LPS 

(Lipopolisacárido lOng/pozo) (Wang y col., 1994), asi como con el inhibidor FILM 

y su péptido sintético (1 O!,g/pozo) se obtuvieron los sobrenadantes de 24, 48 Y 72 

hrs y se guardaron a -70°C para medir el óxido nitrico en forma de nitritos. En 

algunos experimentos se agregó LPS como un doble estímulo 48 hrs después de la 

primera estimulación y los sobrenadantes se obtuvieron 24 hrs más tarde (72 hrs 

totales). 

Determinación de NO. La concentracción de NO medido como nitritos se 

determinó en placas de cultivo de 96 pozos de fondo plano (Nunc Brand products 

Naperville, IL) de acuerdo al método de Griess (Ding y Col., 1988). 

El NO se determinó en 100!,1 de las muestras adicionando 50!,1 de sulfanilamida 

al 1%, 50!,1 de N-I- naftiletilen diamina dihidrocloruro 10 min, después se midió la 

absorbancia a 560 nm en un lector de Elisa (Dynatech MR 5000). Como estandar se 

usó una curva de nitrito de sodio (1.56-100 !,M). 
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Análisis Estadístico. Los experimentos fueron analizados mediante una prueba 

de Fischer (F) para un análisis de varianza y dependiendo de ella se utilizó la prueba 

de "U" de Mann Whitney o la "T" de Student. 
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RESULTADOS 

Se determinó la producción de óxido nítrico en macrófagos humanos 

estimulados con rhIFN-y, rhTNF-a así como con el FILM y su péptido sintético en 

sobrenadantes de 24, 48 Y n hrs, cuando estas células fueron estimuladas por 

rhIFN-y hubo un aumento en la producción de NO el cual se detectó desde las 24 

hrs alcanzando un máximo a las n hrs (0.0847, 0.126, 0.427 ¡.tM) cuando se 

comparó con las células en reposo. Cuando las células se estimularon con rhTNF-a 

la producción de NO fue menor, sin embargo la producción máxima también se 

alcanzó a las 72 hrs (0.066, O.ln, 0.229 11M). 

El FILM Y el péptido sintético son capaces de inducir la producción de NO por 

sí mismos Gráfica 1. Puede observarse que la mejor respuesta se dió a las n hrs 

razón por la cual los siguientes ensayos se detenninaron en este tiempo. 

Para evaluar el efecto del FILM y del péptido sintético sobre la producción de 

NO, los macrófagos se estimularon con rhIFN-y + FILM o rhIFN-y + péptido 

sintético y los resultados se compararon con la producción de NO en macrófagos 

estimulados con rhIFN-y a las n hrs. El FILM Y el péptido sintético inhiben el 

50% de la producción de NO (0.427, 0.230, 0.231 ¡.tM). Cuando se estimuló con 

rhTNF-a + FILM o rhTNF-a + péptido sintético se observó una inhibición de 27% 

en la producción de NO (0.229, 0.167, 0.169 ¡.tM) Gráfica 2. Estos resultados 

pueden deberse a que el rhTNF-a no es el mejor estimulador de la producción de 

NO. 
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En algunos experimentos se utilizó rhIFN-y + LPS (lipopolisacárido de E. Coli 

B4:011l) para detectar cantidades mayores de NO. El segundo estímulo se colocó a 

las 48 hrs después del rhIFN-y y se observó un aumento en la producción de NO en 

los macrófagos activados de esta forma, al compararse con aquellos activados con 

un solo estímulo (0.427 - 0.550 flM). 

A pesar de éste incremento en la producción de NO de los macrófagos activados 

con doble estímulo rhIFN-y + LPS, la inhibición causada por el FILM o por el 

péptido sintético no se ve más clara que cuando se usa solamente un estímulo 

rhIFN-y (0.550, 0.298, 0.340 ¡lM) Gráfica 3. 

Cuando los macrófagos se estimularon con rh1NF-a + LPS como segundo 

estímulo se observó un incremento en la producción de NO a las 72 hrs 

(0.229-0.507¡lM) por lo que la inhibición lograda por el FILM o el péptido sintético 

se ve más clara Gráfica 4. 

Los mismos ensayos se realizaron en una línea celular premonocítica humana 

U-937 con el objeto de comparar la producción de NO y determinar en forma mas 

clara el efecto del FILM Y el péptido sintético. Se determinó la producción de NO 

en células U-937 estimuladas de la misma manera que los macrófagos obtenidos de 

sangre periférica y se colectaron sobrenadantes de 24, 48 Y 72 hrs. Los resultados 

obtenidos en esta línea celular, están representados en la Gráfica 5 y no difieren de 

los datos encontrados en macrófagos humanos. 
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Resultados similares se obtuvieron cuando las células se estimularon con 

rhTNF-a Gráfica 5. El FILM Y el péptido sintético son capaces de estimular la 

producción de NO. 

Para evaluar el efecto del FILM y del péptido sintético sobre la producción de 

NO en células U-937 se usaron sobrenadantes de 72 hrs de células estimuladas con 

rhIFN-y, rhIFN-y,+ FILM y rhIFN-y + péptido sintético (0.449, 0.310, 0.247 11M) 

Gráfica 6. 

Los valores obtenidos con la estimulación de rhTNF-a, rhTNF-a + FILM o 

rhTNF-a + péptido sintético fueron (0.207, 0.177, 0.199 11M) Gráfica 6. 

Utilizando LPS como segundo estímulo en las células U-937 se obtuvo un 

aumento cuando se colocó en células estimuladas con rhTNF-a (0.207-0.338 11M) 

mostrando claramente la inhibición en la producción de NO provocada por el FILM 

y por el péptido sintético Gráfica 7, al agregar LPS a las células estimuladas con 

rhIFN-y la producción de NO permaneció en la misma proporción, por lo que al 

probar el efecto del FILM o del péptido sintético se vió la misma inhibición que 

cuando se usó un solo estímulo Gráfica 8. 
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DISCUSIÓN 

Al efecto inhibidor del FILM sobre la locomoción [aleatoria, quimiocinética y 

quimiotáctica de los FM (kretschmer y col., 1985)], así como la inhibición de los 

reactivos intermediarios de oxígeno (ROl) (generación de 0.2, H20, pero sobre todo 

Ofi y oxígeno singuleto) nuestros resultados agregan la capacidad de inhibir la 

génesis de reactivos intermediarios de nitrógeno (RNI) en macrófagos humanos así 

como en una línea celular premonocítica U-937. 

