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SCID  Inmunodeficiencia Combinada Severa 

SFB  Suero Fetal Bovino 

SFM  Sistema Fagocítico Mononuclear 

SRHEP  Proteína de E. histolytica rica en serina 

TFA  Ácido trifluoroacético 

TGF-β  Factor de Crecimiento Transformante beta  

TH  T cooperador  

TNF-α  Factor de Necrosis Tumoral alfa 

V  Volts 

v/v  Volumen/volumen 
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1. RESUMEN  
 
 

La amibiasis es una enfermedad producida por el protozoario parásito Entamoeba 
histolytica. Estudios in vitro han demostrado que la actividad amebicida de 
macrófagos activados depende principalmente de la síntesis inducible de óxido 
nítrico (NO). Varios antígenos han sido probados como vacunas en modelos 
animales. Sin embargo, aún no se ha demostrado que alguno de estos sea capaz de 
inducir una respuesta inmune protectora en seres humanos. Nosotros propusimos 
como alternativa aislar y caracterizar antígenos de E. histolytica  capaces de activar 
fagocitos humanos (FgH) con producción de NO y factor de necrosis tumoral alfa 
(TNF-α).  
Se determinó la producción de nitritos, en co-cultivos de monocitos y linfocitos 
humanos provenientes de sangre periférica, en las líneas monocíticas humanas THP-
1 y U937, y en células totales de sangre periférica estimuladas con lipopolisacáridos 
(LPS). No se encontraron diferencias significativas en la producción de nitritos entre 
las células no estimuladas y los grupos experimentales (P > 0.05). Las diferencias 
significativas se observaron en la línea de macrófagos murinos J774 (P < 0.05). Sin 
embargo, al estimular células totales de sangre periférica durante 5 h con LPS y 
determinar la producción total de NO en plasma, mediante la reducción de nitratos a 
nitritos, se obtuvieron los mejores resultados (P < 0.05). Este modelo se utilizó para 
evaluar la respuesta de los FgH frente a los antígenos amibianos obtenidos. 
La producción de NO en FgH estimulados con antígeno total amibiano (ATA) y con 
fracciones amibianas obtenidas mediante HPLC, fue dosis-dependiente. Las 
fracciones que indujeron la mayor producción de NO fueron la fracción F6 y F7, 
produciendo 25 ± 2 y 23.31 ± 2 µM, respectivamente, a una concentración de 500 
ng/mL. Por otro lado, las células estimuladas con ATA y con la fracción F7 
produjeron 65.2 pg/mL y 9.6 pg/mL de TNF-α, respectivamente. En ambos casos las  
diferencias fueron significativas con respecto a las células no estimuladas (P < 0.05).   
Nuestros resultados e investigaciones previas mostraron que existen numerosas  
limitaciones en modelos diseñados para determinar producción de NO en fagocitos 
humanos. Las principales son estimulación inadecuada, inhibición transcripcional, 
enzima sintasa inducible del óxido nítrico (iNOS) no funcional, y falta de sustrato y 
de cofactores indispensables. 
Considerando que el TNF-α aumenta la citotoxicidad dependiente de NO de los 
macrófagos contra E. histolytica, nosotros proponemos que los antígenos aislados en 
el presente proyecto son excelentes inmunógenos y por tanto, candidatos para 
desarrollar una vacuna; porque contribuyen al desarrollo de los mecanismos 
efectores celulares más efectivos en la defensa del hospedero contra este parásito. 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 
 

Amoebiasis is a disease produced by the protozoan parasite Entamoeba histolytica.  In 
vitro studies have demonstrated that the amebicidal activity of activated macrophages 
mainly depends on the inducible synthesis of nitric oxide (NO). Several antigens have 
been proved as vaccines in animal models. Nevertheless, none of these has demonstrated 
to induce any immune protective response in human beings. As an alternative, we have 
proposed to isolate and characterize antigens of E. histolytica capable of activate human 
phagocytes (HFg) with NO and tumor necrosis factor alfa (TNF-α) production. 
The nitrite production was determinated in human peripheral co-cultures of monocytes 
and lymphocytes, THP-1 and U937 human monocyte cell lines and whole peripheral 
human blood cells. All of them were stimulated with lypopolysaccharide (LPS). No 
significant differences in nitrite production were observed between  non-stimulated cells 
and that of the  experimental groups (P> 0.05). An important production of NO was 
observed when J774 murine macrophages (P <0.05) were used; but the best results were 
obtained using whole peripheral human blood cells during 5 h in the presence of LPS. In 
these model NO production was determinated in plasma, using the Griess method by 
means of the reduction of nitrates to nitrites. Thus, this latter model was used to evaluate 
the response of the HFg primed with the amebic antigens. NO production by HFg 
primed with total amebic antigen (ATA) and with the amebic fractions obtained with 
HPLC was dose-dependant. F6 and F7 fractions induced the highest NO production (25 
± 2 and 23.31 ± 2 µM, respectively) wih an antigen concentration of 500 ng/mL. On the 
other hand, the cells stimulated with ATA and the F7 fraction produced 65.2 pg/mL and 
9.6 pg/mL of TNF-α, respectively. In both cases the differences were significative 
comparing with non stimulated cells (P < 0.05). 
Our results, in agreement with those of other workers, showed that numerous limitations 
exist to determine NO production in human phagocytes. The main of these are an 
inadequate stimulation, transcriptional inhibition, not functional inducible nitric oxide 
synthase (iNOS), and lacking of substrate and specific cofactors. 
Considering that TNF-α increases NO-dependent macrophage citotoxicity against E. 
histolytica and that  they contribute to develop effective cellular effector mechanisms in 
the defense against this parasite, we are proposing that the antigens isolated from E. 
histolytica trophozoites in the present study are excellent immunogens, and therefore, 
these are idoneous candidates to develop an anti-E. histolytica vaccine. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
 

     Entamoeba histolytica es el protozoario parásito responsable de la amibiasis. Las 
principales formas clínicas de esta enfermedad son colitis ulcerativa, disentería  y 
absceso hepático. Con menor frecuencia se presenta amibiasis en piel y cerebro 
(Ravdin, 1989; Vohra et al., 2003).  
     Se han identificado varios antígenos de superficie de trofozoítos de E. histolytica 
capaces de inducir una respuesta celular y/o humoral protectora en animales de 
experimentación, principalmente en gerbos y ratones (Krupp, 1974; Jain et al., 1980; 
Sepúlveda, 1980; Sharma, 1985; Meerovitch, 1988; Jiménez-Cardoso, 1989; Stanley, 
1996) pero estos antígenos no necesariamente son capaces de inducir el mismo tipo 
de respuesta en células inmunes humanas.  
     En el presente trabajo nosotros identificamos, aislamos y secuenciamos antígenos 
de E. histolytica que fueron capaces de activar a fagocitos humanos con una 
producción de óxido nítrico (NO) significativamente superior a las células no 
estimuladas.  
     Debido a que la producción de NO es la principal respuesta protectora del sistema 
inmune frente a E. histolytica y a que esta respuesta se observó en células humanas,  
proponemos que la principal contribución de este trabajo es que por primera vez se 
identificaron antígenos capaces de despertar una respuesta celular significativa en 
células humanas y no en células de animales de laboratorio. Es decir, contamos ahora 
con antígenos de E. histolytica que despiertan una respuesta inmune en humanos y 
por lo tanto contamos con excelentes candidatos para desarrollar una vacuna contra 
la amibiasis.           
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3. HIPÓTESIS 
 
 
     Algunos péptidos provenientes de trofozoítos de E. histolytica son capaces de 
inducir  producción de óxido nítrico en fagocitos humanos. 
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4. OBJETIVOS 
 
 

4.1 Objetivo General 
 
 
     Aislar y caracterizar antígenos de  E. histolytica que sean capaces de inducir  
producción de óxido nítrico en fagocitos humanos. 
 
 
4.2 Objetivos Particulares 
 
 

1. Determinar la producción de óxido nítrico y del factor de necrosis tumoral 
alfa (TNF-α) en fagocitos humanos provenientes de sangre periférica o de 
líneas celulares estimulados con antígenos amibianos. 

2. Determinar la secuencia de los péptidos de interés mediante espectrometría 
de masas. 

 
 
4.3 Metas 
 
 

1. Estandarizar el modelo de producción de óxido nítrico en fagocitos humanos. 
2. Obtener Antígeno Total Amibiano (ATA) y analizar su habilidad para 

estimular producción de óxido nítrico en fagocitos humanos  
3. Obtener, mediante HPLC, fracciones de Antígeno Digerido con Tripsina 

(ADT).  
4. Identificar aquellas fracciones con mayor habilidad para inducir producción 

de  óxido nítrico en fagocitos humanos. 
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5.   ANTECEDENTES 
 
 

     La función del sistema inmunológico es la defensa frente a agentes extraños; 
incluidos microorganismos y macromoléculas tales como proteínas y polisacáridos. 
Esto con independencia de las consecuencias fisiológicas o patológicas de dicha 
reacción (Abbas and Lichtman, 2004). 
     Una vía importante para este propósito es el sistema fagocítico mononuclear  
(SFM), el cual tiene como precursores a las células madre pluripotenciales; y éstas 
dan origen , entre otras, a  las siguientes células: 1) monoblastos, 2) promonocitos, 3) 
monocitos y  4) macrófagos (Roitt et al., 2001). 
     Los macrófagos son importantes células efectoras en la inmunidad innata y 
adaptativa. Su función en la inmunidad innata consiste en fagocitar microorganismos 
y sintetizar citocinas que reclutan y activan células inflamatorias. Por otro lado, 
actúan como células presentadoras de antígeno (CPA) en las respuestas inmunitarias 
adaptativas mediadas por linfocitos T; los cuales, al ser estimulados por el antígeno, 
activan a los macrófagos para eliminar los microorganismos fagocitados mediante la 
producción de enzimas lisosómicas, enzimas hidrolíticas, intermediarios reactivos de 
oxígeno (IRO) y óxido nítrico (NO) (Abbas and Lichtman, 2004).  
     Gran parte de la actividad antimicrobiana de los macrófagos contra bacterias, 
hongos, parásitos y protozoarios se debe al NO y las sustancias derivadas de él 
(Ramírez et al., 2007; Goldsby et al., 2004). 
 
 
5.1 Entamoeba histolytica 
 
 
     E. histolytica es el agente causal de la amibiasis (Ramírez et al., 2007; García et 
al., 2007; Pertuz et al., 2004; Spinella et al., 1999; Martínez-Palomo, 1987) y 
pertenece al Reino Protista,: Filo Amoebozoa, Clase Archamoebae, Orden 
Entamoebida, Familia Entamoebidae, Género Entamoeba y Especie histolytica 
(Schaudinn, 1903).  
 
 
5.2 Epidemiología 
 
 
     E. histolytica infecta 100 millones de personas y produce 100,000 muertes por 
año (Stauffer and Ravdin, 2003; Petri et al., 2002). Durante los años 90´s, se 
reconoció oficialmente una forma morfológicamente idéntica a E. histolytica 
denominada: E. dispar (no-patogénica) (OMS 1997 a y b; PAHO, 1997; Diamond et 
al., 1993; Abd-Alla et al., 1993). Ambas especies se unen a las células epiteliales del 
colón pero únicamente E. histolytica es capaz de inducir una respuesta inflamatoria y 
la patogénesis subsecuente (Sharma et al., 2005). 
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5.3 Genética  
 
 
     E. histolytica tiene un genoma pequeño (aproximadamente 20 MB) y repetitivo 
que contiene secuencias codificantes para proteínas involucradas en funciones 
altamente conservadas y procesos celulares. Sin embargo, existen áreas del genoma 
que expresan polimorfismos genéticos. 
     Un proyecto en colaboración entre el US Institute of Genomic Research 
(Rockvielle, Maryland, USA) y el Sanger Institute Pathogen Sequencing Unit 
(Cambridge, UK) está luchando por secuenciar el genoma completo de E. histolytica; 
y para propósitos comparativos, está determinando la secuencia parcial de otras 
cuatro especies de protozoarios intestinales (E. dispar, E. moshkovskii, E. terrapinae 
y E. invadens) (Mann, 2002; Hall, 2003; Loftus et al., 2003, 2005). Resultará 
interesante elucidar los genes y proteínas específicos que hacen patogénica a E. 
histolytica.   
 
 
5.4 Ciclo Vital y Enfermedad Clínica  
 
 
     El ciclo vital de E. histolytica tiene 2 fases: quiste (forma infectiva) y trofozoíto 
(forma invasiva) (Stanley, 2005) (ver figura 1).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 1. Formas morfológicas de E. histolytica:  a) Quiste y b) Trofozoítos 
 
 

     El quiste es ingerido por el hospedero a través de agua o alimentos contaminados 
con heces fecales. El desenquistamiento ocurre en la luz del intestino delgado. La 
proteína de superficie del trofozoíto (lectina) reconoce los azúcares galactosa y N-
acetilgalactosamina (GalNAc) presentes en la superficie de las células del hospedero 
(Stauffer and Ravdin, 2003; Ravdin and Guerrant, 1891; Petri et al., 1987). La 
interfase de la lectina con las barreras de mucina del intestino del hospedador es el 
momento en que se define el transcurso de la enfermedad (Chadee et al., 1987). 
     Si la lectina del parásito se une a las glicoproteínas de mucina que delimitan el 
lumen intestinal, se produce una  infección no-invasiva (luminal), caracterizada por 
la ausencia de signos clínicos. El ciclo celular continua mientras los trofozoítos se 
reproducen por expansión clonal y se inicia el enquistamiento (Eichinger, 2001). En 

a) b) 
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cambio, si el trofozoíto penetra la capa de mucina y la lectina se une directamente a 
GalNAc, se desencadena una cascada de eventos que lleva a la muerte celular y al 
progreso de la enfermedad invasiva (Ravdin and Guerrant, 1891) predominando en 
las formas de colitis amibiana y absceso hepático amibiano (AHA) (García et al., 
2007; Pertuz et al., 2004; Stauffer and Ravdin, 2003; Martínez-Palomo, 1987).  
    La amibiasis extraintestinal se caracteriza por la invasión de las amibas al intestino 
grueso, de donde por vía porta comúnmente llegan al hígado y se establecen, 
produciendo daño localizado a los hepatocitos (ver figura 2). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2. Ciclo Vital de E.  histolytica. 
 
 

     El AHA es un área bien delimitada donde el tejido hepático es reemplazado por 
material necrótico de color amarillento y cremoso, sólido blando o semilíquido; 
frecuentemente espeso y  mucoide. Los trofozoítos se encuentran distribuidos en la 
periferia del absceso mientras que la porción central se encuentra libre de estos 
(Ventura et al., 2003).  
     El tamaño del AHA varía de lesiones puntiformes hasta masas de material 
necrótico que puede sustituir hasta el 90% del hígado normal (Martínez, 1989) (ver 
figura 3). De hecho, uno de los métodos para medir virulencia en E. histolytica 
consiste en la evaluación del daño producido por las amibas inoculadas directamente 
en hígado de hámster (Kretschmer, 1994). 
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Figura 3. Absceso Hepático Amibiano 

 
 

     La amibiasis extraintestinal también puede presentarse en el pulmón, originada 
por contigüidad de las lesiones hepáticas; en el cerebro, causada por diseminación 
sanguínea; y en piel, causando úlceras dérmicas (Vohra et al., 2003; Ravdin, 1989). 
 
 
5.5 Patogenicidad 
 
 
     Los trofozoítos destruyen una gran variedad de líneas celulares, incluyendo 
neutrófilos, linfocitos T y macrófagos (Stauffer and Ravdin, 2003; Guerrant et al., 
1981; Salata et al., 1985,1986) por un mecanismo contacto-dependiente iniciado vía 
galactosa/GalNAc (Ravdin et al., 1981,1989).  
     El trofozoíto inserta en la célula del hospedero un complejo proteico formador de 
poros, mediante el cual elimina leucocitos polimorfonucleares (PMN) y macrófagos 
(Espinosa and Martínez-Palomo, 2000). Este complejo se denomina amebaporo y es 
similar al sistema del complemento humano (Leippe, 1991). 
     Las fosfolipasas A también juegan un papel muy importante en la destrucción 
celular (Said-Fernández et al., 1988; Vargas-Villarreal et al., 1995, 1998). 
     Las cisteín proteasas degradan proteínas extracelulares y de las membranas 
celulares (Stanley, 2005; Que and Reed, 1997). Modulan la migración de leucocitos 
mediante el rompimiento proteolítico de quimiocinas, interfiriendo así con el proceso 
inflamatorio (Pertuz et al., 2004). Su expresión varía entre E. histolytica y  E. dispar 
explicando así al menos un mecanismo que permite la invasión a la mucosa del colón 
(Bruchhaus et al., 2003; Stanley, 2003).  
     La capacidad de destrucción también es dependiente del calcio. Se ha demostrado 
que segundos después del contacto con el trofozoíto, el calcio de la célula del 
hospedador se incrementa ocurriendo la muerte celular (Ravdin et al., 1988). 
     La activación de la caspasa 3, una molécula efectora distal en la vía de apoptosis, 
parece constituir un paso crucial en la muerte celular (in vitro) y en la formación del 
AHA (in vivo) (Huston et al., 2000; Yan and Stanley, 2001; Ragland et al., 1994).  
     La virulencia es directamente proporcional a la habilidad de la amiba de causar 
apoptosis y fagocitar las células muertas. Aparentemente este proceso limita 
sustancialmente la respuesta inflamatoria del hospedero (Huston et al., 2003). 
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5.6 Respuesta Inmune frente a E. histolytica 
 
 
     La defensa frente a E. histolytica está mediada por las reacciones tempranas de la 
inmunidad innata (mediada en parte por monocitos, macrófagos, neutrófilos y 
eosinófilos) y las respuestas tardías de la inmunidad adaptativa, (mediada por 
linfocitos T). Sin embargo, este parásito ha desarrollado múltiples efectos 
inmunomodulatorios que le han permitido convertirse en un exitoso patógeno.  
 
