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2. INTRODUCCIÓN 

 

 

 

En el desarrollo de la respuesta inmunológica los macrófagos juegan un papel de 

defensa crítico en los tejidos requeridos. Estas células actúan como mediadoras de 

innumerables mecanismos de defensa, participan intensamente en la inmunidad natural 

(Roitt, 2001); además, están adaptadas para desempeñar funciones esenciales, como  

fagocitosis y citotoxicidad (Roitt, 2001) en la inmunidad específica adquirida, tanto 

humoral como celular. La activación de estas células es un proceso muy complejo y en 

varios estadios multifactorial (Abbas A et al.., 2004). Dicha activación es estrictamente 

controlada y regulada, induciendo al macrófago a una serie de modificaciones 

morfológicas, bioquímicas y funcionales que al final culminan en el aumento del 

potencial de la célula para ejercer nuevas funciones complejas, tales como, la 

presentación de antígenos (Abbas A, 2004), la lisis de células tumorales (Zhonghua K et 

al., 2005) y la actividad microbicida (Elis AE, 2001). Los agentes más importantes y 

potentes en la activación de los macrófagos son: i) el Interferón- (IFN-) y ii) los 

lipopolisacáridos (LPS) (Rossi A y col., 2005), aunque también otros agentes como el 

factor estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF), factor 

estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF) , IL (Interleucina)-1, IL-2, IL-4 y 

Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-, pueden inducir algunas vías de la activación de 

este tipo de células (Celada, 1994; Celada y Nathan, 1994; Hamilton y Adams, 1987). 

 

Cabe mencionar que existen diversos mecanismos de inhibición de la activación 

de los macrófagos inducidos por los LPS o el IFN-, debido al carácter potencialmente 
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dañino de los mediadores liberados tras la activación de estas células. En general, los 

agentes que promueven la elevación de los niveles intracelulares de Monofostato Ciclíco 

de Adenosina (AMPc) son potentes inhibidores de la activación de los macrófagos. 

 

En 1989 se informó de la producción de Intermediarios de Nitrógeno Reactivos 

(INR) como un mecanismo antimicrobiano de macrófagos murinos activados. Los 

autores mencionan que probablemente los INR actúan en las etapas tempranas de la 

infección intracelular regulando tanto el reclutamiento de los macórfagos hacia los 

tejidos infectados como el grado inicial de la replicación microbiana (Nathan CF y 

Hibbs JB, 1991). Este mecanismo juega un papel antimicrobiano importante, y se 

dilucido de la convergencia de dos líneas de investigación independientes: del análisis 

del metabolismo de la nitrosamina en la carcinogénesis y el segundo del estudio de la 

actividad antitumoral de los macrófagos (Nathan CF y Hibbs JB, 1991 Stuehr DJ y 

Marleta MA, 1985, Stuehr DJ Y Marleta MA, 1987, Hibbs JB et al, 1987a, Hibbs JB et 

al, 1987b, Iyengar RD et al, 1987.). 

 

Estudios posteriores corroboraron la evidencia, de que los INR contribuyen a la 

habilidad de los macrófagos murinos activados de inhibir a una amplia variedad de 

patógenos como lo son Listeria monocytogenes, Entamoeba histolytica, Mycobactrium 

tuberculosis, entre otros (Gregory SH et al, 1993; Chan J, 1992; Boockvar KS et al 

1994; Beckerman KP et al, 1993; Chan J et al, 1995; Denis et al, 1992.).  

 

Son pocos los estudios realizados referentes específicamente sobre el bloqueo 

de inhibidores de la activación de macrófagos y su aplicación en sistemas in vivo. Se ha 

sugerido que la inmunodeficiencia en pacientes con cáncer se debe a la presencia de 

factores producidos por la célula tumoral que inducen el abatimiento de la respuesta 

inmune. Entre ellos recientemente nuestro grupo a partir del tumor murino L5178Y, 

caracterizó un polipéptido que inhibe la activación de macrófagos e inhibe la liberación 

de Óxido Nítrico (NO) después de un estímulo con LPS (Palacios-Corona R et al., 

1999).  
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Por lo que el presente trabajo se enfoca en investigar si el factor inhibidor de la 

activación de macrófagos de linfoma (FIAML) permite que Listeria. monocytogenes y 

Entamoeba. histolytica produzcan Abscesos Hepáticos Experimentales (AHE) en 

ratones BALB/c inmunocompetentes infectados experimentalmente con dichos 

microorganismos. 

 

Considerando por una parte el gran potencial de los macrófagos en contra de los 

microorganismos patógenos, y por otra parte el efecto inhibitorio de la célula cancerosa 

sobre la actividad de los macrófagos, sugieren fuertemente que la incidencia de 

infecciones oportunistas observada en pacientes con cáncer, probablemente se deba al 

efecto deletéreo de estas células sobre la actividad de los macrófagos. 

 

Los resultados del presente trabajo revelan la capacidad del FIAML para inhibir 

la activación de macrófagos, causando con ello la formación de abscesos hepáticos (AH) 

por E. histolytica y L. monocytogenes, a los cuales el modelo animal utilizado es 

naturalmente resistente. Se conoce que la síntesis de NO por los macrófagos juega un 

papel relevante en la prevención de enfermedades, por lo que la inhibición de la síntesis 

de este compuesto puede ser uno de los principales mecanismos por los cuales el 

FIAML probablemente ejerce su acción. Por otro lado no existe evidencia suficiente de 

que el FIAML tenga influencia en otras células del sistema inmune. Los datos derivados 

de este trabajo respaldan el importante papel de los macrófagos así como de la 

producción de NO en el impedimento de la formación de AH.  

 

De acuerdo a lo evidenciado en este estudio el FIAML es un glicopéptido capaz 

de inducir una depresión sistémica de los macrófagos, dicha condición puede ser una 

herramienta útil en la investigación contribuyendo en diferentes áreas entre las que se 

pueden mencionar la tolerancia o resistencia a: infecciones, transplantes y crecimiento 

tumoral. 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

 

La administración del Factor Inhibidor de la Activación de Macrófagos de Linfoma en 

animales inmunocompetentes infectados con Entamoeba  histolytica o Listeria. 

monocytogenes permite el desarrollo de abscesos hepáticos experimentales. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

 

4.1 Objetivo General. 

 

 El objetivo de nuestro trabajo es investigar si el Factor Inhibidor de la 

Activación de los Macrófagos de Linfoma permite a Entamoeba  histolytica y Listeria. 

monocytogenes desarrollar abscesos hepáticos experimentales en ratones 

inmunocompetentes (BALB/c) 

 

 

4.2 Objetivos Específicos. 

 

4.2.1 Analizar si la administración del Factor Inhibidor de la Activación de los 

Macrófagos de Linfoma en ratones inmunocompetentes BALB/c infectados 

experimentalmente con Entamoeba histolytica, permite el desarrollo de abscesos 

hepáticos amibianos. 

 

4.2.2 Analizar si la administración del Factor Inhibidor de la Activación de los 

Macrófagos de Linfoma en ratones inmunocompetentes BALB/c infectados 

experimentalmente con Listeria. monocytogenes, permite el desarrollo de abscesos 

hepáticos piógenos  
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5. ANTECEDENTES 

 

 

 

Desde que el hombre tiene recuerdo de su historia, las infecciones han 

representado un castigo para la humanidad. En la actualidad varios científicos de varias 

regiones del mundo, han expresado su preocupación por la aparición de nuevos 

microorganismos con capacidad para infectar al hombre, así como, por la reaparición de 

infecciones que se consideraban controladas (Montroni M et al., 2003). El hombre tiene 

a su sistema inmune como defensa para detener o eliminar a los microorganismos 

patógenos que lo atacan; una vía muy involucrada en este propósito es el sistema 

fagocítico mononuclear donde la activación de macrófagos es uno de los procesos más 

importantes de defensa (Small PLC. Et al., 1994).  

 

El sistema fagocítico mononuclear contiene un precursor común llamado: células 

madre pluripotenciales que derivan a un conjunto de células como: 1) monoblastos, 2) 

promonocitos, 3) monocitos y 4) macrófagos, células que presentan la función principal 

de fagocitar (Roitt, 2001 ). Este sistema fagocítico mononuclear en conjunto con las 

células neutrófilas  constituyen los principales mecanismos de defensa del organismo 

frente agentes extraños como son los microorganismos patógenos, siendo los 

macrófagos la principal célula de defensa por sus características de respuesta (Abbas et 

al., 1991).  

 

A los macrófagos se les puede encontrar de dos formas en el organismo: i) en 

forma inactiva ya que en ausencia de estímulos estas células no se activan y sólo pueden 
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permanecer en estado de reposo durante un corto periodo de tiempo y siendo eliminadas 

posteriormente mediante procesos de apoptosis (Celada, 1994), o ii) en forma activa, 

donde los estímulos inflamatorios (Abbas, et al., 2004) pueden activar a los macrófagos 

induciéndolos a realizar sus funciones específicas (Abbas, et al., 2004)). A diferencia de 

otras células del sistema inmunológico, los macrófagos cuando son activados no 

conlleva un proceso de expansión clonal caracterizado por  una elevada tasa 

proliferativa, tal como sucede con los linfocitos B y T (Abbas et al.,, 2004). 

 

5.1. Función de los Macrófagos.  

 

Estas células actúan como mediadoras de innumerables mecanismos de defensa, 

participan intensamente en la inmunidad natural (Roitt, 2001); además, están adaptadas 

para desempeñar funciones esenciales, como  fagocitosis y citotoxicidad (Roitt et al., 

2001) en la inmunidad específica adquirida, tanto humoral como celular. Los 

macrófagos en forma basal, se encuentran en disposición de realizar funciones tales 

como fagocitosis mediante receptores no opsonizados (Roitt et al., 2001) sin necesidad 

de ningún tipo de estímulo, se sabe que muchas de éstas funciones pueden ser realizadas 

con mayor eficiencia por los macrófagos cuando un estímulo les permite pasar de un 

estado no activado a un estado activado celular. Sin embargo, para la realización de 

algunas funciones de los macrófagos, tales como, fagocitosis dependiente de anticuerpos 

y complemento, inflamación y reparación de daños en los tejidos y  procesamiento y 

presentación de antígenos, entre otras (Roitt et al., 2001) se requiere que estos hayan 

sido previamente activados.  

 

Los macrófagos realizan algunas de sus funciones directamente, a través de 

interacciones célula-célula, o indirectamente, mediante la liberación de sustancias 

capaces de afectar a otras células (Abbas et al., 2004). Para realizar estas funciones, los 

macrófagos disponen de un repertorio muy extenso de factores: i) autocrinos, como lo 

son las citocinas TNF- , IL-1ß, and IL-6 que son producidas por los macrófagos y a su 

vez amplifican la activación de los propios macrófagos estimulados por LPS que 

interactúan con el receptor grupos de diferenciación (CD)-14 (Leturco DJ et al., 1996). 
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Otro ejemplo es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) el cual induce la 

producción de angiopoietinas (Ang), principalmente la Ang 2, asociada al proceso de  

vascularización (Hubbard NE, 2005), ii) paracrinos, la IL-10 producida por los 

macrófagos e inducida por el GM-CSF y la  IL-4, previene la generación de las células 

dendríticas y favorece el desarrollo de macrófagos con un bajo potencial estimulatorio 

de células T pero secretor de altos niveles de IL-8 (Buelens C, 1997). y iii) endocrinos, 

tales como el dietil-estilbesterol (DES), Bisfenol A (BPA), entre otros, los cuales 

estimulan las respuestas proliferativas y la producción de citocinas por los macrófagos 

(Yamashita U. y col., 2005). En general todos los productos de macrófagos se engloban 

de manera general desde agentes mitogénicos hasta agentes quimiotácticos o inductores 

de apoptosis (Tabla I) (Nathan, 1987).  

 

Los macrófagos en la inmunidad natural principalmente, fagocitan y eliminan 

partículas extrañas, tales como: bacterias, por ejemplo; L. monocytogenes  (Ishiguro T et 

al., 2001), y E. coli (Peiser L. et al., 2000), virus de la influenza A; (Zhang J et al. 

,2005), parásitos como Trichinella spiralis (Gruden M et al., 2005), macromoléculas 

(Oh YK, 1996), e incluso células propias del organismo que están dañadas o muertas 

(eritrocitos viejos y células apoptóticas) (Taniuchi S et al., 2005). Al fagocitar los 

macrófagos a  las células muertas o en estado apoptótico evitan que estas puedan verter 

su contenido potencialmente tóxico al medio extracelular evitando así, el posible  

desencadenamiento de procesos inflamatorios.  
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Por otra parte, los macrófagos pueden provocar la muerte de microorganismos 

extracelulares y controlar la dispersión de una infección mediante la secreción de 

enzimas como las lisozimas lectinas y proteasas  (Elis AE, 2001.) Además de secretar 

metabolitos del oxígeno y del nitrógeno e intermediarios del metabolismo lipídico como 

las prostanglandinas (Blatteis CM et al., 2005).  

 

5.2. Activación de los Macrófagos.  

 

La activación de los macrófagos es un proceso muy complejo y en varios 

estadios multifuncionales (Abbas A et al., 2004). Esta activación es estrictamente 

controlada y regulada, induce al macrófago a una serie de modificaciones morfológicas 

internas, bioquímicas y funcionales que al final culminan en el aumento del potencial de 

TABLA l. Productos secretados por los macr•ófagos (Nathan, 1987) 

TIPO 

Hormonas e51croid1Nis 

CoinpéltW!nle. df!I s is1em.11 
dul com¡"'4ttnenlo 

J:nc:101vs do co.gul•ci6n 

Enl'.imas tlklraliikos 

lnhll"dortl do IIUlmll y c:koclnH 

Prowln-. de ta macrit H tu1Qllul•r 

ProteÍtlas ligadoras 

Oli¡1opfJ)liclo• t;011 fun~n blológic:a 

l11lo1modlailo. d~ IIHitllJ,,ollsmo 1.lpktlco 

Intermediarios del meUlboUsmo de 
ácidos ni,cieioos 

lnl(lrmtdia1los reactivo• dt l oxlt,l)no 

l11t(ln™ldl1111!o. n1actlvos dt l n l11Ó1Jf"H> 

PRODUCTO 

ll•1. IL-6. TNF<i (Fa<:IIOf de ~ ~I o.). tFNi; o.JO 
(lnll!ÓefOOOS o/p), FGF tfactor de cre<:rnieolo de fibroblastos), 
POGF (Fadof de aec,mienlo derivado de plaqueln). TGF 
(Fadof de «W!Ílenlo lr1Wl61otmane&). GM.C:SF. M,CSF, FaQOf' 
IM:~vaóo, do IWl.llfólbl, ►lolmonat fldonocollloolióplcat, 
Erlltopoycbl\11 

2S.d!h.d1oxivílarni 12 

e,. C2, C3. Cla.. C'.lb, C4, cs. esa, Fad0f8. FadOf o. etc. 

V, VU, IX, X. l>rct,oo.,¡l\ll, F~ b!IIAIII, l>rot,oolbftaSII, Aehadol 
del pt!l!lfflin6glll'IO. •itubldoi del :idlvlttkl, dúl pl:lsrn1h6gc1">. 
lnhi)idot05 ele la plasmr\a 

Hidrobsas, Acid<:111 lisosómicas, Proooasas. LC)ils.1$. Lisozima, 
Colagonll$lt, El1t5lilll-ll, Perloma, Granzima. ole 

lnhilllóofOII do pr0IOllsa!I, Llpomoctutilllt_ llflbclof do IL • I 

Fibrontlctsla, Oecol'N, Proleoglicanos 11po condrio4ln sulfao. ele. 

Transt«rina. Apoiípoprote,ina E. Aviooa, ele. 

Pw0t1bl~ndi'ln, Trombo1t111tll), Lwcotrienos, PAF {Flldor 
actiY.sot de puqooia,), etc. 

Tmdn:I. Ur;;.cdo, Ácido U rico 

Ó.oclo nllrlco (NO), N!ln1tos. NllrllOs 
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la célula para ejercer nuevas funciones complejas, tales como, la presentación de 

antígenos (Abbas A, 2004), la lisis de células tumorales (Zhonghua K y col, 2005) y la 

actividad microbicida (Elis AE, 2001) (Fig. 1. ). Los agentes más importantes y potentes 

en la activación de los macrófagos son: i) el Interferón- (IFN-) y ii) los 

lipopolisacáridos (LPS) (Rossi A y col., 2005), aunque también otros agentes como el 

GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-2, IL-4 y TNF-, pueden inducir algunas vías de la 

activación de este tipo de células (Celada, 1994; Celada y Nathan, 1994; Hamilton y 

Adams, 1987). 

 

 

            Fig. 1. Papel Central de la Activación de los Macrófagos 

 

5.3. Los Lipopolisacáridos (LPS). 

 

5.3.1. Características Bioquímicas y Funcionales de los LPS.  

 

Los LPS son conocidos como endotoxinas (Sharon L et al., 2004, Madigan, M. T 

et al., 1997), principalmente forman parte de los componentes estructurales de la 

membrana plasmática exterior de las bacterias Gram negativas: como Salmonella. 

\ 

Citocinas Linfocinas Citocinas 

Macrofago 
Activado 

Func ión Función 
Antitumoral Microbicida 
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typhimurium (Miethke, T et al, 1992) y Escherichia coli (Bruckmaier RM y col., 2005, 

Sharon L y col., 2004). Desde el punto de vista estructural, los LPS se dividen en tres 

grandes categorías o clases diferentes: lípido A, núcleo oligosacarídico y antígeno O 

(Coughlin, RT et al., 2002) (Fig. 2). El lípido A consta de un oligosacárido al que se 

unen ácidos grasos y es la parte hidrofóbica que ancla toda la molécula en la membrana 

externa (Madigan, M. T et al., 1997, Coughlin, RT et al., 2002) (Fig. 3). El 

Oligasacárido esta formado por N-acetilglucosamina que es un disacárido unido por 

medio de enlaces ester a B-hidroximirística (hydroxymirystic); la B-hidroximirística se 

construye a partir de grupos específicos poco comunes de ácidos grasos, ácidos 

capróicos y ácidos láuricos (Madigan, M. T et al., 1997). El antígeno O es una cadena 

polisacarídica de gran peso molecular, generalmente poseen azúcares de 3 o 5 carbonos 

cuya secuencia se repite cerca de 25 veces consecutivas, es altamente variable de cepa a 

cepa y le confiere propiedades antigénicas (Kannenberg, E. L et al., 2001, Madigan, M. 