La capacidad de E. histolytica de inhibir la génesis de RNI en macrófagos 

humanos a través del FILM podría ser de relevancia biológica, aunque se sabe que 

los macrófagos activados son capaces de lisar a E. histolytica virulenta, utilizando 

tanto mecanismos oxidativos como no oxidativos (Salata y col., 1987), sin embargo, 

en estudios recientes con macrófagos murinos Chadee y col., demostraron que la 

lisis E. histolytica se debe principalmente a los RNI más que a los ROL 

La mayoría de los estudios que involucran a los RNI han sido realizados en 

macrófagos murinos. En estudios recientes se demostró que en macrófagos humanos 

obtenidos de sangre periférica sí hay producción de NO; aunque las concentraciones 

encontradas son bajas. Los macrófagos humanos expresan la enzima iNOS cuando 

han sido estimulados y activados apropiadamente. Qutayba y col., postulan la 

posibilidad que las citocinas proinflamatorias presentes en el siiio de inflamación, 

podrían inducir a los FM in situ a producir NO usando la vía de la enzima iNOS. 
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Los Fagocitos Mononucleares humanos carecen de arginasa, o actividad del 

ciclo de la urea no metabolizan a la L-arginina por esta via. Se sabe que carecen 

también de los sistemas enzimáticos requeridos para la sintesis de BH4., un factor 

esencial para la síntesis de NO. (Hay BH4 exógeno pero no es suficiente para la 

síntesis de NO) (Schneemann y Schoedon., 1995). Por Northero no se ha podido 

detectar el mRNA de iNOS, después de estimular macrófagos humanos con LPS o 

rhIFNy mientras que en macrófagos de rata o ratón sí. Cuando se usa RT-PCR si se 

detectan cantidades pequeñas de mRNA de iNOS después de la estimulación con 

LPS/rhIFN-y (estímulos inflamatorios) en monocitos purificados de sangre 

periférica (Chesrown y col., 1994) 

En conclusión, la síntesis de NO en humanos es más restringida que en otras 

especies de mamíferos, tales como rata y ratón, además no todos los tejidos 

humanos disponen de actividad de iNOS. 

Las dos citocinas probadas como estimulo aumentaron la producción de NO en 

macrófagos humanos. El LPS tuvo solamente una influencia sinergistica marginal 

sobre la producción de nitritos. El rhIFN-y fué el mejor estimulador empleado. Los 

FM son capaces de usar la vía de la iNOS para producir NO mostraron la presencia 

de mRNA de iNOS cuando se estimulan monocitos/macrófagos humanos, con LPS 

o con rhIFN-y (Reiling y col., 1994). La iNOS se ha descrito en macrófagos murinos 

(Xie y col., 1992). Sin embargo, se ha reportado que en monocitosimacrófagos 

humanos son capaces de producir NO (Hunt y col., 1992; Martin y col., 1993) 
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La diferenciación de monocitos a macrófagos se acompaña de cambios 

morfológicos y funcionales, Denis (1991) reportó la acumulación de nitritos en el 

medio de cultivo de macrófagos humanos, después de tratamientos prolongados con 

citocinas o infección por micobacterias., estos resultados son consistentes con los 

obtenidos por que muestran producción de nítritos en macrófagos humanos 

infectados por bacterias (Muñoz-Fernandez y col., 1992). 

Hay evidencia que indican que el NO puede jugar un papel importante en la 

inflamación aguda como en la crónica. El tratamiento con inhibidores de la NOS, 

reduce el grado de inflamación en ratas con casos agudos (Ialenti y col., 1992), hay 

reportes que sugieren que los inhibidores de NOS protegen contra algún daño 

(Buckberg y col., 1992; Oury y col., 1992) 
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CONCLUSIÓN 

El FILM Y su péptido sintético inhiben la producción de NO en macrófagos 

humanos así como en la línea celular U-937 por lo que podemos considerar al 

FILM como uno de los mecanismos de evasión utilizado por E. hislolytica en contra 

del huésped. 

Los RNI son los más importantes para la destrucción de E. histolylica. 

El rhIFN-y resultó ser el mejor estimulador para la producción de NO en las 

condiciones estudiadas. 

El rhTNF-a necesitó la ayuda del LPS para marcar la inhibición lograda por 

rhIFN-y. 
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APÉNDICE 1 

MATERIAL. 

Botellas de cultivo de 25 cm con capacidad de 50 mi (Nunc Roskilde, Denmark). 

Cubre bocas. 

Criotubos de 2 ml (Nunc Roskilde, Denmark). 

Cámara de Neubauer (Hausser Scientific, USA). 

Gradilla para tubos. 

Gradilla para criotubos (Fischer). 

Gradilla para microtubos (Fischer). 

Matraz erlenmeyer aforado, varios tamaños (pyrex). 

Micropipeta de 100,500 Y 1000 ¡.tI (Costar). 

Micropipeta de 10 y 50 ¡.tI (Costar). 

Pinzas (millipore, Inc., Bedford, NA). 

Pipetas serológicas de 10 Y 5 mi (Pyrex). 

Pipetas pasteur (Kimble). 

Puntas para micropipetas de 100 y 1000¡.tI (Robbins). 

Probetas de vidrio 100 Y 500 ml (pyrex). 

Placas de cultivo de 24 pozos (Nunc Roskilde, Denmark). 

Placas para Elisa fondo plano de 96 pozos (Nunc Roskilde, Denmark). 

Tubos de 2 mI (Eppendorf geratebau Netheler and Hinz Hamburg, Gennany). 

Tubos de 50 y 10 mI (FaIcon Labware, Franklin Lakes, NJ). 

Vaso precipitado de 250 mI (pyrex). 
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EQUIPO. 

Autoclave (Interamericana de equipos S.A). 

Balanza analítica (Mettler). 

Balanza granataria (Mettler PI 000). 

Centrifuga de mesa refrigerada (Hettich). 

Campana de flujo laminar (V eco ). 

Congelador de -35 y -70 oC (Revco). 

Incubadora para cultivo (Revco) 

Microscopio invertido (Carl Zeíss). 

Micoscopio óptico (Carl Zeiss). 

Potenciómetro (Coming). 

Refrigerador (American Remgeration). 

Lector de Elisa con filtro de 560nm (Dynatech). 

REACTIVOS. 

RPMI-1640 suplementado. 

Cloruro de Amonio. 

Ficoll- Hypaque. 

Solución Crioprotectora con RPMI. 

Suero fetal Bovino al 10 %. 

Glutamina. 

Estreptomicina. 

Gentamicina. 

Piruvato de sodio. 
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rhIFN-y. 

LPS. 

PMA. 

DMSO. 

rhTNF-a. 
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Reactiyo de Griess (1 % de sulfanilamida, 0.1 % N-1 naftiletilen diamina 

dihidroc1oruro en 5% de HPO ácido fosfórico). 

Nitrito de Sodio. 

FILM (Factor inhibidor de la locomoción de monocitos humano). 

Péptido sintético (sintetizado con la misma secuencia que el FILM). 



APÉNDICE 2 

PREPARACIÓN DE REACTIVOS. 

MEDIO RPMI-1640 SUPLEMENTADO (Sigma Chemical Co.,St. 

Louis, MO) Reactivo comerciaL Seguir las instrucciones del proveedor. 

Suero fetal 10% 50 mI 

Estreptomicina y penicilina 100 ulug mI 

Gentamicina 2mgll 00 mI 

Piruvato de sodio 1 % 

FICOLL-HYPAQUE 

Picoll- Hypaque 400 (Sigma) 

H20 destilada 

Hypaque al 50% (winthrop) 

Densidad 

Pesar 180 gr de Picoll y disolverlo en 2000 mI de agua destilada. 