 
5.6.1 Respuesta innata 
 
 
     5.6.1.1 Sistema del Complemento. 
 
     La resistencia inicial frente a E. histolytica depende de los mecanismos innatos. 
Más allá de las barreras físicas, químicas y mecánicas, el parásito debe enfrentar al 
sistema del complemento. Sin embargo, el trofozoíto ha adquirido resistencia al 
complejo C5b-9 a través de la expresión de un epítopo que presenta una reacción 
antigénica cruzada con CD59 (antígeno leucocitario que previene el ensamblaje del 
complejo de ataque de membrana)  (Braga et al., 1992). Por su parte, las cisteín 
proteasas degradan los componentes C3a y C5a del complemento (Reed et al., 1995). 
 
     5.6.1.2 Monocitos y macrófagos. 
 
     Junto con los neutrófilos, los monocitos y los macrófagos constituyen la primera 
línea de defensa y están situados de forma estratégica para evitar el ingreso del 
parásito al hospedero. Pueden ser atraídos por los efectos quimiotácticos de las 
amibas o por citocinas producidas por neutrófilos, células endoteliales o células de 
Kuppfer.  
     Los macrófagos secretan citocinas que activan a los fagocitos y estimulan la 
reacción celular de la inmunidad innata conocida como inflamación. Al persistir más 
tiempo en los lugares de inflamación, son las células efectoras que predominan en las 
fases avanzadas de la respuesta inmunitaria innata. Sin embargo, se ha demostrado 
que las amibas lisan monocitos y macrófagos inactivados (Salata et al., 1985). 
     Las respuestas funcionales de estos fagocitos en la defensa frente a la amibiasis 
constan de pasos secuenciales: atracción activa hacia las zonas de inflamación, 
reconocimiento no específico del parásito, fagocitosis y destrucción mediante la 
síntesis de moléculas microbicidas como los intermediarios reactivos de oxígeno 
(IRO) y de nitrógeno (IRN). Una de las principales moléculas citotóxicas es el NO, 
el cual es sintetizado por la acción de una enzima que se denomina sintasa inducible 
de óxido nítrico (iNOS) (Abbas and Lichtman, 2004). 
     Es importante señalar que las citocinas producidas durante las reacciones innatas 
(P.j. IL-12) actúan como segundas señales para estimular la proliferación de los 
linfocitos T y B específicos del antígeno y que los mecanismos efectores de la 
inmunidad innata son empleados como parte de las respuestas adaptativas para 
eliminar al parásito, tal y como se mostrará más adelante. 
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     5.6.1.3 Neutrófilos. 
 
     Los neutrófilos son las células más abundantes en los tejidos inflamados y se ha 
demostrado que proveen resistencia natural frente a la amibiasis en ratones Balb/c 
(Velázquez et al., 1998) y en ratones con inmunodeficiencia combinada severa SCID 
(por sus siglas en Inglés) [Seydel et al., 1997] sugiriendo que desempeñan un papel 
protector durante la respuesta temprana del hospedero (Jarrillo et al., 2002). 
     Es posible que los neutrófilos lleguen donde se encuentran localizadas las amibas 
por la actividad quimitáctica de las proteínas amibianas de membrana (Guerrant et 
al., 1981; Chadee et al., 1987; Salata et al., 1989), y por los fragmentos C5a y C3a 
producidos por activación del complemento en la superficie de la amiba (Reed et al., 
1989, 1995; Reed and Gigli, 1990).  
     La interacción entre tofozoítos y neutrófilos podría mediarse inicialmente por la 
lectina de 170 kDa de E. histolytica  (Burchard and Bilke, 1992) trayendo como 
consecuencia una mayor expresión del receptor de complemento de tipo 3 (CR3) con 
2 efectos: promoviendo la formación de conglomerados de neutrófilos alrededor de 
las amibas y la desgranulación de neutrófilos (Ross, 2000).  
     Las enzimas y péptidos catiónicos anti-microbianos presentes en los gránulos  
participan en la destrucción de las amibas y en el reclutamiento de células que 
median la respuesta innata y adaptativa (Chertov et al., 2000).  
     Los neutrófilos que han estado en contacto con amibas, expresan iNOS,  pero en 
menor cantidad que la expresada por macrófagos. El estímulo que induce su 
expresión en neutrófilos es desconocido, pero podría ser similar al descrito en 
macrófagos (Jarrillo-Luna et al., 2000). 
 
     5.6.1.4 Linfocitos Natural Killer  y Eosinófilos. 
 
     No hay reportes de la presencia de linfocitos natural killer (NK) en los infiltrados 
inflamatorios de amibiasis hepática experimental en animales susceptibles (hámster y 
gerbos) (Shibayama et al., 1992; Tsutsumi and Martínez-Palomo, 1988; Tsutsumi et 
al., 1984) y en especies resistentes (rata y cobayos) (Canales et al., 1986; Tsutsumi et 
al., 1990 ).  
     Considerando que los linfocitos NK están presentes solo ocasionalmente en los 
infiltrados inflamatorios, y sin contacto con el trofozoíto, se ha sugerido que no 
participan directamente en la eliminación de E. histolytica (Jarillo-Luna et al., 2002).  
     Por otro lado, los eosinófilos, al ser escasos en las lesiones con menos de 4 días de 
evolución, no están involucradas en la destrucción de E. histolytica. Sin embargo, 
estudios in vitro realizados con eosinófilos humanos activados y eosinófilos de 
gerbos revelaron que estas células son capaces de eliminar al parásito (Velázquez et 
al., 1995). 
 
 
5.6.2 Respuesta adaptativa  
 
 
     5.6.2.1 Inmunidad humoral. 
 
     La infección con E. histolytica  ha demostrado despertar la producción de IgA e 
IgG frente a la lectina de unión a galactosa/GalNAc (Abd-Alla et al., 2000, 2004, 
2006; Ravdin et al., 2003; Haque et al., 2003; Beving et al., 1996). A pesar de los 
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altos títulos de anticuerpos, estos no curan ni previenen el establecimiento de la 
enfermedad (Jarrillo et al., 2002). Aunado a esto, estudios en modelos animales no 
han sido concluyentes acerca del papel de los anticuerpos contra E. histolytica 
(Zhang and Stanley, 1994; Zhang et al., 1994 a, b, 1992). Por tanto, resulta 
cuestionable que la inmunidad humoral sea una respuesta  protectora efectiva (Seydel 
et al., 1997; Campos et al., 1995; Trissl, 1982). 
 
     5.6.2.2 Inmunidad celular. 
 
     El desarrollo de la inmunidad en un organismo parasitado es un proceso complejo 
que depende de las interacciones de diferentes tipos de células en un período de 
tiempo (Ventura-Juárez et al., 2003).  
     En la inmunidad celular (IC) frente a los microorganismos fagocitados, la 
especificidad de la respuesta se debe a los linfocitos T  (Abbas and Lichtman, 2004) ; 
pero la función efectora real, es decir, la destrucción de las amibas, está mediada por  
los propios fagocitos. 
     De tal forma que la IC sirve para potenciar las acciones microbicidas de los 
fagocitos y eliminar así a los microorganismos, desempeñando un papel importante 
en el control y prevención de la amibiasis invasiva (Vohra et al., 2003). 
     Esta cooperación entre los linfocitos T y los macrófagos demuestra que existe una 
relación importante entre la inmunidad innata y adaptativa: mediante la secreción de 
citocinas, los linfocitos T estimulan la función y dirigen la actividad de las células 
efectoras inespecíficas de la inmunidad innata (fagocitos) convirtiendo así a estas 
células en agentes de la inmunidad adaptativa.  
 
     5.6.2.2.1 Activación de macrófagos mediada por linfocitos T. El papel de los 
macrófagos en la resistencia frente a amibiasis invasiva se ha examinado en 
diferentes especies. Ratones tratados con sílica son susceptibles de desarrollar AHA, 
posiblemente por alteraciones en la función de macrófagos.  Aunado a esto, la sílica 
podría tener efectos tóxicos directos sobre linfocitos, favoreciendo así la formación 
de lesiones (Jarillo-Luna et al., 2002).  
     Se ha demostrado que los linfocitos  son importantes en la protección frente a la 
amibiasis ya que los ratones con SCID (Cieslak et al.,1992) y los ratones C3H 
tratados con suero anti-linfocitos (Wijesundera, 1980) desarrollan lesiones hepáticas. 
Aunado a esto, durante el desarrollo de lesiones amibianas, los linfocitos B son 
activados dependiendo de la presencia de los linfocitos T CD4

+ (Jarrillo et al., 2002). 
     La activación de los linfocitos T CD4+, es primordial en la respuesta inmune 
celular y depende de que éstos sean capaces de reconocer en la superficie de las 
células presentadoras de antígeno a los antígenos específicos de los parásitos 
acoplados a proteínas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH). 
     Existen dos clases de proteínas del CPH, las de clase I y las de clase II. Las de 
clase I se encuentran en casi todas las células de mamífero y presentan antígenos 
sintetizados dentro de ellas (por ejemplo, fragmentos de proteínas virales). Esta 
respuesta no es de nuestro interés, considerando que las amibas son parásitos 
extracelulares, por lo cual, nos enfocaremos a las glicoproteínas del CPH clase II. Es 
imprescindible que los macrófagos fagociten al microorganismo y digieran sus 
proteínas, reduciéndolas a péptidos de 13-18 aminoácidos en los fagolisosomas, y 
que estos antígenos sean presentados en su superficie ensamblados en las proteínas 
del CPH clase II (Roit et al., 2001). 
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     Una vez que ocurre la presentación del antígeno, los linfocitos T CD4+ 

(subpoblación TH1) activados sintetizan IFN-γ. Esta citocina activa a otros 
macrófagos para que sean capaces de reconocer y destruir a los microorganismos que 
presenten en su superficie los mismos determinantes antigénicos que desencadenaron 
la respuesta inmune celular.  
     Algunas citocinas como el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α), la 
interleucina-4 (IL-4) y el factor estimulador de colonias de macrófagos-1 (M-CSF-1) 
incrementan la actividad amebicida de monocitos, macrófagos peritoneales y células 
de Kupffer murinas (Sánchez et al., 2002; Ghadirian et al., 1992,1993; Denis and 
Chadee, 1989).  
     Estudios in vitro han demostrado que la actividad amebicida de macrófagos 
activados  es dependiente de la producción de IRN (Lin and Chadee, 1992; Lin et al., 
1993, 1994; Seguin et al., 1997), principalmente de la síntesis inducible de NO (Lin 
and Chadee, 1992) siendo la actividad de la iNOS importante en el control de la 
amibiasis hepática en ratones inmunocompetentes (Seydel et al., 2000). 
     Por otro lado, la interacción de los monocitos con la lectina de E. histolytica 
induce la síntesis de TNF-α. Esta citocina y el factor de crecimiento transformante 
beta-1 (TGF-β1) estimulan la producción de NO por macrófagos murinos (Lin et al., 
1994, 1995; Seguin et al., 1995, 1997).  
 
 
5.6.3 Características del Oxído Nítrico (NO) 
 
 
     El NO es un importante regulador y mediador de procesos incluyendo la 
relajación del músculo liso, neurotransmisión y citotoxicidad mediada por 
macrófagos contra microorganismos y células tumorales (Weinberg et al., 1995; 
Hibbs, 1991; Moncada and Higgs, 1993; Nathan, 1992). 
     Es el resultado de la combinación enzimática de un único átomo de nitrógeno con 
un único átomo de oxígeno. Al presentar un electrón no pareado, el NO busca otra 
molécula que acepte o comparta su electrón (Feldman et al., 1993; Nathan, 1992).  
     Las moléculas blanco incluyen oxígeno, cuya interacción con el NO resulta en la 
oxidación en nitrito y nitrato (NO2

- y NO3
-), inactivando la molécula; grupos tiol,  

metales y otros radicales a través de los cuales el NO ejerce sus efectos. En un 
ambiente abundante en estos blancos, el NO tendrá una vida media corta, típicamente 
en el rango de segundos. 
     La combinación de NO con formas superóxido forma peroxinitratos, dióxido de 
nitrógeno o radicales hidroxilos, con la capacidad de dañar células blanco. 
     Cuando el NO interacciona con grupos prostéticos hemo o grupos tiol en las 
proteínas, puede formar complejos que activan o inactivan enzimas blanco, 
regulando de esta forma, funciones celulares (ver tabla I). 
     La inhibición enzimática parece ser el mecanismo por el cual el NO generado por 
la estimulación con citocinas puede inhibir el crecimiento de células blanco, 
microorganismos invasores y células tumorales .  
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TABLA I 
 

Enzimas diana del Óxido Nítrico 
 

 
 

     A pesar de que las acciones del NO son en su mayoría locales, éste tiene la 
capacidad de difundirse rápidamente atravesando las membranas celulares para llegar 
a los sitios blanco gracias a su naturaleza lipofílica, esto a diferencia de muchos 
productos secretados que usan transportadores de membrana específicos. 
     El NO libre se consume rápidamente y es inactivado ya sea al ser liberado de la 
célula, dentro de la célula o en la circulación donde interacciona con el grupo hemo 
de la hemoglobina (Timothy, 1995). 
     Existe evidencia de que el NO, a través de su reactividad puede formar aductos 
con albúmina y glutatión (Keaney et al., 1993; Gaston et al., 1993) en la forma de 
nitrosotioles, los cuales pueden circular o difundirse a sitios remotos y liberar el NO 
bioactivo. 
 
 
5.6.4 Síntesis de NO  
 
 
     L-arginina, el único sustrato para la síntesis de NO en sistemas biológicos, 
contiene dos nitrógenos guanidinos químicamente equivalentes que aceptan 
fácilmente electrones en el proceso de oxidación donde el fosfato de nicotinamida 
adenin dinucleótido (NADPH) actuá como fuente de electrones, el oxígeno se deriva 
del oxígeno molecular, NG-hidroxi-L-arginina es formada como un intermediario de 
vida corta, y se forma citrulina como coproducto (Feldman et al.,1993; Nathan, 
1992). 
     Esta reacción se lleva a cabo por una de las 3 isoformas de la sintasa del óxido 
nítrico (NOS). Todas usan mononucleótido y dinucleótido de flavin-adenina (FMN y 
FAD), tetrahidrobiopterina (BH4) y hemo-protoporfirina IX como cofactores. Las 
flavinas almacenan y transfieren electrones al grupo hemo, el cual lleva a cabo el 
proceso de oxidación (Abu-Soud and Stuehr, 1993). BH4 parece ser importante en el 
mantenimiento de la enzima en  su forma activa (dimérica) (Baek et al., 1993). 

 

Enzima                                                                                Función 
Activación 
Guanilato ciclasa soluble 
Ciclooxigenasa 

 
Formación de GMPc 
Síntesis de eicosanoides 

Inactivación 
Aconitasa 
NADH: ubiquinona oxidoreductasa 
Succinato: ubiquinona oxidoreductasa 
Ribonucleótido reductasa 
Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
Citocromo P450 
NADPH oxidasa 
Cliclooxigenasa 

 
Ciclo TCA 
Transferencia de electrones 
Transferencia de electrones 
Síntesis de DNA 
Glicólisis 
Gluconeogénesis 
Biotransformación 
Generación de radicales O2 
Síntesis de eicosanoides 

*Ciclooxigenasa inducible aparenta activarse por la estimulación con pequeñas concentraciones de NO mientras 
que altas concentraciones pueden inhibirla. 
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     Sin embargo, cada isoforma exhibe patrones de expresión y mecanismos de 
regulación únicos, y por tanto, patrones especializados de síntesis de NO. Dos de las 
enzimas siempre están presentes, se activan por estímulos que incrementan los 
niveles de calcio intracelular y se denominan constitutivas (cNOS).  
     La tercera isoforma, la sintasa inducble del óxido nítrico (iNOS), se expresa 
únicamente después de la estimulación de las células con citocinas, microorganismos 
o productos microbianos. La cantidad de NO generado por una célula que expresa 
iNOS esta limitada solamente por la cantidad de enzima (dependiente del nivel de 
expresión génica) y  la disponibilidad de sustrato y cofactores. 
     Basándonos en estas características de regulación, pequeñas cantidades de NO 
liberado intermitentemente por cNOS participan en procesos fisiológicos de 
señalización celular mientras que grandes cantidades de NO generado por iNOS, 
ejercen funciones asociadas con infección o inflamación (p.j., actividad 
antimicrobiana). 
 
