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RESUMEN

Se evaluó la producción de superóxido como indicador de la actividad de los neutrófilos de individuos sanos, estimulados con
antígenos de membrana de Entamoeba histolytica, con activadores químicos y con antígenos de otros parásitos. Se empleó la
prueba de reducción cinética del nitroazul de tetrazolium. No se observaron diferencias significativas con el grupo control en
cuanto a la producción de superóxido por parte de los neutrófilos cuando fueron estimulados con antígenos de Entamoeba
histolytica, ni con antígenos de Cisticercus cellulosae, Toxoplasma gondii, y Giardia lamblia. Estos resultados permiten afirmar
que los antígenos de membrana de Entamoeba histolytica no inducen la producción de superóxido en neutrófilos, lo cual
contradice las afirmaciones previas sobre supresión en la actividad de los neutrófilos, después del contacto con  la Entamoeba
histolytica.

DeCS: ENTAMOEBA HISTOLYTICA/aislamiento & purificación; NEUTROFILOS/ inmunología; SUPEROXIDOS.

REV CUBANA MED TROP 2002;54(2):96-100
La amebiasis es una importante enfermedad
parasitaria causada por el protozoario entérico
Entamoeba histolytica, ampliamente difundido en
el mundo, que ocasiona una morbilidad y mortalidad
muy significativa.1 El parásito ocasiona infecciones
intestinales, pudiendo alcanzar la circulación y llegar
a otros órganos, produciendo, entre otras lesiones,
abscesos extraintestinales.2

Existen 2 mecanismos implicados en la
necrosis tisular amebiana, uno mediado por el
contacto célula-célula y otro que depende
directamente de los efectos de sus productos
tóxicos sobre los componentes tisulares. En la lisis
mediada por contacto, la E. histolytica muestra
una potente quimiotaxis para los leucocitos
polimorfonucleares neutrófilos y una gran
capacidad para destruirlos. Una de las moléculas
responsables del efecto quimiotáctico de la ameba
sobre los neutrófilos es la proteína de adherencia
que es inhibida por la galactosa,3,4 y otros
componentes solubles que estimulan la producción
de IL-8 por parte de las células del colon.5

La invasión de los tejidos por los trofozoítos
de E. histolytica  induce una respuesta
inmunológica humoral fácilmente demostrable,6

esta puede persistir por años a bajos títulos
después  de  la  cura  de  la  enfermedad. 7

Diversos autores coinciden en señalar que los
títulos de anticuerpos no están necesariamente
correlacionados con la protección del hospedero,
y sugieren que la inmunidad humoral no protege
contra la infección por E. histolytica.6
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Al contrario de la respuesta inmunológica
humoral, la respuesta inmunológica celular ha
mostrado ser importante en el control y la
resistencia a la infección, como lo sugieren estudios
de transferencia pasiva y experimentos de
inmunosupresión selectiva.6-9 Se ha observado
incremento en la gravedad del cuadro clínico y en
la invasión de tejidos de animales de
experimentación por supresión de la inmunidad
mediada por células.

Existen evidencias de que las amebas son
destruidas in vitro por linfocitos T obtenidos de
pacientes curados de abscesos hepáticos
amebianos, señalándose al linfocito CD-8 citotóxico
como responsable de la lisis.10 Para ejercer su
acción amebicida, los linfocitos requieren, no solo
del contacto célula-célula, sino también de la acción
de ciertas citoquinas como la interleuquina 2 (IL-2)
y el interferón γ(IFN-γ), cuya producción es
inducida por proteínas de adhesión, obtenidas de
trofozoítos amebianos.11,12

En el contexto de la respuesta celular frente a
la ameba, algunos autores han señalado el posible
papel de los polimorfonucleares (PMN) para
sugerir que la medición de su actividad pueda ser
útil como herramienta diagnóstica.13 Sin embargo,
a pesar de la innegable implicación de los PMN
en los procesos inflamatorios de toda índole y
particularmente debido a la constante presencia
de estas células en las descripciones del proceso
inflamatorio local, bien sea intestinal o extra-
intestinal,14 es importante describir posibles
alteraciones funcionales en neutrófilos estimulados
con ciertas cepas de E. histolytica.

MÉTODOS

Obtención de leucocitos PMN: Los PMN
fueron aislados de 40 mL de sangre periférica con
citrato de sodio 3,8 %, como anticoagulante y
Dextran  6 %, para favorecer la sedimentación
de los glóbulos rojos. Se incubaron por 45 min a
37 °C, se obtuvo la capa contentiva de linfocitos y
neutrófilos, se diluyó 1:2 en solución salina
balanceada de Hank y se colocó sobre Ficoll
Histopaque -1077, a una relación 2:1 para separar
las células mononucleares de sangre periférica de
los neutrófilos. Se centrifugó a 1 000 g por 30 min
a 20 °C y se obtuvo el sedimento con los
neutrófilos, los cuales se resuspendieron con
solución salina balanceada de Hank a pH 7.0, se
agregó 1 mL de agua destilada estéril durante
30 s, para lisar los eritrocitos restantes, se lavaron
3x con solución balanceada de Hank. Los
neutrófilos se resuspendieron a una concentración
de 4 x 107/mL en tampón Tyrodes con Ca++ y Mg++

y BSA al 0,35 % realizándose las pruebas de
pureza y viabilidad de los neutrófilos recuperados.