5ml 

1 mI 

5 mI 

9.0 gr 

100 mI 

28 mI 

1.077 
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Agregar 560 mI de Hypaque y por ultimo agregar 260 mI de agua destilada y 

checar LR. 1.3580 



SOLUCION CRIOPROTECTORA CON RPMI-1640. 

Suero fetal 50 % 

DMSOallO% 

RPMI-1640 al 40% 

RhTNF-a (Factor de Necrosis Tumoral) 

Concentración final 1 nglpozo 

RhIFN--y (Interferon gama) 

Concentración fmallOO ulpozo 

LPS (Lipopolisacárido de E. coli B40.111) 

Concentración final 10 nglpozo 

PMA (Phorbol12-Myristate 13-acetate) 

Concentración final 10 nglpozo 

Reconstituir en DMSO en O.lmglml. 

Almacenar en alicuotas (20[11 a -20°C). 

Nota: La alícuota que se usa no se congela de nuevo. 

Diluir la solución Stock en PBS estéril. 

Usar el PMA a una concentración final de 10 nglml 

CLORURO DE AMONIO (NH.,C1). 

NH4Cl 

KHC03 

EDTA 

H20z desionizada 

25 mI 

5 mI 

20 mI 

IO[11 

10[11 

IO[1! 

10ft! 

Pesar 
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8.299 g 

1.001 g 

0.038 g 

1000 m! 
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GLOSARIO 

Amiba parásito extracelular que vive en los tejidos del huésped y que produce 

lesiones. 

Cultivo axéuico cultivo que contiene solamente una especie de microorgauismos. 

FILM factor inhibidor de la locomoción de monocitos producido por E. histolytica. 

IFN-a es una proteína producida por células en infecciones virales. 

LPS endotoxina de la pared celular de algunas bacterias gram negativas que puede 

actuar como mitógeno de células B. 

Línea celular células generadas mediante el crecimiento continuo in vitro de un 

cultivo celular. 

Movilidad aleatoria movimiento basal de las células no influenciado por esúmulos 

externos, y que ocurre en todas las direcciones. 
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MIF linfocina que es capaz de inhibir la migración de los macráfagos. 

Óxido Nítrico molécula citotóxica producido por macrófagos murinos y humanos 

activados contra E. histolytica y otros parásitos. 

Quimiocinesis es el cambio en aumento o disminución en intensidad (velocidad) de 

la movilidad aleatoria, por la presencia de estimulos homogeneamente presentes en 

el medio (sin formación de gradientes). 

Quimiotaxis movilidad celular donde la dirección de la locomoción se ordena 

vectorialmente a lo largo de un gradiente de substancias (atractantes o repelantes) 

presentes en el medio. 

Radical libre especie quimica que contiene uno o más electrones desapareados ya 

sea por perdida o ganacia de ellos. 

Radical de oxígeno se produce durante las reacciones de varias moléculas 

directamente con el oxígeno por ejemplo el superóxido, peróxido de hidrógeno etc. 

Estos radicales aniones se producen además por células del sistema inmune. 
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Radical de nitrógeno incluyen nitritos, nitratos, óxido nítrico y dióxido de 

nitrógeno, los cuales tienen un papel importante en acciones carcinogénicas, anti­

tumorales y anti-microbianas. 

RT-PCR es una técnica extremadamente sensible que permite detectar el mRNA. Es 

utilizada en el diagnóstico rápido y preciso de infecciones producidas por bacterias, 

hongos y virus, particularmente aquellos microorganismos dificiles de detectar por 

análisis microbiológico. 

rhTNF-y citocina liberada por macrófagos activados que están estructuralmente 

relacionados con la liberación de linfotoxinas por células T activadas. 

Zimodemo poblaciones similares respecto a los patrones electroforético de enzimas 

específicas (zymos ~ enzima, demos ~ población). 
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2. z?scrü I!}EL :<'ACTOR H;\'HITBIDOR DE :'04. LOC'Ü-MÓC1ÓN· DE MONOC1TOS 
PRODUCCIÓN LiZ óxmo NÍYRJCO (NO) EN M,c.CRÓfAGOS i:-1IUMANOS. 

~~----' 
(HLM) SOBRE LA 

Rico RosiHo G l..eandro Zaragoza P, Gimenez Scherer JA, Kretschmer RR Unidad de Investigación MedlC" en lnr.1Up.ologia K. 
&:; Pediatrk, e M.N Siglo XXI "Universidad del Valle de MéxIco, D.F 

r:.;¡':1\:O)UCCrrÓN: Los n:act.\os IlltCrr:l<:dianos (lC nltrogcno (Rl\:L NO, 'OJO) Y NO") han mostrado rectentemente ser un Importan:e _ qUI2.aS 
el principal - agente ]¡l¡eo usado por 1"1acrofagos murinos contra Enlamoeba h/Slo{yflca In YUro En nuestro labor¡¡tor:o, por aira parte. hemos 
iJ:dcntlficado un pentapéptldo {faClor tnhlbldor de la locomOCión de monoe1tos humanos (FILM)) (secuenCia Idenllfíeada Confidenctaltdad de 
~te Méx:ico, EL:A) tennoestabk, con pe~o molecular de 583 Da p.oducldo por E hiSlo!yllca en cultIVOS axémcos y Que, Sin dañar a las 
otluias, tambtén cancela h!eralmentc la produLc,on de reacttVOS Intermediarios de oxigeno (ROl i e HzO" -OH. -OJ) pero ahora en monoe:tos y 
¡;rdi.:norfonuc!eare:s neu1rofiJos humanos, fT'as no en eosmótilo~ 

ClRr-:!:".:'::"<!O: ;)e!cr.n.;:¡::- ei C:e:C1C üe] F:L\.1 ) un 3.naiogo smw!leo sobre la prooucelOn de R~l «ó>.tdo :1:t~ICO ('\0); prodL!CI¿O po~ 
:m::crofagos tlu:m:nos actlvzdos po~ mediO ce !::'{-y y Th'F-o., eSllmuladores rcconocldos de la orodUCC1Ó:1 de »..¡O 

ffJ.A. "fZR.1A.L '!:' MltTCDO: Las edula¡ se obtu .... leron de sangre perlfe"tca de paClen!e sanos Los mononue1earcs se separaro:: pnmero por .tn 