 
5.6.5 Expresión de la enzima sintasa inducible del óxido nítrico (iNOS) en 
infección e inflamación 
 
 
     Macrófagos, condrocitos, neutrófilos, hepatocitos, e islotes pancréaticos tienen la 
capacidad de expresar iNOS. La mayoría de estas células presentan un  fuerte 
sinergismo ejercido por agentes simultáneos pero las señales efectivas pueden variar 
de célula a célula. P.j., los macrófagos murinos responden a la combinación de 
lipopolisacáridos (LPS) e IFN-γ (Stuehr and Marletta, 1985) mientras que los 
hepatocitos requieren la exposición simultánea a IL-1, TNF-α, IFN-γ y LPS para 
exhibir altos niveles de expresión (Curran et al., 1990; Geller et al.,1993). 
     El modelo celular ideal para la expresión de iNOS son los macrófagos murinos 
(Hibbs et al.,1987; Stuehr and Marletta, 1985). En monocitos y macrófagos 
humanos, se detectan bajos niveles de síntesis de NO después de la exposición 
prolongada a citocinas o LPS (Denis, 1991). Una explicación es que la síntesis de 
NO en células estimuladas con citocinas es dependiente de la BH4 recién sintetizada 
(Gross and Levi, 1992). 
     El entendimiento de estas relaciones es importante debido a que manipular los 
niveles de cofactor  puede proveer los medios para incrementar o disminuir 
terapéuticamente los niveles de actividad de la iNOS.  
     La expresión de iNOS es parte de la respuesta adaptativa durante la inflamación o 
infección, en la cual, la estimulación de la enzima por el microorganismo o por 
citocinas producidas contribuye a la eliminación del agente patógeno. 
     Parásitos intracelulares como Malaria (Nussler et al., 1991), Leishmania (Green et 
al.,1990), algunos virus, hongos y bacterias son susceptibles de ser eliminados o 
inhibidos por NO (Karupiah et al.,1993; Granger et al.,1988;Malawista et al., 1992). 
     Bajo ciertas circunstancias, el NO inducido puede ser benéfico mientras que en 
otras situaciones puede ser dañino dependiendo del grado y duración de la expresión 
así como del ambiente en el cual se expresa la enzima. P.j., la expresión crónica de 
iNOS en un ambiente donde las moléculas que potencian la toxicidad del NO se 
encuentran presentes o donde los mecanismos de protección naturales se encuentran 
ausentes podría permitir  que esta molécula presente efectos adversos.  
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5.6.6 Problemática en la producción de NO por macrófagos humanos 
 
 
     Los macrófagos murinos expresan altos niveles de RNAm de iNOS y la proteína 
después de la estimulación con LPS y citocinas incluyendo IFN-γ, IL-1 y TNF-α, 
convirtiendo la L-arginina en L-citrulina y NO. 
     A pesar de que los hepatocitos humanos, los condrocitos, la línea célular DLD-1 
proveniente de cáncer de colón humano y macrófagos peritoneales pueden expresar 
RNAm de iNOS y producir altos niveles de NO  (Charles et al., 1993; Nussler et 
al.,1992; Palmer et al., 1993; Sherman et al., 1993, Geller et al., 1993), existen 
varios reportes señalando que los fagocitos mononucleares humanos expresan el 
RNAm de iNOS y la  proteína pero la actividad de la enzima y los niveles basales de 
producción de NO2

- y NO3
-  no son modificados por el tratamiento con LPS ± IFN. 

Los fagocitos mononucleares humanos no producen BH4, sin embargo, incrementar 
los niveles de este cofactor, no los capacita para producir altos niveles de NO 
(Weinberg et al., 1995).  
 
 
5.6.7 Regulación del transporte de L-arginina en macrófagos murinos y 
humanos 
 
 
     Los sistemas de toma de L-arginina desempeñan un papel importante en la 
regulación de la síntesis de NO. En el sistema murino, la toma de L-arginina del 
ambiente extracelular hacia el ambiente intracelular de macrófagos es llevado acabo 
por dos permeasas diferentes, MCAT-1 (constitutiva) y MCAT-2B (inducible) 
[Baydoun et al., 1993;Wileman et al., 1995]. El tratamiento de las células J774.1 con 
IFN-γ y LPS resulta en un incremento significativo en la expresión de MCAT-2B, en 
el transporte de L-arginina y en la producción de NO (Venketaraman et al., 2003; 
Peteroy et al., 2001). 
     En macrófagos humanos, las permeasas homologas son HCAT-1 y HCAT-2B 
(Baydoun et al., 1993; Wileman et al., 1995). Sin embargo, se desconocen los 
agentes y citocinas que activan a esta última.  
     La ausencia o bajos niveles de NO  están asociados con un transporte disminuido 
de L-arginina en macrófagos derivados de monocitos humanos de sangre periférica y 
en macrófagos peritoneales de la línea C57BL6 (Venketaraman et al., 2003). 
     Experimentos realizados con macrófagos humanos cultivados in vitro sugieren 
que estos exhiben un transporte diferente de L-arginina en respuesta a estímulos 
comparados con macrófagos murinos.  
 
 
5.7 Desarrollo de Vacunas contra E. histolytica 
 
 
     A diferencia de otros protozoarios parásitos (por ej. Plasmodium sp) que tienen un 
ciclo de vida complejo con numerososo estadíos, y antígenos estadio-específicos, E. 
histolytica existe solo como trofozoíto o quiste. Considerando lo anterior y el hecho 
de que los humanos son el único reservorio conocido del parásito, una vacuna 
efectiva podría teóricamente erradicar al protozoario (Stanley Jr., 1996). 
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     Existen hallazgos que sugieren que la inmunidad protectora frente a la amibiasis 
se desarrolla después de la infección. Los individuos con un episodio previo de 
enfermedad intestinal son menos propensos a desarrollar una infección recurrente 
(Sepúlveda and Martínez-Palomo, 1982).  
     Estudios en modelos animales proveen la evidencia más fuerte de la existencia de 
inmunidad protectora completa o parcial frente al AHA como resultado de la 
infección inducida experimentalmente o de la vacunación con lisados crudos de E. 
histolytica (Sharma et al., 1985; Jiménez-Cardoso et al., 1989; Krupp, 1974; Jain  et 
al., 1980; Sepulveda , 1980; Merovitch and Chadee, 1988). Algunos antígenos son: 
 

 Proteína de E. histolytica rica en Serina (SREHP). Derivada de la cepa 
HM1:IMSS, altamente inmunogénica (Stanley et al., 1990, 1991). Localizada 
en la membrana celular de los trofozoítos. Previene la formación del AHA en 
gerbos (Zhang et al., 1994). Los monos inmunizados con este antígeno 
desarrollan altos títulos de anticuerpos (Stanley et al., 1995). 

 Lectina de unión a galactosa/GalNAc. Complejo molecular formado por una 
subunidad pesada transmembranal altamente inmunogénica de 170 kDa unida 
por enlaces disulfuro a una subunidad ligera de 35 kDa y asociada no 
covalentemente con una subunidad intermedia de 150 kD. Estimula una 
respuesta celular tipo TH1 y la producción de anticuerpos séricos en un 
modelo murino (Guacher et al., 2002). La inmunización oral de gerbos con 
un vector atenuado de Salmonella expresando una porción de la lectina de 
unión a galactosa/GalNAc demostró protección frente al AHA (Mann BJ et 
al., 1997). La liberación oral de la cadena pesada (170CR2) utilizando una 
proteína externa de Yersinia sp estimulo la producción de anticuerpos y 
demostró ser protectora frente al AHA en gerbos (Lotter  et al., 2003).  

 Proteína rica en Cisteína. Uno de los principales epítopos de la lectina de 
unión a galactosa/GalNAc que induce inmunidad humoral (IgA e IgG) en 
pacientes asintomáticos y con AHA (Abd-Alla et al., 2003). 

 Vacunas multicomponentes 
Vacunas conteniendo antígenos recombinantes de E. histolytica que pueden 
brindar mayor protección pero que pueden resultar en una toxicidad 
incrementada y en una eficacia reducida a través de interferencia antigénica 
(Stanley, 1996). 

 
     Sin embargo, es importante señalar que la protección contra el AHA podría no 
correlacionarse con la protección frente a colonización intestinal y que estos 
antígenos no necesariamente son capaces de inducir una respuesta inmune protectora 
en seres humanos porque eso depende de la unión de péptidos a las moléculas del 
CPH. Esto despertó el interés de nuestro grupo de investigación en aislar y 
secuenciar antígenos de E. histolytica que sean capaces de despertar una respuesta 
celular protectora en células inmunes humanas. 
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6. MÉTODOS 
 
 

6.1 Origen de los reactivos 
 
 
     Enseguida se enlistan los fabricantes y los productos grado reactivo, que se 
utilizaron en el presente trabajo:   
 
Aldrich Chemical, Co. Inc. (Milwaukee, WI, USA), ácido trifluoroacético (TFA). 
Bioxon, Becton Dickinson de México, S. A. de C. V. (Cuautitlán Itzcalli, Estado de 
México, México), peptona de caseína, jeringas y agujas desechables. 
Calbiochem (San Diego, California, USA), Forbol-12-Miristato-13-Acetato (PMA) y 
NG- monometil-L-arginina (L-NMMA). 
Caledon Laboratories Ltd (Georgetown, Ontario, CANADA), ácido bórico y 

metanol. 
Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Michigan, USA), Nitrate/Nitrite 
Colorimetric Assay kit. 
Cheminova de México (Coyoacán, México D.F., México), pentobarbital sódico. 
CTR (Monterrey, Nuevo León, México),  ácido orto-fosfórico. 
Difco Labs ( Detroit, Michigan, USA), peptona de caseína. 
GIBCO (Grand Island, NY, USA), solución salina balanceada de Hanks (HBSS). 
Infra  S.A. de C.V. (Monterrey, N.L., México), nitrógeno, grado NF UN 1066. 
J.T Baker (Phillipsburg, NJ, USA), alcohol iso-propílico y etanol. 
Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL, USA), kit de ELISA para la determinación 
del Factor de necrosis tumoral alfa humano (TNF-α). 
Productos Químicos Monterrey S.A. de C.V. (Monterrey, N. L., México), hidróxido 
de sodio (NaOH). 
Promega Corporation (Madison, Wisconsin, USA), tripsina modificada grado 
secuenciación. 
De Representaciones e Investigaciones Médicas (Guadalajara, Jal., México),  
bencilpenicilina sódica cristalina y sulfato de estreptomicina. 
Sigma Chem Co (St Louis, Misouri, USA), ácido ascórbico, ácido fórmico, agarosa, 
seroalbúmina bovina (SAB) fracción V, azul tripano, bicarbonato de amonio, 
carbonato de amonio, cloroformo, dextrosa, dietilpirocarbonato, ditiothreitol, mezcla 
estándar de péptidos para HPLC, iodoacetamida, glucofibrinopéptido-B (GFP), 
hidróxido de sodio, L-Cisteina, Leucina-encefalina, lipopolisacáridos (LPS) de 
Escherichia coli serotipo 0127:B8, medio RPMI-1640, N-(1-naftil-etilendiamina), 
nitrito de sodio, reactivo de Folin Ciocalteu´s, suero fetal bovino (SFB), 
sulfanilamida, sulfato de cobre, tartrato de sodio y potasio, tripsina, Tris-HCl y 
Trizma base.  
Spectrum Quality Products Inc (Gardenia, CA, New Brunswick, NJ, USA), fosfato 
de potasio monobásico, fosfato de potasio dibásico,  cloruro de sodio y cloruro de 
benzalconio. 
TEDIA Company Inc (Fairfield, OH, USA), alcohol iso-propílico y acetonitrilo. 
United States Biological (Swampscott, MA, USA), EDTA disódica.  
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6.2 Material biológico 
 
 
6.2.1 Sangre 
 
 
     Se obtuvo sangre periférica de 3 voluntarios sanos, adultos, sin antecedentes de 
absceso hepático amibiano. La sangre se utilizó para la obtención de células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP) y para realizar cultivos de células totales 
de sangre periférica. Las muestras de cada donador se manejaron con independencia 
en cada experimento. 
 
 
6.2.2 Línea celular THP-1 y U937 
 
 
     Para estandarizar la producción de NO in vitro por fagocitos humanos (FgH), se 
utilizaron monocitos humanos de las líneas THP-1 (American Type Culture 
Collection [ATCC], TIB-202) y U937 (ATCC, CRL-1593.2). La primera fue aislada 
de un paciente con leucemia monocítica aguda (Pérez et al., 1995); y la segunda de 
un paciente con linfoma histiocítico (Martín et al., 2000). Estas células se 
mantuvieron en cultivo continuo en medio RPMI-1640 suplementado con el 10% de 
SFB. Ambas líneas celulares, cuando se han diferenciado muestran un fenotipo 
similar al de los macrófagos, expresan el marcador de superficie CD14 y son capaces 
de fagocitar microorganismos (Gross et al., 2004). Ambas líneas nos fueron 
gentilmente  donadas por el Dr. Vianney Ortiz del CINVESTAV, México. 
 
 
6.2.3 Línea celular J774 
 
 
     Se utilizó la línea de macrófagos murinos J774 (ATCC, TIB-67), aislada de un 
ratón BALB/cN con sarcoma de células reticulares. Se caracteriza por exhibir 
adherencia, citología y propiedades fagocíticas de macrófagos (Ralph et al., 1975). 
Esta línea celular se utilizó como referencia durante la estandarización del modelo 
para la producción de NO por FgH. Esto porque los macrófagos murinos son 
excelentes productores de NO in vitro, a diferencia de los macrófagos humanos 
(Weinberg et al., 1995). 
 
 
6.2.4 Cepa de Entamoeba histolytica HM1:IMSS 
 
 
     Se utilizó la cepa de E. histolytica HM1:IMSS, la cual se ha mantenido en 
condiciones axénicas en medio PEHPS (Said Fernández et al., 1998) mediante 
cultivo continuo por 23 años en el laboratorio del Centro de Investigación Biomédica 
del Noreste (CIBIN).  
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6.2.5 Animales de Laboratorio 
 
 
     Se utilizaron hámsteres sirios dorados (Mesocricetus auratus), sexo masculino, 
100 g de peso corporal, de dos a dos años y medio de edad,  provenientes del bioterio 
del CIBIN. Los animales se mantuvieron a una temperatura de 18 a 20 ºC, en jaulas 
de acrílico con cubierta de rejilla metálica y se alimentaron con nutricubos para 
roedores (Lab. Diet. 50001, USA) y agua ad libitum. 
 
 
6.3 Estandarización del modelo para la producción de NO en fagocitos humanos  

(FgH) 
 
 
6.3.1 Preparación del medio de cultivo RPMI-1640 
 
 
     Se disolvió un frasco de medio en polvo RPMI-1640 suplementado con L-
glutamina (2mM) en 900 mL de agua desionizada y se añadieron 2g de NaHCO3 .  Se 
ajustó el pH a 7.1 con HCl 1N o con NaOH 1N y se aforó a 1000 mL. Se descartó 
una alícuota de 100 mL. Se añadieron 100 mL de SFB (Sigma Chem Co) 
previamente descomplementado por calentamiento a 56 ºC por 30 min. Se esterilizó 
por filtración a través de membranas de nitrocelulosa HAWP (poros de 0.22 µm). Se 
incubó el medio una semana a 37 ºC, para probar su esterilidad y se almacenó a 4 ºC. 
 
 
6.3.2 Composición y preparación de Solución salina amortiguada de fosfatos  

(PBS) 
 
 
     NaCl 6.5 g ; K2HPO4 2.8 g ; KH2PO4 0.4 g 
     Se disolvieron los componentes en 900 mL de agua destilada, se ajustó el pH a 
7.4 con NaOH 10 N y se aforó a 1000 mL con agua bidestilada. Se ajustó la 
osmolaridad a 300 mOsm/kg con NaCl. Esta solución se distribuyó en alícuotas de 
10 mL y se esterilizó en autoclave a 121 ºC y 15 lb/plg2. Los tubos conteniendo la 
solución se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso. 
 