T et al., 1997). Este antígeno contiene glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, azúcares 

de ocho carbonos, KDO (en inglés ketodeoxyoctulosonic acid) y heptosas (azúcares de 

siete carbonos) (Kannenberg, E. L et al., 2001). Debido a este tipo de estructura, los LPS 

actúan como moléculas anfipáticas y por ello son solubles en soluciones acuosas 

(Ulevitch y Tobias, 1995).  

 

Mediante la exposición de los macrófagos a los LPS se induce la síntesis de 

citocinas características, tales como: TNF- (Martín LA et al., 2005), interleucina IL-1 

(IL-1) (Engler KL et al., 2005), IL-6 (Dahle MK et al, 2004), IL-8 (Valatas V y col., 

2004), IL-10 (Dahle MK et al, 2004), IL-12 (Chino A et al., 2005), IFN-/ (Tzung SP 

et al., 1991), TGF- (Yamate J et al, 2004), metabolitos del ácido araquidónico 

principalmente prostaglandinas y leucotrienos (Rossi A et al., 2005) y lípidos bioactivos 

como el factor activador de plaquetas (Berdeli A et al., 2004), péptidos quimiotácticos 

como las proteínas de la inflamación de macrófagos (MIP- ) (Muhl H et al., 1997) y 

especies INR e INO (Kim SJ et al., 2004, Han YJ et al., 2001). Sin embargo, se ha 

documentado que no todos estos productos ejercen un efecto positivo sobre la respuesta 

de los macrófagos, se sabe que la IL-10 forma parte de un mecanismo autoinhibidor que 

controla la producción de otras citocinas como el TNF-  (Sweet y Hume, 1996). 
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                             Fig. 2. Estructura Esquemática del LPS 

 

                        Fig. 3. Estructura Química del Lípido A 
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5.3.2. El Receptor de los LPS.  

 

El receptor de alta afinidad de los LPS pertenece a una familia denominada Toll-

like  receptor (TLR) (Barton GM et al., 2002). Los TLRs son proteínas 

transmembranales que pertenecen al tipo de las proteínas integrales (Janssens et al., 

2003), en donde una gran porción de la proteína esta insertada en la capa lipídica, estas 

proteínas integrales están altamente conservadas en los mamíferos y en los insectos 

(Takeda K et al., 2003).  

 

Estos receptores trasmembranales de los LPS presentan una alta homología con 

los receptores de la IL-1 (Janssens et al., 2003), ya que ambos receptores presentan 

dominios conservados del tipo TIR (Toll/IL-1R ) (Janssens et al., 2003). Pero se ha visto 

que ambos receptores difieren en la región que da al exterior de la célula (extracelular) 

ya que en esta región, los TLRs de los LPS contienen dominios ricos en leucina (LRR), 

importantes en la interacción proteína-proteína y los TLRs de los IL-1Rs contienen tres 

dominios similares a los que presentan las inmunoglobulinas. Con esta información, el 

sistema inmunológico innato puede responder directamente contra una amenaza de 

infección. (Akira et al., 2001; Pulendran et al., 2001; Underhill et al., 1999; Underhill y 

Kocinsky, 2002) (Fig. 4).  

 

Para que se produzca el reconocimiento de los LPS, y la posterior señalización 

intracelular por parte del receptor TLR4, es necesario que los LPS se encuentren unidos 

a una proteína sérica denominada LBP (Proteínas de unión al LPS) (Viriyakosol y 

Kirkland, 1995). El LBP funciona como una opsonina de partículas que contienen LPS, 

incluyendo las de las bacterias Gram-negativas enteras, facilitando la unión de estas 

partículas con el CD14 presente en las células mieloides (Ulevitch y Tobias, 1995).  

 

El CD14 es una glicoproteína que puede encontrarse anclada a una molécula de 

glicofosfatidilinositol (GPI) en la membrana de monocitos, macrófagos y leucocitos 

polimorfonucleares (Ulevitch y Tobias, 1995) (Fig. 5). El CD14 es asociado físicamente 

con un complejo proteico que incluye al TLR4 y una proteína accesoria la MD-2        
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(Fig. 4). A pesar de que MD-2 haya perdido el dominio transmembranario, se mantiene 

asociada con la célula a través de la interacción con el dominio extracelular del TLR4. 

Es posible que el complejo TLR4/MD-2 sea el responsable del reconocimiento directo 

de diferentes estructuras del LPS, que varían en función de la especie, proporcionando 

una alta especificidad al receptor (Akashi et al., 2000; Shimazu et al., 1999). 
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Fig. 5.  Glicoproteína CD14 anclada a una molécula de glicofosfatidilinositol (GPI) 

 

 

5.3.3. Transducción de la Señal de los LPS.  

 

Una vez que los LPS interaccionan con todo el complejo protéico del receptor 

TLR4, se produce la dimerización del receptor y el consiguiente reclutamiento de una 

proteína adaptadora la MyD88. Esta proteína MyD88 contiene un dominio TIR que le 

permite unirse al receptor y un “dominio de muerte”  llamado DD (Dominio de Muerte), 

por sus siglas en inglés), que se unirá con otro dominio DD de la serina/treonina quinasa 

de la familia IRAK, produciéndose así la fosforilación y activación de esta quinasa 

(Aderem y Ulevitch, 2000; Akira et al., 2001).  
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Recientemente, se ha descrito otra molécula, llamada Tollip, que se encuentra 

constitutivamente asociada a IRAK y que puede interaccionar con los dominios TIR del 

receptor de TLR4 (Bulut et al., 2001; Burns et al., 2000). Una vez fosforilada, IRAK o el 

dominio DD puede disociarse del receptor y de Tollip y para posteriormente asociarse 

con el factor activado por el receptor del TNF-6 (TRAF6). Esta asociación permite que 

TRAF6 interaccione con una MAPKK Kinasa, TAK-1 a través de una proteína 

adaptadora denominada TAB2. TAK-1 está implicada en la activación del factor de 

transcripción NF-kB mediante la fosforilación del inhibidor kB (Muzio et al., 1998b; 

Ninomiya-Tsuji et al, 1999). La activación de TRAF6 puede también transmitir la señal 

iniciada por el LPS a través de la proteína adaptadora ECSIT (evolutionarily conserved 

signaling intermediate, por sus siglas en inglés) que actuaría de puente entre TRAF6 y la 

proteína quinasa mitogénica extracelular (MEKK1) (Kopp et al., 1999). El resultado 

final de este proceso conduce a la activación de dos vías; por un lado la activación de las 

proteína activadas mitogénicas (MAP) quinasas, c-Jun N-quinasa terminal (JNK) y p38 

y por otro lado hacia la familia Rel de factores de transcripción, entre ellos el factor 

nuclear (NF)-kB (Fig. 4 , 5 y 6). 
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Recientemente, se ha demostrado la existencia de otra vía de señalización 

mediada por los LPS independiente de la proteína adaptadora llamada factor de 

diferenciación mieloide 88 (MyD88). Esta vía fue identificada al detectarse tan solo una 

inhibición parcial de la activación de NF-kB en células deficientes en MyD88, mientras 

que en células deficientes en el receptor TLR-4, la inhibición era total (Kawai et al., 

1999). La proteína implicada en la activación de esta vía corresponde a la proteína 

adaptada al dominio contenedor del TIR (TIRAP) o Maackia amurensis leukoagglutinin 

(MAL), con un dominio TIR en el extremo carboxi-terminal parecido al presente en 

MyD88. Se conoce muy poco sobre la función específica y la vía de señalización de 

TIRAP/MAL. Se ha descrito que también puede activar a NF-kB pero 

independientemente de MyD88, y que puede interaccionar con otros miembros de la 

familia IRAK (Fitzgerald et al., 2001; et al., 2001). Por otro lado, la vía de TIRAP/MAL 

se ha implicado con la activación de otros substratos como la proteína serina/treonina 

quinasa activada por RNA de doble cadena (dsRNA) (PKR) (Horng y col., 2001). PKR 

ha estado implicada en la activación de p38 MAP quinasa y en la regulación de la 

expresión de la óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS) (Goh et al., 2000; Uetani et al., 

2000) (Fig. 4 y 5). 

 

Aunque el mecanismo exacto de transducción de la señal por el receptor de los 

LPS no está bien definido, se han descrito numerosas vías de señalización intracelular 

activadas tras la estimulación de los macrófagos con LPS (Sweet y Hume, 1996). Así, la 

unión del LPS con su receptor (MD-2/CD14/TLR4) induce la activación transitoria de 

tirosina-quinasas de la familia Src, como p53/56 lyn , p58/64 hck y p59 c-fgr (English et 

al., 1993; Stefanova et al., 1993; Weinstein et al.,1992), proteínas G heterotriméricas 

con un amplio espectro de funciones, miembros de la familia PKC de serina/treonina 

quinasas, e induce también la formación de substratos importantes para la activación de 

PKC y de la proteína quinasa activada por ceramida (CAPK) (Yao et al., 1995).  

 

La activación de proteínas G heterotriméricas, formadas por una subunidad 

catalítica, α y dos subunidades reguladoras  y  implica la unión de esta proteína a una 

molécula de GTP y la consiguiente disociación de la subunidad α de las subunidades n 
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reguladoras. A continuación, la subunidad α es capaz de activar a otros efectores, 

como la fosfolipasa C (PLC). Los LPS activan sobre todo a la PLC específica de 

fosfatidilcolina (PC-PLC), pero también se ha detectado activación de la PLC específica 

de fosfatidilinositol (PI-PLC) (Fig.. 4). En ambos casos, parece ser necesaria la 

activación previa de tirosina-quinasas. Tanto la activación de PC-PLC como la de PI-

PLC culminan en la generación de DAG (Diacil Glicerol). Dicho DAG permite la 

activación de las PKC convencionales y nuevas. La actividad de PI-PLC también genera 

el segundo mensajero fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato (IP3), capaz de estimular la 

movilización de iones calcio, contribuyendo a la activación de las isoformas de PKC 

dependientes de calcio (convencionales) y a la Calmodulina. Además, los propios LPS 

pueden, por si solos, constituir un segundo mensajero. De hecho, el lípido A del LPS 

puede unirse a la fosfatidilserina de las PKC convencionales, ejerciendo una acción 

directa sobre estas enzimas (Ellis et al., 1987). La activación de las PKC por parte del 

LPS permite la producción de TNF- α e IL-  α en monocitos humanos (Shapira et al., 

1994). En los macrófagos murinos estimulados con LPS, la PKC induce la síntesis de 

óxido nítrico y la adquisición del estado microbicida (Celada y Schreiber, 1986; 

Fujihara et al., 1994; Novotney et al., 1991, Paul et al., 1995) y colabora en la 

reorganización del citoesqueleto (Li y Aderem, 1992; Seykora et al., 1991).  

 

Los macrófagos expresan en la membrana plasmática niveles elevados de un 

subgrupo de proteínas G heterotriméricas denominadas G α 2. Tras la estimulación con 

LPS, la G α 2 es internalizada y asociada a las vesículas y las vacuolas (Sweet y Hume, 

1996). La inhibición de Giα bloquea la producción de IL-1, de derivados del ácido 

araquidónico y del óxido nítrico inducida por el LPS (Coffee et al., 1990; Daniel-

Issakani et al., 1989; Jakway y DeFranco, 1986), mientras que potencia la producción de 

TNF-  α  en respuesta a los LPS (Zhang y Morrison, 1993). Por otro lado, la simple 

inhibición de Giα es capaz de imitar la citotoxicidad y la inhibición de la proliferación 

inducida por los LPS (Hume y Denkins, 1989). Estos datos demuestran que una misma 

proteína G puede estar involucrada en la regulación positiva de algunas respuestas a los 

LPS y en el control negativo de otras.  
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5.3.4. Inhibidores de la Activación de los Macrófagos.  

 

Existen diversos mecanismos de inhibición de la activación de los macrófagos 

inducida o inducidos por los LPS o el IFN-, debido al carácter potencialmente dañino 

de los mediadores liberados tras la activación de estas células. En general, los agentes 

que promueven la elevación de los niveles intracelulares de AMPc son potentes 

inhibidores de la activación de los macrófagos. Un ejemplo natural de este tipo de 

inhibición lo constituyen la prostaglandina E2 (PGE2) y la adenosina, los cuales podrían 

actuar como mecanismos atenuadores de la activación de los monocitos y macrófagos en 

los procesos inflamatorios (Cheung y Hamilton, 1992; Xaus et al., 1999a; 1999c). Por 

ejemplo, la adenosina, a parte de inhibir la expresión de las moléculas de clase II 

inducidas por el IFN-, inhibe también otros aspectos de la activación de los macrófagos 

como son la expresión de la enzima iNOS y de citocinas pro-inflamatorias como la IL- 

α y el TNF- α (Xaus et al., 1999a). 

 

Otros grupos de inhibidores (de la activación de los macrófagos) lo constituyen 

las citocinas como la IL-10 que es inducida por los propios macrófagos posteriormente a 

la expresión de TNF- α inducida en respuesta a los LPS o por el IFN-, y por linfocitos 

T activados, pudiendo actuar como un mecanismo atenuador de la actividad de estas 

células (O’Farrell et al., 1998). El TGF-  es otra citocina inhibidora de la actividad de 

los macrófagos, y de otras células del sistema inmunológico, la cual es producida de 

forma autocrina por los macrófagos. Se han identificado cinco genes distintos en 

vertebrados y tres de estos (TGF-1, 2 y 3) son expresados en mamíferos. Así el 

TGF- inhibe la proliferación de los linfocitos T y B, antagoniza la producción de 

citocinas, y previene la inducción de los receptores de IL-1 e IL-2. También suprime la 

producción de las inmunoglobulinas por los linfocitos B, inhibe la adhesión de los 

linfocitos T y los neutrófilos a las células endoteliales y suprime la actividad de las 

células NK (Kehrl et al., 1986; Rook et al., 1986; Wahl et al., 1988). 

 

En los macrófagos, se ha descrito que el TGF- inhibe la activación de estas 

células mediada tanto por IFN- como por los LPS. En este sentido, el TGF-  

n 
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inhibe la inducción por el IFN- y la expresión de iNOS, la liberación de TNF- o 

la capacidad de matar a bacterias intracelulares (Bogdan et al., 1992; Vodovotz et al., 

1993). El  TGF- es capaz de inhibir la expresión de iNOS inducida por los LPS o la 

expresión de citocinas pro-inflamatorias, aunque en estos casos los mecanismos de 

acción son menos descritos hasta ahora (Imai et al., 2000; Werner et al., 2000).  

 

5.4. El Papel de los Macrófagos en los Procesos Infecciosos.  

 

Además de la función importante de los macrófagos como células presentadoras 

de antígenos, se ha demostrado que los macrófagos juegan un papel muy importante en 

el reconocimiento y destrucción de microorganismos patógenos (Roitt et al, 2001b.).  

 

En 1989 se informó de la producción de Intermediarios de Nitrógeno Reactivos 

como un mecanismo antimicrobiano de macrófagos murinos activados (Nathan CF y 

Hibbs JB, 1991). Este mecanismo juega un papel antimicrobiano importante, y se 

dilucido de la convergencia de dos líneas de investigación independientes: del análisis 

del metabolismo de la nitrosamina en la carcinogénesis y el segundo del estudio de la 

actividad antitumoral de los macrófagos (Nathan CF y Hibbs JB, 1991 Stuehr DJ y 

Marleta MA, 1985, Stuehr DJ Y Marleta MA, 1987, Hibbs JB et al, 1987a, Hibbs JB et 

al, 1987b, Iyengar RD et al, 1987.). 

 

Estudios posteriores corroboraron la evidencia, de que los RNI contribuyen a la 

habilidad de los macrófagos murinos activados de inhibir a una amplia variedad de 

patógenos intracelulares como lo son L. monocytogene y  M. tuberculosis y patógenos 

extracelulares como E. histolytica, entre otros (Gregory SH et al, 1993; Chan J, 1992; 

Boockvar KS et al 1994; Beckerman KP et al, 1993; Chan J et al, 1995; Denis et al, 

1992.).  
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5.4.1 Bloqueo de los Inhibidores de la Activación de los Macrófagos y su Aplicación 

en Sistemas in vivo.  

 

Son pocos los estudios realizados referentes específicamente sobre el bloqueo de 

inhibidores de la activación de los macrófagos y su aplicación en sistemas in vivo. 

Kobayashi F y col., en el año 2000, realizaron un estudio en ratones C57BL/6, 

utilizando anticuerpos monoclonales contra IL-10 para estudiar los mecanismos de 

defensa contra la infección por Plasmodium yoelii yoelii. Es conocido que la IL-10 es 

una citosina involucrada en la inhibición de la función microbicida de los macrófagos, 

por lo que este grupo de investigadores planteó bloquear la acción inhibitoria de la IL-

10, para que los macrófagos recuperasen su función antimicrobiana. Los ratones fueron 

inyectados con AMs anti-IL10 después de la inoculación con P. yoelii yoelii. El 

tratamiento en los ratones con anticuerpos anti-IL-10 dio como resultado una 

prolongada sobrevivencia hasta del 60%, mientras que el grupo de ratones control (sin 

anticuerpos anti- IL-10), el 100% de ellos murieron al día 11.  

 

 Después Swierczynski B y col. (2000), realizaron un estudio sobre la producción 

de anticuerpos en contra de dos citocinas que inhiben la activación microbicida de 

macrófagos para destruir a Toxoplasma gondii, comprobando que la aplicación de 

dichos anticuerpos conducían a que los macrófagos murinos se recuperan del efecto 

inhibitorio provocado por la IL-4 y/o IL-10, de tal forma que pudieran actuar inhibiendo 

la proliferación del microorganismo patógeno. El grupo de Asseman demostró que el 

uso de anticuerpos anti NK1.1 puede inducir alteraciones de los mecanismos 

reguladores, tomando como antecedente el papel de las células Natural Killer (NK) 

como posible principal fuente de producción de IFN-gamma en la infección por 

esquistosomiasis murina; ellos aplicaron anticuerpos anti NK por 17 semanas después 

del estímulo con Schistosoma mansoni y observaron el aumento del granuloma hepático 

debido a la falta de producción de IFN-gama producido por las células NK. También, se 

realizó un estudio similar utilizando anticuerpos anti-IL10 in vivo, para analizar su 

efecto en los mecanismos de defensa del huésped contra infección por Salmonella y 

encontraron que la administración  de anticuerpos anti-IL10  aumentó significativamente 



 23 

la resistencia del huésped en la etapa temprana de la infección, así como también se vio 

notablemente disminuido el crecimiento del microorganismo patógeno tanto en la 

cavidad peritoneal como en el hígado de los ratones utilizados. 