s;-..ciie'lte Ficoil·¡-:ypaq<.le ccm un" 8 1077 Las células uc la Interfase se lavaron y se resuspendleron en RPTviI-1640, se les deterrmnó 
v¡sbihd¡¡d por exclustón de f:.Zul lrrp¡¡.no y se colocarO:1 en canudad de 3XI06 cel/pozo Después de 2 hrs de mcubactó~ a 370 e y 5% de COl. 
~e¡;mmó er sobredante con las cdulas no adher:das (Imfoci:os) y se agrego medio R.?Ml-!640 suplement¡¡do rmdlendo es,e paso O 15 lo: lO' 
tr.cncólos. Las !=,:acas se mcubaron durame s:eie (lías :Ja;'a pcr-nll:' la nad:Jradór: ce mO;"OCI¡OS a macrófagos Las cdulas se eswnularon 
~on: con ¡rn-y o mF-u (100 U/pOlO o bl~n : r::;!P0l;Q, -t:SpCCl!1'2mC;¡:c) aSI como con los eVentuales tnf,:bldores, e FILM y un amlogo 

d.¡'¡~co (lO¡..Vpozo en cada caso) b prOC:ULCI0n de NO (en JOf:na de ~O!) se mlClO mediante la :eaeClOn de Grless en s(lbr~nad<:.ntes 
cbtemdos a las 2<" 48 'j i2 hrs ce :neu!:J¡)c.o~ Como :<.!sugos ~e ..tl!llzaron macrofagos cUltlvacos s¡¡¡ eS:t'1'uio a:gu;1o, y otrrs C\pues:os 
:::::¡!rzr:ente ti FIL;"~ o 11 su a'l.ilogo sm:ét:co 

:.u:s;:;':.7A.:JOS: C,¡ando los mae"olagas se ~s~:~.u:t.;on ¡;on jí'~";_y hubo tm incremento sl,gnificat,vo (.0< O 05) ~ las 2<:. 48 Y 72 b::; 

(O.Q99,O 018 Y O 01 ~M :espeeclVa."'-'ento:.) '.:-.ün"o se compar<'fon con los te<:ügos (O 037,0 040 Y O 041 ¡.¡M.) La estlmuiaclon por í:\f'-u ;ue 
.:J.!$O m~or y se cbsc;'Vó solo 11 las 48 y i2 h~s (005!" O 178, 0-191 ,.LM respecl.va¡;1en¡e) El F1LM Y su análogo solos, ~~¡¡muh:n;: los 

~fagos en fonna s!:nilar al TNF-a El pOSIble efecto oc! r:l_\1 (y su :máioga s,nletko) SObre la produCClOrt dé ;-.,0 en m2c~ófago~ se 
o:;si:Ud¡6 ex:ciUStvamenle lmltzando eu;¡,vos de 72 hrs (mb.Jma prodUCCIón NO) El FILM, as' como su análogo ó.~t¿¡ICO, son carr.ces de tnn b:r 
':;:'';-OXii1lsC.a.'1lenle el 50% de :a reS¡Ju;:;:a c;ue -,Jy con I!'.f-y (O ~3J..!.;vl "' 0258 u''v1, p<O 05), pero apa~cn¡~"",enl": no afec:a la c:xlg.:a 
!f-~ucc¡6n de NO l:lCuclda Dor ~r-a 

ODNC::":JS;:O:>i2S: El ?lLM depnr>1e la pract,.cclón d~ 1\'0 ~ub~ecu::['le a '.J cst'7.ulacI6n con í"lF.-: ~u'q:.;e no :.Jn vlgorO~d;,:'cn:e como sue'c 
~l'i¡nlf lo f~SpUCSt.a de los ROl EL FE,;"~ , 51.1 u~alogo oarecen ~oscer lln~ d,screla C<"l;1J.cldaó de indUCir la nfOCUCC.Or. de "-'O '~r in~c;6.agos. 
COl';1.~...ble a la oéb': 1:,6\..cc C~ cu~ S'~ ·ogrr. con ,-;"'1'<1 r-,~te "reCIO ~,~ er-h,rgc "(] ::;Cu:~~~: ~:~;;;u " 1l1l]lC0' O~I I .. _M:\' ':1 ,trl3fO(!O) "I'rn' h 
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THE l .... TERA,CTlON O, P.EMOLYS1S ANO HEMORRHAGE 
ON OXIOAN'"t LEVr::..S A!'O T1SSCE DAY.AGE ll'; THE RAT 
¡~ A C.-""'L~f, A y o.:,l~"'¡o, ~, 'vd e IV Clli?Q""m JS A""l' 
'".l.,,,,O oC SU'~lC~' ~rc" F, So.rn ~o,,"U)n TX 78234 

T'd",lw,,-n of '<OC"", blood. no.; b.:<:o ,oponed \Q L~Cf= Lnf"",>oo (~''''' 
" do""v. '~f.ery p.>"<~"", mu¡"pLe or::,-" rlUl~« ,~ ,,,.""'~ pM,~n"" ".,¿ 
'C",'·~"c< o( ""'0"' la ,.. .. "'~,~,,~ ¡""lO'" Hemoly,,, ,n J.'.i-<i:.y ""rO<! 
1 t -",: ',,,.~,, 'e;>oned '" De ~P?"""":,,.,oIr 1 S% w. "-~ ¡~. eS,,,,,,,f 
1 ~% ¡«mol""" 011 h<mOfO"">":;' "' q; ~ """",,vu.>, =0"': óttccY'CMl>o,,,,,..<ed 
,,' '''0<'<1 '\'P","'",<:¡~;el1~'" o' 'h •• Iood ""Iume ... ", bomorrM;¡;e<i "",ci 
"-'''('''.c-<: , c I~t., "".h o..oó ",,,ho~, 157, he",olr'''' ">'¡N, =:':'<.oci trom 
"'""~! ,~<.t ,,' 'l. 6, o..od" h """th<";O"h~o p",<luced lIl""'~ 1.:,...,10 01 
u."t~"" "" oomr""od 'o """"-,,c.od nW ~r'"'" ~_~, <~~r"''' ("S7 ""d LO) 
'" 'al< rec<lV,Gg h,rnolfu:<! ~I~ ""ro "'<,",,'ed :..: co"'P~ '" centro", a' G 
r 1, ..... "'"'Mrch"S< BoG: ""'<&h:" of '=LO<) ,~:" 'u ooc",.", '" un""",,,¿ ,~lo 
':" ,~ ..... d ~""'" p,,..h<mofT~. ",.,~h", ~1 i><"'bO"'OfCb,~. c!~r 5 ",,<1 ,,""tcd 
¿"",,=d "0.,,1 lb. eüd o( ,,~e 7-d.~y ,tu~y A bo,~e-""o "gnJi.o.o..a¡ Lnc:"""", 