 

6.3.3 Preparación de Lipopolisacáridos (LPS) de Escherichia coli serotipo 
0127:B8 

 
 
     El vial conteniendo originalmente 1 mg de LPS se reconstituyó con 1 mL de 
medio RPMI (libre de SFB) en condiciones de esterilidad y se mezcló por inversión. 
Se realizaron alícuotas y se almacenaron a –20 ºC. A partir de esta solución, se 
tomaron los volúmenes necesarios para preparar las diferentes concentraciones de 
LPS. 
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6.3.4 Preparación de forbol-12-miristato acetato (PMA) 
 
 
     El vial conteniendo originalmente 25 mg de PMA se reconstituyó con 1 mL de 
DMSO estéril y se mezcló por inversión hasta que el contenido se disolvió por 
completo. Para obtener una solución de 10 µM de PMA, se realizaron dos diluciones 
seriadas 1:2 de la siguiente manera. Se tomó una alícuota de 500 µL y se depositó en 
un tubo Eppendorf (Westbury, NY, USA) estéril de 2 mL de capacidad, conteniendo 
500 µL de DMSO y se mezcló por inversión. Se repitió este procedimiento una vez 
más y se descartaron 500 µL. Se realizaron alícuotas y se almacenaron a –20 ºC. 
 
 
6.3.5 Preparación de NG- monometil-L-arginina (L-NMMA) 
 
 
     El vial conteniendo originalmente 25 mg de L-NMMA se reconstituyó con 25 mL 
de PBS y se mezcló por inversión hasta que el contenido se disolvió por completo. 
De esta forma, se obtuvo una concentración de 1 mg/mL. Se realizaron alícuotas y se 
almacenaron a –20 ºC hasta su uso. A su vez, se tomó una alícuota de 100 µL y se 
disolvió en 9,900 µL de PBS y se mezcló por inversión. De esta solución se tomaron 
1000 µL y se disolvieron en 9,000 µL de PBS para obtener una concentración final 
de 1 ng/µL. Se realizaron alícuotas y se almacenaron a –20 ºC. 
 
 
6.3.6 Aislamiento, cultivo y estimulación de Células Mononucleares de Sangre 

Periférica (CMSP) 
 
 
     Se colectó la sangre venosa del voluntario sano, utilizando tubos Vacutainer 
estériles conteniendo heparina sódica como anticoagulante. Se agregaron 3 mL de 
sangre a cada tubo cónico de polipropileno conteniendo 3 mL de Ficoll-Hypaque 
estéril, procurando no mezclar las fases. Se centrifugó a 1,500 rpm por 15 min y se 
recuperó la capa de CMSP (monocitos y linfocitos). Se distribuyeron las CMSP en 
tubos cónicos de polipropileno estériles, se realizaron 3 lavados con PBS estéril 
centrifugando a 1,500 rpm por 10 min y descartando los sobrenadantes. 
Posteriormente, se resuspendieron las CMSP en un volumen suficiente de medio 
RPMI (adicionado con SFB) para ajustar su concentración a 1×106 CMSP/mL. En 
condiciones de asepsia, se inoculó 1 mL de la suspensión celular a cada pozo. En este 
caso utilizamos placas estériles de 24 pozos, las cuales, se incubaron a 37 ºC en 
atmósfera de CO2 al 5%  durante 12 h. 
     El grupo control consistió en cultivos de CMSP sin tratar. Se incluyó 
sistemáticamente una serie de pozos conformados únicamente por monocitos, para lo 
cual, se descartó el medio sobrenadante (células no adherentes [linfocitos]) y se 
realizaron 2 lavados con PBS y se añadió medio RPMI fresco (adicionado con el 
10% de SFB).  La producción basal de nitritos (NO2

-) de este grupo se comparó con 
el grupo control. 
     Los grupos experimentales, recibieron 5 y 10 µg/mL de LPS, respectivamente. Se 
incubaron bajo las mismas condiciones y se transfirieron los sobrenadantes a tubos 
eppendorf estériles a las 72 y 96 h, respectivamente. Las muestras se almacenaron a  
-70 ºC hasta su uso. 
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6.3.7 Cultivo y estimulación de monocitos humanos THP-1 y U937 
 
 
     La líneas celulares en suspensión, THP-1 y U937, se cultivaron a 37 ºC en 
atmósfera de CO2  al  5% en frascos de cultivo de 175 mm conteniendo medio RPMI 
adicionado con el 10% de SFB. Al ser confluentes las células,  el contenido de los 
frascos se transfirió a tubos cónicos de polipropileno estériles de 50 mL de 
capacidad, se centrifugaron a 600 g durante 10 min y se descartaron los 
sobrenadantes. Se realizó un lavado con HBSS (libre de rojo de fenol) centrifugando 
en las mismas condiciones y se descarto nuevamente el sobrenadante. La pastilla 
resultante se resuspendió en medio RPMI fresco y se transfirió a frascos de cultivo 
estériles siendo incubados en las condiciones antes mencionadas. 
 
Diseño experimental No.1 con células THP-1 
     Para los experimentos, se ajustó la densidad celular a 8.5×105células/mL y en 
condiciones de asepsia, se inocularon 2 mL de esta suspensión celular a cada pozo y 
se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2 al  5% por 12 h.  Se realizaron 2 lavados 
con HBSS y se adicionó medio RPMI fresco (adicionado con el 10% de SFB).  
     El grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Los cultivos 
experimentales recibieron 10 nM de PMA solo y en combinación con 2.5 µg/mL de 
LPS (concentración final). Se incubaron bajo las mismas condiciones y se 
transfirieron los sobrenadantes a tubos Eppendorf estériles a las 24 y 48 h, 
respectivamente. Las muestras se almacenaron a -70 ºC hasta su uso.  
 
Diseño experimental No. 2 con células THP-1 
     En condiciones de asepsia, se ajustó la densidad celular a 1×106 células/pozo y el 
volumen final se llevo a 2 mL con medio RPMI (adicionado con el 10% de SFB) y se 
incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2  al  5% por 12 h.  Se realizaron 2 lavados con 
medio HBSS y se adicionó medio RPMI fresco (adicionado con el 10% de SFB).  
El grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Los cultivos 
experimentales recibieron 5 µg/mL de LPS solo o en combinación con 10 nM de 
PMA. Se incubaron bajo las mismas condiciones y se transfirieron los sobrenadantes 
a tubos Eppendorf estériles a las 24, 48  y 72 h respectivamente. Las muestras se 
almacenaron a -70 ºC hasta su uso.  
 
Diseño experimental No. 3 con células THP-1. 
     En condiciones de asepsia, se ajustó la densidad celular a 1 × 106células/pozo y el 
volumen final se llevo a 2 mL con medio RPMI (adicionado con el 10% de SFB). El 
grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Los cultivos experimentales 
se dividieron en 4 grupos. El primer grupo recibió a las 0.0 h de incubación, 10 nM 
de PMA; el segundo grupo, 20 nM de PMA; el tercer grupo, 10 nM de PMA a las 0.0 
h y 2.5 µg/mL de LPS a las 24 h; y el cuarto grupo,  20nM de PMA a las 0.0 h y 5 
µg/mL de LPS a las 24 h. Se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2  al  5% y se 
transfirieron los sobrenadantes a tubos Eppendorf estériles a las 24, 48 y 72 h 
respectivamente. Las muestras se almacenaron a –70 ºC hasta su uso. 
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Diseño experimental No. 4 con células U937  
     En condiciones de asepsia, se ajustó la densidad celular a 1×106 células/pozo y el 
volumen final se llevo a 2 mL con medio RPMI (adicionado con el 10% de SFB). El 
grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Los cultivos experimentales 
se dividieron en 2 grupos. El primer grupo se pre-estimuló a las 0.0 h de incubación 
con 10 nM de PMA y a las 24 h se lavaron las células con HBSS, se añadió medio 
RPMI fresco y se estimularon con 2.5 µg/mL de LPS. El segundo grupo se pre-
estimuló a las 0.0 h con 10 nM de PMA, a las 24 h se realizó el lavado, se añadió 
medio RPMI fresco (adicionado con el 10% de SFB) y se estimuló con una 
combinación de 10 nM de PMA y 2.5 µg/mL de LPS. Las células se incubaron a 37 
ºC en atmósfera de CO2  al  5% y se transfirieron los sobrenadantes a tubos 
Eppendorf estériles a las 0, 24, 48 y 72 h respectivamente. Las muestras se 
almacenaron a -70 ºC hasta su uso. 
 
 
6.3.8 Cultivo y estimulación de la línea celular de macrófagos murinos J774 
 
 
     En condiciones de asepsia, se ajustó la densidad celular a 1 × 106 células/pozo y el 
volumen final se llevó a 2 mL con medio RPMI (adicionado con el 10% de SFB). Se 
incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5% por 24 h. Se realizaron 2 lavados con 
medio HBSS y se adicionó medio RPMI fresco (adicionado con el 10% de SFB). El 
grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Los cultivos experimentales 
recibieron 2.5 µg/mL de LPS. Las células se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2  
al  5% y se transfirieron los sobrenadantes a tubos Eppendorf estériles a las 0, 24, 48 
y 72 h respectivamente. Las muestras se almacenaron a -70 ºC hasta su uso. 
 
 
6.3.9 Cultivo y estimulación de células totales de sangre periférica 
 
 
     Se colectó la sangre de un adulto sano utilizando tubos para colección de sangre 
total con EDTA como anticoagulante. Se colocaron 3 mL de sangre total en tubos 
estériles de poliestireno (12 x 75 mm) para cultivo celular (BD Falcon, Franklin 
Lakes, NY, USA).  
     El grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Los cultivos 
experimentales recibieron concentraciones variables de LPS (2, 25, 50, 100, 150 y 
200 ng/mL) para realizar una curva dosis respuesta y determinar la concentración 
ideal de LPS. Así mismo, se incluyeron otros 2 grupos que recibieron 300 y 350 
ng/mL de L-NMMA, los cuales se incubaron por 3 h y posteriormente se estimularon 
con 100 ng/mL de LPS. Los tubos conteniendo las muestras de sangre, se colocaron 
en un rotor y se incubaron durante 5 h a temperatura ambiente, a excepción de los 
grupos que recibieron L-NMMA, estos se incubaron por 2 h. El plasma se colectó 
por centrifugación de la sangre a 2,500 rpm durante 10 min. Las muestras se 
almacenaron a -70 ºC hasta su uso. 
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6.3.10 Determinación de Nitritos por la técnica de Griess (Stuerh, 1989) 
 
 
Stock de Nitritos.  
     Se disolvieron 0.069 g de nitrito de sodio en 100 mL de agua bidestilada . Así se 
obtuvo una concentración 10 mM. La solución se almacenó a 4 °C protegida de la 
luz. Se tomó una alícuota de 100 µL  y se llevó a 1,000 µL con medio RPMI-1640 
(libre de SFB) para obtener una solución 1 mM. A partir de esta solución se realizó 
una curva de calibración con las siguientes concentraciones: 500 µM, 250 µM, 125 
µM, 62.5 µM, 31.25 µM, 15.62 µM, 7.81 µM, 3.9 µM, 1.95 µM, 0.975 µM, 0.487 
µM, 0.243 µM y 0.121 µM. 
 
Solución A. 
     Se disolvió 0.1 g de naftiletilendiamida en 100 mL de agua bidestilada. La 
solución se almacenó en frascos de borosilicato de 120 mL de capacidad, color 
ámbar, con tapón de rosca y protegidas de la luz a una temperatura de 0-4 °C. 
 
Solución B.  
     Se disolvió 1 g de sulfanilamida en 100 mL de ácido ortofosfórico al 5% (v/v). La 
solución se almacenó en frascos de borosilicato de 120 mL de capacidad, color 
ámbar, con tapón de rosca y protegidas de la luz a una temperatura de refrigeración 
de 0-4 °C. 
 
Reactivo de Griess 
     Se preparó mezclando una parte de la solución A con una parte de B, 
inmediatamente antes de usarse. 
 
Procedimiento. 
     Se añadieron 100 µL de RPMI-1640 libre de SFB a los pozos  blanco. En el resto 
de los pozos se colocaron por duplicado 100 µL de los estándares y de los 
sobrenadantes provenientes del cultivo celular (CMSP, THP-1, U937 y J774, según 
los experimentos). Se añadieron 100 µL del reactivo de Griess. Se permitió el 
desarrollo de color por 10 min a temperatura ambiente. Se determinó la A540 y por 
regresión lineal se obtuvo la ecuación de la recta a partir de la cual se determinó la 
producción de NO2

-. Se graficó el promedio ±  desviación estándar de 3 
experimentos independientes por triplicado. 
 
 
6.3.11 Determinación de la producción total de NO por la técnica de Griess 
 
 
     Los productos finales del NO in vivo son nitritos (NO2

-) y nitratos (NO3
-). La 

proporción relativa de NO2
- y NO3

- es variable y no puede predecirse con certitud. 
Por tanto, el mejor índice de la producción total de NO es la suma de nitritos y 
nitratos. 
     El primer paso consiste en la conversión de NO3

- a NO2
- utilizando la enzima 

denominada nitrato reductasa. El segundo paso consiste en la adición de los reactivos 
de Griess, los cuáles convierten los NO2

-  en un compuesto azo de color morado. La 
medida fotométrica de la absorbancia debida a este cromóforo determina la 
concentración de NO2

- (ver figura 4). 
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     Esta técnica se utilizó para determinar la producción total de NO en muestras de 
plasma, como resultado de la estimulación de células totales de sangre periférica. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4 . Reacción de Griess.  

 
 

Buffer de ensayo 
     El contenido del vial se diluyó a 100 mL con agua Mili-Q y se almacenó a 4 ºC. 
 
Nitrato Reductasa 
     El contenido del vial se reconstituyó con 1.2 mL de buffer de ensayo 
manteniéndose en hielo durante su uso. La solución se almacenó a –20 ºC. 
 
Cofactores  
     El contenido del vial se reconstituyó con 1.2 mL de buffer de ensayo 
manteniéndose en hielo durante su uso. La solución se almacenó a –20 ºC. 
 
Estándar de Nitrato. 
     El contenido del vial se reconstituyó con 1.0 mL de buffer de ensayo, se agitó y se 
almacenó a 4 ºC . Una vez reconstituído, el vial se diluyó antes de realizar el ensayo. 
 
Reactivos de Griess A y B.  
     No requieren preparación previa. Se almacenaron a 4 ºC. 
 
Preparación de las muestras. 
     El plasma se ultrafiltró a través de filtros con corte a 10 o 30 kDa para reducir el 
ruido de fondo debido a la presencia de hemoglobina. Los filtros (Amicon o 
Millipore) se pre-enjuagaron con agua Mili-Q estéril antes de ultrafiltrar las muestras 
de plasma. 
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Preparación de la curva estándar de nitrato de sodio.  
     En un tubo Eppendorf estéril se colocaron 0.9 mL de buffer de ensayo y se 
añadieron 0.1 mL del estándar de nitrato y se agitó en vortex para obtener una 
concentración de 200 µM. A partir de esta solución se realizó una curva de 
calibración (apéndice, tabla II). 
 
Procedimiento. 
     Se añadieron 200 µL de buffer de ensayo a los pozos blanco. No se añadieron 
otros reactivos a estos pozos. Se colocaron 80 µL de plasma y se adicionaron 10 µL 
de la mezcla de cofactores y 10 µL de la mezcla de nitrato reductasa en cada pozo. 
Se cubrió la placa y se incubó a temperatura ambiente por 4 h. Transcurrido el 
tiempo de incubación, se añadieron 50 µL del reactivo de Griess A y 50 µL del 
reactivo de Griess B a cada uno de los pozos. Se permitió el desarrollo de color por 
10 minutos a temperatura ambiente. Se determinó la A540 y por regresión lineal se 
obtuvo la ecuación de la recta a partir de la cual se determinó la producción total de 
NO como la suma de NO3

- y NO2
-. Se graficó el promedio ±  desviación estándar de 

3 experimentos independientes por triplicado. 
 
 
6.4 Obtención del antígeno total amibiano (ATA) y determinación de su efecto 

sobre la producción total de NO en FgH 
 
 
6.4.1 Obtención del Suero bovino para cultivo de amibas 
 
 
     El suero se obtuvo a partir de sangre colectada en el rastro de la ciudad de 
Monterrey, la cual al coagularse permitió la separación del mismo. Una vez separado 
el suero, se esterilizó por filtración a través de una serie de filtros HAWP Millipore 
de 10 a 0.22 µm. El suero se distribuyó en volúmenes de 40 a 100 mL en botellas 
estériles de borosilicato con tapón de rosca y se almacenó a –20 ºC. Previo a su uso 
se descomplementó por calentamiento a 56 ºC por 30 min y se probó su esterilidad, 
sembrando 1 mL de cada botella de suero a probar en 10 mL de medio RPMI-1640 y 
se incubó por una semana a 37 ºC.   
 