 

 Por otro lado y particularmente refiriéndonos a los microorganismos en estudio 

encontramos pocas referencias sobre el papel de anticuerpos anti-citosinas, involucradas 

en la inhibición de la activación de los macrófagos. Como son los estudios realizados 

por Haak-Frendscho M y col., 1992 y Wagner y col., 1994  Estos grupos de 

investigadores analizaron el papel de la IL-4 en la resistencia hacia la infección por L. 

monocytogenes, para lo cual administraron anticuerpos monoclonales anti-IL-4. Ellos 

observaron que los ratones tratados con 0.01 a 0.4 mg de anticuerpos monoclonales anti-

IL-4 antes del estimulo de  L. monocytogenes disminuyeron significativamente  el daño 

hepático por el microorganismo patógeno. La protección máxima fue alcanzada 

mediante la inyección de 0.1 mg de anticuerpos monoclonales anti-IL-4 antes del 

estimulo con L. monocytogenes. El tratamiento con los anticuerpos monoclonales anti-

IL-4 después del estímulo con la bacteria no tuvo ningún efecto en los mecanismos de 

resistencia antilisterial. Pfaff y su grupo de investigadores, en el año 2003, evaluaron la 

capacidad de las IL-12 y IL-18 para modular la respuesta inmune celular específica de 

antígeno, in vitro, en pacientes expuestos a la infección por Onchocerca volvulus y E. 

histolytica. Mediante la utilización de anticuerpos anti-IL12 y anti–IL 18, concluyeron 

que la IL-18 resulto ser altamente capaz de inhibir la producción de IL-10 por 

macrófagos estimulados con E. histolytica (Pfaff AW et al., 2003).  

 

5.4.2 Listeria monocytogenes.  

 

 L. monocytogenes es un patógeno intracelular que infecta principalmente a los 

macrófagos y a los hepatocitos (Fig. 7). Esta especie de bacterias son Gram-positivas, 

facultativas, y no forman esporas. L. monocytogenes produce meningoencefalitis en 

ratas normales. En estos éstos animales, la invasión por bacterias esta asociada al 

reclutamiento y subsiguiente desaparición de los macrófagos que expresan las enzimas 

iNOS y la nitrotirosina, lo cual es un indicador de la producción de óxido nítrico (Fehr T 
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et al., 1997). El tratamiento con un inhibidor selectivo de la iNOS, L-N (6)-(1-

iminoethyl)-lysina (L-NIL) incrementó la mortalidad en ratas, lo que sugiere que el NO 

tiene un efecto protector en la meningoencefalitis listérica en ratas (Remer KA. Et al., 

2001). 

 

La listeriolisina-O es un compuesto producido por L monocytogenes que inhibe 

la fusión de los lisosomas a los fagosomas. La exposición de la listeriolisina-O al NO 

fue inhibida bajo condiciones nitrosativas. Estos resultados sugieren que el estrés 

nitrosativo mediado por macrófagos es un importante componente del arsenal 

inmunológico en el control de las infecciones provocadas por L. monocytogenes (Ogawa 

R et al., 2001). 

 

Además, se ha demostrado que la listeriolisina-O, secretada por la bacteria, 

contribuye como un potente estímulo inflamatorio para inducir la activación de las 

células endoteliales durante los procesos infecciosos donde esta involucrada la 

activación del NF-kB. Este factor nuclear permite la expresión de la iNOS con la 

producción de NO (Kayal S et al., 1999). Agregado a esto, se ha demostrado que los 

ratones deficientes en NOS2 son incapaces de matar a L monocytogenes, así como a las 

bacterias entéricas (Shiloh MU et al., 1999). 

  

 Entre los reguladores negativos de ciertas funciones de los macrófagos durante el 

curso de la infección por L. monocytogenes actúan algunas citocinas, como es la IL-4 

(Haak-Frendscho et al., 1992, Emoto M et al., 1995), la IL-10 (Malefyt W et al., 1991, 

Tripp C et al., 1993, Kelly JP et al., 1996, Fleming SD y Campbell PA 1994) y el TGF-ß 

(Strassmann G et al., 1991),  

  

 La listeriosis murina ha sido utilizada como un modelo para estudiar la respuesta 

mediada por células (principalmente macrófagos) hacia ciertas bacterias. La respuesta de 

los macrófagos activados fue descubierta por primera vez utilizando el modelo de 

Saylers (Salyers AA et al., 1994, Mielke MEA et al., 1993).  
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 Los ratones BALB/c son resistentes a la infección por L. monocytogenes. La 

resistencia del ratón involucra una respuesta bifásica: la primera fase consiste de las 

primeras 48 h después de la infección, durante la cual hay multiplicación de L. 

monocytogenes en el hígado y el bazo de los ratones infectados. En estos ratones no 

inmunizados los macrófagos y los leucocitos polimorfonucleares son las células 

efectoras involucradas en el control de la multiplicación. En la segunda fase, el 

desarrollo de la inmunidad mediada por células inicia en el segundo día, tiempo durante 

el cual la multiplicación de L. monocytogenes prevenida por los macrófagos que poseen 

una actividad microbicida incrementada que es mediada por la acción de linfocinas 

liberadas por linfocitos T (Schutheis RJ y Keams RJ 1990, Portnoy DA et al, 1992). 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Micrografía de Fluorescencia que muestra macrófagos infectados con           

L. monocytogenes.  
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5.4.3 Entamoeba histolytica (Fig. 8). 

 

El protozoario E. histolytica es el parásito que causa la disentería amibiana y 

puede producir AH, lo cual esta asociado con la morbilidad y mortalidad en el mundo 

(WHO/PAHO/UNESCO, 1997). El desarrollo de AHA implica la movilización de los 

trofozoítos de E. histolytica del lumen intestinal hacia la pared intestinal a través de el 

sistema circulatorio hacia el hígado. El evento inicial es la unión de los trofozoítos 

amibianos a las células epiteliales intestinales, seguido por la lisis de estas células y por 

la subsiguiente invasión dentro de la mucosa intestinal (Ravdin JI et al., 1988). Existe 

evidencia de que la reacción inflamatoria ocurre después de la etapa inicial de la 

invasión al tejido fino por trofozoítos (Tsusumi V, 1988). Estudios in vitro han mostrado 

que en co-cultivos  de células madre y células epiteliales humanas con trofozoítos, se 

incrementa la secreción y expresión de citocinas proinflamatorias y quimiotactantes 

(Eckmann L. et al., 1995). Resultados similares fueron obtenidos utilizando un modelo 

ratón-humano SCID de xenoinjerto intestinal (Seydel KB et al., 1997).  

 

Además de lo mencionado anteriormente, E. histolytica, evade la respuesta 

inmune y el organismo afectado es incapaz de controlar la invasión amibiana. De hecho, 

se ha observado una disminución de la respuesta inmunológica en pacientes y roedores 

experimentales susceptibles, tales como hámster y gerbiles que pueden producir AHA 

(Denis M et al, 1988, Lin JY et al, 1993, Wang W et al., 1992, Wang W et al., 1992b).  

 

Las proteínas amibianas y el medio condicionado regulan negativamente las 

funciones efectoras y accesorias de los macrófagos en ratones BALB/c mediante la 

estimulación de la producción de la Prostaglandina E2 (PGE2) (Wang W et al., 1995). 

Recientemente, Sánchez Ramírez y col., en el año 2004 reportaron que E. histolytica 

puede estimular la producción hepática de PGE2 en hámster que poseen AHA y 

sugieren que esto contribuye al estudio de procesos inflamatorios y de patogénesis 

provocados por la formación de abscesos amibianos. Sin embargo, éste posible efecto 

producido por E. histolytica no ha sido observado en ratones inmunocompetentes 

(ratones con sistema inmune funcional, capaz de desarrollar anticuerpos). De hecho, 
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estos animales son generalmente resistentes a la infección amibiana en el hígado (Gold 

D. et al., 1978, Gold D. 1989, Meerovich E et al., 1988, Neal RA et al., 1975). Por otro 

lado, algunos estudios han provisto evidencias de que los macrófagos juegan un papel 

importante en la defensa del huésped contra E. histolytica invasiva (Ghadirian E et al, 

1988a, Ghadirian E et al, 1988b, Martínez-Gigena MP et al., 1992). Esto ha sugerido 

que su actividad protectora es debida a la producción de NO (Denis M et al., 1992, Lin 

JY et al., 1992 Lin JY., 1994 et al., Lin JY et al., 1995, Seguin R et al., 1997). 

 

Cuando a los ratones se les administra un inhibidor de los macrófagos semejante 

a la sílica, se bloquea la resistencia natural contra la infección hepática por E histolytica 

en los ratones (Stern JJ et al., 1984). Estos estudios con modelos experimentales 

sugieren que la resistencia del huésped en la amibiasis murina es dependiente de los 

macrófagos. A pesar de todo lo anterior, hasta este momento no hay evidencia directa 

disponible.  

 

En un pequeño porcentaje de las infecciones, los trofozoítos se hacen invasivos y 

penetran a la mucosa intestinal causando úlceras y colonizan otros tejidos 

principalmente el hígado donde forman abscesos (Sehgal D et al., 1996). En las 

infecciones clínicas y experimentales por E. histolytica se ha observado que los 

mecanismos efectores mediados por los macrófagos son importantes en el control y 

resistencia a la infección (Denis M et al., 1989, Lin JY et al., 1992, Salata RA et al., 

1987, Salata RA et al., 1986, Salata RA et al., 1985, Stern JJ et al., 1984 y Treviño MLC 

1990). También se sabe que los procesos de muerte amébica por macrófagos activados 

por IFN-, los LPS y el TNF, involucran las vías dependientes e independientes de 

oxígeno, principalmente por el NO, siendo el H2O2  y el O2 moléculas cofactores (Lin 

JY et al., 1994, Lin JY y Chadee K 1992, Ghadirian E y Denis M. 1992, Denis M et al., 

1992, Salimi A y Ghadirian E. 1993 y Ghadirian E y Salimi A. 1993).  

 

Para estudiar los mecanismos involucrados en la relación huésped-parásito que 

determinan la producción de la enfermedad, se han utilizado diferentes modelos 

experimentales in vivo (Tsusumi et l., 1994, Acevedo A.J. et al., 2000, Shibayama M. et 
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al., 2000). En la búsqueda de los modelos experimentales se observo que los ratones 

BALB/c presentan una resistencia innata a la infección amébica (Rivero-Nava L et al., 

1997 y Ghadirian E y Kogshavn PAL. 1984) lo que plantea a éste modelo como un 

sistema idóneo para analizar algunos aspectos de inmunoresistencia durante la infección 

de E. histolytica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Fig. 8. Trofozoítos de  Entamoeba histolytica  

 

5.5 El Problema. 

 

Nosotros nos propusimos investigar si el FIAML permite que L. monocytogenes 

y E. histolytica produzcan AHE en ratones BALB/c infectados experimentalmente con 

dichos microorganismos. 
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 Se ha sugerido que la inmunodeficiencia en pacientes con cáncer se debe a la 

presencia de factores producidos por la célula tumoral que inducen el abatimiento de la 

respuesta inmune. Entre ellos recientemente nuestro grupo a partir del tumor murino 

L5178Y, caracterizó un polipéptido que inhibe la activación de macrófagos y inhibe la 

liberación de NO después de un estímulo con LPS. Considerando que uno de los 

principales mecanismos microbicidas de los  macrófagos es a través de la producción de 

NO, es posible que ésta sea la vía inhibida en los pacientes con cáncer y de ahí su 

propensión a las infecciones bacterianas. Por otra parte se ha demostrado que los ratones 

BALB/c son naturalmente resistente a infecciones por E. histolytica, L. monocytogenes, 

por lo que resultan buenos modelos experimentales para analizar la respuesta del sistema 

inmunológico ante estos microorganismo en presencia de un inhibidor de origen 

tumoral.  

 

5.6 Originalidad. 

 

 Se conocen pocos estudios sobre la actividad de factores inhibidores de origen 

tumoral que afectan al sistema inmune, particularmente a los macrófagos, utilizando 

sistemas in vivo. Miyata H y col., en 1981 identificaron un factor de origen tumoral, de 

bajo peso molecular en ratones portadores de un fibrosarcoma informando que es 

liberado a la circulación, lo que hace al animal susceptible a ser infectado 

experimentalmente con L. monocytogenes (Miyata H y col., 1981). También se ha 

informado que el sobrenadante de cultivos de células tumorales desactiva a los 

macrófagos inhibiendo la actividad antitoxoplasmal y antileishmania así como el 

metabolismo oxidativo de los macrófagos, en condiciones in vitro (Szuro-Sudol A et al., 

1983).  

 

 Considerando por una parte el gran potencial de los macrófagos en contra de los 

microorganismos patógenos, y por otra parte el efecto inhibitorio de la célula cancerosa 

sobre la actividad de los macrófagos, sugieren fuertemente que la incidencia de 

infecciones oportunistas observada en pacientes con cáncer probablemente se deba al 

efecto deletéreo de estas células sobre la actividad de los macrófagos. Para esclarecer 
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esta incógnita se requiere de la realización de varias etapas en la investigación, entre las 

que podemos considerar importantes las del índole del presente trabajo en el que 

pretendemos demostrar si los ratones resistentes a la infección por dos microorganismos 

patógenos importantes (L. monocytogenes y E. histolytica) pueden producir AHE. 
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6. MÉTODOS 

 

 

 

6.1 Origen de los Reactivos. 

 

De la Marca Spectrum Quality Products IN. (Gardenia, CA, New Brunswick, NJ, 

USA) utilizamos los siguientes reactivos: Fosfato de potasio monobásico, fosfato de 

potasio dibásico, D-Glucosa, Cloruro de sodio y cloruro de benzalconio. 

 

De la marca Difco Labs, Detroit, Mich utilizamos los siguientes reactivos: Caldo 

Luria Bertani, peptona de gelatina, infusión de cerebro de ternera, infusión de corazón 

de res, triptona, extracto de levadura, agar, sustrato nutritivo (extracto de corazón y 

peptonas), agar-agar, Peptona de caseína, hematoxilina-eosina y glicerol. 

 

De la marca Cheminova de México: pentobarbital sódico 

 

Se adquirió de Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) los siguientes reactivos: L-

cisteina, ácido ascórbico, tris-HCl, tripsina, lipopolisacáridos de Escherichia coli 

serotipo 0127:B8, albúmina bovina, glutaraldehído, glicina, carbonato de sodio, 

hidróxido de sodio,  reactivo de folin, naftil-etilendiamina, sulfanilamida, nitrito de 

sodio, HEPES , Trizma base, Tris HCl, carbonato de sodio, sufato de cobre, tartrato de 

sodio y potasio,  y medio RPMI-1640 para cultivo in vitro de células de mamífero, azul 

tripano, suero bovino fetal, membrana de corte de peso molecular de 10 kDa, antrona, 

formol y etanol absoluto.  
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De la marca Bioxon, Becton Dickinson de México, S. A. de C. V. (Cuautitlán 

Itzcalli, Estado de México): peptona de caseína, jeringas y agujas desechables.  

De Spectrum Quality Products Inc. (Gardena, CA, New Brunswick, NJ, USA): 

Fosfato de potasio monobásico, fosfato de potasio dibásico, ácido sulfurico,  

 

De Productos Químicos Monterrey S.A. de C.V., Monterrey, NL: hidróxido de 

sodio. 

 

De Infra  S.A. de C.V. Edo. de México. Nitrógeno, grado NF UN 1066. 

  

De Pharmacia, Uppsala, Swrden:  Sephadex G-25 

 

De Nycomed Pharma Centryfugation Media (Oslo, Noruega): NycoPrep 1.068 

 

6.2 Material Biológico. 

 

6.2.1 Animales de Laboratorio. 

 

Se utilizó como modelo experimental in vivo ratones BALB/c de sexo femenino, 

de 6 a 8 semanas de edad, provenientes del Bioterio del Centro de Investigación 

Biomédica del Noreste, IMSS. Este mismo modelo in vivo fue utilizado para propagar y 

producir las células tumorales, obtener cantidades suficientes de macrófagos 

peritoneales e inducir el LmHA y el EhHA. A los ratones BALB/c se les mantuvo en el 

bioterio a una temperatura de 18 a 20°C,  en jaulas de polipropileno con cubierta de 

rejilla metálica de 43   27   15 cm (Nalgene, New York, U.S.A.) y se les proporcionó 

alimento y agua ad libitum como lo indica las normas internacionales (Lab. Diet. PMI 

Nutrition International, Inc., St. Louis Missouri, U.S.A.). 
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6.2.2 Cepa de Listeria monocytogenes (Ziad W et al, 2003). 

 

La cepa BP24 de L. monocytogenes, fue utilizada para realizar los ensayos de 

desarrollo de AHE en ratones BALB/c Esta cepa fue donada en el año de 1997 por el 

laboratorio del Dr. Rolando Tijerina Menchaca de la escuela de Medicina de la 

Universidad Autónoma de Nuevo León. Las bacterias se hicieron crecer, para su 

mantenimiento y obtención de suficiente biomasa, como lo describe Wadsworth y 

colaboradores (Wadsworth SL, y col., 1999). Dicha cepa de L. monocytogenes fue 

cultivada en cajas Petri de 100   15 mm con medio infusión cerebro corazón (Difco 

Labs, Detroit, Mich). Una vez que se obtuvo suficiente masa bacteriana de la cepa de 

referencia, fueron cultivados tres tubos de esta cepa en caldo Luria –Bertani (Difco 

Labs, Detroit, Mich) (Cepa madre) y a las 24 h de crecimiento se les agregaron 40% de 

glicerol estéril y se congelaron y almacenaron a –80 °C para su preservación hasta que 

fuesen requeridos para la realización de los experimentos específicos de esta tesis.  