", ,oof1"¡ar (~ .. Q 00) ... .., o~ ,n """""" "'" (3 of j d'ed) ¿u..",,; ~h 
;>0O_n<,.,o_rt.<,;< ?<nod <o coC'?<-<od U) "ono of '~e u""u.ed ,~'" Pre~""u.:; In 
""0 "~d,,,, dem""""I-~t.ed tb.<.t:o.. k~ü or rr~ h~",oz>obL~ ,ncr=<><l "-'ne 
cXtJe ~,od~c,,"~ ~1 ,-,¡'",,'<'d OU""-" PM:'<, ",,'h COo.co=,t"", '11.O'=c 
<'r""" In no,:>ht>o,,~~ a:w. Wo P'QPQ«: th .. '-=. :::.o::.ho.a,o", 1.0 :.ceo=, 
;N 1,'0 'OCf= w:,d"", ""¿ t",,~. ¿~"'l. oo..crved ,: ',h.; "udy ",,<1 ¡he 
,·,c· ....... ,.,;: r:o,,<.1tr ""¿ n::o,b .. ¿¡,y ,"""",~'eG ",,,h ~lo<xl 1'''''''''"., o~ 
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M1CRAT:ON O, D:C::'<DRITIC CELl .. (OC) PRECI.JR.SOR..S TO 
TKE :."",c ¡5 ¡V'?/,.!R.Z:J IN CO¡S MUTANT N::ICZ 
E: 2 Sd"'''''b.:n:e', Q V~, ~ r H D<>rr ..... 'l'l-. M= Ceoo,"'¡ 
h""p ""d H",,,,,·dSd;"Pub H<-t.l:h, e.oo'oo.}lA 

ú<>no mor¡"", e~",.,,¿ DC pro.:u...",,., r. ;;r"'~ y,~ t~o blood '''= t<) 'X­

"~ ~,o.l ,""= "., oaop< tn<L.t ""~'¡.' . .:.l ,_no< O~ To d'~«(r ~1.or:: '''';x>,. 
,,,-,, ~ :OOL· r.:l ;{'~tJ"o Lo ~o~ l"o..¡:;, J).;¡ """k o.d .,,_,""', "H"" e<~o><="t ¡~ 
s.", <c,,~, ?",,,,,=.,~. :::¡?·oo"'<:t lO, E¡?·ool«:"~/rCA)I,·1 o' CDlo o.:>d 'boL.t 
... :>«.,~~ oon<coio {b,,~lr ?",y.c,,¿ ~r Dr AL3e<.\.é<,. B~1~t CoUqe o, 
.'vIod.c ne) "'O'e ~<:<! :;¡c., :::lococr«e: ;.oc =ro~~'" "'Ot>O ,ee.:c.Ji."", 
'n '.ü"-<~ >«:110"" or h.""" ~"'n:: S t::.JO:/¡;-o"~ by ""=~'-""'-'...:l..t.::::; ,",,:0 :1.5/::, 
:,',ó¡"C:~ :1):..od ,..,;O,V ..... ·2 (">O=J""/m,""ro~~>.¡;=:;) ",;"ho T~~ n~ 
ol:)C ,,-,<1 mo".ocr'''''.'=''''''~''''--;:o: ~ ,,,,' ~: ..: • .,,;,.. ,"""'u< ""'" ¡x: = o[ 
""'''~r =¿ vo~o...., ;>of'='",,, ""'-' dok"':Jl"~ ¡::oqo.:,,,,ol.:,clj. 0, I~= 
~o""'rp-e.¡ th. r,u= o; De o.o¿ MOMA·""," celG o.-e,." = ooly ¡;:¡ COlS 
r.u,,,,,,, "'= 01 67 ~ ':J% '~ .:..t.""L,.¡ ""'"', '" ~ 5.57. iO.!"ol1Jld ~.I~l' 
' .. nd 2S "",d SO~ "",o.;:, """P"""""lr (p « OS COtn;..o..""';: "Ilh ",ole :ycx: =o) 
A"hougn .CAY..l Qu'-'..o. """".~. ,,<,,~ t.o",,,,¿ 0=",. 2WIl~-o of DC 
," ,h. t,."~, \0., ¿..r=..-o~o: e.a J>O, ""-'Ó H . .;(¡.;""," ,~=, Tl=:.o ~ 
'~r.,;co' tt: ... CDlo..co"",-,,\.<>d o.:be.>o~ ~ ''''lwred 'o' e':H;;t'~''''~ 01 DC p,..,.. 
Cu,,,,,,, "'Lo '"< I~n; I{o .... """, 'h" ¿doe, ~ De .':".9'~.""" .. oo.)" """",..,¡, 
,,;;;;"',.~~ ,~,,-, CC:s ""¿e;x~¿ec..l. oe;'.:;rd>o~ ""'" =<'-"', ;x:c.:'~:1 "<"01", 
,~~ v~"'.</YeAM·t ::;oc .... ~ t.db"""", ;~o ,~~"" o[ ~,&",_".=, d~[""" 
In tC,\,M·1 "tlu"""" = ,~= ... to..:., "'(~« ,J~co.o.,<".j1 'pho:d í= o( 
ICAM·l =.o r=zn= CCll/CD1;¡ o' ,~. ''''' C:)\l!CD::; 0'''''01= ce ... ...::. 
o,"""n, :,:~~~,< ... :,~, .L·.o. :;,,'!-l $,/,...""",,-:01 -,¡; ... ~o..o...: "'~67&, '-'Id 
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T'," lncreo.x<l """t'."1'<> ,,,,"",,,,,,., LO J"',,,',c", 01<.1 ""t 1",<:" ~~ •• ", 
.t.ed "'''""ch,~~"" '" "~Jt'QP"': ',-"ct,o" ho~e..,r, ~h k ",O<,, '_U,"L' 1, ,,,_ 
f<>::c=d,,~ ,)"e 'M<ol_"n,ent 01 [,y?<,¡;lyco"",.o '~",Ic(c<"" '.0"'.0(,',,1 lu .c 
,.,~, bo"'l«!~o on '~o role oí ,.", ,1", "" ~ 'e:(,i~'Qf 01 -<u"cAd ",",,,,,,,, 
=<y. I~ ,ho pr"""n: "",1., ,"-'~',fi (:t.D i>V¡~,:)" r,uL1.L,c.j,' < ""'"'''''' 
oo,,,,.,j ~~"''-"' neutro~h,",,~ ,h~ ?'=n« d 5 ",\1 :) ~I",,,,,,, out ."" ..rr", ", 
J.ruu:"n (\ó!,l ¡.<L:¡",I) ... "" 10'.:.11)" ,~h'bJ\<>ó ~r -:CO""",. \0 ,,:' ","" ,o"c 
'>On reo", ~ t.o.~ n.M D',;I~= I( "' .... ,"",,,..¡ ,,¡,,« '1,<> dr""t o' ~,~c""", c' 
",..",:,~<.ed ~r '~e'.".., ,,'- p,o:"',n );,n_ e (P"C: ":'r< (f A<"V~<'Q" ,,; l'",' 
,,,:h Pf>ot-Sol 12.n'Y'...,t,t. 1;¡"":<'~\< (PI.[AI,' J>.tlXi ~''¡ o'...,.J<,x-,,,t,,,, 
l<\4,oL<od ~eu'.rO~",,: :OCO""""n ,~ ,h, ,b;ec." o' .,,~I," S"\>o~" ~I o" 

oo~tr~ •. o"" o: PMA (O! <.lid ú 5 "MI Lnhu"e<.! ". cI"~"O"nel'<, 'rt". ,,1 t • ...J 