 
6.4.2 Preparación del medio PEHPS 
 
 
     Extracto de Hígado y Páncreas (EHP) 250 mL; peptona de caseína 10 g; D-
glucosa 6 g; L-cisteína 1.0 g; ácido ascórbico 0.20 g; KH2PO4 0.60 g; K2HPO4 1 g. 
     Se disolvieron todos los componentes en 650 mL de agua bidestilada. Se ajustó el 
pH a 7.0 con NaOH 10 N y se aforó a 1000 mL con agua bidestilada. Se realizaron 
alícuotas de 5 mL en tubos de 13 × 100 mm de capacidad y se esterilizaron en 
autoclave a 121 ºC y 15 lb/plg2. Los tubos se almacenaron a temperatura ambiente 
hasta su uso y se añadieron 0.5 mL de suero por cada 5 mL de medio de cultivo, 48 
horas antes de realizar la resiembra 
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6.4.3 Cultivos amibianos axénicos 
 
 
     La cepa HM1:IMSS de E. histolytica se mantuvo en cultivo en medio PEHPS 
(Said-Fernández y col, 1988) incubándola a 36.5 °C (Incubadora National Heinicke 
Co. OR, E.U.A.). Antes de cada resiembra los cultivos se observaron en un 
microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para comprobar el buen estado de 
las amibas. El cultivo que mostró la mayor densidad de trofozoítos y el mejor aspecto 
de éstos se colocó en agua-hielo por 10 min y el número de amibas se determinó 
utilizando un hemocitómetro, y se inocularon  a cada tubo con medio PEHPS. Los 
cultivos se resembraron cada 72 h, en fase logarítmica de crecimiento. 
 
 
6.4.4 Curva de Crecimiento de E. histolytica 
 
 
     Se cultivaron 5 x 103 trofozoítos/mL trofozoítos en tubos de ensayo de 13 × 100 
mm conteniendo 5.5 mL de medio PEHPS bajo condiciones axénicas. Se realizó el 
conteo por triplicado en cámaras de Neubauer a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. 
     Se graficó el logaritmo natural del número de trofozoítos/mL contra el tiempo en 
horas y se determinó la ecuación de la recta por regresión lineal. Se determinó el 
tiempo de duplicación y de generación, respectivamente (López-Revilla and 
Rodríguez-Báez, 1981). 
 
 
6.4.5 Inducción de Absceso Hepático Amibiano (AHA) en hámsters  
 
 
     Los animales se anestesiaron por vía intraperitoneal, con una solución  de 0.065 
g/ml de pentobarbital sódico de uso veterinario con jeringa desechable de 1 ml y 
aguja calibre No.23 y se indujó una anestesia profunda en 5 minutos con una dosis de 
6.5 mg/100g de peso corporal. Después se procedió a rasurar el vientre del hámster y 
desinfectar el área con una solución acuosa de cloruro de benzalconio al 0.25%. Se 
realizó una incisión de 1.5 cm en la línea media, abajo del esternón con tijeras y se 
expuso el hígado. Se inocularon 1×106 trofozoítos de E. histolyitca cepa HM1:IMSS 
de cultivos suplementados con suero, suspendidos en 0.1 ml de medio PEHP basal, 
directamente en el lóbulo derecho del hígado, con una aguja calibre No. 23. Después 
de la inoculación, se limpió bien la herida producida por la aguja con un hisopo 
estéril de algodón, empapado con solución salina isotónica, y se suturó la incisión, 
mediante surgete continuo, abarcando los planos muscular y seroso de la piel, con 
seda estéril del 00. 
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6.4.6 Obtención de amibas virulentas a partir de un AHA 
 
 
     Siete días después de haber inducido la formación de AHA, se realizó una 
laparotomía exploratoria a cada animal. A partir de las lesiones se recuperaron los 
trofozoítos virulentos realizando cortes del tejido afectado de 0.5 cm y se 
resembraron en medio basal PEHP y se añadieron 0.01 mL de la mezcla de trabajo 
de penicilina-estreptomicina (1,000X). Se incubaron a 36.5 °C y se resembraron cada 
72 h. El tratamiento con antibióticos se llevó a cabo hasta que en 2 resiembras 
sucesivas no hubiera contaminación detectable en ausencia del antibiótico. Estas 
amibas se re-inocularon dos veces más en pases por hígado de hámster, verificando 
que las amibas produjeran en cada pase AHA grado V (Cruz-Vega et al., 1997) para 
que estuvieran expresando su mayor virulencia. Estas amibas se utilizaron para el 
resto de los experimentos. 
 
 
6.4.7 Cultivos masivos de amibas virulentas 
 
 
     6.4.7.1 Cultivo en Spinners. 
 
     Los cultivos masivos se obtuvieron utilizando frascos para cultivo en suspensión 
(spinners) de 900 mL de capacidad. El inóculo fue de 5 x 103 trofozoítos/mL en 600 
mL de medio basal (PEHP) con 60 mL de suero bovino (PEHPS). Los cultivos se 
mantuvieron estáticos por 48 h y por 24 h en agitación a 36.5 °C (Said-Fernández 
and Mata-Cárdenas, 1992). Posteriormente, el contenido se transfirió a tubos cónicos 
estériles de borosilicato de 125 mL de capacidad, se centrifugaron a 1500 rpm por 15 
min a 4 ºC y se aspiraron los sobrenadantes. El sedimento se resuspendió con PBS 
estéril y se centrifugó bajo las mismas condiciones. Se realizaron 2 lavados más con 
PBS. 
 
     6.4.7.2 Cultivo en tubo. 
 
     Se inocularon 100 tubos de 13 × 100 mm conteniendo cada uno 5 mL de medio 
PEHPS con 5,000 trofozoítos/mL. Se incubaron a 36 ºC por 48 h. Se enfriaron en 
agua-hielo durante 10 min. Se agitaron suavemente para desprender la pastilla de 
amibas, se centrifugaron a 1500 rpm por 15 min a 4 ºC y se aspiraron los 
sobrenadantes. El sedimento se resuspendió con PBS estéril, se transfirió a un tubo 
cónico estéril de borosilicato de 125 mL y se centrifugó bajo las mismas condiciones. 
Se realizaron 2 lavados más con PBS. 
 
 
6.4.8 Obtención del ATA 
 
 
     Los sobrenadantes se transfirieron a un tubo cónico estéril de borosilicato de 125 
mL de capacidad, con tapón de rosca, conteniendo 8 perlas de vidrio estériles. Se 
realizó una extracción con 20 volúmenes de una mezcla de cloroformo-metanol. El 
contenido del tubo se expusó a un flujo continuo de nitrógeno estéril hasta evaporar 
completamente los disolventes. Se resuspendió el extracto amibiano en Tris-HCl 



43 

 

0.08M pH 8, se agitó en vortex y se sonicó por 30 min a temperatura de laboratorio. 
El ATA se vacío a un tubo eppendorff estéril, se centrifugó a 1,500 rpm por 10 min y 
se repartió en alícuotas de 0.5 mL bajo condiciones de esterilidad. Se añadió 1 mL de 
TRIS-HCl a una de las alícuotas, se agregaron 15 µL NaOH 10 N, se agitó 
vigorosamente y se calentó a fuego directo durante 3 seg por tres ocasiones con 
intervalos de 10 seg entre cada evento. Se ajustó el pH a 7.4 agregando HCl 10N. Se 
repartió nuevamente en alícuotas y se almacenó a –70 ºC hasta su uso.  
 
 
6.4.9 Cuantificación de Proteínas  
 
 
     La concentración de las proteínas en los extractos amibianos fue determinada por 
el método de Lowry. 
 
Solución A. Se disolvieron 2 g de carbonato de sodio en 100 mL de NaOH 0.1 N. La 
solución se almacenó en una botella de borosilicato de color ámbar con tapón de 
rosca a temperatura ambiente. 
 
Solución B1. Se disolvieron 2 g de tartrato de sodio y potasio en 100 ml de agua 
desionizada.  
 
Solución B2. Se disolvió 1 g de sulfato de cobre pentahidratado en 100 ml de agua 
desionizada. 
 
Solución C. Se mezclaron 49 ml de solución A, 0.5 ml de solución B1 y 0.5 ml de 
solución B2. (Inmediatamente antes de usarse). 
 
Solución D. Se diluyeron 3 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma F-9252) con 3 
ml de HCl 1 N. (Inmediatamente antes de usarse). 
 
Solución estándar. Se disolvieron 10 mg de SAB (fracción V) en 10 mL de agua 
desionizada con agitación lenta. Se almacenó a -20ºC en un tubo de polipropileno 
con capacidad para 15 mL, hasta su uso. 
 
     Se colocaron por triplicado diluciones seriadas de SAB que conformaron  la curva 
estándar (apéndice, tabla III) y las muestras amibianas en tubos de ensayo de 13 × 
100 mm. Se aforó con agua bidestilada a 200 µL. Se añadió a cada muestra 1 mL de 
la solución C y se mezcló todo. Se incubó por 10 min a temperatura ambiente. Se 
agregaron 100 µL  la solución D, se agitó y se incubó 30 min a temperatura 
ambiente. Se determinó la absorbancia  a 750 nm. Se graficó la A750 en función de la 
concentración de SAB (expresada como µg de proteína/mL). Se calculó por 
interpolación, mediante regresión lineal, la concentración de proteínas contenida en 
las preparaciones del ATA. 
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6.4.10 Determinación de la producción total de NO en FgH estimulados con 
ATA 

 
 
     Se utilizó el modelo descrito en el punto 6.3.9. El grupo control consistió en 
cultivos de células sin tratar. El testigo positivo recibió 100 ng/mL de LPS. Los 
grupos experimentales recibieron 100 y 500 ng/mL de ATA. Se determinó la 
producción total de NO mediante la técnica descrita en el punto 6.3.11. 
 
 
6.5 Obtención de fracciones de antígeno digerido con tripsina (ADT) mediante 

HPLC 
 
 
6.5.1 Solución de Tripsina 
 
 
     Se pesaron 10 mg de Tripsina, se disolvieron con 10 mL de agua Mili-Q para 
obtener una solución de 1mg/mL y se esterilizó por filtración (0.22 µM). Se 
realizaron alícuotas y se almacenó a –20 ºC hasta su uso. 
 
 
6.5.2 Solución de carbonato de amonio 0.4 M 
 
 
     Se pesaron 0.4564 g de carbonato de amonio y se disolvieron en 10 mL de agua 
de 10 mOsm/Kg, obtenida en un equipo Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA) y 
se esterilizó por filtración (0.22 µM). Se realizaron alícuotas y se almacenó a –20 ºC 
hasta su uso. 
 
 
6.5.3 Digestión 
 
 
     Se ajustó la concentración del ATA a 2 mg de proteínas/mL con Tris-HCl 
(0.08M, pH 8.0) y se mezcló con un volumen de carbonato de amonio 0.4 M y un 
volumen apropiado de la solución de tripsina para ajustar ésta a una concentración de 
1:50 (p/p con respecto a la concentración de proteínas amibianas). La preparación se 
incubó por 12 h a temperatura ambiente. El producto de la digestión (ADT) se 
ultrafiltró utilizando cartuchos de corte a 5,000 kDa (Millipore) y se centrifugó a 
temperatura ambiente a 14,000 rpm por 30 min y se almacenó a –70 ºC hasta su  
utilización. 
 
 
6.5.4 Fraccionamiento del ADT mediante HPLC 
 
 
     El ADT se separó mediante HPLC, con cromatógrafo (Waters Corporation) 
equipado con un controlador modelo 600, un inyector 717 plus, un detector de 
fotodiodos 996 y un degasificador de solventes Degassit. Los registros se analizaron 
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en un procesador Dell Optiplex GX1 equipado con el software para cromatogramas 
Waters Millenium 32. Se aplicó la técnica de fase reversa, utilizando una columna 
modelo Symetry C18 (Waters, Milford, MA, USA) (3.9× 150 mm y PAA 5µm) y un 
guarda columna modelo Sentry 18(Waters).  
 
Solución de Acetonitrilo al 100%  
     El acetonitrio al 100% se filtró a vació empleando filtros HA (poros 0.45 µM).  Se 
colocó en el reservorio A. Esto constituyó la fase orgánica. 
 
Solución de Ácido Trifluoroacético (TFA) al 1%  
     Se adicionaron 10 mL de TFA a 900 mL de Agua Mili-Q y se aforaron a 1000 mL 
empleando un matraz volumétrico. Dicha solución se filtró a vació empleando filtros  
HA (poros 0.45 µM). Se colocó en el reservorio B. Esto constituyó la fase acuosa. 
 
Procedimiento: 
     Como fase móvil se utilizó un gradiente de concentración preparado a partir de 
ácido TFA y acetonitrilo, ambos grado HPLC (apéndice, tabla IV). 
     El flujo se mantuvo constante a 1mL/min, se colectaron  las fracciones y se 
evaporaron en el concentrador de fracciones. Cada fracción se reconstituyó y 
esterilizó con una mezcla de DMSO-RPMI (libre de SFB) relación 50/50 (v/v) 
(Molina et al., 2006). Se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Las 
fracciones se almacenaron a –70 ºC hasta su uso. 
 
 
6.6 Identificación de fracciones con mayor habilidad para inducir la 

producción de NO en FgH 
 
 
     Se utilizó el modelo descrito en el punto 6.3.9. El grupo control consistió en 
cultivos de células sin tratar. El testigo positivo recibió 100 ng/mL de LPS. Los 
grupos experimentales recibieron 100 y 500 ng/mL de las fracciones obtenidas 
mediante HPLC. Se determinó la producción total de NO mediante la técnica descrita 
en el punto 6.3.11. 
 
 
6.7 Determinación del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) en plasma  
 
 
     Se utilizó el modelo descrito en el punto 6.3.9. El grupo control consistió en 
cultivos de células sin tratar. El testigo positivo recibió 100 ng/mL de LPS. Los 
grupos experimentales recibieron 500 ng/mL de ATA y de las fracciones obtenidas 
mediante HPLC. Se realizó la determinación de TNF-α mediante la técnica de 
ELISA (Ensayo de Inmunoadsorbancia Ligado a Enzima). 
 
Buffer de lavado 
     En un recipiente estéril se añadieron 50 mL del buffer de lavado 30X y se 
diluyeron a un volumen final de 1.5 L con agua Mili-Q estéril. El buffer 
reconstituido se mezcló y se almacenó en refrigeración (2-8 ºC). 
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Estándares 
     Los estándares se prepararon justo antes de usarse. El estándar conteniendo 2,000 
pg/mL se reconstituyó con 1,240 µL de agua Milli-Q estéril. Se mezcló invirtiendo 
suavemente el vial hasta que el contenido se disolvió por completo. 
     Se prepararon diluciones seriadas 1:2 para generar la curva estándar de la 
siguiente manera. Se colocaron 200 µL del diluyente para las muestras en 7 tubos. Se 
colocaron 200 µL del estándar reconstituído en el primer tubo (1,000 pg/mL) y se 
mezclaron bien. Se tomarón 200 µL de esta dilución y se colocaron en el siguiente 
tubo (500 pg/mL) y se mezcló todo. Se realizaron 5 diluciones seriadas (usando 200 
µL) para completar la curva. Los puntos de la curva fueron 1000, 500, 250, 125, 
62.5, 31.2, 15.6 y 0 pg/mL. Este último fue el blanco constituido por 200 µL de 
diluyente para muestras. 
 
Procedimiento 
     Se adicionaron 50 µL de diluyente para muestra a cada pozo. Se adicionaron 50 
µL de los estándares o muestras (por duplicado) a cada pozo. Se cubrió la placa con 
una cubierta adhesiva y se incubó a temperatura ambiente por una hora.           
Posteriormente, se removió la cubierta y se lavó la placa 3 veces con el buffer de 
lavado. Se añadieron 100 µL del anticuerpo biotinilado a cada pozo. Se cubrió la 
placa con una cubierta adhesiva y se incubó a temperatura ambiente por 1 h. Se 
removió la cubierta y se lavó la placa 3 veces. Se añadieron 100 µL de 
estreptavidina-HRP a cada pozo. Se cubrió la placa y se incubó a temperatura 
ambiente por 30 min. Se removió la cubierta y se lavó la placa 3 veces. Se añadieron 
100 µL de TMB sustrato a cada pozo. Se incubó a temperatura ambiente por 30 min 
(sin cubrir la placa). Se detuvo la reacción adicionando 100 µL de la solución STOP 
a cada pozo. Se midió la A450 Se calculó por regresión lineal la concentración de 
TNF-α en cada pozo. 
 
 
6.8 Secuenciación  de los péptidos de interés mediante espectrometría de masas 
 
 
6.8.1 Digestión del ATA para su posterior secuenciación 
 
 
Bicarbonato de Amonio 100 mM.  
     Se pesaron 79.10 mg de NH4HCO3 y se disolvieron en 10 mL de agua Milli-Q. 
 
Bicarbonato de amonio 50 mM. 
     Se realizó una dilución 1:2 a partir de la solución de NH4HCO3 100 mM 
utilizando agua Milli-Q. 
 