 

6.2.2.1 Preparación de los Medios de Cultivo. 

 

6.2.2.1.1 Agar  de Infusión Cerebro-Corazón (BHI) (Difco Labs, Detroit, 

Mich). Se mezclaron y disolvieron los componentes: Peptona de gelatina 10,0 g, cloruro 

de sodio 5,0 g, fosfato disódico dodecahidratado 2,5 g, glucosa 2,0 g, infusión de 

cerebro de ternera 200 mL, infusión de corazón de res 250 mL. en 950 mL de agua 

desionizada, se aforó a 1,000 mL con agua desionizada. El medio fue colocado en un 

matraz de 1L y cubierto con un tapón de gasa en la boca del matraz, se esterilizó en 

autoclave por 15 min a 121ºC ±1 con el tapón flojo, el cual se ajustó después estando el  

recipiente todavía caliente. Se separaron alícuotas del medio en placas de petri de 10   

125 mm y se dejaron solidificar a temperatura ambiente. Dichas cajas con el medio 

fueron almacenadas a temperatura de 4°C hasta su uso.  

 

6.2.2.1.2 Agar Luria Bertani  (LB) (Difco Labs, Detroit, Mich). Se mezclaron 

y disolvieron los componentes: Triptona 10.0 g, extracto de levadura 5.0 g, Cloruro de 
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sodio 5.0g, Agar 10.0 g, en 950 mL de agua desionizada. El pH se ajustó a 7.0 con 

NaOH 10 N y el contenido fue aforado a 1,000 mL con agua desionizada. El medio fue 

distribuido en alícuotas de 5 mL en tubos para cultivo de 13  100 mm con tapón de 

rosca. Los tubos con el medio fueron esterilizados en autoclave por 15 min a 121ºC ±1  

con los tapones flojos, los cuales se apretaron después estando los recipientes todavía 

calientes. El medio fue almacenado en congelación hasta su uso.  

 

6.2.2.1.3 Agar Sangre (AS) (Difco Labs, Detroit, Mich). Se mezclaron y 

disolvieron los componentes: sustrato nutritivo (Extracto de corazón y peptonas) 20.0 g, 

cloruro sódico   5.0 g, agar-agar 15.0 g. en 950 mL de agua desionizada y se aforó a 

1,000 mL con agua desionizada. El medio fue colocado en un matraz de 1L con un tapón 

de gasa en la boca del mismo y se esterilizó en autoclave por 15 min a 121ºC ±1. Se dejó 

enfriar a 45-50°C, y se incorporó al mismo 50 mL de sangre desfibrinada y se 

prepararon alícuotas del medio en placas de petri de 100  15 mm y se dejó solidificar a 

temperatura ambiente. Se almacenaron las cajas con el medio a temperatura de 4°C hasta 

su uso.  

 

6.2.3 Preparación del Inóculo de Listeria monocytogenes para el Desarrollo del 

Absceso Hepático Experimental en Ratones BALB/c.  

 

Se preparó un cultivo fresco, a partir del cultivo madre de L. monocytogenes (que 

se encontraba a –20 °C en medio LB), de esta bacteria en cajas Petri de 100  15 mm, 

las cuales contenían agar sangre. Las cajas con L. monocytogenes fueron incubadas a 37 

°C durante 24 h. Después de este tiempo con una torunda estéril, se recogió la mayor 

cantidad de colonias bacterianas, las cuales se homogeneizaron en un tubo estéril de 100 

 150 mm que contenía 2 mL de PBS estéril. De esta solución fue tomada una muestra 

colocándola en otro tubo estéril que contenía 2 mL de PBS, hasta alcanzar el índice de 

0.5 según la escala de patrones del nefelómetro de Mc Farland (McF) con una lectura de  

80 % de transmitancia (T). A partir del tubo de 0.5 de McF se realizaron seis diluciones 

(10 –1, 10 –2, 10 –3,   10 –4, 10 –5, 10 –6) de la siguiente manera y por triplicado: 
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1)Tubo A: concentración bacteriana de 0.5 de McF (80% T)   

2) Dilución de  10 –1: 0.5 mL del tubo A más 4.5 ml de PBS 

3) Dilución de  10 –2: 0.5 mL de la dilución 10 –1 más 4.5 mL de PBS 

4) Dilución de  10 –3: 0.5 mL de la dilución 10 –2 más 4.5 mL de PBS 

5) Dilución de  10 –4: 0.5 mL de la dilución 10 –3 más 4.5 mL de PBS 

6) Dilución de  10 –5: 0.5 mL de la dilución 10 –4 más 4.5 mL de PBS 

 

Se realizó un cultivo en placa de agar sangre para cada una de las diluciones, 

colocando 10 μl de la suspensión. Todas las placas se incubaron a 37°C durante 24 h. 

Después de este tiempo se realizó el conteo de las colonias de L. monocytogenes así 

como los ajustes necesarios para alcanzar 5  105 bacterias en 50 μl de PBS estéril 

obteniendo así la dosis requerida para el inoculo de L. monocytogenes para el desarrollo 

de los AHE en los ratones BALB/c. 

 

6.2.4 Cepa HM1:IMSS de Entamoeba histolytica (Diamond’s, 1968). 

 

 Se utilizó la cepa de E. histolytica  HM1:IMSS la cual se ha mantenido en 

condiciones axénicas en medio PEHPS (Said Fernández y col., 1988) en nuestro 

laboratorio mediante cultivo continuo por 23 años. 

 

6.2.4.1 Preparación de los Medios de Cultivo. 

 

6.2.4.1.1 Medio Basal (PEHP) (Said-Fernández y cols., 1988). Peptona de caseína 

10.0 g, D-Glucosa 6.0 g, L-cisteína 1.0 g, ácido ascórbico 0.1 g, KH2PO4  1.0 g, K2HPO4  0.6 

g, extracto de hígado y páncreas 250 mL. Se mezclaron y disolvieron los componentes en 950 

mL de agua desionizada. Se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se aforó a 1,000 mL con 

agua desionizada. El medio fue distribuido en alícuotas de 5 mL en tubos para cultivo de 13  

100 mm con tapón de rosca. Se esterilizaron los tubos con el medio en autoclave por 15 min a 

121ºC ±1 con los tapones flojos, los que se apretaron después estando los recipientes todavía 

calientes. Se almacenó el medio a temperatura ambiente hasta su uso.  
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6.2.5 Resiembra y Cosecha. 

 

6.2.5.1 Resiembra.  

Se incubó la cepa de E. histolytica HM1:IMSS a 37 ºC en una incubadora de CO2 

(Napco, modelo 5100, Pórtland Oregón, USA) y 5 % de humedad. Antes de cada 

resiembra se observaron los cultivos en un microscopio invertido (Reich, No. de serie 

WI-54220), para comprobar el buen aspecto morfológico y la movilidad de las amibas. 

Se colocó el mejor tubo de cultivo de cada cepa en agua-hielo por 10 min, se determinó 

la concentración celular con un hematocitómetro y se inocularon 5  103 amibas/mL, a 

cada uno de otros tres tubos (5.5 mL de medio suplementados con 10% de suero bovino) 

en medio de cultivo PEHPS (Saìd-Fernández y cols., 1988) fresco. Se conservaron los 

cultivos de la penúltima resiembra hasta comprobar el crecimiento celular de las amibas. 

Las resiembras fueron realizadas cada 72 h. 

 

6.2.5.2 Obtención de Cepas de E. histolytica HM1:IMSS Virulentas. 

 Para asegurar que la cepa HM1:IMSS tuviese una virulencia máxima para 

producir AH, a la cepa original fue inoculada en hígado de hámster, en tres seciones, 

verificando la producción de abscesos, para lo cual se uso la siguiente metodología:  

 

 Como modelo experimental para producir amibiasis hepática, se utilizaron 

hámsters sirio dorados (Mesocricetus auratus), machos recién destetados, con un peso 

de 40-60 g, (Kretschmer, R. R. 1996) los cuales fueron criados y mantenidos en el 

Bioterio del Centro de Investigación Biomédica del Noreste. 

 

Se inocularon 106 trofozoítos crecidos en medio PEHPS a cada hámster, en 

grupos de 5 machos hámster. Los animales fueron anestesiados por vía intraperitoneal, 

con una solución de 0.063 g/mL de pentobarbital sódico de uso veterinario (Smithkline 

Norden, México), con jeringas desechables de 1 mL y agujas calibre No. 25 en dosis de 

6.3 mg/100g de peso corporal. Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10 

minutos, y con una duración aproximada de una hora. Se procedió a rasurar el vientre 

del hámster y se desinfectó el área operatoria con una solución acuosa de cloruro de 
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benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después fue colocado un campo estéril y con 

tijeras se realizó una pequeña incisión en abdomen de 1.5 cm en la línea media, por 

abajo del apéndice xifoides del esternón, exponiendo el hígado. Se incocularon a cada 

hámster 106 amibas, suspendidas en 0.1 mL de medio PEHP basal, directamente en el 

lóbulo ventral del hígado, con una aguja calibre No. 25. Después de la inoculación se 

hizo hemostasia en el punto de la inoculación con gelfoam, esponja estéril hemostática 

(Upjohn), y la incisión fue suturada mediante súrgete continuo con candado, abarcando 

los planos peritoneal muscular y cutáneo, con seda estéril calibre 000 (González-Garza, 

M.T. et al. 1996). 

 

 La evaluación de las lesiones hepáticas se realizó 7 días después de la 

inoculación, mediante una laparotomía exploratoria, practicada a cada animal de cada 

grupo. Para demostrar la presencia de los trofozoítos vivos en los AH; se tomaron 

piezas del tejido afectado de 0.5 cm las cuales fueron puestas directamente en medio de 

cultivo PEHPS. Después de 72 h se observaron los tubos bajo el microscopio invertido 

para confirmar la presencia de los trofozoítos vivos. Estas amibas se reinocularon dos 

veces más  en pases por hígado de hámster, verificando que las amibas produjeran en 

cada pase AHA grado V (Cruz-Vega y cols., 1997) para que éstas estuvieran 

expresando su mayor virulencia en el momento de realizar los experimentos de esta 

tesis. 

 

6.2.6 Preparación del Inóculo de E. histolytica para el Desarrollo del Absceso 

Hepático Experimental. 

 

Se incubó en tubos de 13  100 mm con 5 mL de medio basal (PEHP),  la cepa 

de E. histolytica HM1:IMSS a 37 ºC en una incubadora (Napco, modelo 5100, Pórtland 

Oregón, USA). Antes de cada resiembra los cultivos fueron inspeccionados en un 

microscopio invertido (Reich, No. de serie WI-54220), para comprobar el buen aspecto 

morfológico y la movilidad de las amibas. Se colocaron los tubos de cultivo de la cepa 

en agua-hielo por 10 min, se determinó la concentración celular con un hemacitómetro, 

y se realizaron los ajustes necesarios para obtener 5  105 trofozoitos en 50 μl de PBS 
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estéril obteniendo así la dosis requerida para el inoculo de amibas para el desarrollo del 

AHE en los ratones BALB/c. 

 

6.2.7 Cepa de Linfoma L5178Y. 

 

 Como modelo experimental para mantener el linfoma L5178Y, se utilizaron 

ratones hembras BALB/c, con un peso de 25-30 g, los cuales fueron criados y 

mantenidos en el Bioterio del Centro de Investigación Biomédica del Noreste, a partir de 

un animl portador, donado por el CIBO- IMSS.  

 

 Los animales fueron anestesiados por vía intraperitoneal, con una solución de 

0.032 g/mL de pentobarbital sódico de uso veterinario (Smithkline Norden, México), 

con jeringas desechables de 1 mL y agujas calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de 

peso corporal. Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10 minutos, y con una 

duración aproximada de una hora. Se procedió a rasurar el vientre del ratón portador del 

linfoma y se desinfectó el área operatoria con una solución acuosa de cloruro de 

benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después se colocó un campo estéril y con tijeras 

se realizó una pequeña incisión en el abdomen de 1.5 cm en la línea media, por abajo del 

apéndice xifoides del esternón. Se tomaron 500 μl de líquido de ascitis del Linfoma con 

una jeringa desechable de 1 mL y aguja calibre No. 25 y se reinoculo a dos ratones de la 

siguiente manera: se limpió con una solución acuosa de cloruro de benzalconio al 0.25 

% el área peritoneal de los animales y con una jeringa de 1 mL y aguja calibre No. 25, se 

inyectaron 2,000,000 células/200µL del liquido de ascitis del linfoma por medio de una 

punción en la cavidad peritoneal de cada animal.  

 

 Posteriormente al pasar 12 días se sacrificó a uno de los dos ratones y el otro fue 

conservado hasta los 15 días más como reserva del linfoma. Con el animal sacrificado se 

procedió a utilizar la metodología descrita aquí. El inoculo se realizó cada 12 días (Hay 

R y col., 1992). 
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6.2.8 Aislamiento del Factor Inhibidor de la Activación de Macrófagos del Linfoma 

(FIAML). 

 

 Se siguió la metodología previamente descrita (Palacios-Corona R et al., 1999)  

Se anestesiaron  30 ratones BALB/c portadores de linfoma L5178Y por vía 

intraperitoneal, con una solución de 0.032 g/mL de pentobarbital sódico de uso 

veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa desechable de 1 mL y aguja 

calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de peso corporal. Con esta dosis se indujo una 

anestesia profunda en 10 minutos, y con una duración aproximada de una hora. Se 

procedió a rasurar el vientre de cada uno de los 30 ratones y se desinfectó el área 

operatoria con una solución acuosa de cloruro de benzalconio al 0.25 %. 

Inmediatamente después se colocó un campo estéril y con tijeras se realizó una pequeña 

incisión en el abdomen de 1.5 cm en la línea media, por abajo del apéndice xifoides del 

esternón. Se sacrificó a los animales y posteriormente tomó todo el líquido de ascitis del 

linfoma de cada animal con una jeringa desechable de 10 mL y aguja calibre No. 25. Se 

colocó el volumen total de líquido de ascitis en tubos de 50 mL (Corning, NY, USA). El 

volumen de líquido de ascitis de cada uno de los ratones fue variable, entre 4 y 12 mL 

por cada uno. Como un primer paso de purificación a los tubos que contenían el líquido 

de ascitis fueron centrifugados a 600 xg durante 10 minutos a 4 ºC para eliminar las 

células del linfoma.  

 

6.2.8.1 Método de Ultrafiltración. 

Como un segundo paso de purificación, se fraccionaron las proteínas contenidas 

en el sobrenadante del líquido de ascitis con un sistema de amicon (Amicon, Pharmacia 

Chem fino, Uppsala, Suecia), donde se utilizó una membrana de corte de peso molecular 

de 10 kDa (Sigma  Co., Santo Louis,Missouri, USA.). Utilizando N2 con una presión de 

38 psi. Se colectaron las fracciones por debajo de 10 kDa y como un segundo paso de 

purificación se separaron las proteínas contenidas en la fracción proveniente del sistema 

de amicon (con un peso molecular debajo de 10 kDa), utilizando una columna de 

borosilicato de 30  2 cm, donde se colocaron 9g/150 mL  de Sephadex G-25/PBS 

(Pharmacia, Uppsala, Swrden), la cual fue preparada siguiendo las instrucciones del 
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fabricante (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Swrden). Se lavó la columna y se 

equilibró con PBS (pH 7.2) y con el mismo amortiguador se ajustó a un flujo de 1.0 

mL/min. Las fracciones se colectaron cada 1 mL de muestra en tubos de borosilicato de 

13  100 mm. Se determinó la concentración de proteína utilizando un 

espectrofotómetro (Carl Zeiss, Berlin, Alemania), suponiendo que 1 A280 = 1 mg/mL 

en celdas de cuarzo de 1 cm de trayectoria óptica. De los picos con proteína los 

juntamos y los guardamos a -20 ºC hasta su uso.  

 

6.2.8.2 Cromatografía de Exclusión Molecular. 

Como un tercer paso de purificación, una vez colectados todos los picos se 

procedió a dializarlos contra agua bidestilada, donde se hicieron 4 cambios cada 12 h. Y 

posteriormente se liofilizaron de la siguiente manera. Se colocó un volumen de 2 a 3 

mL, de las fracciones obtenidas después de la separación cromatografía de exclusión 

molecular, en las ampolletas para liofilización de 5mL (Labconco, Kansas, USA). Las 

ampolletas con las muestras fueron colocadas de manera inclinada en un congelador      

a –70°C (Revco, Asheville, N.C., USA). Posteriormente se transportaron a la 

liofilizadora (Labconco, Kansas, USA) en un recipiente contenedor de Nitrógeno líquido 

y se colocaron en los tubos del rotor de la liofilizadora, una vez que se comprobó que la 

liofilizadora alcanzó las condiciones óptimas de temperatura (-50°C) y vacío (25-50 

micrones). Posteriormente, se determinó la concentración de proteínas por el método de 

Lowry modificado por Hartee (Hartree, 1972) en las fracciones liofilizadas, para lo cual 

se reconstituyeron 10 µg de la fracción liofilizada en 100 µL de agua desionizada. Una  

vez determinada la cantidad de proteína se procedió a guardar las muestras en las 

ampolletas para su posterior uso. Cabe aclarar que las fracciones liofilizadas en este 

último paso corresponden al FIAML que fue utilizó para el desarrollo de los AHE de 

esta tesis. 
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6.3 Método para Determinar Actividad Inhibitoria de la Activación de los 

Macrófagos Absoluta y Específica.  

 

 Se determinó la activación de macrófagos absoluta y específica , basado en el 

método descrito por Palacios-Corona R y col., en 1999, con las siguientes 

modificaciones: se cultivaron los macrófagos peritoneales (1.2  107), obtenidos a partir 

de linfoma L5178Y, en microplacas de 96 pozos (Corning, N.Y., USA), colocando 2  

105 macrófagos por pozo con 200 µL de medio RPMI-1640 (Sigma Chemical Company, 

SL., Missouri, USA) el cual contenía 25 µg de lipopolisacáridos (LPS) (Sigma Chemical 

Company, SL., Missouri, USA). Las microplacas con los macrófagos en el medio RPMI 

fueron incubadas a 37 °C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. El reto con las 

fracciones se realizó 24 h antes y 24 h después de la estimulación con el LPS. La 

determinación de Nitritos se determinó 48 h después de la estimulación con LPS, por la 

técnica de Griess (Stuehr, 1989). Se determinó una unidad de inhibición de la activación 

de macrófagos (UIAM) como la cantidad de proteínas a partir de la fracción de líquido 

de ascitis libre de células o cualquiera de sus fracciones que inhibe al 50% la producción 

de NO, por parte de los macrófagos expuestos a las fracciones, con respecto a los 

controles. 