;.U/ml !n,uu:¡ ,,\ ~ do;e..¿<~en<l<,., _oy "'< ';o«:.'io "KC·,,,¡ '["lOr l,c" 
ao[y:"-c""b""d. re, \(W2I:lJX) cl,d <10' ,j'"",. ,,,, .c",~l,~, l;n~ Motl '''~'''U .. 
neo", ~15 ",M &t~= ~~t '''''(o .. ~ ¡.'" cr-mo<Ln",c c .... "'. oC'W "U/",I 
,ul.cn~, 15 mM ;Iu= To""" ""'01" t~.,,(o,< '"1>1:"" ,h~, ~Iu« __ ~""i"cc,t 
?KC-""¡,,.,.,lOc, '~~y m«;L~,o ¡". ,,,hll,,'oty <0'"" .. d h"l¡ ~ "c'\J.'" 1, _01, "" 
''''''uLn·''L'''uk..ed chomo~1n""" In "o"n~1 ¡,"""~ r,<~"o~hILt 
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hu......." TI,;'- Upr<&"t.= ~'Z Endo<;,.:¡", "HC e,.." 1 E xlc: '" >.t<! ve"" , 
s.,.-""">oe R=,u H"""", T C<'<" :..-<! L' •• ,,,,, p" ¡,,, c;,.._' ,,,,,,,,.,,,,1, " , 
1>-'"'1<.."" H~o.= >.(ojd t',~. e K.' r .. 1,"'_" Se'''' '"r. 'Xc , 
~ m 'ec' 'S "n"e >rr1 [= .. -'11 "o 'I,ot""olu C..,~,o.>",,,,:y """" «""" !,~ 
Mo-«:ut ... M«S"""" Y<lo 1J""=,,y s.:""" o' Me4«"" ~O'" k.._o', e: U) 10 

W, hl. ... O d.:"'~ >ti .. "'c ".".0<, tO "....",'" ,,,,,., '"' ;oo..~,,,,,, 
.<~~ ," .",",~'..ch:'" SC1Dtb.:.¡, "',0< "'p..'-'d _,e' ~': "lO ...... 
'=>N~·""';,",.e'h"",,,,, ;><nf'/1e<,¡ b¡OO;j """""'''' ...... 00'" i,,~B"CI w, ¡""nO LO" 
0.<.01;0."'0.." «=«COl...", ;oro,'" ,MOl'Í=o.! {'7¡F,~ y} b.. r>:X 'cm" li"< T. ,~,,,,,o.l 
~)'UC ¡nfLl~,,,,,,, f.I'Il """"'''=.ts&.~¿¡:o: O'? ¡ ,l,o ",..."" IO';>1~ 'o-""m,,, 

:~":;;:~~~ ,,~~" ~.~~ ~~~~~~~Q'~I':'.~:~ ~~~ ~;}~ 
'''ha :, .... ,"" ",,"or.""'=«<Y c¡tob~ ,,,,,h .. n-rF,;wkJ <'«.!, ",",,1 ... =po.'" 

SC¡:;¡-""zc '"""" ""<f< '"i7'ned ",,1.\ .¡>!" "'«"""'" ?', "'," ~ 'Ouf ",,,«.' ".,.. 
=="'-"':1 ""'" ) • W' ~BMC 'p n.: ,.ru -., 'I"""d ,,,-,..;.;..,.. .. 11 ~,,' 
"""0"'' ~ 01 ,h7N:' "=1 ~ <1.of • .. -.I"""",d ,Io.r I _"", 1;',"0,0;'" """' 
=="-.'"0; '-'Uly"" """;.:<f~'1'''~ ""="<1 '" ' •• ><.rn'~"'OL'"'''' 
=--~~ "'>lo (1).)1 

HL::J>a 00= of,'Th'" (lO="",,) OCO 'J) 'e....i.od '" • ,~~""o, '"Ju'r "" 
<Iv<>m"""u 0I;>1~ m,<,..,.=<t. '" <!le ,~ 01 ",,-'!.lM: w~ C;~" ~ ,. De>.. 
...oG)OJ u¡¡,.¿" h...n\{C~ ell",,-"- F"",""'" ".1_", v,", ;:cí~" : = e 

. ",7NF'~="!ll«<!=~CCH"'lj>':""","':,,,,,,,,,,,,,,,,,,o,,,"-~, H,n_,CD) ~ 
«.I¡, .... """""",<c<l'""';><;,l;¡'~"[¡.:(I~:t\l",,07:c' p<üC51 VHC,'u,' el 
::<Jn., 10:.ol),E "',""o(e.: =o 1 "Q5 ""51 .. ..0 'C ...... c;, () ,o '. L 9~ :C>' 
"';;"'=·<=!I"'~«~"P'''''''O'l";;,,,r,",.lr ~(~a~1 ",((','~ ... 
J""...-=""" ~\>.::ó,"""oc!r",."","".e" ,,:",r~'-"%i1~< ,01." o '0' 
¡;-O.;') ? ... "". ~ -""0 ,u.j=",,"~ ;>0<'0''''' """', ,~,h.1 «''.> ~ •• ~, ~ 
~r= ...... """.,1 W VY.C ... ..d .&.e.<"':'''''':«ut., O, "f,.o: 

¡'¡"""",iNF.c4=a=Co.l~~."¡."""oll";,-~'w;:¡',1 "'""""'00 -.0,,'<.,'" 
"",,;':=ce ~"'''ULO ,. J.\HC "".= ,,,,,"I,.o~,, hu,.. ..... T ,,1 "r"c".oo"'" 
,'J ..... ..., o' ;". ,=tr,!u nu, ¡>.\e....,.....".. o=..~" el, '''''''''''' "r 0<01<""'" ,pl¡'~ • 
... ,<1> i'O"",,J =,"aill ,,,,;>l,,,,u,,,,, rO( cl.o",t «""""",,,I,,,,~ 

4$1.::: 

TiLZ MQSOCYT:¡: UX:O~lOnox 1!":,:u:rro;;:-: ;""CTO::: ( Y(l....: I 
nODUQo :;y ~ ~ I:'/lH::rrs i'irD..IC 0=;: ( ~O 
?:::O~UcnOi" Ji< r!X7-¡ Sr.;'::ULAn;.O s:tJ,,:.A.~ M.'.CR07I!AC!:S. 3.......'.. 
~~>=><!E 'p""::¡7.n~,. l!""of~~-===, ~ 
r<><;<.. C!.O<-&¡;;, XX!.!MSS. ¡.:~. D ? e? OjalO 

.:: ~o.: ~=.~ (M:..<l': (M-W J:..s :r_t=)..,.l. :.t>...~" ...... .....,.-'0 
~-"". \.'i<h:.,:::,,:,,~ Ih. I>cl!.; ~ ó.== tl>: .. ,,"" ~ o! '.L......., 
=r-",(M'?)l>..¡ "'" <h4rL~ """ =""?4?>i~"",,,== ~''''' 
~:'_"-"""-'::':=;;<'~"""=~Ox.=j~=G.Or,I'¡""'" 
v.?""¿~?MN,::;<."'.o.::"""'='l'c.:~ of<.b...: e:i=. In ......., M:..;)' 