Ditiotreitol (DTT)  200mM. 
     Se pesaron 30.84 mg de DTT y se disolvieron en 1 mL de NH4HCO3 100 mM.  
 
Iodoacetamida 1 M. 
     Se pesaron 37 mg de Iodoacetamida y se disolvieron en 200 µL de NH4HCO3 100 
mM.  
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Tripsina.  
     100 µg de Tripsina (Gold Mass-Spec Grade, promega) se disolvieron con 100 µL 
de ácido acético 50 mM obteniendo una solución de 1 µg/µL. Se dividió en alícuotas 
y se almacenó a -70 ºC. 
 
Preparación de la muestra.  
     La muestra conteniendo 2 mg de proteína se llevó a 100 µL con NH4HCO3 50 
mM. 
 
Reducción disulfuro. 
     Se añadieron 5 µL de DTT a los 100 µL de muestra. La muestra se calentó a 
ebullición por 10 minutos. Se agitó en vortex y se dió un spin. Se incubó a 
temperatura ambiente 1 h. 
 
Alquilación. 
     La muestra se alquiló añadiendo 4 µL de la solución de iodoacetamida. Se agitó 
en vortex y se dió un spin. Se incubó a temperatura ambiente 1 h. 
 
Neutralización. 
     Se neutralizó la idoacetamida remanente añadiendo 20 µL de DTT. Se agitó en 
vortex y se dió un spin. Se incubó a temperatura ambiente 1 h. 
 
Digestión. 
     La muestra se digirió utilizando una solución de tripsina manteniendo una 
relación 1:50 (p/p). Se agitó en vortex y se dió un spin. Se incubó 18 h a 37 ºC. La 
muestra se almacenó a -70 ºC hasta su uso.  
 
 
6.8.2 Solubilización de péptidos hidrofóbicos 
 
 
     Se colocó una alícuota de la muestra (ADT) en un tubo Ependorf y se centrífugó a 
13,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirió a otro tubo Eppendorf y se 
rotuló como péptidos hidrofílicos. La pastilla resultante se sometió a un lavado con 
agua Milli-Q y se resuspendió con  500 µL de Isopropanol al 70%. Se sonicó durante 
10 min. Se centrifugó bajo las condiciones antes mencionadas y el sobrenadante se 
transfirió a otro tubo Eppendorf y se rotuló como péptidos hidrofóbicos.  Las 
muestras se almacenaron a -20 C hasta su uso. Los sobrenadantes conteniendo los 
péptidos (tanto hidrofílicos como hidrofóbicos) se utilizaron para el resto de los 
experimentos. 
 
 
6.8.3 Secuenciación 
 
 
     Para la secuenciación se utilizó  la técnica de HPLC acoplada a espectrometría de 
masas. Los datos se adquirieron con columna C18 (2.1 × 150 mm y PAA 3µm), 
mediante fase reversa. La espectrometría de masas se realizó utilizando la interfase 
ESI en modo positivo,  el equipo híbrido cuadrupolar-tiempo de vuelo (modelo 
QTOF-micro, Waters)  acoplado al sistema de HPLC (Waters Alliance 2695), ambos 
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controlados por el software MassLynx (v4.0). La información fue procesada con el 
software ProteinLynx Global Server, version 2.2, el cual utiliza la base de datos 
Swissprot-MASCOT. 
     El método cromatográfico y de detección fueron optimizados utilizando albúmina 
sérica bovina y la mezcla estándar de péptidos. Los experimentos fueron realizados 
por triplicado bajo las siguientes condiciones. 
 
Método cromatográfico. 
Fase móvil acuosa (A2). Se preparó acetonitrilo al 1% en agua Mili-Q con 0.1% de 
ácido fórmico. Se colocó en el reservorio A. 
Fase móvil ogánica (B2). Se preparó acetonitrilo al 80% en agua Mili-Q con 0.1% de 
ácido fórmico. Se colocó en el reservorio B. 
La columna se mantuvo a una temperatura de 50 ºC y la muestra a 4 ºC. Como fase 
móvil se utilizó un gradiente de concentración preparado a partir de acetonitrilo, 
grado HPLC (apéndice, tabla V). El flujo se mantuvo constante a 0.2 mL/min y se 
utilizó un volumen de inyección de 15 µL. 
 
Método de espectrometría de masas 
Leucina encefalina. 
Solución Stock. Para obtener una solución de 250 ng/µL, se disolvieron 25 mg en 
100 mL 50/50 MeOH/Agua con 1% de ácido fórmico. 
Solución Spec. Para obtener una solución de 2ng/µL se tomaron 800 µL del stock y 
se añadieron a 40 mL de MeOH/Agua con 1% de ácido fórmico. 
Glucofibrino-péptido (GFP)(C66H95N19O26 15569 Da). 
Solución stock. Para obtener una solución de 32 pmol/µL, se añadieron 2000 µL al 
vial conteniendo originalmente 64 nmol. Se almacenó a -20ºC. 
Solución intermedia. Para obtener una solución de 1 pmol/µL, se tomaron 100 /µL de 
la solución stock y se añadieron 3 100 µL de una mezcla de 50/50 MeOH/Agua con 
1% de ácido acético. La solución se almacenó a -20ºC. 
Solución spec. Para obtener una solución de 100 fmol/µL, se tomaron 220 µL de la 
solución intermedia y se añadieron 2000 µL de una mezcla de 50/50 MeOH/Agua 
con 1% de ácido acético. 
 
Condiciones de calibración 
     El espectrómetro de masas se calibró con la solución spec de leucina encefalina, 
con la cual se llevó a cabo el cálculo de los parámetros de resolución y el ajuste del 
valor del punto de calibración inicial (Lteff). 
     Para la calibración de un solo punto, se utilizó la solución spec del  GFP. El ion 
doblemente cargado [(M+2H)2+] con valor de masa exacta de 785 Da se liberó a 
través del sprayer de referencia de la fuente NanoLockSpray. 
 
Voltaje del capilar: 3500 V 
Voltaje del cono de extracción: 2 V 
Voltaje de extracción de la muestra: 35 V 
Temperatura de desolvatación: 350 ºC 
 
Análisis de resultados. 
     El análisis de los resultados se llevó a cabo utilizando el Data Bank Search, el 
AutoMod-Query y el de Novo-Query. 
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7.   RESULTADOS 
 
 

7.1 Estandarización del modelo para la producción de NO en FgH  
 
 
     Como primer paso en la estandarización del modelo para la producción de NO por 
FgH se aislaron CMSP mediante separación por gradiente y se determinó la 
producción de nitritos de estos cultivos, bajo diferentes condiciones experimentales.  
La figura 5, muestra una curva estándar típica para la determinación de nitritos por la 
técnica de Griess. 
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Figura 5. Curva Estándar para la determinación de nitritos. En una microplaca 
de 96 pozos se colocaron por duplicado 100 µL de las concentraciones variables del 
nitrito de sodio. Se añadieron 100 µL del reactivo de Griess. Se permitió el desarrollo 
de color por 10 min a temperatura ambiente. Se determinó la A540 y por regresión 
lineal se obtuvo la ecuación de la recta a partir de la cual se determinó la producción 
de NO2

-. 
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     En la figura 6, se observa un incremento en la producción basal de nitritos con 
respecto al tiempo de incubación, tanto en el cultivo de monocitos como en el co-
cultivo de monocitos y linfocitos. Sin embargo, la producción de nitritos fue mayor 
en el co-cultivo (P < 0.05).  
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Figura 6. Producción basal de nitritos en monocitos y monocitos en co-cultivo con 
linfocitos. Se realizaron cultivos con 1 x 106 CMSP/mL y se incubaron a 37 ºC en 
atmósfera de CO2 al 5% durante 12 h.  Se incluyó sistemáticamente un grupo de pozos 
conformados únicamente por monocitos, para lo cual se descartaron las células no 
adherentes. Además se incluyó otro grupo conformado por monocitos y linfocitos 
mezclados. Las preparaciones se incubaron, por separado, bajo las mismas condiciones 
y se determinó la producción de nitritos por el método de Griess. Las barras representan 
el promedio ±  la desviación estándar de 3 experimentos independientes por triplicado. 
La producción basal de nitritos fue mayor en el grupo conformado por monocitos y 
linfocitos (P < 0.05). 
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     En otro grupo de experimentos dirigidos a evaluar la producción de NO en CMSP 
estimuladas con 5 y 10 µg/mL de LPS, no se observaron diferencias significativas en la 
producción de nitritos con respecto al control (P > 0.05). Esto a pesar del incremento en 
la producción de nitritos con respecto al tiempo de incubación. (figura 7). 
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Figura 7. Producción de nitritos en CMSP. Se realizaron cultivos con 1 × 106 
CMSP/mL y se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5% durante 12 h. Los 
títulos al pie de las barras indican el tratamiento recibido por cada cultivo. Las barras 
tituladas RPMI corresponden a medio sin células. El grupo control consistió en 
cultivos de células sin tratar. Los cultivos experimentales, recibieron 5 y 10 µg/mL 
de LPS. Las preparaciones se incubaron bajo las mismas condiciones y se determinó 
la producción de nitritos por el método de Griess. Las barras representan el 
promedio ±  la desviación estándar de 3 experimentos independientes por triplicado. 
No se observaron diferencias significativas en la producción de nitritos entre los 
cultivos no estimulados y los tratados con LPS (P > 0.05). 

 
 

 
 
     En otro ensayo evaluamos la producción de nitritos en la línea monocítica humana 
THP-1. Las células que recibieron el tratamiento con 10 nM de PMA mostraron 
adherencia y cambios en sus características morfológicas como incremento de 
tamaño y presencia de seudópodos (Figura 8).  
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a)     b) 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Morfología de células THP-1. a) Grupo control y b) Células 
estimuladas con 10 nM de PMA. Las células que recibieron el tratamiento 
con 10 nM de PMA mostraron cambios en sus características morfológicas 
como incremento de tamaño y presencia de seudópodos. 

 
 

     Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la producción de 
nitritos en células estimuladas únicamente con 10 nM de PMA ni en combinación 
con 2.5 µg/mL de LPS con respecto al control (P > 0.05 [figura 9]). 
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Figura 9. Producción de Nitritos en células THP-1 (diseño experimental No.1). 
Se realizaron cultivos con 2 mL de una suspensión de  8.5 × 105 células/mL y se 
incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5% por 12 h.  Se realizaron 2 lavados con 
medio HBSS y se adicionó medio RPMI fresco suplementado con 10% de SFB. El 
grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Las barras marcadas como 
(PMA) corresponden a los resultados obtenidos con cultivos tratados con  10 nM de 
PMA y las marcadas como (PMA+LPS) se incubaron en presencia de 10 nM de 
PMA y 2.5 µg/mL de LPS.  Las preparaciones se incubaron, por separado, bajo las 
mismas condiciones y se determinó la producción de nitritos por el método de 
Griess. Se graficó el promedio ± desviación estándar de tres experimentos 
independientes por triplicado. No se observaron diferencias significativas en la 
producción de nitritos entre los controles y los cultivos  tratados (P > 0.05). 
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     En la figura 10, se observa que el tratamiento de las células THP-1 a una densidad 
de 1 × 106 células/pozo, adicionadas  con 5 µg/mL de LPS o con 5 µg/mL de LPS y 
10 nM de PMA, no produjo un incremento significativo de la producción de nitritos 
con respecto al control (P > 0.05). 
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Figura 10. Producción de Nitritos en células THP-1 (diseño experimental 
No. 2). Se realizaron cultivos con 1 × 106 células/pozo y se incubaron a 37 ºC 
en atmósfera de CO2 al 5% por 12 h. Los cultivos se lavaron 2 veces con 
medio HBSS y se les adicionó medio RPMI fresco suplementado con 10% de 
SFB. El grupo control consistió en  cultivos de células sin tratar. Las barras 
marcadas como (LPS) corresponden a los cultivos tratados con 5 µg/mL de 
LPS y las marcadas como (LPS+PMA) se trataron con 5 µg/mL de LPS y 10 
nM de PMA. Las preparaciones se incubaron, bajo las mismas condiciones y 
se determinó la producción de nitritos por el método de Griess. Se graficó el 
promedio ±  desviación estándar de tres experimentos independientes por 
triplicado. No se observaron diferencias significativas en la producción de 
nitritos entre el control y los tratamientos (P > 0.05). 
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     La figura 11 muestra que el tratamiento de las células THP-1 a una densidad de   
1 × 106 células/pozo con 10 y 20 nM de PMA no favoreció significativamente el 
incremento de producción de nitritos con respecto al control. También puede 
apreciarse que el pre-tratamiento de las células con PMA y su posterior activación 
con LPS a 2.5 y 5µg/mL tampoco indujo una mayor producción de nitritos con 
respecto al control.  
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Figura 11. Producción de Nitritos en células THP-1 (diseño experimental No.3). 
Se realizaron cultivos con 1 × 106 células/pozo y se incubaron a 37 ºC en atmósfera de 
CO2  al  5% por 12 h. El grupo control consistió en  cultivos de células sin tratar. Los 
cultivos experimentales, se dividieron en 4 grupos. El primero recibió 10 nM de 
PMA, a las 0.0 h de incubación; el segundo grupo, 20 nM de PMA; el tercer grupo, 
10 nM de PMA a las 0.0 h y 2.5 µg/mL de LPS a las 24 h; y el cuarto grupo, 20 nM 
de PMA a las 0 h y 5 µg/mL de LPS a las 24 h. Las preparaciones se incubaron y se 
determinó la producción de nitritos por el método de Griess. Las barras representan 
el promedio ±  la desviación estándar de tres experimentos independientes por 
triplicado. No se observaron diferencias significativas en la producción de nitritos 
entre el control y los tratamientos (P> 0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
±0.16   ±0.11   ±0.12 

   ±0.20 

   ±0.10 

   ±0.08 

    ±0.28 

   ±0.20 
   ±0.19

±0.26 



55 

 

 
     La figura 12, muestra que el tratamiento de los macrófagos murinos con 2.5 
µg/mL de LPS estimuló un incremento significativo en la producción de nitritos 
desde las 24 h. Estas diferencias, con respecto a los controles no tratados ( P < 0.05), 
fueron evidentes también a las 48 y a las 72 h después de haber recibido el estímulo.       
Las diferencias entre la producción de nitritos en los grupos experimentales con 
respecto a sus respectivos controles fue considerablemente mayor (37 veces) a las 24 
h  que a las 48 ó 72 h (2.6 y 2.3 veces, respectivamente). Por el contrario, el pre-
tratamiento de macrófagos humanos (derivados de la línea U937) con PMA y su 
posterior estímulo con LPS solo o en combinación con PMA no estimuló la 
producción de nitritos (figura 12). 
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Figura 12. Producción de nitritos en células U937 y J774. Se realizaron 
cultivos con 1 × 106 células/pozo. Los controles consistieron en  cultivos de células 
U937 ó J774 sin tratar. Los cultivos experimentales de la línea  U937 pre-
estimularon con 10nM de PMA y se dividieron en 2 grupos. El primero se 
estimuló con 2.5 µg/mL de LPS a las 24 h, y el segundo se trató con una 
combinación de 10 nM de PMA y 2.5 µg/mL de LPS. Los cultivos 
experimentales de las células J774 recibieron únicamente 2.5 µg/mL de LPS. Las 
células se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2  al  5%  y se determinó la 
producción de nitritos por el método de Griess. Las barras representan el 
promedio ± desviación estándar de tres experimentos independientes por 
triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el control y los 
cultivos tratados de la línea J774 (P < 0.05). 
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     Se estimularon cultivos de células totales de sangre periférica humana con LPS. 
Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a determinar la producción total 
de NO en el plasma mediante la conversión de NO3

- a NO2
- y la adición de los 

reactivos de Griess. La figura 13 muestra una curva estándar representativa para 
determinar la producción total de NO. 
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Figura 13. Curva estándar para determinar la producción total de NO. 
Se preparó la curva estándar a partir de una solución de nitrato de sodio. Se 
adicionaron 10 µL de la mezcla de cofactores y de la mezcla de nitrato 
reductasa en cada pozo. Se incubo a temperatura ambiente por 4 h. Se 
añadieron 50 µL del reactivo de Griess A y 50 µL del reactivo de Griess B a 
cada uno de los pozos. Se incubó por 10 min a temperatura ambiente. Se 
determinó A540 y por regresión lineal se obtuvo la ecuación de la recta a 
partir de la cual se determinó la producción total de NO como la suma de 
NO3