 

6.3.1.Aislamiento y Cultivo de Macrófagos Peritoneales. 

 

Los macrófagos fueron obtenidos del líquido de ascitis de la cavidad peritoneal 

de ratones portadores del linfoma L5178Y. Los ratones portadores del linfoma con 12 

días de evolución se sacrificaron por dislocación cervical. Se tomaron aproximadamente 

3 mL del líquido de ascitis y se colocaron en el tubo estéril con tapón de rosca.  La 

suspensión celular se agregó a un volumen igual de NycoPrep 1.068, se centrifugó 15 

minutos a 450 Xg. La banda superior conteniendo a los macrófagos se extrajo con una 

pipeta pasteur, se determinó el número de macrófagos por mL con hemocitómetro 

contando el numero de células observadas en los 8 cuadrantes del hemocitómetro, esta 

cantidad se dividió entre 8 y se multiplicó por 10,000. Los macrófagos obtenidos se 
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cultivaron en una microplaca de 96 pozos, colocando 2  10
5
 macrófagos/200µl/por 

pozo. 

 

6.3.1.1 Preparación del Medio RPMI. 

Para preparar el medio RPMI, se mezclaron 500 mL de medio RPMI y 50 mL de 

suero bovino fetal, en condiciones asépticas, en a un frasco estéril de 1 L de capacidad 

con tapón de rosca. El medio se distribuyó en alícuotas de 100 mL en frascos estériles de 

borosilicato (Pyrex, Beaker Griffin, Corning glass works, Corning, NY, USA) con tapón 

de rosca de 120 mL de capacidad. El medio así preparado se almacenó en refrigeración 

(2-8ºC) hasta su uso. 

 

6.3.1.2 LPS. 

 

Para preparar la solución de LPS se pesaron 10 mg de lipopolisacáridos de 

Escherichia coli serotipo 0127:B8 Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) y se 

disolvieron en 10 mL de agua desionizada. La solución se almacenó en tubos cónicos de 

polipropileno de 15 mL de capacidad, estériles (Corning Inc, Corning NY., USA)  y se 

guardó en refrigeración hasta su uso. 

 

6.3.2 Activación de los Macrófagos Peritoneales. 

 

 Para activar a los macrófagos peritoneales de ratones sanos y de ratones 

portadores del linfoma se colocaron 1  10
6

 células en 1 mL de medio RPMI-1640  se 

agregaron 25 µg de LPS y/o 200 U de rIFN ­. De aquí, se agregaron 200 µl a la 

microplaca y la producción de nitritos se determinó 48 horas después de la estimulación, 

por la técnica de Griess. 

 

6.3.2.1 Determinación de Nitritos por la Técnica de Griess (Stuehr, 1989). 

 

Consideramos  utilizar la técnica de Griess para determinar la liberación de los 

nitritos por los macrófagos activados con LPS y/o IFN- en base a que se ha demostrado 
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que los nitritos juegan un papel primordial en la actividad antitumoral de los macrófagos  

(Stuehr et al., 1989, Klostergaard et al., 1991 e Yim et al., 1993). Además, en 1991, 

Mauel et al. comprobaron que la estimación de los nitritos liberados por los macrófagos 

activados por los inmunomoduladores, LPS e IFN-, in vitro, es la técnica más 

adecuada, con respecto a otras técnicas de evaluación de productos tóxicos antitumorales 

con la ventaja de su gran reproducibilidad,  bajo costo y  alta confiabilidad. 

 

6.3.2.2 Composición y Preparación de las Soluciones para la Técnica de 

Griess. 

 

6.3.2.2.1 Reactivo A. Se disolvieron  0.1 g de naftiletilendiamina en 100 mL de 

agua desionizada y  almacenó en botella de borosilicato con tapón de rosca a  4° C. 

 

6.3.2.2.2 Reactivo B. Se disolvió 1g de sulfanilamida en 100 mL de H3PO4 al 

5%. Se almacenó en botella de borosilicato con tapón de rosca a  4 ° C. 

 

6.3.2.2.2 Curva estándar de NaNO2. Se disolvieron 0.068 g de NaNO2  para 

obtener una solución 1 mM en 100 mL de agua desionizada. A partir de esta solución se 

hizo una curva con concentraciones de 0.244, 0.488, 0.976, 1.95, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25, 

62.5, 125, 250 y 500 µM. 

 

6.3.3 Determinación de la Concentración de los Niveles de Nitritos en el Medio de 

Cultivo de los Macrófagos. 

 

Se tomaron 100 µL del medio sobrenadante de los macrófagos cultivados  y se 

agregaron 50 µL del reactivo A de Griess más 50  µL del reactivo B, la mezcla se incubó  

por 10 min a temperatura ambiente y se leyó en el lector para microplacas (ELISA, 

Sigma USA) a 545 nm.  La concentración de nitritos se obtuvo por extrapolación en la 

curva estándar. Los ensayos se realizaron por triplicado. 
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6.4 Cuantificación de Proteínas. 

 

Se determinó la concentración de proteínas de las preparaciones experimentales 

mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Se preparó una curva estándar con 

concentraciones variables de una solución de  1 mg/mL de seroalbúmina bovina, 

fracción V (SAB), en tubos de ensayo de acuerdo a lo especificado en la Tabla II. 

 

 

 

TABLA II 

Curva estándar de seroalbúmina bovina (SAB) 

SAB (L) Agua desionizada (L) 

0 200 

5  195 

10 190 

20 180 

40 160 

60 140 

80 120 

 

 

Se prepararon también tubos de ensayo conteniendo volúmenes variables de las 

preparaciones de FIAML. A cada uno de los tubos se le agregó 1mL de reactivo C. 

Inmediatamente después se mezcló el contenido de cada tubo en un vortex y se 

incubaron todos los tubos por 10 min a temperatura de laboratorio. Luego se agregaron 

0.1 mL de reactivo de Folin recién preparado, se agitó nuevamente y se incubó por 30 

min a temperatura de laboratorio. Se determinó la A750 del contenido de cada tubo con 

un espectrofotómetro (Zeiss, modelo PMQ-3. Alemania Oriental). En todos los casos las 

mediciones se hicieron por triplicado. Se graficó la A750 en función de la concentración 

de SAB (expresada como g de proteína/mL). En esta curva se calculó por 

□ 
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interpolación, mediante regresión lineal, la cantidad de proteínas contenidas en las 

preparaciones de FIAML. 

 

6.5 Cuantificación de Carbohidratos. 

 

Esta determinación se hizo por el método de antrona descrito por Hodge (Hodge 

J. y col., 1962). El cual consiste en disolver 200 mg de antrona en 10 mL de ac. 

Sulfúrico concentrado, se pipetea 1 mL de dicha solución en tubos de 13  100 mm 

sumergidos en agua helada, se agrega con cuidado 0.5 mL de la muestra (20 a 40 

g/mL), se agita vigorosamente y mantienen los tubos en agua fría. Los tubos se 

pusieron en un baño de agua a ebullición (Lib-Line, Dubuque, Iowa USA) por 16 

minutos y se volvieron a enfriar para poder leerlos a 625 nm en un espectrofotómetro 

(Carl Zeiss, Berlin, Alemania). Cada muestra se trabajó por  triplicado y la 

concentración de azúcares totales se estimó a partir de una curva patrón que contenía 

glucosa de 20 a 200 μg/μL. (ver Tabla III). 

 

 

 

TABLA III 

Curva estándar de Glucosa 

No. de Tubo Antrona (mL) Glucosa (L) Agua (L) Concentración 

Final (g) 

Ca 1 0 600 0 

1 1 100 500 25 

2 1 200 400 50 

3 1 300 300 75 

4 1 400 100 100 

5 1 600 0 150 

FIAML 1 100 500 - 

 

 



 46 

6.6 Desarrollo de los Abscesos Hepáticos Producidos por Entamoeba  histolytica. 

 

Se anestesió a los ratones BALB/c de los 6 grupos (mencionados en el inciso: 

Esquema de tratamiento) por vía intraperitoneal, con una solución de 0.032 g/mL |de 

pentobarbital sódico de uso veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa 

desechable de 1 mL y aguja calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de peso corporal. 

Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10 min, y con una duración 

aproximada de una hora. Se procedió a rasurar el vientre de cada uno de los 30 ratones y 

se desinfectó el área operatoria con una solución acuosa de cloruro de benzalconio 

cloruro de benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después se colocó un campo estéril y 

con tijeras se realizó una pequeña incisión en abdomen de 1.5 cm en la línea media, por 

abajo del apéndice xifoides del esternón, exponiendo el hígado. Se inoculó a cada ratón 

con  5  105 amibas, suspendidas en 0.05 mL de medio PEHP basal, directamente en el 

lóbulo ventral del hígado, con una aguja calibre No. 25. Después de la inoculación se 

hizo hemostasia en el punto de la inoculación con gelfoam, esponja estéril hemostática 

(Upjohn), y se suturó la incisión, mediante súrgete continuo con candado, abarcando los 

planos peritoneal muscular y cutáneo, con seda estéril calibre 000 (González-Garza, 

M.T. et al. 1996). Los animales fueron puestos en jaulas de policarbonato y se les 

proporcionó comida y agua at libidum durante los primeros cuatro días, después de este 

tiempo se realizó una segunda laparotomía para verificar el desarrollo de los AH en 

cada animal de cada grupo. 

 

6.7 Desarrollo de los Abscesos Hepáticos Producidos por Listeria monocytogenes.  

 

Se anestesiaron a los ratones BALB/c de los 6 grupos (mencionados en el inciso: 

Esquema de tratamiento) por vía intraperitoneal, con una solución de 0.032 g/mL de 

pentobarbital sódico de uso veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa 

desechable de 1 mL y aguja calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de peso corporal. 

Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10 min y con una duración 

aproximada de una hora. Se procedió a rasurar el vientre de cada uno de los 30 ratones y 

se desinfectó el área operatoria con una solución acuosa de cloruro de benzalconio al 
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0.25 %. Inmediatamente después se colocó un campo estéril y con tijeras realizamos 

una pequeña incisión en abdomen de 1.5 cm en la línea media, por abajo del apéndice 

xifoides del esternón, exponiendo el hígado. Se inoculó a cada ratón ratón  5  105 

bacterias, suspendidas en 0.05 mL de PBS estéril, directamente en el lóbulo ventral del 

hígado, con una aguja calibre No. 25. Después de la inoculación se hizo hemostasia en 

el punto de la inoculación con gelfoam, esponja estéril hemostática (Upjohn), y se 

suturó la incisión, mediante súrgete continuo con candado, abarcando los planos 

peritoneal muscular y cutáneo, con seda estéril calibre 000 (González-Garza, M.T. et al. 

1996). Los animales fueron puestos en jaulas de policarbonato y se les proporcionó 

comida y agua at libidum durante los primeros cuatro días, después de este tiempo se 

realizó una segunda laparotomía para verificar el desarrollo de los AH en cada 

animal.de cada grupo. 

 

6.8 Esquema de Tratamiento.  

 

Para el análisis del desarrollo de AHA se formaron 6 grupos de 10 ratones cada 

uno. Todos los ratones fueron inoculados intrahepáticamente con 5  105 trofozoítos 24 

h antes de la inoculación se inició la administración del factor inhibidor. Los grupos del 

1 al 4 recibieron las siguientes dosis: 0 (Control), 1 y 5 µg del factor inhibidor (en 0.1 

mL de solución salina/g de peso corporal), respectivamente por vía intraperitoneal. Los 

grupos del 5 al 8 recibieron dosis similares (0,1 y 5 µg/g de peso corporal) por vía 

subcutánea.  

 

Esquema de tratamiento: La primer dosis fue aplicada 24 h antes de la 

inoculación intrahepática de los patógenos. Las dosis subsiguientes fueron aplicadas 24, 

48 y 72 h posteriores a la inoculación de los patógenos. Los grupos control (1 y 5) 

recibieron PBS. Para el análisis del desarrollo de los AHL se siguió el mismo esquema 

que el descrito para el desarrollo de los AHA, utilizando 5  105 bacterias para la 

inoculación intrahepática en los ratones. Los AH fueron analizados 24 h después de la 

última administración del factor inhibidor, se realizó laparotomía exploratoria y se retiro 

el hígado de los ratones para su estudio histopatológico Fig. 8). 
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                     Fig. 9. Laparatomía Exploratoria en un ratón BALB/c 

 

 

6.9 Análisis Histopatológico. 

 

Para el análisis histopatológico de los hígados de los ratones de todos los grupos 

se realizó una biopsia hepática laparoscópica, la cual esta indicada para la evaluación de 

daño hepático por microorganismos patógenos. Las  biopsias de los hígados de cada uno 

de los animales fueron fijadas con formol al 10%. Posteriormente se realizaron cortes de 

la siguiente manera: Se colocaron trozos de tejido hepático de 10  5 mm (biopsias) en 

el procesador automático de tejidos (Miles Scientific,Illinois, USA) (tiempo de 

procesamiento 12 horas en cada baño) por 45 minutos en cada paso de: etanol al 70% (2 

pasos), etanol absoluto (2 pasos), xilol (3 pasos), parafina (2 pasos). Se obtuvieron 

secciones (cortes) de 3- 4 micras por medio de un micrótomo digital (Leica, Lauderdale, 

USA) . Éstas fueron extendidas sobre laminillas y coloreadas con hematoxilina-eosina. 

Las laminillas preparadas fueron analizadas por el Patólogo experto para su diagnóstico 

histopatológico. 
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6.10 Análisis Estadístico. 

 

Los datos obtenidos para cada uno de los animales tanto de los grupos 

experimentales como de los controles y de acuerdo con lo especificado en sección de 

Esquema de tratamiento, en la página anterior, fueron registrados en las hojas de 

recolección de datos y posteriormente se almacenaron en el soporte magnético de un 

ordenador PC Intel Celeron. A partir de los datos obtenidos se realizó un análisis 

estadístico descriptivo (media, desviación estándar y varianza), así como un estudio 

comparativo mediante la utilización de la prueba estadística no paramétrica, U de Mann-

Whitney, la cual compara dos variables cuantitativas (medias) en los casos de variables 

con distribución no normal. En todos los casos se consideró que existía significancia 

estadística cuando el valor de p= 0.05. Las estimaciones con un intervalo de confianza 

del 95% de probabilidad. La evaluación estadística de los datos se llevó a cabo mediante 

el programa estadístico SPSS ® versión 11.0 para Windows. 

 

 

6.12 Consideraciones Éticas para el uso de Animales. 

 

Las consideraciones éticas para el uso de los animales en el presente trabajo se 

remitieron a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-ZOO-1999, 

ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE 

LOS ANIMALES DE LABORATORIO. La cual se puede consultar en la siguiente 

dirección: http://www.sagarpa.gob.mx/Dgg/NOM/062zoo.pdf 
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7. RESULTADOS 

 

 

 

 En trabajos previos nuestro grupo caracterizó parcialmente (Palacios-Corona et 

al., 1999) la presencia del FIAML en el líquido de ascitis de ratones infectados con el 

linfoma L5178Y, donde se encontró que aparentemente es una proteína que inhibe la 

activación de macrófagos in vitro (Palacios C, 1996, Tesis). 

 

Con este cúmulo de ideas, nuestro grupo está interesado en encontrar si la 

proteína presente en el linfoma L5178Y llamada FIAML permite que L. monocytogenes 

y E. histolytica produzcan AH en ratones BALB/c ya que dichos ratones son resistentes 

naturales hacia ambos microorganismos para producir AH. 

 

 Por lo anterior, se decidió adaptar un modelo de AH en ratones BALB/c en 

nuestro laboratorio y explorar la posibilidad de que el FIAML pueda inducir la 

proliferación de este daño. 

 

7.1 Relación temporal del crecimiento de la cepa HM1 de E. histolytica. 

 

Como paso inicial, se obtuvieron los parámetros de crecimiento (tiempo de 

duplicación, inóculo y días de incubación) necesarios para obtener cultivos creciendo en 

la fase exponencial. 
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Se incubó la cepa HM1 de E. histolytica a 37 ºC. La Fig. 10 corresponde a una 

curva típica de crecimiento de la cepa HM1, en donde se observa una ausencia de la fase 

Log de crecimiento. La función que encontramos en la fase exponencial corresponde a la 

siguiente ecuación: 

Número de amibas/mL  = e0.03739(días de incubación) +(7.2838). 

Correlación con la recta r2 = 0.96 

 

A partir de esta ecuación se determinó el tiempo de duplicación de 33.76 h y se 

definió tanto el inóculo (105 amibas/.05 mL) como los días de cultivo (2 días) necesario 

para obtener cultivos creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones 

fisiológicas.  
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Fig. 10. Relación temporal del crecimiento de la cepa HM1 de E. histolytica. En la 

figura se muestra la densidad de los cultivos con un hematocitómetro. Cada punto 

corresponde a tres determinaciones independientes en tres ensayos diferentes. El 

coeficiente de correlación con la recta (r2) = 0.96; P< 0.001.  
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7.2 Relación Temporal del Crecimiento de L. monocitogenesis. 

 

7.2.1 Obtención del Inóculo de Listeria monocytogenes para el Desarrollo del 

Absceso Hepático Experimental en Ratones BALB/c. 

 

De las  5 diluciones cultivadas en agar sangre se encontró que la dilución de 10 –3 

presentó 100  UFC contenidas en 10 μl de PBS. Por lo tanto, el volumen requerido para 

la inoculación para cada uno de los animales fue de 5X105 UFC/50 μl (Tabla IV). 

 

 

 

TABLA IV 

Obtención del inóculo de Listeria monocytogenes para el desarrollo del AHE en 

ratones BALB/c. 

Concentración 

bacterianaa 

Volumen 

de siembra 

(mL) 

UFC 

(Xb) 

0.5 McF a 0.010 3  108 

10 –1 0.010 ND(I) 

10 –2 

10 –3 

10 –4 

10 –5 

0.010 

0.010 

0.010 

0.010 

ND(I) 

102 

3 

0 

La dilución 10-3 resultó ser la dilución precisa para el inoculo de cada uno de los 

animales. 