Cepas de E. histolytica. Las cepas de E.
histolytica usadas en este trabajo, fueron obtenidas
del cepario existente en el Laboratorio de
Inmunoparasitología del Instituto de Inmunología
Clínica (IDIC) de la Facultad de Medicina de la
Universidad de los Andes: IDICULA:1092:1 e
IDICULA:0593:2 aisladas y axenizadas por
Urdaneta y otros (1995)15 de zimodemo II,
patogenicidad demostrada por la reacción en cadena
de la polimerasa (RCP).16

Producción y obtención de antígenos: Para
la producción de antígenos, se utilizaron cultivos
axénicos de E. histolytica, mantenidos en medio
TYI-S-33,17 las amebas fueron lavadas 3 veces
con tampón fosfato salino (PBS) a 4 °C. Las masas
de parásitos se fraccionaron en presencia de MgCl
10 mM y 1 mg/mL de Concanavalina A (Con A),
se incubaron por 5 min, luego se centrifugaron a
50 g por 1 min a 4 °C para remover  el exceso de
Con A. El sedimento se resuspendió en tampón
tris-HCl 10 mM pH 7,5 y se incubó a 4 °C por
10 min, luego se rompió por sonicación en baño de
hielo, la suspensión se centrifugó en gradiente de
sacarosa 0,58 M y manitol 0,5 M a una velocidad
de 250 g por 30 min a 4 °C, se eliminó el
sobrenadante y el sedimento fue resuspendido en
1 mL de tampón tris-HCl con α-metil-manoside
1 M e incubado en baño de hielo, a 4 °C, agitándose
ocasionalmente; 40 min después, la suspensión
diluida en 3 mL de tris-HCl fue sonicada por
3 ciclos de 1 min a una frecuencia de 40 Hz y
centrifugada en gradiente de sacarosa 20 % en
tris-HCl a 250 g por 30 min a 4 °C, se obtuvo el
sedimento que contenía las membranas externas
de los trofozoítos de E. histolytica las cuales fueron
utilizadas en este trabajo.

Medición del superóxido producido por
neutrófilos por medio de la reducción cinética
del nitroazul de tetrazolium (NBT). En una placa
de poliestireno de 96 pozos, se colocaron los
neutrófilos sin sensibilizar o previamente
sensibilizados a razón de 1 x 106 células por pozo
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resuspendido en tampón Tyrodes con Ca++ y Mg++

y albúmina sérica bovina 0,35 % y se incubaron con
acetato mirístico de forbol (PMA) (2,5 µL de una
solución diluida 1:10 en dimetil sulfóxido a 20 %) y
antígeno de ameba a diferentes concentraciones
(20, 10, 5 y 2,5 µg/pozo en PBS estéril) e
inmunobeads  sensibilizadas con la fracción II de
Cohn; estas partículas inertes recubiertas con Fab
de IgG de conejo, son capaces de inducir la
activación de la NADPH oxidasa a través de la
estimulación de receptores Fc. Los neutrófilos con
los diferentes estimuladores fueron incubados en
presencia del NBT (50 mL de una solución de
2 mg/mL) en PBS estéril. Las placas fueron leídas
en un lector cinético de ELISA a 492 nm 25 min,
por lo cual se obtuvo la variación de densidad óptica
por minuto designada como miliunidades de densidad
óptica por minuto (mUDO/min).

Sensibilización de los neutrófilos con los
diferentes antígenos. A los polimorfonucleares
neutrófilos se les agregaron concentraciones
de 80, 40, 20, 10, 5 y 2,5 mg de los antígenos
(E. histolytica, Cisticercus cellulosae, Giardia
lamblia y Toxoplasma gondii), se completó a
1 mL con tampón tyrodes con Ca++ y Mg++  y BSA
a 0,35 % y se incubó por 45 min a 4 °C en agitación
constante, se centrifugó a 700 g por 10 min a
20 °C y se descartó el sobrenadante, y el sedimento
que contenía los neutrófilos fue resuspendido en la
cantidad suficiente de Tyrodes para ajustarlos a
40 x 106 células/mL o 1 x 106 células/25 mL.

Adsorción del antígeno con suero humano.
El antígeno de E. histolytica fue mezclado con
suero de paciente con colitis disentérica con título
de IgG anti-ameba de 1:2560 y mezclado en
proporciones iguales con el antígeno a las diferentes
concentraciones, manteniéndose en agitación
constante durante toda la noche a 4 °C, se
centrifugó y el sedimento se utilizó para intentar la
activación de los neutrófilos.