~"""'--r.-:..Iof~~""'..o~ R.o;..ct""'-''''~"""".';''~ 
= ~""''l' ~ 1<J D,-;CS",:;u...=;>I';:;' '!I,:.:=.,.~ e,., ¿:"" '" 

M:JJ'~"""",)-.O ~ ~ N·l~""!..o....o.~ f~';:¡ " ~ ''''_~ 
~w.? --= R. ... 1 ,~","" o le;,6~ tv..<: ~ """"'" M? ->< "'­

.':""-'o..}<1C<!.~~b.'«;.;!'-<.P""""oO<.:..-.!~~~~-,>! 
=~lz:;:.o¡.:¡'¡~!Q%F"...s"","'&,.;~ __ (~"",)~ 
~..ec~l.i~l<t:V:¡>o'ocl:(I.Cc!)","=~"«l...,c;"CO~,"'1'_~", 
~ ""-> .'..a..::- (~'7 """n.'\,~ \J.<J.r"':::~~.J..oo ~ ""'~I" 
~:1-4"~=¿M""';,.n,,",HM.¡.:M$S) "" ~= 
~jo-~~NO~"",-,=""",:;"'C,bru.:~ =t.W¿ 

c.-=.. ~~~..,.i\O~:..'\a,[}i'f-r~(O')J :CO<J 
¡...V~J(X:=)""'...$re4""""l ,<OQJ) :O~~""-X,,;¿""" ,,¡..:...::¡ 
(O.,¡j:::O ~J1 ¡>iJA<..l)otltl ~""':;:""'" (O Vl: ce', "'¡".Ard.ll .......... """" 
"="'''-''o<..:;''''''=':~'''I.C';;O;~br\.C..li'U>D<>~'' 
"<o> ~'=)'C' "="'''' "" =¡;h" 0,."",,,= r= ~ ~ =,,= 
o=:: O:- .':~=.., =~ ""'" W= ~ (c:' .. "<"CV'T CT~ ¡CQ6c,C' 
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de Óxido Nítrico (NO) en Ivíacrófagos Humanos. VIII Reunión Nacional ele 
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2. E?EC1['O DEL DE LA 
I?RODUCC1ÓN DE ÓXIDO INil'Rlr:n (NO) EN MACRÓFAGOS HUMANOS. 

Rico Rasma G Leandro Zaragoza P, Giménez Scherer JA, Kretschmer RR. Umdad de Invest:gaclón Méd:C2 en Inmunología H 
te Pedmtrla, C.M.N. Siglo XXI "'Ur.Jversldad de! Valle de Méx.co, O F 

TIl"flr"RODUCcrÓN: Los reactiVOS mtermedJ3.:':os ce rill~6geno (R'\II NO. NO) Y N02) han mostrado reCientemente sc: un ImpOrtante - qUizás 
el pnnclpal - agente lítico usado por macrófagos munnOs contra Emamaeba hlSfOlyllCQ In vill'a En nuestro laboratorio. por otra parte. hemos 
indenuficado un pentapéptldo (factor Inhlbldor dc Id locomOCión de monoCltos humanos (F!LM)) (secuencW. Identificada Confidef',clalidad de 
¡mtent~ M6:.~co, EUA) tennoesiabIe. cen peso molecular dc 583 Da prodUCido por E hlslOlyllca en cultiVOS a"éniccs y que. sm danar a las 
<:élulas, tambl<:n cancela lltemlmente la produLclon de r~aL!,vos tntermedianos de oxigeno (ROl ¡ e H:O!. ·OH .. 0 1) pero ahora en monoc,tos 'j 
polunorfonuc!eares neutrofilos humaf'os. mas no C:l eosJr.ofllos 
oaIZ7r-/O: :Je~erminar el efecto dd FILM J \ll'l ana\ogo sm\ctlco sobre \a producclor. de RNJ ({6 ... :do nltnco (~O)) prodUCido por 
~fagos humanos activados por mediO de IF'\-)' 'j Tl\F-u, esl1muladores reconocidos de la producción de '-¡O 
::'I'J¡,nR1A:!.. 'f MÉTODO: Las células se obtUVieron de sangre penf¿riea de paCiente sanos Los mononucleares se separaron primero por un 
erndir:nte Fico]j-H'iPaque con una <') '077 Las células de la Imerfase se lavaron 'j se resuspendleron en RPMI·1MO, :,e \es determino 
'1iEbihdad por e"cluslón de azcl tnp¡¡.no)' se colocaron en cant,dad de 3X 106 cel /pozo Despues de 2 hrs de mcubaclon a 37° e 'j 5% de COl. 
s:e!imin6 el sobredante con las eelulas no adherlda~ (lmfoeitos) 'j se agregó medio RPMI·!640 suplement<!do flndle~do eSle paso O 15 x 105 

tI:<tnoc:los Las placas se inCI!O-¿fon d~!'a;:!e Siete dlas Dar¡: permitir la madurac,o;: de mo;:oc:toS a macrófagos Las celLdas se eS!I"nu!aron 
charo. con ¡!"N.y o TNF-c: (100 U/pOlO o bl<;!f' I nglpozo. respecuva;n<;!nte) a;1 como con los even¡uaie~ mhlO'dores. e FILM y un análogo 
cinténco (lO).lloozo en c!lda caso) La producc\or, de ¡..,;O (en forma oe Nü¡) se mtdlO meatante la reacción ce Gne~s en s8brenadantes 
obtenidos a las 2<, ':8 'j 72 hrs de Incubaclorl Como I¡:SlIgoS se ulll17.aron maerófagos cultivados sin eSti"'1ulo aIgu'lo. y otro:, e\.puestos 
~!m:.ente ill FIL!'vi o z. S<.l analogo sintetico 
P..!ZSIJi."iAOOS: Cua...,dc los macrofagos So:: ,stlmuiaron con iFl\_y hubo un mcremento Sig:lIflc.allvo (p< O 05) a las 24. 48 Y 72 hrs 
(o.m,o 013 y O (}: i.J.!Vi respeCtlva11Cnte) cu¡¡;¡do so; compararon con :0$ testigos (0.037,0 040 'j O 041 uM) La eSIl7'u',acton por n.JF.Q fué 
rugo :nenor y se observó solo a las 48 y 72 hrs (0.054. O 178. O 19I j..(M respectivame;:¡e). El FIL:vl Y su ¿["'álogo solos, o:sumulan a los 
cru:a6fagos en forma Similar al n.l::'Q El pOSible efecto del nLM (y su arJálogo s.ntetlco) sobre la producclon de \.10 o:n macrófagos se 
c:s'!ucl{6 exclus¡V!:.>'11enle I.:tli¡zando cultiVOS de 72 hrs (maxlma producclOn >",!O) El F!LM, as! como su at¡alogo smtetiCO. SO;) ca[l2..ces de lr:hlb1r 
~?-"Oximaz;l¡¡mcote el 50% de la respuesta que I1Jy ca:: I!\F·'" (O 431¡;.:Vl ., O 258 ~M, p<O 05). pero apan:l\lement~ no <.lf~cta la eXigua 
¡;roGucción de NO tnduClda por TNF-u 
ICQNCl.,US¡ON:::S: El F!LM depnm~ la prodUCCión de 1\.0 sllbsec..!,;rte a 1\\ est\':i','JI"c\cm con \~F·'.' 3unqúe no l.c:n vIgonh4mC'llc Lomo w,;:~ 
éeprimir la respuesta de 105 ROl EL FILM Y % ~:,alogo ¡¡.:rec·;" poseer U:la dl>creta caoaci1:::aa de mduclr la proCucelo¡: de '0 ~" mncroü;gos. 
c:¡:n:o~.rab:e!l l¡:d¿:,'1 .;'CUCC:0~ ;JU'; se logre CO" !,""P-c-; r.~~,; ::f:::::~ ~,~, '::,,~V¡'-SO nü OC,'\l" o:i e;eclO lr.nll'llCor oel I·IL:-'í (,. ~u ~ndl0gol '((lhn' b 
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INS ¡ITUTO IHEXICA!\IO DEL SEGUHO SOCIAL 
IlosrlrhL nI: rrDIATUIA CENl flO MEOICO f'lACJO:-.'AL SIGLO XXI ~fí;;,l \Sx>o 