UFC: Unidad Formadora de Colonia 

ND(I): No Determinada (Incontables) 

a Este tubo corresponde a una cantidad de 3  108 UFP de L. monocytogenes 

b Cada punto corresponde a tres experimentos independientes y tres determinaciones en 

cada experimento. 
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7.3 Efecto de la Inhibición de la Activación in vivo de los Macrófagos. 

 

 Para esto se utilizaron dos microorganismos patógenos capaces de producir AH 

como son E. histolytica y L. monocitogenensis. 

 

7.3.1 Entamoeba. Histolytica. 

 

Se desarrolló y probó el modelo de la producción de AH en ratones de la cepa 

BALB/c en presencia de E. histolytica cuya cepa fue pasada tres veces por hígado de 

hámster para tener la certeza que produjera abscesos amibianos. Cuando se realizaron 

estos experimentos se obtuvieron los resultados esperados: la ausencia de abscesos en 

los hígados de los ratones, ya que este tipo de ratones presenta un sistema inmunológico 

bastante activo que impide la proliferación de las amibas en el hígado.  

 

Una vez probado el modelo experimental se procedió a determinar si el FIAML 

inyectado por vía intraperitonal o subcutánea podría inhibir la activación de los 

macrófagos (o deprimir el sistema inmune de los ratones) y esto favoreciese la 

proliferación de las amibas en el hígado produciendo un absceso en ellos. Cuando se 

realizaron los experimentos se encontró que por ambas vías de inoculación del FIAML 

en los ratones, las amibas proliferaron vigorosamente en los lóbulos de los hígados de 

los ratones y se produjeron AH usando dosis tan bajas del FIAML tales como 1 µg/g de 

peso del ratón (Fig. 11). En los ratones controles a los cuales solo se les administró PBS 

no fueron observados AH como se muestra en la Fig. 11. Además se cuantificaron los 

daños producidos por las amibas en los abscesos. En la tabla VI se muestran los 

resultados donde se encuentra que no existen diferencias entre los animales del grupo 

control, es decir los que no recibieron el inhibidor y los animales del grupo que fueron 

inoculados con PBS e inoculados ambos grupos con el microorganismo patógeno, en 

ambos casos no se observó el desarrollo de AHE. Por otro lado, no se observaron 

diferencias significativas con una P > de 0.05 (IC de 95%) entre los animales a los que 

se les inyectó la dosis de 1 µg/g de peso y la dosis de 5 µg/g de peso tanto por la vía 

subcutánea como por la vía peritoneal (Tablas VI y VII). Tampoco se observaron 
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diferencias significativas (P > 0.05, IC de 95%) al comparar el efecto del inhibidor para 

producir AHE por las diferentes vías de administración (subcutánea e intraperitoneal) 

(Tablas VI y VII). 

 

 

 

  

A      B 

 

    Fig. 11. Abscesos Hepáticos Amibianos en ratones BALB/c. A) Gpo. 

Experimental (1 g de FIAML/g de peso corporal). Se observa un absceso hepático 

amibiano.     B) Gpo. Control. No se observa  absceso hepático amibiano.   
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TABLA V 

Comparación de los AHE con E. histolytica administrada por via intrapertoneal. 

 

No. de 

animal 

No. de grupo experimental 

 

       I                  II                      III           

.   Dosis de FIAML (µg/g peso corporal) 

   0 a 1 5 

 - (mm) (mm) 

1 - 12 11 

2 - 15 15 

3 - 11 15 

4 - 11 15 

5 - 15 11 

6 - 12 12 

7 - 14 12 

8 - 11 11 

9 - 13 12 

10 - 14 15 

    

X  12.80 12.90 

DE  1.61 1.85 

 

Se muestran las medidas de los diámetros en mm de los abscesos hepáticos producidos 

en los ratones BALB/c por E. histolytica 

a : Grupo de ratones a los que no se les administró FIAML(grupo control) 

X= promedio 
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TABLA VI 

Comparación de los AHE con E. histolytica administrada por vía subcutánea. 

 

 

 

No. de 

animal 

No. de grupo experimental 

 

       I                  II                      III           

.  Dosis de FIAML (µg/g peso corporal) 

1     0 12 11 

2 - 10 14 

3 - 11 14 

4 - 13 15 

5 - 14 15 

6 - 15 11 

7 - 15 10 

8 - 12 16 

9 - 10 12 

10 - 11 10 

 -   

X  12.30 12.80 

DE  1.88 2.25 

 

Se muestran las medidas de los diámetros en mm de los abscesos hepáticos en ratones 

BALB/c producidos por E. histolytica 

a : Grupo de ratones a los que no se les administró FIAML(grupo control) 

X= promedio 
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7.3.2 Listeria monocytogenes. 

 

El siguiente paso fue determinar el efecto de inhibición del FIAML sobre la 

presencia o ausencia de AH usando la bacteria L. monocytogenes. Cuando se probó la 

producción de abscesos con L. monocytogenes, se encontró que estas bacterias 

produjeron AH en los hígados de los ratones en forma similar que las amibas, pero con 

menos diámetro usando dosis tan bajas como 1µg/g del FIAML (Fig.. 12). Además, no 

se encontró ninguna diferencia entre las vías de administración del FIAML en los 

ratones, intraperitoneal o subcutánea, ya que fue igual la producción de los abscesos por 

ambas vías. Por otro lado, en el grupo control, el cual fue inoculado con L.  

monocytogenes pero no con FIAML sino con PBS, no desarrolló los abscesos como se 

ilustra en la FIg. 12. Los animales de los grupos tratados con FIAML sin L. 

monocytogenes no mostraron infección adicional al final de los experimentos. También 

se observó que los animales inoculados con L. monocytogenes y administrados con el 

FIAML mostraron inflamación intestinal además del AH (datos no mostrados). 

 

Se cuantificaron los daños producidos por L. monocytogenes en los abscesos. En 

la tabla VI se muestran los resultados donde se encuentra que no existen diferencias 

entre los animales del grupo control, es decir los que no recibieron el inhibidor y los 

animales del grupo que fueron inoculados con PBS e inoculados ambos grupos con el 

microorganismo patógeno, en ambos casos no se observó el desarrollo de AHE. Por otro 

lado, no se observaron diferencias significativas con una P > de 0.05 (IC de 95%) entre 

los animales a los que se les inyectó la dosis de 1 µg/g de peso y la dosis de 5 µg/g de 

peso tanto por la vía. subcutánea como por la vía peritoneal. Tampoco se observaron 

diferencias significativas (P > 0.05, IC de 95%) al comparar el efecto del inhibidor para 

producir AHE por las diferentes vías de administración (subcutánea e intraperitoneal) 

(Tabla VI y VII). 
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A                      B 

 

    Fig. 12. Abscesos Hepáticos Piógenos en ratones BALB/c. A) Gpo. Experimental 

(1 g de FIAML/g de peso corporal). Se observa un absceso hepático piógeno.       

B) Gpo. Control. No se observa  absceso hepático piógeno.  

 

 

Por otra parte, los animales inoculados con L monocytogenes y los tratados con 

el FIAML mostraron la formación del absceso en el área de la inoculación. Muchos 

hepatocitos fueron destruidos, y se presentó tejido fino necrótico rodeado por infiltrados 

inflamatorios en el parénquima hepático adyacente (Fig. 13). 
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Fig. 13. Vista microscópica de los hígados de ratones BALB/c 4 días después de la 

inoculación con L. monocytogenes. A) Hígado de ratón inoculado vía subcutánea con 

PBS; se muestra una inflamación mínima en el infiltrado. B) Lesión en el sitio de 

inoculación de un hígado de ratón inoculado subcutáneamente con FIAML, se observa 

tejido necrótico rodeado de infiltrado inflamatorio.  
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TABLA VII 

 

Comparación de los AHE con L monocytogenes administrada por vía 

intraperitoneal. 

No. de 

animal 

No. de grupo experimental 

       I                  II                      III           

.  Dosis de FIAML (µg/g peso corporal) 

   0 1 5 

 - (mm) (mm) 

1 - 7 6 

2 - 8 8 

3 - 5 6 

4 - 7 9 

5 - 8 7 

6 - 7 5 

7 - 8 6 

8 - 5 4 

9 - 8 8 

10 - 8 6 

    

X - 7.10 6.50 

DE - 1.197 1.509 

 

Se muestran las medidas de los diámetros en mm de los abscesos hepáticos en ratones 

BALB/c producidos por L monocytogenes 

a : Grupo de ratones a los que no se les administró FIAML (grupo control) 

X= promedio 
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TABLA VIII 

 

Comparación de los AHE con L monocytogenes administrada por vía subcutánea. 

No. de 

animal 

No. de grupo experimental 

       I                  II                      III           

.  Dosis de FIAML (µg/g peso corporal) 

   0  1 5 

 - (mm) (mm) 

1 - 7 8 

2 - 5 5 

3 - 4 9 

4 - 8 6 

5 - 8 4 

6 - 7 8 

7 - 6 6 

8 - 6 7 

9 - 4 7 

10 - 8 7 

    

X  7.10 6.70 

DE  1.197 2.23 

 

Se muestran las medidas de los diámetros en mm de los abscesos hepáticos en ratones 

BALB/c producidos por L monocytogenes 

a : Grupo de ratones a los que no se les administró FIAML (grupo control) 

X= Promedio 

 

El FIAML es un glicopéptido con un peso molecular aparente  menor de 10 kDa 

capaz de inducir una depresión inmunológica. 
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8. DISCUSIÓN  

 

 

 

El sistema inmune de los vertebrados superiores está compuesto por una variedad 

de células morfológica y funcionalmente diferentes, que se diferencian a partir de células 

primordiales pluripotenciales. Todos estos tipos celulares ejercen funciones diferentes, 

interaccionando constantemente entre sí. Estas interacciones pueden estar mediadas por 

contacto célula a célula o a través de factores solubles que ejercen su función en células 

con receptores específicos. El sistema inmune humano, tiene como función principal 

defender al cuerpo de sustancias consideradas extrañas o no habituales que podrían 

causar daño y que se denominan antígenos, ya sean solubles o particulados presentes en 

los microorganismos patógenos como los virus, las bacterias y los parásitos unicelulares 

y pluricelulares. Las células del sistema de defensa se producen en la médula ósea y 

migran hacia los órganos especializados donde maduran y se convierten en células 

especializadas de defensa. Una ves diferenciadas estas células responden a un estímulo 

por los microorganismos patógenos y se vuelven agresivas activándose cuando el cuerpo 

es amenazado por dichos microorganismos (Abbas A et al., 2004). 

 

Se sabe que actualmente uno de los mayores retos de la Inmunología es el 

desarrollo de inmunoterapias que protejan al paciente contra la infección o que modulen 

los efectos de la respuesta inmune inducida por los agentes patógenos o moléculas 

extrañas (Sánchez de la Rosa E y Rodríguez Hernández N, 2001). Para dilucidar estos 

mecanismos se requiere de la utilización de modelos animales que sean extrapolables a 

los mecanismos de la respuesta inmune contra microorganismos patógenos en el 
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humano. En la búsqueda de los modelos experimentales se observó que los ratones 

BALB/c presentan una resistencia innata a la infección por E histolytica así como a la 

infección por L. monocytogenes (Rivero-Nava L y col., 1997 y Ghadirian E y Kogshavn 

PAL. 1984, Schutheis RJ y Keams RJ 1990, Portnoy DA y col, 1992) Nuestros 

resultados mostraron que el modelo desarrollado en esta tesis utiizando ratones BALB/c 

inmunocompetentes resultó ser un sistema idóneo para analizar algunos aspectos de 

inmunoresistencia durante la infección de E. histolytica y L. monocytogenes. Lo anterior 

debido a que el FIAML es capaz de inhibir al sistema inmune de los ratones permitiendo 

el desarrollo de los AH producidos por los microorganismos patógenos E. histolytica y 

L. monocytogenes.  

 

Refiriéndonos al patógeno extracelular, E. histolytica, este microorganismo es   

causante de la amibiasis, enfermedad de distribución mundial. Se estima que infecta 

alrededor de 500 millones de personas anualmente y que de ellas 110 000 mueren por 

complicaciones causadas por este agente. El 1 % de las personas infectadas pueden 

desarrollar patologías potencialmente fatales como la colitis amibiana fulminante o el 

AHA (Walsh JA 1986). El AHA es resultado de la invasión al hígado por E. histolytica 

desde un foco intestinal; en la mayoría de los casos existe sólo un absceso localizado 

generalmente en el lóbulo hepático derecho, el cual recibe la mayor parte de la 

circulación portal (Thompson JE y cols, 1985). La morbilidad y la mortalidad no han 

cambiado en la última década a pesar de la quimioterapia antiamebiana efectiva 

disponible, en gran parte por prácticas de higiene inapropiadas en regiones donde la 

prevalencia es alta (Campbell D y cols, 1997,  Stanley, S y col, 2001, Salles J y cols, 

2003, y WHO 1985). En la patogénesis del AHA, los trofozoítos de E. histolytica 

pueden invadir la mucosa del colon dependiendo de su perfil genético e 

inmunoenzimático (Bruchhaus I y cols, 2002). Al ingresar al sistema porta produciendo 

enzimas proteolíticas y haciéndose resistentes a la lisis por el complemento producen 

infección extraintestinal, es más frecuente a nivel hepático, en especial en el lóbulo 

derecho, donde la mayoría de los parásitos serán lisados, sin embargo, algunos 

sobreviven y desarrollan su actividad histolítica, generando trombosis y microabscesos 

que posteriormente progresan en tamaño. En los últimos años, las técnicas de genética 
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molecular y los nuevos modelos de experimentación han enseñado mucho acerca de la 

patogénesis de la amibiasis, pero a pesar de su importancia, persisten interrogantes 

acerca de la respuesta inmune frente a la infección por este parásito (Stanley, S.y cols, 

2001). Nosotros demostramos que el FIAML indujo un estado de inmunosupresión en el 

modelo murino que desarrollamos en esta tesis, lo cual puede contribuir de manera 

importante en el estudio de los mecanismos de la respuesta inmune por macrófagos 

hacia E. histolytica, por ejemplo analizar el mecanismo de escape de E. histolytica a la 

respuesta inmune ya que la invasión tisular por la E. histolytica induce supresión de la 

respuesta inmune celular y a pesar de la infiltración de células inflamatorias la amiba 

prolifera en el absceso hepático. La sobrevivencia de los trofozoítos puede ser 

favorecida por el desarrollo de un estado transitorio de inmunosupresión, asociado con 

la amibiasis hepática y demostrada a nivel celular por deficiencias en la función de 

macrófagos.  

 

La modulación de la función de los macrófagos es multifactorial, tienen gran 

actividad amebicida cuando son activados in vitro por INF , TNF α, LPS y factor 

estimulante de colonias 1 (FEC-1) y en la infección por E. histolytica se asocia con 

alteración en su función (Campbell D y cols, 1997), la amiba patógena causa lisis directa 

de los macrófagos y otras células. Dada la importancia de los macrófagos en la respuesta 

inmune contra E. histolytica, podríamos sugerir con nuestros resultados que el FIAML 

inhibe la producción de NO en los ratones BALB/c, de tal forma que la amiba puede 

proliferar ante la presencia de macrófagos inmunosuprimidos que no producen NO.  

 

Por otro lado, el grupo de Campbell D, demostró que los macrófagos son 

importantes  en el mecanismo de respuesta en contra de E histolytica pero sugieren 

analizar el papel de los Linfocitos T durante la infección y la respuesta a proteínas 

solubles de la amiba in vitro y mencionan que muchos de estos mecanismos continúan 

en investigación (Campbell D y cols, 1997). Actualmente no tenemos evidencias 

suficientes para probar que el FIAML tiene actividad en otras células del sistema 

inmune. Sin embargo, en nuestro laboratorio hemos demostrado que los linfocitos 

humanos, incubados con el FIAML, no fueron afectados en su habilidad para responder 
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hacia un estímulo con PHA (Datos no mostrados). Sin embargo, otras células 

inmunológicas como los neutrófilos o células polimorfonucleares pudieran también ser 

afectadas por el FIAML.  

 

Varios estudios in vivo e in vitro han evidenciado alteración en la función 

efectora y accesoria de los macrófagos, los cuales se vuelven refractarios a la activación 

por INF  y LPS, está reducida la habilidad para presentar antígenos a linfocitos T por 

disminución en la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad Clase II, 

aumento en la producción de metabolitos del ácido araquidónico principalmente la 

prostaglandina E2, leucotrienos C4 y B4 que disminuyen la producción de proteínas y 

promueven la formación de granulomas, defectos en la producción de interleucinas y 

TNF α (necesarios para la formación de oxido nítrico, activación de granulocitos, 

fibroblastos, macrófagos y adherencia y migración de neutrófilos), modulación en la 

producción de metabolitos oxidativos (H
2
O

2
, O

2

-
) y no oxidativos (NO) e inefectividad 

en la lisis amibiana (Campbell D et al, 1997). Esta supresión en la función del 

macrófago ocurre en la población próxima al absceso, pues la población periférica no se 

encuentra afectada, lo cual sugiere que es un evento local relacionado con exposición 

directa a la amiba o sus productos (Campbell D et al, 1997, Espinosa-Cantellano M et al, 

2002).  La nueva proposición de esta investigación es analizar si la acción 

inmunosupresora del FIAML en macrófagos esta relacioada con el aumneto de 

metabolitos del ácido araquidonico como la PG2 que promuevan el desarrollo de los AH 

por E. histolytica, causando una disminución en la producción de proteínas, con la 

disminución de producción de interleucinas necesarias para la formación de NO, 

nosotros hemos demostrado en un trabajo realizado en nuestro laboratorio que los 

mcrófagos son inhibidos en su producción de NO en condiciones in vitro lo cual nos 

lleva a pensar que en condiciones in vivo, el FIAML pudiera tener un efecto similar en 

los macrófagos peritoneales de ratones inmunocompetentes infectados con trofozoitos de 

E. histolytica.  
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En un reporte de caso de múltiples episodios de AHA en un paciente durante un 

periodo de 4 años, se encontraron alteraciones en la producción de IOR, mecanismo 

importante de resistencia por parte de los macrófagos. Aunque aun no hemos 

demostrado si el FIAML afecta la producción de IOR, hemos demostrado en trabajos 

anteriores que el FIAML inhibe la producción de INR en macrófagos peritneales 

murinos activados con LPS.  Estudios realizados  por otros grupos de investigadores  

corroboraron la evidencia, de que los INR contribuyen a la habilidad de los macrófagos 

murinos activados de inhibir a patógenos extracelulares como E. histolytica (Denis et al, 

1992.). Es de gran interés conocer si esta función es similar en macrofagos humanos 

infectados con trofozoítos de E. histolytica, lo cual es sugerible al demostrar en este 

estudio que  el FIAML produjo AH en ratones inmunocompetentes proablemente 

inhibiendo la producción de INR por los macrófagos. Esta idea es apoyada por el trabajo 

realizado por Moran y cols, quienes demostraron que la depresión de la actividad de 

macrófagos inducida por sílica o por suero anti-macrófagos incrementa la severidad del 

AHA  (Moran P y cols, 2002). En este mismo sentido nosotros podemos sugerir que el 

FIAML fue capaz de inhibir a los macrófagos, en condiciones in vivo,  provocando el 

desarrollo de abscesos hepáticos amibianos en los ratones inmunocompetentes. Por 

consiguiente, estos datos apoyan el importante papel de los macrófagos en el rechazo del 

desarrollo de abscesos hepáticos producidos por microorganismos patógenos y sugiere 

que la producción de NO esta involucrada en este proceso. 