- y NO2
-. 
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     La concentración basal de NO en plasma (14.5 ± 0.05) no fue modificada por el 
tratamiento con LPS a una concentración de 2 ng/mL (15.6 ± 0.5). Sin embargo, la 
producción de NO se incrementó significativamente después de la estimulación con 
25, 50, 100, 150 y 200 ng/mL de LPS (P < 0.05). Esta respuesta fue dosis-
dependiente (Figura 14). Elegimos la concentración de 100 ng/mL, que estimuló una 
producción de NO 3.7 veces mayor que la de los controles no tratados para utilizarla 
en el resto de los experimentos.  
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Figura 14. Producción total de NO en FgH estimulados con LPS . Se colocaron 3 
mL de sangre total en tubos estériles. El grupo control consistió en  cultivos de 
células sin tratar. Los cultivos experimentales recibieron concentraciones variables 
de LPS (2, 25, 50, 100, 150 y 200 ng/mL). Las células se colocaron en un rotor y se 
incubaron durante 5 h a temperatura ambiente. El plasma se colectó por 
centrifugación a 2,500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y se determinó la 
producción total de NO mediante la conversión de NO3

- a NO2
- y la adición de los 

reactivos de Griess. Las barras representan el promedio ±  desviación estándar de tres 
experimentos independientes por triplicado. Los asteriscos indican diferencias 
significativas entre el control y los cultivos tratados ( P < 0.05 ). 
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     Se adicionó L-NMMA, un inhibidor competitivo de NOS para evaluar su efecto 
en la producción de NO por fagocitos humanos. Las células estimuladas con 100 ng 
de LPS en la presencia de L-NMMA, mostraron una reducción significativa de la 
producción de NO (P < 0.05) en comparación con las células tratadas bajo las 
mismas condiciones experimentales, en ausencia del L-NMMA  (figura 15). La 
concentración de 300 ng/mL de L-NMMA que inhibió la producción de NO 33% con 
respecto a los controles positivos, se utilizó en el resto de los experimentos. 
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Figura 15. Inhibición de la producción de NO por L-NMMA. Se colocaron 3 mL 
de sangre total en tubos estériles. El grupo control consistió en cultivos de células sin 
tratar. Los testigos positivos se estimularon con 100 ng/mL de LPS. Ambos grupos 
se incubaron a temperatura ambiente por 5 h. Los cultivos experimentales recibieron 
300 y 350 ng/mL de L-NMMA, se incubaron por 3 horas, se estimularon con 100 
ng/mL de LPS y se incubaron por 2 horas más. El plasma se colectó por 
centrifugación a 2,500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y se determinó la 
producción total de NO mediante la conversión de NO3

- a NO2
- y la adición de los 

reactivos de Griess. Las barras representan el promedio ±  desviación estándar de tres 
experimentos independientes por triplicado. Los asteriscos indican diferencias 
significativas (P < 0.05) entre el control positivo y los cultivos tratados con L-
NMMA. 
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7.2 Obtención del ATA y determinación de su efecto sobre la producción total 

de NO en FgH 
 
 
     Como segunda etapa de este estudio se obtuvo una curva de crecimiento de los 
cultivos amibianos, y con éstos datos se determinaron los parámetros de crecimiento 
(tiempo de duplicación y generación) de E. histolytica. Estos datos fueron necesarios 
para obtener cultivos amibianos en la fase exponencial de crecimiento, en la cual las 
amibas están en las mejores condiciones fisiológicas. 
 
     La figura 16 corresponde a una curva típica de crecimiento de la cepa HM1:IMSS 
de E. histolytica , en donde se observan las fases características del crecimiento 
amibiano: fase lag (latencia o adaptación), fase log (logarítmica o de crecimiento 
exponencial), la fase estacionaria, y la fase de muerte celular. La fase de crecimiento 
exponencial abarcó de las 45 a las 90 h de incubación (45 h).  
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Figura 16. Curva típica de crecimiento de la cepa HM1:IMSS de E. 
histolytica. Se inocularon 5 × 103 trofozoítos/mL en tubos de ensayo de 
vidrio con tapón de rosca, de 13 × 125 mm conteniendo 5.5 mL de medio 
PEHPS bajo condiciones axénicas. Los tubos se incubaron a 36.5 ºC por 
varios tiempos. Se realizó el conteo por triplicado en cámaras de Neubauer 
a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. Se observan las fases del crecimiento amibiano 
características: lag (adaptación [0-45 h], log (logarítmica o de crecimiento 
exponencial [45 a 90 h]), estacionaria (90 a 100 h), y la fase de muerte 
celular a las 100 h de incubación. 
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     La figura 17 muestra la gráfica del logaritmo natural del número de 
trofozoítos/mL contra el tiempo de incubación en horas.  Se determinó la ecuación de 
la recta por regresión lineal para calcular los tiempos de duplicación y generación, 
los cuales fueron de 21.45 h y 30.95 h respectivamente. Se definió el inóculo y los 
días de cultivo necesarios para obtener cultivos creciendo en fase exponencial y en 
buenas condiciones fisiológicas. 
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Figura 17. Logaritmo natural del número de trofozoítos/mL contra  
tiempo de incubación. En tubos de 13 × 125 mm con tapón de rosca, con 5.5 
mL de medio PEHPS se inocularon 5 × 103 trofozoítos/mL  y se incubaron a 
36.5 ºC, bajo condicones axénicas. Los trofozoítos se  contaron a diferentes 
tiempos  de incubación (a las 24, 48, 72, 96 y 120 h) con una cámara de 
Neubauer y se graficó el ln natural del número de trofozoítos/mL contra el 
tiempo de incubación expresado. Se determinó la ecuación de la recta por 
regresión lineal y se calcularon los tiempos de generación y de duplicación. 
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     En la figura 18, se observa un AHA obtenido después de inocular 1 × 106 
trofozoítos en el lóbulo ventral del hígado de hámsteres Sirios Dorados. Se observa 
un área bien delimitada donde el parénquima del hígado fue remplazado por material 
necrótico de color amarillento y de consistencia cremosa. 
 
     Los trofozoítos virulentos se recuperaron a partir de las lesiones y se re-
inocularon dos veces más en pases por hígado de hámster, verificando que las amibas 
produjeran en cada pase AHA grado V (Cruz-Vega et al., 1997) para que estuvieran 
expresando su mayor virulencia. Estas amibas se utilizaron para la obtención del 
ATA. 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Obtención de amibas virulentas a partir de 
un AHA. Se inocularon 1 × 106 trofozoítos de la cepa 
HM1:IMSS en el lóbulo ventral del hígado de hámsteres 
Sirios Dorados (Mesocricetus auratus). Siete días después 
de la inoculación, se observaron los AHA, ocupando la 
mayor parte del hígado (lesiones grado V).  

 
 
 
     La figura 19, muestra la curva de calibración empleada para determinar la 
concentración de  proteínas totales de extractos de trofozoítos de E. histolytica. Se 
graficó la A750 en función de la concentración de SAB y se obtuvo la ecuación de la 
recta y el valor de R cuadrada.  
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Figura 19. Curva Estándar de Seroalbúmina Bovina. Se preparó una 
curva estándar a partir de una solución de trabajo de 1 mg de SAB/mL. 
Las mediciones se hicieron por triplicado y se graficó la A750 nm  en 
función de la concentración de SAB. 

 
 
     Con la ecuación de la recta obtenida a partir de la curva de calibración, se calculó 
por interpolación, mediante regresión lineal, la cantidad de proteínas contenidas en 
las preparaciones del ATA. En la figura 20, se observa la concentración de proteína 
total obtenida en frascos Spinner y en tubos de cultivo. Se obtuvo la mayor 
producción de biomasa, y por tanto, de proteínas, mediante el método de cultivo en 
tubos. 
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Figura 20. Determinación de la Concentración de Proteínas. Se 
prepararon volúmenes variables de muestras de ATA, obtenidas de 
cultivos en frascos spinner de 650 mL de capacidad y en tubos de 
cultivo de vidrio de 16 × 125 mm con tapón de rosca. Se calculó 
por interpolación, mediante regresión lineal la cantidad de 
proteínas contenidas en las preparaciones de ATA. 
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     Para analizar el efecto del ATA en la estimulación de la producción de NO por 
fagocitos humanos, se llevaron a cabo experimentos probando una dosis de 100 y 
500 ng/mL de ATA. En la figura 21, se muestra que el tratamiento de FgH con ATA 
incrementó significativamente la producción de NO (P < 0.05). A una concentración 
de 100 ng/mL, el ATA indujo una producción de NO 9.5 veces mayor que la 
producción basal, en los testigos no tratados, 1.3 veces mayor que la inducida por 
100 ng/mL de LPS. En tanto que con 500 ng/mL de ATA se observó una liberación 
de NO 28.7 y 3.8 veces mayor que la basal y que en presencia de LPS, 
respectivamente. El tratamiento con L-NMMA, inhibió 56.8% de la producción de 
NO en los cultivos de FgH.  
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Figura 21. Producción total de NO en FgH estimulados con ATA. Se colocaron 3 
mL de sangre total en tubos estériles. El grupo control consistió en cultivos de 
células sin tratar. Los testigos positivos se estimularon con 100 ng/mL de LPS. Las 
barras marcadas como (L-NMMA) corresponden a los resultados obtenidos con los 
cultivos estimulados con 100 ng/mL de LPS en presencia de L-NMMA. Los cultivos 
experimentales recibieron 100 y 500 ng/mL de ATA, respectivamente. Las 
preparaciones se colocaron en un rotor y se incubaron a temperatura ambiente por 5 
h. Se colectó el plasma por centrifugación a 2,500 rpm durante 10 min a temperatura 
ambiente y se determinó la producción total de NO mediante la conversión de NO3

- a 
NO2

- y la adición de los reactivos de Griess. Se graficó el promedio ±  desviación 
estándar de tres experimentos independientes por triplicado. Los asteriscos indican 
diferencias significativas entre el control y los cultivos tratados   ( P < 0.05 ). 
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7.4 Obtención de fracciones de ADT mediante HPLC 
 
 
     Una vez corroborada la capacidad del ATA para inducir la producción de NO por 
Fgh, se procedió a realizar la digestión con tripsina. El ADT se separó mediante 
HPLC, fase reversa, usando un gradiente de concentración preparado a partir de 
ácido trifluoroacético y acetonitrilo. 
 
     En la figura 22, se observa el cromatograma obtenido. La colecta se realizó en los 
siguientes tiempos de retención: 1)7.2-7.9; 2)9-10; 3)10.1-12.8; 4)14-16; 5) 16-18; 
6)19-23; 7)28.4-30; 8)30-35; y 9)39-45 minutos. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 22. Separación de Fracciones del ADT mediante HPLC. El ATA se digirió 
con tripsina y los péptidos se separaron mediante HPLC. Se inyectaron  al cromatógrafo 
10 µL para el estudio analítico y 25 µL para la colección de fracciones. La colecta se 
realizó en los siguientes tiempos de retención: 1)7.2-7.9; 2)9-10.1; 3)10.1-12.8; 4)14-16; 
5) 16-18; 6)19-23; 7)28.4-30; 8)30-35; y 9)39-45 min. 
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Figura 23. Overlay. Se observa la reproducibilidad de los 
cromatogramas obtenidos en diferentes tiempos.  
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Figura 24. Espectro de picos mayoritarios. El estudio a nivel analítico de los 
espectros  de los picos muestra un comportamiento característico de péptidos con 
máximos de absorbancia a 280 nm aproximadamente. 
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     Bajo las mismas condiciones experimentales, se inyectó un blanco, 
consistente en TRIS, carbonato de amonio y tripsina (sin muestra) para 
corroborar que las fracciones obtenidas no correspondieran a la tripsina 
empleada en la digestión del ATA. En la figura 25, se observa que los niveles 
basales de detección se encuentran  por debajo de los obtenidos por las 
fracciones amibianas y que no hay interferencias por la tripsina utilizada. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 25. Cromatograma de tripsina. Para corroborar que las fracciones 
obtenidas no correspondieran a la tripsina empleada para la digestión, se corrió un 
blanco de tripsina bajo las mismas condiciones. 
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7.4 Identificación de fracciones con mayor habilidad para inducir la producción 
de NO en FgH 
 
 
     En la figura 26, se observan los resultados de la estimulación de los fagocitos 
humanos con a) 100 ng/mLy b) 500 ng/mL de las fracciones obtenidas por HPLC. 
Todas las fracciones amibianas estimularon la producción de NO (P < 0.05) y el 
efecto es dosis-dependiente. Sin embargo, con 500 ng de la fracción F6 y F7, se 
obtuvo una producción de NO 5.9 y 5.5 veces mayor que la  obtenida en cultivos no 
tratados, respectivamente. La adición de L-NMMA en presencia de LPS resultó, 
como se esperaba, en una inhibición de la producción de NO (57%). 
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Figura 26. Producción total de NO en FgH estimulados con fracciones 
amibianas. El grupo control consistió en cultivos de células sin tratar. Los testigos 
positivos se estimularon con 100 ng/mL de LPS. Además, se incluyeron cultivos de 
FgH estimulados con una combinación de L-NMMA y LPS (barras marcadas como 
L-NMMA).  Los  cultivos experimentales se estimularon con 100 o con 500 ng/mL 
de las fracciones obtenidas por HPLC (F1 a F9). Las preparaciones se colocaron en 
un rotor y se incubaron a temperatura ambiente por 5 h. El plasma de cada cultivo se 
colectó por centrifugación a 2,500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y se 
determinó la producción total de NO mediante la conversión de NO3

- a NO2
- y la 

adición de los reactivos de Griess. Se graficó el promedio ±  desviación estándar de 
tres experimentos independientes por triplicado. Los asteriscos indican diferencias 
significativas entre el control y los resultados obtenidos con los cultivos tratados con 
las fracciones ( P < 0.05 ).   
 
 
 
 
 
 
 

    ±0.17 

    ±1.1 

    ±0.1 

    ±0.8 

    ±2.4 

   ±1.1 

    ±0.1 

        ±0.3 

    ±1.5      ±2 

        ±0.8         ±0.5 

     ±1 

   ±0.1 

     ±2 

         ±0.1 

     ±2 

    ±0.4 

 ±0.05         ±0.8 

    ±0.9 



69 

 

7.5 Determinación de TNF-α en plasma 
 
 
     Las muestras de plasma se obtuvieron a partir de sangre total estimulada con LPS, 
ATA y las fracciones amibianas F6 y F7. Se realizó la determinación de TNF-α  
mediante la técnica de ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay). 
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Figura 27. Curva estándar para la determinación de TNF-α. Se 
prepararon diluciones seriadas 1:2 para generar la curva estándar a partir 
de TNF-α humano. Los puntos fueron 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 
15.6 y 0 pg/mL. Se realizó la determinación de TNF-α  mediante la 
técnica de ELISA y se determinó la A450 nm.  

     
 
 
     En la figura 28, se observa que la fracción  F6 fue incapaz de estimular la 
producción de TNF-α en fagocitos humanos. Sin embargo, el tratamiento de las 
células con la fracción F7 y ATA indujo un incremento significativo en la 
producción de TNF-α (P<0.05). Siendo considerablemente mayor el efecto inducido 
en cultivos estimulados con LPS. 
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Figura 25. Producción de TNF-α en FgH estimulados con ATA y fracciones 
amibianas. El grupo control fueron células sin tratar. El testigo positivo recibió 100 
ng/mL de LPS. Los grupos experimentales recibieron 500 ng/mL de ATA, o de las 
fracciones  F6 ó F7, respectivamente. Se calculó por regresión lineal la concentración 
de TNF-α en cada pozo. Las barras representan el promedio ± desviación estándar de 
tres experimentos independientes por triplicado. Los asteriscos indican diferencias 
significativas entre el control y los cultivos   tratados  ( P < 0.05 ). 
 