EL I'llM pf:pmME LA 1'1l0DUCCION m: OXIOO NITrtlCO (NO) EN MACftOFAGOS HUMA.NOS 
~amlrll Zar~~~. n.leo R<lIIllo G, Gim~nu S(h~rtr JA, Krtuchmrr flft, Urlldnd dt In~.lIIg~<lón 
Mh!,(~ ~n Jllr.lllnol"c1n. ~I. Il .. f'.<h~ld-'l CMN. SigloXXI .• UOIV~",d~d dtl VaU~ d. lII~xlco. 

IN1"RODUCOON [.",,,,,,,,,,6<> hUM/y/lea produce un ""m~p<!pl,do (FILM) (58~Da) con p",plcd.dc~ 
.nllmfl,m~lo .. ", '1"., "n ddl'! a la, ,~Iul"-J. IIIh,bI: IIIlo.:om(>l;n~n JI> YU,O de mOnOXII<l1 h~mUlol (FM) poro nO) la de 
leu'OCl(oJ pohmo¡rOlllJ'Clc~rf:s MIliJM,I(1l y erl5lllMilos (PMN), y cMccLa d .. 1~lhdo re$plraWflo (Ruc"vol 
II\ICITl1~,ht-rlru de O~lg""lI (ROl) de fM y VMN 1l~\I!J'ómos, m~1 no de cOJrnófi!OI 
/" YWO el flLM n:I.i'Jd, cll'.!Tlw fk FM 1l<'1I1"1\(li en Vi:n\l'n.!\~ di: Rd",~k e Inhl~ la 1(~C~lan de IIlfr-fl(nllbl!i,hd por 
conle~IO ul DNCB en robny¡¡.~ l.m =~!I\1>$ m!em\cdi~-1iol de fiitrdgftlll (RNI NO, NO¡ y NO,) hi>n liIo5!r11do 
rec,emCIiICIl!t ur ~o Import"f11C ~g"ltr. rrUta I'udo por rneerófngo¡ ¡,Wmal eo~trII E hUlOlyll~lJ '" >,tI'lJ 

OIJJIC·IIVO. Dmnl1Wf e~ cf~tio d~1 filM Y 1!f1 M~lo80 limtlicio sobre b prod~CCl¡)n df RNI (óxido nlmeo 
(NO» prodU",d{l poi fiV--CIÓr~f:lJ. h"r"~J1(¡¡ nehv~d{l~ con Im·y, l'll cono.:ldQ ~!Umul~""r d: I~ plod\lcclón de NO 

MATEtuAL V !VI[TOI){]I. IJ.¡¡ I'M le oblLlvienm de !Mgrc p~rirü,ca hl.!m.!\l\ll por medio de I'n grl!dlenlC de 
ccntnfugeción con fIWJI·Hyp.:q~z &olll I'M dt1l1id.td de 1.071, !~ r~JuS~ndlcfQO om RPMI·I~O con 10"10 dt 5ucro 
fel.al oo'l1no y le colfX'-!on en pkCM d~;N poZlllll UilIl concentf1:!tl¡)n de JalO' ~Vp{l/:o OClpl.l~5 de 2 horas d: 
Incubst¡ÓIl, !~ dimillÓ clloblen~dt-nte ~0i1 I!\.I c~lulM OP ~dh~ridM >' se cOM¡Ilelo el volumen ¡¡ \'11 mi con el fi11!fl'II} 
m~dio de cu!ti~o. l!IS plécM!~ inwtmon '¡I!f<'OIt 1 di.u pnrn ~¡¡~ilir In rmdwulM de 10$ mO~CX:lloS n murU3go1 

Wl ,~lllIM ~ clhmullo..rOl ,,~n 100 l'ljXIZll dt IFN·y MI como ep,l 101 cvcnMlcl mhib,dores. FILM y \!ll en!l(lgo 

lln!tlleo (IOI'f'ljXIIO) La pll)ducclI\n de NO:~ midió mcdi~o!c la rc~cclóo d~ Gllen en wbreMdmlc, oblellldpl n 
1M 24, 48 Y 12 hn de lnCu!M';II'm. 

RESUL.TADOS la prodm:c:u'm dt ó",do orlnco S~ incr~memo die! vecu después d~ I~ esl1m~l~clón COII f· IfN·y ( 
O 4} 1 .~ O.OUf'MJp'Jl'J) El NO f~ rduJo 0<O,Oj) npfO~lmed"lH~nlC o 111 IilllC(\ fMdHmle lo e(\lt¡ón d~ FILM 
( O ns $: O O)1J.1M/poMI ° de r~ e"~Jo¡;o ~inl~llco (O~J 1.,. 0.011 l,f.wpOZll), 

CONCLUSION El f1U.1 d;:pIt!i',-i! b producdón <k NO SUbJecuflHe ~ :a C$1im\llman con rlllFN·y ~un.qu: 11(1 tal 

vlgoro!M<ltnk COffil) ru~l~ dtpru.w b ~¡>~~j!.ll d~ lo:; ROl El FILM Y ~I.I MAloco p'-fcecn poseer uM dmr.:ta 
wp.!:,ddc.d al: mdllclr t~ prodm;cil'li¡l't NO (,lli1a~(ólilgru . ElIle dcc!p lin WI~go no QI;~I~~ d cfeclo inhlbidor de! 
fiLM (y JU =~lnEo) fWre In vlg{lJ(;i-) piccll'!:d!'tOl d~ NO lo&rnd¡¡ con 0IFN.y. 
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?!.ATEl;¿:"r· ... S ... ;(OC'r'TF.: 11,TSJ:.ACTIOI'!$ ARZ lNCREA.$::::> L'/ 
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