 

Experimentos in vitro, han demostrado el papel de diversas citoquinas (INF  

TNF α y β, FEC-1, IL-2 y otras) en la activación de macrófagos y neutrófilos para 

destruir a E. histolytica. De igual forma, se ha encontrado que el NO favorece la 

resistencia del hepatocito frente a la apoptosis inducida por el parásito, también estimula 

la regeneración hepática y ocasiona la destrucción del parásito, ésta se considera la 

principal molécula implicada en la citotoxicidad mediada por los macrófagos frente al 

trofozoíto (Espinosa-Cantellano M et al, 2002 y  Seydel K et al, 2000). El TNF-α, 

producido por macrófagos activados, actúa en forma autocrina aumentando la 

citotoxicidad contra el parásito al elevar la expresión genética de la iNOS (Campbell D 

et al, 1997). Como lo hemos menionado, en un trabajo previo realizado por nuestro 
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grupo encontramos mediante experimentos in vitro que el FIAML  inhibe la activación 

de los macrófagos estimulados con LPS, aunque no por IFN-, inhibiendo totalmente la 

producción de NO por los macrófagos. Este hecho nos llevo a pensar que el FIAML 

también pudiera estar afectando la producción de NO en un sistema in vivo. Nosotros 

pudimos demostrar que el FIAML provocó inmunosupresión en los ratones BALB/c, 

hacíendolos susceptibles a la infección por E histolytica. Con estos resultados 

concordamos con los resultados encontrados por otros grupos de investigadores.   

 

En la actualidad se desconoce la identidad de las moléculas amibianas 

involucradas en la modulación de la respuesta inmune del huésped. Los receptores y la 

interacción con estos, las vías de transducción que son usadas y los elementos de 

regulación genética deben ser elucidados y es probable que más de una molécula se 

encuentre involucrada. La lectina de adhesión y la proteína rica en serina de la E. 

histolytica tienen efectos inmunoprotectores más que inmunosupresores (Campbell D y 

cols, 1997).  De acuerdo con lo anterior, corroboramos que el modelo murino de ratones 

inmunosuprimidos inmunizados con el FIAML puede contribuir de manera importante 

en el esclarecimiento de dichos mecanismos actualmente desconocidos en el proceso de 

infección de E histolytica. 

 

Se ha observado que el pretratamiento con TGF- estimula a los macrófagos de 

médula ósea para incrementar la citotoxicidad contra los trofozoítos de E. histolytica 

(Lin JY y cols, 1994). Como lo mencionamos en los antecedentes de esta tesis, el TGF- 

es un inhibidor de la activación de los macrófagos.  El  TGF- es capaz de inhibir la 

expresión de iNOS inducida por los LPS o la expresión de citocinas pro-inflamatorias, 

aunque en estos casos los mecanismos de acción son menos descritos hasta ahora (Imai 

et al., 2000; Werner et al., 2000). En base a nuestros resultados podríamos suponer que 

el FIAML presenta un comportamiento muy similar a esta citosina., sugiriendo que el 

pretratamiento con el FIAML pudiera estimular a los macrófagos murinos para 

incrementar la citotoxicidad contra los trofozoítos de E. histolytica. 
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Tutsumi y cols, demostraron que la producción de NO por los macrófagos 

generada por el estímulo por IFN   se suprime durante la infección, mientras que la 

respuesta de los macrófagos hacia la infección cuando son estimulados por LPS, no se 

vio afectada (Tsutsumi, 1988). Nuestros resultados mostraron un comportamiento 

totalmente contrario a estos resultados ya que los macrófagos estimulados por LPS son 

inhibidos en su producción de NO no siendo así con IFN  , lo cual nos sugiere que el 

mecanismo de acción del FIAML es diferente en los ratones BALB/c aun tratándose de 

el mismo patógeno extracelular. Nosotros sugerimos que es posible que exista una 

respuesta diferencial importante por parte de los macrófagos hacia los antígenos de 

protozoarios parásitos, donde el NO juega un papel importante en el rechazo hacia la 

infección.inhibitoria de la producción de NO en macrófagos murinos estimulados con 

LPS pero no con IFN-. 

 

Por lo que respecta a  L. monocytogenes, es un patógeno intracelular que produce 

la enfermedad llamada listeriosis invasiva, con una amplia distribución en la naturaleza. 

En los últimos 20 años, L. monocytogenes ha pasado de ser el agente causal de una 

enfermedad infecciosa de importancia limitada a uno de los microorganismos 

responsables de zoonosis típicos transmitidos por alimentos y de mayor interés para las 

autoridades de salud pública y la industria de alimentos. Es importante el conocimiento 

sobre parasitismo intracelular practicado por esta bacteria, los determinantes 

moleculares responsables de las principales etapas de su ciclo de vida dentro de la célula 

hospedero, la fisiopatología de la listeriosis, manifestaciones clínicas y el tratamiento en 

las poblaciones de riesgo.  

 

La investigación de la fisiopatología de listeriosis requiere de un modelo animal 

en el cual el agente infeccioso pueda manifestar el mismo tropismo celular y tisular que 

en humanos; modelo en el que se observen los mismos efectos directos e indirectos que 

causan los daños inmunopatológicos (Lecuit 2002). Existen dos estrategias para 

establecer un modelo para el estudio de la listeriosis: La primera es identificar una 

especie animal en la cual la interacción ligando-receptor sea específica y similar al 

humano. La segunda es generar un animal modificado genéticamente (transgénico), 
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generalmente un ratón en el que se pueda establecer la infección (Lecuit 2002). Nuestros 

resultados mostraron que el FIAML provocó inmunodepresión en los ratones BALB/c lo 

que permitió la infección por L. monocytogenes, lo cual hace al modelo murino utilizado 

en esta tesis idóneo para el estudio de los mecanismos de infección por L. 

monocytogenes. El modelo implementado en esta teisis es similar al modelo propuesto 

por Lecuit para el estudio de la infección por L. monocytogenes.  

 

Existen diferentes estudios que definen la función de los macrófagos en contra de 

de L. monocytogenes, que contribuyen al progreso de estas nuevas estrategias en la 

manipulación de la respuesta inmune (Gregory SH et al, 1993; Boockvar KS et al 1994; 

Beckerman KP et al, 1993). Recientes estudios han demostrado que los macrófagos 

juegan un papel primordial en la defensa contra las infecciones provocadas por L. 

monocytogenes, lo cual se ha observado en macrófagos murinos (Haschtmann y cols, 

2005, Ito S y cols, 2005). Ellos mostraron que los macrófagos peritoneales murinos son 

capaces de matar a L. monocytogenes dentro de  hepatocitos infectados, hecho que los 

hace suponer, que esta actividad es  un nuevo papel citotóxico de los macrófagos como 

parte de la defensa del huésped en la fase temprana contra la infección por la bacteria 

intracelular facultativa y en monocitos humanos, en donde reportan que (TNF)-

relacionado a 2" (LIGHT) incremeta los niveles de fagocitosis de los macrófagos en 

contra de L monocytogenes ((Marion S y cols., 2005, Vohra H y cols, 2003, Heo SK y 

cols, 2005, y Ventura-Juárez y cols, 2003). Estos antecedentes demuestran que los 

macrófagos como células principales de defensa tienen la capacidad de participar 

activamente ante diferentes estímulos de tipo infeccioso. Nuestros resultados apoyan 

idóneamente estas investigaciones ya que encontramos que los ratones 

inmunocompetentes son capaces de suprimir su respuesta inmune hacia L. 

monocytogenes cuando son expuestos con el FIAML, lo que nos hace suponer que los 

macrófagos se ven afectados en su producción de NO, hecho que permte a L. 

monocytogenes infectar a los hepatocitos murinos. Además este resultado es apoyado 

por Lecuit y su grupo quienes diseñaron un ratón transgénico para evaluar el papel de la 

interacción internalina-E caderina en la habilidad de L. monocytogenes para cruzar la 

barrera intestinal (Lecuit 2001). Tambien Ebe y cols, concuerdan con nuestrs resultados 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Vohra+H%22%5BAuthor%5D
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al encontrar en sus experimentos de depleción del sistema inmune “in vivo ” que los 

macrófagos residentes destruyen la mayoría de bacterias ingeridas, lo que resulta en la 

disminución del tamaño de la población bacteriana, durante las primeras 6 horas de 

infección (Ebe y cols, 1999). Anteriormente demosramos que los macrófagos murinos 

en cultivo no producen NO cuando son estimulados con LPS y retados con el FIAML, 

en condiciones in vivo. El FIAML es capaz de inhibir la respuesta inmune de ratones 

inmunocompetentes lo cual sugiere nuevamente que los macrógafos se enuentran 

afectados por el inhibidor demostrando con esto el papel importante en el mecanismo de 

deensa contra la infección por bacterias intracelulares como es L. monocytogenes. 

 

Blanot y cols, utilizaron modelos de ratón y rata para analizar los factores de 

virulencia de L. monocytogenes que presentan homología con el humano. Además de 

que en roedores se ha estudiado experimentalmente la tromboencefalitis por L. 

monocytogenes (Blanot y cols, 1997).  De acuerdo con este esquema podriamos sugerir 

la utilización del modelo desarrollado en este trabajo de tesis para el seguimiento de la 

respuesta inmune de los ratones BALB/c en otros procesos infecciosos provocados por 

la bacteria intracelular, L. monocytogenes. 

 

La microscopía electrónica de tejido hepático de ratones infectados sugiere que 

L. monocytogenes desarrolla completamente el ciclo infeccioso intracelular en los 

hepatocitos (Gaillard y cols, 1996). El paso de hepatocito a hepatocito conduce a la 

formación de un foco infeccioso en el que L. monocytogenes se disemina a través del 

parénquima hepático sin entrar en contacto con los efectores humorales del sistema 

inmune; lo que pudiera explicar por qué los anticuerpos no son importantes en la 

inmunidad anti-Listeria (Edelson et al., 1999). Durante las etapas tempranas de 

colonización hepática, los polimorfonucleares son reclutados en los sitios de infección, 

en respuesta a la liberación de quimioatractantes por parte de los hepatocitos, formando 

microabscesos (Rogers et al., 1996). Los ratones BALB/c son resistentes naturales a la 

formación de abscesos por L. monocytogenes. En este trabajo de tesis, la administración 

del FIAML en estos ratones los inmunosuprimió, de tal forma que L. monocytogenes 

desarrollo abscesos hepáticos en los lóbulos hepáticos en dichos ratones. Nuestros 
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resultados mostraron  que en los cortes histológicos de ratones infectados con la bacteria 

se observó tejido necrótico rodeado de infiltrado inflamatorio, lo cual corresponde con lo 

encontrado por otros autores.  

 

Se conoce que los macrófagos están involucrados en el reconocimiento y 

subsiguiente eliminación de las bacterias intracelulares, como lo es L. monocytogenes. 

Al respecto, varios investigadores, mostraron que la resolución de las infecciones en la 

cavidad peritoneal es temporalmente retardada por el reclutamiento de los macrófagos y 

que la inhibición del reclutamiento de los macrófagos en el desarrollo tumoral esta 

asociada con el incremento en la mortalidad por listeriosis (Gahan y cols, 1997). 

Mientras, Yang y cols demostraron en un estudio realizado en ratas, que la exposición a 

partículas extraídas de diesel (DEP) hacia los macrófagos disminuyó la capacidad de 

estas células inmunológicas de producir oxidantes antimicrobianos en respuesta a L. 

monocytogenes y de esta forma se incrementa la susceptibilidad a la infección pulmonar 

en las ratas (Yang y cols, 2001). Es interesante notar que la disminución de la 

producción de NO y el incremento en la susceptibilidad hacia infecciones pulmonares 

por bacterias esta asociado con la edad avanzada (Antonini JM y cols, 2001). Fehr T y 

su grupo realizaron un estudio con ratas normales, demostrando que la invasión por 

bacterias esta asociada al reclutamiento y subsiguiente desaparición de los macrófagos 

que expresan las enzimas iNOS y la nitrotirosina, lo cual es un indicador de la 

producción de NO (Fehr T y cols, 1997). El tratamiento con un inhibidor selectivo de la 

iNOS, la  L-N(6) (1-iminoethyl)-lysina (L-NIL), incremento la mortalidad en ratas, lo 

que sugiere que el NO posee un efecto protector en la meningoencefalitis listérica en 

ratas (Remer KA y cols, 2001). Nuestros resultados apoyan a estos grupos de 

investigación ya que demostramos que el FIAML inhibe la respuesta inmune de los 

ratones inmunocompetentes hacia la infección por L monocytogenes cuando estos 

ratones se exponen al FIAML, por lo que podemos sugerir que el FIAML afecta a los 

macrófagos involucrados en la defensa contra la infección no solo por parásitos 

extracelulares sino también por bacterias intracelulares como lo es L. monocytogenes. 
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L. monocytogenes además de ser un paradigma para la investigación 

inmunológica se ha convertido en sistema modelo apropiado para el análisis de los 

mecanismos del parasitismo intracelular de otras bacterias. Investigadores en el área de 

la Inmunología se interesaron en este microorganismo cuando se reconoció el riesgo que 

representaba para la salud pública y la seguridad en la industria de alimentos. Desde 

mediados de los años 80’s se ha investigado la Biología Molecular de los marcadores de 

virulencia de este microorganismo, la Biología Celular de las interacciones de los 

marcadores de virulencia con los receptores de la célula hospedero y los mecanismos de 

inmunidad mediada por células del hospedero (Shen y cols, 1998). A pesar de todos los 

estudios que se conocen sobre el mecanismo de acción de los macrófagos en contra de L 

monocytogenes, aun no se ha esclarecido como es que los macrófagos eliminan a los 

parásitos intracelulares. El descubrimiento de la especificidad por el hospedero y la 

elucidación del mecanismo de patogenia, ha conducido a la generación de ratones que 

sirvan de modelo de estudio. Nuestros resultados mostraron que el modelo 

implementado en esta tesis utilizando ratones BALB/c pudiera ser considerado para el 

estudio de los mecanismos que aun no se esclarecen en el ámbito de la respuesta inmune 

hacia L. monocytogenes 

 

Se cree que la generación durante la ruptura oxidativa de IOR, la interacción del 

anión superóxido y el NO y los INR  realizan un papel importante. Datos experimentales 

“in vitro” sugieren que ROI y RNI contribuyen significativamente a la muerte de L. 

monocytogenes mediada por macrófagos (Ohya et al., 1998a; Ohya et al., 1998b). El 

hierro es requerido para las reacciones catalíticas que conducen a la generación de IOR y 

INR, y la correcta homeostasis intracelular de este elemento ha sido reportada como 

esencial para tener una adecuada actividad listericida de los macrófagos (Fleming 1997). 

El hecho de conocer que el FIAML inhibe la producción de INR apoya la idea de que el 

FIAML en condiciones in vivo pudiera estar inhibiendo la producción de INR por los 

macrófagos murinos de ratones inmunocompetentes, lo cual es congruente con los 

resultados obtenidos por Ohya y Fleming.  
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La catalasa y la superóxido dismutasa (SOD) son enzimas producidas por L. 

monocytogenes para detoxificar los radicales endógenos de oxígeno libres, generados 

durante el metabolismo oxidativo, lo cual es importante para contrarrestar el mecanismo 

microbicida dependiente de oxígeno del hospedero, durante la infección (Haas 1993; 

Miller 1997). Otros mecanismos microbicidas como enzimas lisosomales, defensinas y 

péptidos antimicrobianos citosólicos son fundamentales para la defensa del hospedero 

con la infección listerial (Hiemstra et al., 1999; Shiloh et al., 1999). Actualmente 

nosotros desconocemos si el FIAML es capaz de inhibir la producción de otros 

mediadores producidos por los macrófagos involucrados en el proceso infeccioso por L. 

monocytogenes, lo que sugiere un analisis posterior de dichos mecanismos mediante la 

utilización del modelo desarrollado en este trabajo de tesis.  

 

Nuestros resultados nos demuestran que el FIAML es un glicopéptido que 

permite el desarrollo de abscesos hepáticos provocados por L monocutogenes, bacteria 

intracelular. Los abscesos hepáticos producidos por L monocutogenes, no fueron 

observados en los ratones normales. Estos descubrimientos apoyan la idea de que la 

síntesis de NO por los macrófagos juega un papel significativo en la prevención de la 

infección por L monocytogenes y además sugiere que la inhibición de las funciones de 

los macrófagos y la inhibición de la síntesis del NO son los principales mecanismos de 

acción del FIAML no solo en parásitos extracelulares como E histolytica, sino también 

en bacterias intracelulares como L. monocytogenes.  