 
 
 
7.6 Secuenciación los péptidos de interés mediante espectrometría de masas 
 
 
     Se obtuvo la secuencia de los péptidos contenidos en las fracciones F6 y F7 y la 
identificación de las proteínas a las que estos pertenecen, con mayor probabilidad. 
Sin embargo no es posible publicar estos resultados por haber sido solicitada la 
patente correspondiente a la Coordinación de Investigación en Salud del IMSS. 
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8.   DISCUSIÓN 
 
 

     Los fagocitos profesionales, tales como neutrófilos, monocitos y macrófagos 
tienen la capacidad de reconocer patógenos, fagocitar y responder con la producción 
de péptidos anti-microbianos, mediadores inflamatorios y especies reactivas de 
oxígeno y nitrógeno, contribuyendo con la defensa del hospedero frente a las 
infecciones (O´Mahoney et al., 2008; Kubica et al., 2008; Medzhitov and Janeway, 
2000). 
     La función más sofisticada de los fagocitos es el procesamiento y presentación de 
antígenos a los linfocitos T para contribuir con la inmunidad adaptativa (Stuart and 
Ezekowitz, 2008, Jutras and Desjardins, 2005).  
     Se ha demostrado que el NO es el responsable de la citotoxicidad de macrófagos 
activados contra células tumorales (Higushi et al., 1990; Stuehr and Nathan, 1989; 
Hibbs et al., 1987;), virus como Ectromelia, Vaccinia y Herpes simplex-1 (Karupiah 
et al.,1993), patógenos fúngicos como Cryptococeus neoformans (Goldman et al., 
1996; Granger et al., 1989), patógenos bacterianos como Mycobacterium 
tuberculosis (Pedrosa et al., 2000; Denis, 1991), parásitos intracelulares como 
Toxoplasma gondii (Adams et al.,1990), Plasmodium berghei (Mellouk et al., 1991; 
Green et al., 1990), Leishmania (Green et al., 1991; Liew et al., 1990) y parásitos 
extracelulares como Tripanosoma musculi (Vincendeau and Daulouede, 1991), 
Trypanosoma cruzi, T. vaginalis,  Naegleria fowlery (Gradoni and Ascenzi, 2004) y 
Schistosoma mansoni (James and Glaven, 1989). 
     Particularmente, el NO es la principal molécula citotóxica liberada por 
macrófagos murinos activados contra E. histolytica. Este mecanismo efector, 
dependiente de L-arginina,  inhibe selectivamente enzimas claves en el metabolismo 
de este parásito (Lin and Chadee, 1992). Particularmente, las proteasas de cisteína 
son blanco de modificaciones químicas dependientes de NO, las cuales conllevan a la 
perdida de la actividad enzimática (Gradoni and Ascenzi, 2004). 
     Sin embargo, algunos investigadores no han podido demostrar la producción in 
vitro de NO en monocitos y macrófagos humanos (Murray and Teitelbaum, 1992; 
Schneemann et al., 1993; Padgett and Pruett, 1992; Harwix et al., 1992; Cameron et 
al., 1990; Weinberg et al., 1993; Sakai and Milstien,  1993; Denis, 1994). Otros 
investigadores han demostrado únicamente una baja producción de NO (Zembala et 
al., 1994; Martín and Edwards, 1993; Sherman et al., 1991; Pietraforte et al., 1994; 
Hunt and Goldin, 1992; Muñoz et al., 1992; Mautino et al., 1994; Mossalayi et al., 
1994; Dugas et al.,1995, Snell et al.,1997). Por lo tanto, este hecho resulta 
controversial (Venketaraman et al., 2003; Panaro et al., 2003; Choi et al., 2002; 
Bertholet et al., 1999; Schluger and Rom, 1998; Arias et al., 1997; Wileman et al., 
1995; Albina, 1995; Denis, 1994).  
     Tomando esto en consideración, fue necesario estandarizar un modelo para la 
producción de NO en fagocitos humanos.  
     En este proyecto, mostramos que  los co-cultivos de monocitos y linfocitos 
humanos provenientes de sangre periférica, y macrófagos humanos provenientes de 
las líneas monocíticas humanas THP-1 y U937, cultivados bajo diferentes 
condiciones experimentales (diferentes concentraciones de células y de LPS, tiempo  
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en que se realizó el estímulo, tiempo en que se realizaron las lecturas) no presentan 
diferencias significativas en la producción de nitritos con respecto a las células no 
estimuladas. 
     Es bien conocido que los ésteres de forbol promueven la expresión de iNOS, 
inducen adherencia y diferenciación de líneas monocíticas promoviendo la expresión 
de un fenotipo similar a los macrófagos, expresión de CD14 y un incremento en la 
capacidad de fagocitosis. Sin embargo, a pesar de haber inducido la diferenciación de 
las líneas THP-1 y U937 con PMA, no se demostró la producción de NO.  
     Nuestros hallazgos concuerdan con publicaciones previas en las cuales, la línea 
U937, al igual que los monocitos y macrófagos humanos de sangre periférica, al ser 
estimulada con diferentes citocinas (IL-1, IFN-γ, TNF-α, vitamina D3, ácido 
retinoico o  LPS) no presenta diferencias significativas en la producción de NO con 
respecto a las células no estimuladas (Bertholet et al., 1999). 
     Por otro lado, nuestros resultados muestran que la línea celular de macrófagos 
murinos, J774, generó grandes cantidades de NO según los resultados de la medición 
de uno de los productos de oxidación: los nitritos.  
     En macrófagos murinos, la toma de arginina, el único sustrato para la síntesis de 
NO, se lleva a cabo por 2 permeasas, MCAT-1 y MCAT-2B, las cuales se activan 
con IFN y LPS. Estos estímulos actúan de forma sinérgica en el nivel transcripcional 
(Xie et al., 1992) y son suficientes para inducir una alta síntesis de NO. Por esta 
razón, los macrófagos murinos son considerados como el modelo ideal para la 
expresión de iNOS y la producción de NO. 
     En humanos, se desconocen los agentes o citocinas que activan HCAT para el 
incremento intracelular de L-arginina. Y es bien conocido que los bajos niveles de 
NO o la ausencia de este, están asociados con un transporte disminuído de L-
arginina. 
     Aunado a esto, los monocitos y macrófagos humanos no sintetizan 
tetrahidrobiopterina (BH4) in vitro (Weinberg et al., 1995; Schneemann et al.,1993, 
Schoedon et al., 1987; Werner et al., 1990), el cual es uno de los factores limitantes e 
importantes para el mantenimiento de la enzima iNOS en su forma activa (Tzeng et 
al., 1995). Esto es debido a que estas células carecen de la enzima 6-
piruvoiltetrahidrobiopterina sintasa que permite la síntesis de BH4 a partir de 
dihidroneopterina-3-fosfato. En condiciones in vivo, los monocitos y macrófagos 
humanos toman el factor de otras células que si lo producen , p.j. linfocitos (Cameron 
et al., 1990) y células endoteliales (Schoedon et al., 1995). 
     Las discrepancias observadas entre los modelos humanos y murinos, sugieren 
mecanismos diferentes de regulación de iNOS y nuestros resultados en conjunto con 
investigaciones previas nos permiten concluir que las limitaciones en los modelos 
humanos son múltiples y pueden incluir estimulación inadecuada, inhibición 
transcripcional, iNOS no funcional, falta de sustrato y cofactores indispensables.  
     A pesar de los intentos fallidos por demostrar producción de NO, en los sistemas 
celulares antes mencionados, Franco et al., demostraron que la estimulación in vitro 
de células totales de sangre periférica con LPS induce la producción de NO. 
     Tomando como referencia este antecedente, decidimos estimular células totales de 
sangre periférica y realizar la determinación de la producción de NO en plasma, 
mediante la conversión de nitratos a nitritos. 
     Los resultados demostraron que la estimulación de células totales de sangre 
periférica con LPS, durante un periodo de 5 h, es suficiente para inducir la 
producción de NO en fagocitos humanos. Estos resultados difieren con publicaciones 
previas que apoyan la idea de que los mediadores inflamatorios, tales como citocinas 
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o LPS, no inducen niveles detectables de NO en fagocitos humanos a pesar de la 
detección del RNAm y la proteína de iNOS (Weinberg et al., 1995; Zembala et al., 
1994; Ding et al., 1997; Albina, 1995).  
     Al realizar la estimulación en sangre total, las células mantienen diferentes 
interacciones celulares, lo cual asemeja las condiciones in vivo, teniendo los 
monocitos y macrófagos, la oportunidad de tomar la tetrahidrobiopterina de los 
linfocitos presentes en nuestro sistema.  
     Por otro lado, los neutrófilos humanos también expresan iNOS y producen NO 
pero en menor cantidad que los macrófagos (Evans et al., 1996). Estas células 
podrían sumarse a la acción de los monocitos y macrófagos incrementando los 
niveles de nitritos y participando en la eliminación del parásito. 
     Los nitritos presentes en la sangre tienen una vida media muy corta (Dejam et al., 
2005). Por tal motivo, al realizar las determinaciones a las 24, 48 y 72 h, los niveles 
de nitritos regresaban a su estado basal (datos no mostrados).  
     La actividad de iNOS en células de mamíferos puede inhibirse por análogos de L-
arginina tales como L-NA, L-NAME, L-NMMA y por isotioureas (Venketaraman et 
al., 2003). Publicaciones previas han demostrado que el L-NMMA inhibe la 
actividad amebicida de macrófagos murinos (Lin and Chadee, 1992).  
     En este estudio, el tratamiento de las células totales de sangre periférica con L-
NMMA, inhibió parcial y competitivamente, la liberación de óxido nítrico de manera 
dosis-dependiente lo cual concuerda con estudios previos (Venketaraman et al., 
2003; Marletta et al.,1988; Palmer et al.,1988; Hibbs et al., 1987). 
     Se ha demostrado que la lectina de unión a galactosa de E. histolytica induce la 
producción de NO por mácrofagos murinos (Seguin et al., 1997). Sin embargo no se 
ha demostrado que este antígeno induzca una respuesta inmune protectora en seres 
humanos porque eso depende de la unión de péptidos a las moléculas del complejo 
principal de histocompatibilidad. 
     En este proyecto se muestran evidencias de la producción de NO en fagocitos 
humanos (macrófagos, monocitos y neutrófilos) estimulados in vitro con antígenos 
provenientes de trofozoítos de E. histolytica.  
     Considerando que no existe un modelo animal que mimetize el ciclo completo de 
la amibiasis humana (Tsutsumi and Shibayama, 2006), este modelo en células totales 
de sangre periférica, podría asemejar más las interacciones celulares que ocurren in 
vivo y que participan en la defensa contra E. histolytica. 
     El TNF-α, una molécula efectora no-oxidativa producida por fagocitos 
mononucleares activados, actúa estimulando la atracción de neutrófilos y monocitos 
hacia los focos de infección. Por esto, es el principal mediador de la respuesta 
inflamatoria aguda contra microorganismos infecciosos, siendo el LPS, el estímulo 
más potente para desencadenar su síntesis.  
     El TNF-α también ha demostrado ser un potente mediador de la respuesta inmune 
contra infecciones parasitarias (James, 1991) originadas por Plasmodium yoelii 
(Taverne et al., 1987), Leishmania major (Liew et al.,1990 a,b,c; Titus et al.,1989), 
Toxoplasma gondii (Chang et al.,1990), Trypanosoma cruzi (Wirth and 
Kierszenbaum, 1988)y Schistosoma mansoni (James et al.,1990). 
     Macrófagos murinos tratados con DNA de E. histolytica han demostrado 
incrementos en el RNAm de TNF-α y en la producción de la proteína (Ivory et al., 
2008). Por otro lado, la interacción de células presentadoras de antígeno con  el 
lipopeptidofosfoglicano (LPPG), expuesto en la superficie de los trofozoítos de E. 
histolytica, resulta en la activación de NF-kappa B y en la liberación de TNF-α y 
otras citocinas pro-inflamatorias por monocitos (Maldonado et al., 2005) y 
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macrófagos humanos (Vivanco et al., 2007). La lectina de unión a galactosa de E. 
histolytica presenta una región estimulante de TNF-α, la cual, induce la activación y 
la producción de NO en macrófagos murinos incrementando la actividad amebicida 
(Seguin et al., 1997, 1995). 
     La fracción 6 a pesar de inducir la mayor producción de NO fue incapaz de 
estimular la producción de TNF-α por los fagocitos. En cambio, el tratamiento de la 
sangre total periférica con ATA y la fracción 7 (F7) induce no solamente la 
producción de NO, sino también la producción de TNF-α. Es probable que estos 
antígenos (ATA y F7) estimulen la liberación de TNF-α en los fagocitos y que esta 
molécula actué como segunda señal para estimular la producción de NO por estas 
células.   
     Por otro lado, el hecho de que las células estimuladas con ATA, tengan la mayor 
producción de TNF, no es de sorprendernos debido a que los antígenos particulados 
(como el ATA) son más susceptibles de ser fagocitados y de ser presentados a los 
linfocitos TCD4+ en comparación con los antígenos solubles (F6 y F7).  
     Considerando que el TNF-α aumenta la citotoxicidad dependiente de NO de los 
macrófagos contra E. histolytica (Blázquez et al., 2006; Lin et al., 1994), al 
incrementar los niveles de expresión del RNAm de iNOS, nosotros proponemos que 
los antígenos aislados en el presente proyecto son excelentes inmunógenos y por 
tanto, candidatos para una futura vacuna, al contribuir con el desarrollo de los 
mecanismos efectores celulares más efectivos en la defensa del hospedero contra este 
parásito. Aunado a esto, las secuencias de estos antígenos, obtenidas mediante 
espectrometría de masas, demuestran que no se parecen a ninguno de los antígenos 
que ya han sido descritos por otros autores.  
   La modulación de las funciones ejercidas por los macrófagos en respuesta a 
moléculas propias del parásito puede afectar drásticamente el curso de la infección. 
Por tanto, se requieren estudios adicionales para identificar los agentes que regulan 
selectivamente las moléculas efectoras de los macrófagos en la defensa del 
hospedero frente a la amibiasis. 
     Finalmente, la posibilidad de inducir la liberación de NO en humanos está 
relacionada con el balance entre el beneficio y los efectos perjudiciales en el curso de 
la infección. Entre los beneficios, aparte de la eliminación de microorganismos 
patógenos, se encuentra la protección contra enfermedades autoinmunitarias a través 
de la apoptosis de linfocitos T inducida por NO (Tarrant et al., 1999). Entre las 
desventajas se encuentran, la inmunosupresión (MacFarlane et al., 1998, 1999), en 
parte debida a la inhibición de IL-12 (Huang et al., 1998), y la probable formación de 
peroxinitritos o radicales hidroxilo (Giorgio et al., 1998; Nappi and Vass, 1998). 
     Indudablemente, se requieren estudios adicionales enfocados en los mecanismos 
moleculares involucrados en la producción de NO por células humanas, el 
entendimiento de las moléculas o células diana y su papel en diversos estados 
patológicos, especialmente en infección y en enfermedades inmunológicas. 
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
 

1. El antígeno total amibiano es capaz de inducir producción de óxido 
nítrico y TNF-α en fagocitos humanos de sangre periférica. 

2. Algunos péptidos provenientes de trofozoítos de E. histolytica son 
capaces de inducir  producción de óxido nítrico en fagocitos humanos de 
sangre periférica. 

3. El tratamiento de las células totales de sangre periférica con L-NMMA, 
inhibió parcial y competitivamente, la liberación de óxido nítrico de 
manera dosis-dependiente. 

4. Los antígenos proteicos aislados en el presente proyecto son candidatos 
para una futura vacuna ya que contribuyen con el desarrollo de los 
mecanismos efectores celulares más efectivos en la defensa del hospedero 
contra E. histolytica. 

 
 
     Mientras que la habilidad de obtener cultivos axénicos de trofozoítos de E. 
histolytica hace teóricamente posible la utilización de antígenos parasitarios nativos 
en vacunas, el costo en gran escala del cultivo de amibas, y la dificultad de purificar 
proteínas nativas, representan una barrera significativa. 
 
     Considerando lo expuesto anteriormente, una estrategia para el desarrollo de 
vacunas contra amibiasis podría orientarse hacia la identificación y aislamiento de 
los genes que codifican antígenos inmunogénicos de E. histolytica y la expresión de 
éstos en diferentes sistemas procarióticos. 
 
     Otra estrategia que está siguiendo nuestro grupo de investigación, consiste en 
obtener péptidos sintéticos tomando como molde las secuencias aminoácidicas de los 
antígenos bioactivos para posteriormente evaluar el efecto que estos tienen en 
individuos que expresen moléculas HLA-DR y DQ representativas de la población 
mestiza mexicana.  
 
     Ambas estrategias tendrían como ventajas el uso de antígenos definidos 
estructuralmente, el establecimiento de los métodos de producción a gran escala y el 
potencial de utilizar sistemas de liberación procarióticos específicos. 
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11.   APENDICE 
 
 

TABLAS DE MÉTODOS  
 
 

TABLA II 

Preparación de la curva estándar de nitrato de sodio 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

TABLA III 

Curva Estándar para la determinación de proteínas por el método de Lowry 

SAB 
(µL) 

Agua Desionizada 
(µL) 

0 200 
5 195 
10 190 
20 180 
40 160 
60 140 
80 120 

 

 

 

 

 

Pozo Estándar 
(µL) 

Buffer de Ensayo 
(µL) 

Concentración Final  
(µM) 

A1, A2 0 80 0 
B1, B2 5 75 5 
C1, C2 10 70 10 
D1, D2 15 65 15 
E1, E2 20 60 20 
F1, F2 25 55 25 
G1, G2 30 50 30 
H1, H2 35 45 35 

 



98 

 

 

 

TABLA IV 

Programa para generar el gradiente de ácido trifluoroacético y acetonitrilo. 

 

TIEMPO FLUJO 
0-5 min 100% B 
5-40 min Incremento lineal 0-60% A 

40-45 min 60% A 
45-50 min Disminución gradual del 60 al 0% de A 

 
 
 
 

TABLA V 

Programa para generar el gradiente de Acetonitrilo. 

Tiempo A% B% 

0 min 95 5 

90 min 20 80 

100 min 95 5 

115 min 95 5 
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