RESULTADOS

Los neutrófilos estimulados con PMA e
immunobeads mostraron una alta producción de
superóxido (10,96 y 12,56 mUDO/min)
respectivamente. Cuando se usaron diferentes
concentraciones de antígeno de E. histolytica
fijado a la placa o antígeno soluble no se observó
producción significativa de superóxido (fig. 1).
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Fig.1. Producción de superóxido por parte de neutrófilos
estimulados con antígeno de membranas de E. histolytica.
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Fig. 2. Producción de
superóxido por parte de
neutrófilos previamente
sensibilizados con antígeno
de membranas de E. histo-
lytica a diferentes concen-
traciones.
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Los neutrófilos sensibilizados previamente
con diferentes concentraciones de antígeno de
E. histolytica incrementaron la producción de
manera significativa. Cuando estos neutrófilos
fueron además, estimulados con PMA se observó
un incremento aún mayor en la producción de
superóxido (fig. 2); puede observarse que la
actividad oxidativa de los neutrófilos fue similar
independientemente de la concentración de
antígeno usada.

En los PMN que fueron sensibilizados con
antígeno de ameba y previamente sometidos al
proceso de adsorción con suero humano de
pacientes con colitis amebiana, tampoco se observó
variación significativa en la producción de
superóxido (fig. 3).
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Fig.3. Producción de superóxido por parte de neutrófilos
previamente sensibilizados con antígeno de membranas de
E. histolytica a diferentes concentraciones, donde el antígeno
fue adsorbido antes con suero inmune.

Los neutrófilos sensibilizados con antígeno de
C. cellulosae, G. lamblia y T. gondii  a las
concentraciones de 20; 10; 5; 2,5 mg por millón de
células, tampoco indujeron diferencias en la
producción de superóxido.

DISCUSIÓN

Existen numerosas evidencias que señalan a
la inmunidad mediada por células como
protectora ante la enfermedad y/o reinfección
por E. histolytica. Algunos autores han sugerido
que cuando este tipo de respuesta inmunológica se
encuentra deprimida se observa un incremento en la
invasión por parte del parásito y un aumento en la
severidad del cuadro clínico.6,8,9,18 De igual forma
se ha reseñado el papel de las células fagocíticas,
como los macrófagos, en la respuesta frente a la
infección amebiana, ya sea controlando la infección,
colaborando con los linfocitos en la respuesta
inmunológica humoral y resistiendo a la
reinfección.8,10,11

En el presente estudio se evaluó la pro-
ducción de superóxido, por parte de leucocitos
polimorfonucleares neutrófilos obtenidos de
individuos sanos. Se observó que los neutrófilos no
produjeron superóxido cuando fueron estimulados
con antígenos de E. histolytica comparado con
los estimulados con PMA o con inmunobeads (fig. 1).

Tampoco se observó alteración en la
producción de superóxido, en los neutrófilos
previamente sensibilizados con antígenos de
membrana y con antígenos de otros parásitos. Esto
indica una respuesta estereotipada de los neutrófilos
frente a antígenos parasitarios. De acuerdo con
estos hallazgos pudiera especularse que son los
productos solubles del parásito, más que los de
membranas, los que inhibirían la producción de
metabolitos tóxicos del oxígeno.6,19

En este caso, se puede afirmar que los
extractos de membrana de E. histolytica no son
capaces de inducir modificaciones significativas en
el funcionamiento de los neutrófilos, por lo que se
podría sugerir que serían otras las proteínas del
parásito las que producirían la alteración en estas
células. Se requiere el estudio de los neutrófilos de
pacientes con diferentes cuadros clínicos de la
amebiasis, para poder tener una visión global del
efecto que ejerce el parásito sobre estas células.
Igualmente es necesario proponer estudios de la
función de los neutrófilos utilizando distintas
fracciones  antigénicas del parásito.

SUMMARY

This paper evaluates the production of superoxide as an indicator
of the activity of neutrophils from healthy individuals, stimulated
with Entamoeaba histolytica membrane antigens, chemical
stimulators and antigens from other parasites. The kinetic
nitroblue tetrazolium reduction test was used. No significant
differences were observed in the control group as to superoxide
production by neutrophils primed with Entamoeba histolytica
antigens or Cisticercus cellulosae, Toxoplasma gondii and
Giardia lamblia antigens. These results allow us to conclude
that Entamoeba histolytica membrane antigens do not induce
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superoxide production by neutrophils, which contradicts previous
statements on suppresed activity of neutrophils after they get in
contact with Entamoeaba histolytica antigens.

Subject headings: ENTAMOEBA HISTOLYTICA/isolation
& purification; NEUTROPHILS/immunology; SUPEROXIDES.
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