 

De acuerdo a lo evidenciado en este estudio el FIAML es un inmunomodulador 

capaz de inducir una depresión sistémica de los macrófagos, dicha condición puede ser 

una herramienta útil en la investigación contribuyendo en diferentes áreas entre las que 

se pueden mencionar la tolerancia o resistencia a las infecciones, trasplantes y 

crecimiento tumoral.  
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Las evidencias en esta tesis demuestran que el FIAML es un potente inhibidor de 

la activación de los macrófagos y de esta manera y en ausencia de que indique otro nivel 

de acción sugiere que estas moléculas están involucradas en dicho mecanismo.  
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 

 

1) Se confirmo la resistencia natural por la ausencia de abscesos hepáticos en los ratones 

BALB/c contra la infección por Listeria monocytogenes  

 

2) Se confirmo la resistencia natural por la ausencia de abscesos hepáticos en los ratones 

BALB/c contra la infección por Entamoeba histolytica 

 

3) Se demostró que la administración del Factor Inhibidor de la Activación de los 

Macrófagos de Linfoma en animales inmunocompetentes infectados con Entamoeba 

histolytica permitió el desarrollo de abscesos hepáticos experimentales. 

 

4) Se demostró que la administración del Factor Inhibidor de la Activación de los 

Macrófagos de Linfoma en animales inmunocompetentes infectados con L. 

monocytogenes permitió el desarrollo de abscesos hepáticos experimentales. 

 

 

 

 



 76 

 

 

 

 

 

 

RECOMENDACIONES 

 

 

 

Nuestro grupo sugiere que el siguiente paso en el área de investigación con el 

Factor Inhibidor de la Activación de los Macrófagos de Linfoma murino: es purificar a 

homogeneidad de la o las moléculas responsables del efecto inhibitorio. Ya que una ves 

purificado podremos obtener su secuencia total por medio de métodos moleculares. 

 

Además se recomienda la obtención de anticuerpos específicos contra la o las 

moléculas responsables de la inhibición para intentar la disminución del crecimiento del 

linfoma en los ratones BALB/c. 

 

Se recomienda también la búsqueda de este inhibidor en líquido de ascitis en 

linfomas humanos e identificarlo y obtener anticuerpos monoclonales y compararlo con 

el Factor Inhibidor de la Activación de los Macrófagos de Linfoma murino para intentar 

en ambos casos una disminución en el desarrollo tumoral  

 

Se recomienda probar si el Factor Inhibidor de la Activación de los Macrófagos 

de Linfoma murino es capaz de inmunosuprimir la respuesta inmune en transplantes 

heterologos. 
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1. RESUMEN 

 

Los macrófagos están involucrados en la resistencia contra infecciones bacterianas y por 

protozoarios. Los ratones normales son naturalmente resistentes a la formación de los 

abscesos hepáticos experimentales producidos por Listeria monocytogenes y Entamoeba 

histolytica. Recientemente nuestro grupo describió un factor inhibidor de la activación 

de los macrófagos producido por el linfoma murino L5178Y, que inhibe la producción 

de oxido nítrico por los macrófagos. El objetivo del presente estudio fue investigar si el 

factor inhibidor permite el desarrollo de abscesos hepáticos amibianos y piógenos en 

ratones BALB/c infectados intrahepáticamente. Para el análisis del desarrollo de 

abscesos hepáticos amibianos se formaron 6 grupos de 10 ratones cada uno. Todos los 

ratones fueron inoculados intrahepáticamente con 5 x 105 trofozoítos 24 h antes de la 

inoculación se inició la administración del factor inhibidor. Los grupos del 1 al 3 

recibieron las siguientes dosis: 0 (Control), 1 y 5 µg del factor inhibidor (en 0.1 mL de 

bufer de fosfatos/g de peso corporal), respectivamente por vía intraperitoneal. Los 

grupos del 4 al 6 recibieron dosis similares (0,1 y 5 µg/g de peso corporal) por vía 

subcutánea. Esquema de tratamiento: La primer dosis fue aplicada 24 h antes de la 

inoculación intrahepática de los patógenos. Las dosis subsiguientes fueron aplicadas 24, 

48 y 72 h posteriores a la inoculación de los patógenos. Los grupos control (1 y 4) 

recibieron amortiguador de fosfatos. Para el análisis del desarrollo de los abscesos 

hepáticos piógenos se siguió el mismo esquema que el descrito para el desarrollo de los 

abscesos hepáticos amibianos, utilizando 5 x 105 bacterias para la inoculación 

intrahepática en los ratones. Los abscesos hepáticos fueron analizados 24 h después de la 

última administración del factor inhibidor, se realizó laparotomía exploratoria y se retiro 

el hígado de los ratones para su estudio histopatológico. Resultados: a) no se 

desarrollaron  abscesos hepáticos en los ratones BALB/c que no se expusieron al factor 

inhibidor y se infectaron con E. histolytica, b) no se desarrollaron  abscesos hepáticos en 

los ratones BALB/c que no se expusieron al factor inhibidor y se infectaron con L. 

monocytogene, c) los ratones BALB/c expuestos al factor inhibidor desarrollaron 

abscesos hepáticos experimentales producidos por el parásito extracelular, d) los ratones 

BALB/c expuestos al FIAML desarrollaron abscesos hepáticos experimentales 

producidos por la bacteria intracelular y e) no se observaron diferencias con respecto a 

las vías de administración del inhibidor (intraperitoneal y subcutánea). El factor inhibe la 

activación de los macrófagos, in vitro,  e inactiva  la producción de NO y de esta manera 

y en ausencia de que indique otro nivel de acción sugiere que esta molécula está 

involucrada en dicho mecanismo. Nuestros resultados muestran que el factor inhibidor 

es un potente bloqueador de la respuesta inmune celular al provocar el desarrollo de los 

abscesos hepáticos experimentales en los ratones inmunocompetentes. 

 

 

 



 

 

 

1. ABSTRACT 

 

 

 

Macrophages are involved in the rejection of infections due to bacteria and 

protozoa. Normal mice are naturally resistant to formation of experimental hepatic 

abscess produced by Listeria monocytogenes or Entamoeba histolytica. Recently, our 

group have described a macrophage activation inhibitor factor produced by the murin 

lymphoma L5178Y, which block the production of NO by macrophages, when they are 

stimulated with LPS but not with Interferon gamma. Considering that Balb/c mice are 

naturally resistant to the infection due to L. monocytogenes y E. histolytica, and due to 

their capacity to produce NO, macrophages play an important role in the resistance to 

those infections. The aim of this research was to investigate if the inhibitor factor was or 

not able to inhibit in vivo macrophages response, permitting the development of amoebic 

and bacterial hepatic abscess in experimentally infected intrahepatically Balb/c mice. 

Six groups, with ten mice each one, were used to analyze the development of amoebic 

hepatic abscess. The mice were inoculated intrahepatically con 5 x 105 trophozoites, 24h 

before the inoculation a dose of the inhibitor factor was administered. Groups 1-3 were 

injected daily for 3 days by intraperitoneally doses with 0 (control group), 1, y 5 µg; of 

the inhibitor factor (in 0.1 ml of phosphate buffer/g of corporal weight) respectively. 

Groups 4-6 received similar doses (0, 1 y 5 µg/g of corporal weight) subcutaneously. 

The first dose was administered 24 h before the bacteria’s intrahepatically inoculation. 

The subsequent doses were applied 24, 48 and 72 h after the inoculation of the 

microorganisms. Control groups (1 and 4) received only phosphate buffer. The scheme 

described to analyze the development of the amoebic hepatic abscess was also used to 

examine the bacterial hepatic abscess, using 5 x 105 bacteria for the intrahepatically mice 

inoculation. The hepatic abscesses were analyzed 24h after the last administration of the 

inhibitor factor, an exploratory laparatomy was practiced and the affected hepatic lobe 

was surgically removed to perform the histopathological analysis. Results: a) no hepatic 

abscesses were developed in Balb/c mice infected with E. histolytica, but not exposed to 

FIAML, b) no hepatic abscesses were developed in Balb/c mice infected with con L. 

monocytogenes, but not exposed to the inhibitor factor, c) Balb/c mice exposed to the 

inhibitor factor developed experimental hepatic abscess due the extracellular parasite 

infection, d) Balb/c mice exposed to FIAML developed experimental hepatic abscess 

produced by intracellular bacteria, and e) no differences were observed in the inhibitor 

administration route (intraperitoneally and subcutaneously). The FIAML inhibits in vivo 

and in vitro macrophage’s activation, also inactivates the NO production suggesting by 

this, and without evidence of other action level, that this molecule is involved in such 

mechanisms. Our results show that the inhibitor factor is a potent blocker of cellular 

immune response, causing the development of experimental hepatic abscess in 

immunocompetent mice. 
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11. APÉNDICES  

 

 

11.1 Resultados de la evaluación estadística de los datos llevada a cabo mediante el 

programa estadístico SPSS ® versión 11.0 para Windows. 

 

11.1.1 Estadísticas Descriptivas para los grupos de animales sometidos a diferentes dosis 

FIAML e inoculados con Listeria monocytogenes. 

 

  GRUPO     Estadístico Error típ. 

DOSIS A Media   7,10 ,379 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 6,24   

      Límite superior 7,96   

    Media recortada al 5%   7,17   

    Mediana   7,50   

    Varianza   1,433   

    Desv. típ.   1,197   

    Mínimo   5   

    Máximo   8   

    Rango   3   

    Amplitud intercuartil   1,50   

    Asimetría   -1,204 ,687 

    Curtosis   ,141 1,334 
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  B Media   6,50 ,477 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 5,42   

      Límite superior 7,58   

    Media recortada al 5%   6,50   

    Mediana   6,00   

    Varianza   2,278   

    Desv. típ.   1,509   

    Mínimo   4   

    Máximo   9   

    Rango   5   

    Amplitud intercuartil   2,25   

    Asimetría   ,121 ,687 

    Curtosis   -,401 1,334 

      

      

  C Media   6,30 ,496 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 5,18   

      Límite superior 7,42   

    Media recortada al 5%   6,33   

    Mediana   6,50   

    Varianza   2,456   

    Desv. típ.   1,567   

    Mínimo   4   

    Máximo   8   

    Rango   4   

    Amplitud intercuartil   3,25   

    Asimetría   -,403 ,687 

    Curtosis   -1,285 1,334 

      

      

  D Media   6,70 ,473 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 5,63   

      Límite superior 7,77   

    Media recortada al 5%   6,72   

    Mediana   7,00   

    Varianza   2,233   

    Desv. típ.   1,494   

    Mínimo   4   

    Máximo   9   

    Rango   5   

    Amplitud intercuartil   2,25   

    Asimetría   -,360 ,687 

    Curtosis   -,152 1,334 
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11.1.2 Estadísticas Descriptivas para los grupos de animales sometidos a diferentes dosis 

FIAML e inoculados con Entamoeba histolytica.  

 

AMIBAS A Media   12,80 ,512 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 11,64   

      Límite superior 13,96   

    Media recortada al 5%   12,78   

    Mediana   12,50   

    Varianza   2,622   

    Desv. típ.   1,619   

    Mínimo   11   

    Máximo   15   

    Rango   4   

    Amplitud intercuartil   3,25   

    Asimetría   ,204 ,687 

    Curtosis   -1,695 1,334 

      

      

  B Media   12,90 ,586 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 11,57   

      Límite superior 14,23   

    Media recortada al 5%   12,89   

    Mediana   12,00   

    Varianza   3,433   

    Desv. típ.   1,853   

    Mínimo   11   

    Máximo   15   

    Rango   4   

    Amplitud intercuartil   4,00   

    Asimetría   ,312 ,687 

    Curtosis   -2,139 1,334 

      

      

  C Media   12,30 ,597 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 10,95   

      Límite superior 13,65   

    Media recortada al 5%   12,28   

    Mediana   12,00   

    Varianza   3,567   

    Desv. típ.   1,889   

    Mínimo   10   

    Máximo   15   
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    Rango   5   

    Amplitud intercuartil   3,50   

    Asimetría   ,327 ,687 

    Curtosis   -1,310 1,334 

      

      

  D Media   12,80 ,712 

    Intervalo de confianza para la 

media al 95% 

Límite inferior 11,19   

      Límite superior 14,41   

    Media recortada al 5%   12,78   

    Mediana   13,00   

    Varianza   5,067   

    Desv. típ.   2,251   

    Mínimo   10   

    Máximo   16   

    Rango   6   

    Amplitud intercuartil   4,25   

    Asimetría   ,018 ,687 

    Curtosis   -1,787 1,334 

 

 

11.2 Prueba de normalidad aplicada a los promedios de los abscesos hepáticos 

experimentales. 

   Kolmogorov

-Smirnov 

    Shapiro-

Wilk 

    

 GRUPO Estadístico gl Sig. Estadístic

o 

gl Sig. 

L. monocytogenes A ,274 10 ,032 ,738 10 ,003 

 B ,230 10 ,144 ,947 10 ,638 

 C ,172 10 ,200 ,883 10 ,140 

 D ,180 10 ,200 ,966 10 ,854 

E. histolytica A ,189 10 ,200 ,873 10 ,109 

 B ,286 10 ,020 ,757 10 ,004 

 C ,163 10 ,200 ,909 10 ,275 

 D ,203 10 ,200 ,896 10 ,199 

*  Este es un límite inferior de la significación verdadera. 

a  Corrección de la significación de Lilliefors 
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11.3 Prueba de Mann-Whitney 

 

Rangos 

 GRUPO N Rango 

promedio 

Suma de 

rangos 

L. monocytogenes A 10 11,75 117,50 

 B 10 9,25 92,50 

 Total 20   

E. histolytica A 10 10,25 102,50 

 B 10 10,75 107,50 

  Total 20     

 



 

 

 

ABREVIATURAS 

 

 

 

%   Por ciento. 

µl   Microlitros. 

AH   Abscesos Hepáticos . 

AHA   Abscesos Hepáticos Amibianos. 

AHE   Abscesos Hepáticos Experimentales. 

AMPc   Monofostato Ciclíco de Adenosina 

AMs    Anticuerpos Monoclonales. 

Ang   Angiopoietina 

BPA   Bisfenol A 

CAPK   Proteína Quinasa Activada por Ceramida. 

CD   Grupos de Diferenciación 

Células NK  Células Asesinas Naturales. 

DAG   Diacil Glicerol 

DD   Dominio de Muerte. 

DEP   Partículas Extraídas de Diesel  

 

DES   Dietil-Estilbesterol.  

 

dsRNA Proteína Serina/Treonina Quinasa Activada por RNA de doble 

cadena. 

ECSIT  Evolutionarily Conserved Signaling Intermediate, por sus siglas en 

inglés 

EhHA   Abscesos Hepáticos producidos por E. histolítica. 

EHP   Bis (2-ethilhexyl) phthalato. 

FEC-1    Factor Estimulante de Colonias 1. 

 

FIAML  Factor inhibidor de la Activación de Macrófagos de Linfoma. 



GM-CSF  Factor estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos. 

GPI   Glicofosfatidilinositol. 

h   hora/s 

i.p.   Intra peritoneal 

IFN-   Interferón   

IFN-gama  Interferon gamma. 

IL-1   Interleucina 1 

IL-1ß   Interleucina 1ß. 

IL-2   Interleucina 2 

IL-4   Interleucina 4 

IL-6   Interleucina 6. 

IL-8   Interleucina 8. 

IL-10   Interleucina 10. 

IL-12   Interleucina 12. 

IL-12   Interleucina 12. 

IL-18    Interleucina 18. 

iNOS   Óxido Nítrico Sintetasa inducible. 

IP3   Fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato. 

IRAK   IL-1R−asociada a quinasa treonina serina  

INR   Intermediarios de Nitrógeno Reactivo 

IOR   Intermediarios de Oxígeno Reactivo 

JNK   c-Jun N-quinasa terminal 

KDa   Kilo Daltones 

KDO   ketodeoxyoctulosonic acid. 

LALC   líquido de ascitis libre de celulas. 

LBP   Proteína de unión a LPS. 

LmHA   Abscesos Hepáticos producidos por L. monocytogenes. 

L-NIL   L-N (6)-(1-iminoethyl)-lysina. 

LBP    Proteínas de Unión al LPS 

LPS   Lipopolisacáridos  

LRR   Receptores Regulatorios de Leucocitos . 



MAIF   Factor Inhibidor de la Activación de Macrófagos. 

MAL   Maackia amurensis leukoagglutinin 

MAP   Proteína Activada Mitogénica  

MAPKK  Proteína Quinasa Quinasa  activada mitogénica protein  

McF   patrones del nefelómetro de Mc Farland 

M-CSF  Factor estimulador de colonias de macrófagos. 

MEKK1  Proteína Quinasa Mitogénica Extracelular  

mg   miligramos 

min   minutos 

MIP-   Proteínas de la inflamación de macrófagos . 

ml   mililitros 

mM   Milimolar 

MyD88  Factor de Diferenciación Mieloide 88 

NF-kB              Factor Nuclear kappa Beta. 

nm   Nanometros 

nM   Nanomoles 

NO   Óxido Nítrico 

NOS2    Óxido Nítrico sintasa 2 

NP   p-nitrofenol 

ºC   Grados Centígrados 

PBS   Buffer Fosfatos-Salina. 

PC-PLC  PLC específica de fosfatidilcolina. 

PGE2   prostaglandina E2. 

pH   Potencial de hidrógeno 

pI   Punto Isoeléctrico 

PI-PLC  PLC específica de fosfatidilinositol. 

PKR   RNA-dependent protein kinase R 

PLC   fosfolipasa C. 

TAB2   adaptor protein 2 

TAK-1   Factor- –activated kinase 1 

TGF-   Factor de Crecimiento Tumoral. 

n 
n 



TGF-1  Factor de crecimiento tumoral 1. 

TGF-3  Factor de crecimiento tumoral 3. 

TGF-2   Factor de crecimiento tumoral 2. 

TIR    Dominio homologo Toll/IL-1R.  

TIRAP   Proteína adaptada al dominio contenedor de TIR  

TLR   Toll-like  receptor. 

TLR4   Receptor 4 Toll-like  

TLRs   Receptores Toll-like  

TNF    Factor de Necrosis  Tumoral. 

TNF-   Factor de Necrosis Tumoral . 

TNF-   Factor de Necrosis  Tumoral. -.  

U   Unidades. 

UFC   Unidad Formadora de Colonia.  

UIAM   Unidad de Inhibición de la Activación de Macrófagos. 

VEGF    Factor de Crecimiento Endotelial Vascular. 

Xg   Centrifugación relativa. 

μg   microgramos. 

μM   Micromoles. 
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