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En sentido amplio, este proyecto se sitúa en el campo de estudio 
de las interacciones que ocurren en la amibiasis humana, entre el 
parásito, Entamoeba hi.stolytica, y el sistema inmune del huésped, 
encargado eventualmente de su eliminación. 

Explora en particular, un mecanismo que potencialmente contribuye 
a la protección de la amiba, al impedir o entorpecer, la aproxima
ción de un tipo de glóbulos blancos, los monocitos o macrófagos, al 
lugar en que se locali2.a la amiba. 

El proyecto es parte de una línea de investigación dirigida a evaluar 
el fenómeno siguiente: 

E. histolytica produce y libera al medio, un factor (FILM) que inhi
be los diversos tipos de movilidad de los monocitos, incluyendo a la 
quimiotaxis o movilidad orientada, que es el principal mecanismo uti
lizado por los leucocitos para arribar, en forma selectiva a un foco 
inflamatorio (23, 25, 48-50, 69-74, 76, 94). 

La finalidad de este ee;tudio es determinar los cambios moTfológicos 
que ocurren en los monocitos humanos, inhibidos en su quimiotaxis 
por el FILM. 



OBJETIVOS 

1) CARACTERIZAR LOS CAMBIOS MORFOLOGICOS UL'rRAESTRUC-

TURALES QUE OCURREN EN LOS MONOCITOS HUMANOS CUYA 

QUIMIOTAXIS HA SIDO INHIBIDA (IN VITRO), POR EL FACTOR 

INHIBIDOR DE LA LOCOMOCION DE MONOCITOS (FILM) PRO-

DUCIDO POR EN'l'AMOEBA HISTOLYTICA. 

2) COMPARAR LOS CAMBIOS QUE EN LOS RASGOS MORFOLOGICOS 

ASOCIADOS A LA QUIMIOTAXIS PRODUCEN EL FILM Y OTROS 

INHIBIDORES*, CUYO NIVEL DE ACCION SUBCELULAR SE CONO-

CE, PARA LOGRAR UNA MEJOR DEFINICION DEL SITIO DE AC-

CION DEL FILM, A NIVEL SUBCELULAR. 

Objetivo intermedio. 

3) CARACTERIZAR LOS CAMBIOS MORFOLOGICOS QUE OCURREN 

EN LOS MONOCI'I'OS CUYA QUIMIOTAXIS HA SIDO INHIBIDA POR 

HIDROCORTISONA**. 

* Citocalasina B, colchicina, vimblastina e hidrocortisona. 

** La hidrocortisona ha sido seleccionada como inhibidor testigo por 
poseer ciertas propiedades antiquimiotácticas, aparentemente seme
jantes a las del FILM (60). 
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GLOSARIO DE ABREVIA TURAS 

A) El 
lt~lLM 

MLIF 
FIQ 

FILM y sus iiinónimos. 
Factoi~ inhibidor de la locomoción de monocitos (1984->). 
Monoc:yte locomotion inhibitory factor (desig. en inglés). 
Factor inhibidor de la quimiotaxis (desig. hasta 1984). 

B) Grupos 
GEY-A 
MAS 

experimentales. 

SNS 
SAZ 
ST 
SAZ+MA 
SAZ+SN 
SAZ+-CIT 
SAZ+-COL 
SAZ+VIM 
SAZ+HC 

C) Moléculas 
AMPc 
C5a 
C5a-des-Arg 
FC 
FEA 
FMLP 
LDCF 
LIF 
LTB4 
MAC 
MAPs 
MIF 
MTOC 
NIF 

D) Dh,ersas. 
AHA 
PBS 
PMN 
UIB-CMN 

Medio de Gey-albúmina-veronal-gelatina. 
Medio axénico solo, en GEY-A, sin SAZ. 
Sobrenadante de amiba solo, al 30% en GEY-A, sin SAZ. 
Suero activado con zimosán, al 20"/o en GEY-A. 
Suero testigo, inactivado por calor. 
Grupo experimental con medio axénico y SAZ. 
Grupo experimental con sobrenadante de amiba y SAZ. 
Grupo experimental con citocalasina By SAZ. 
Grupo· experimental con colchicina y SAZ. 
Grupo experimental con vimblastina y SAZ. 
Grupo experimental con hidrocortisona y SAZ. 

y estructuras. 
Adenosin-monofosfato cíclico (46). 
Facto1· quimiotáctico del complemento derivado de C5. 
C5a s.in la arginina terminal (3 9). 
Fosfatidil-colina (121). 
Fosfatidil-etanol-amina (121). 
Formil-metionil-leucil-fenilalanina, péptido quimiotáctico. 
Factor quirniotáctico derivado de los linfocitos (6). 
Factor linfocftico inhibidor (33). 
Leuco1;rieno B4 o 5-12, di-HETE (1J4). 
Micro~úbulos asociados al centriolo. 
Proteínas asociadas a microtúbulos ( 128). 
Facto1· inhibidor de la migración (99). 
Centro organizador de microtúbulos (63}. 
Facto1· inmovilizador de neutrófilos (52). 

Absce13o hepático amibiano. 
Amortiguador salino de fosfatos. 
Leucodtos polimorfonucleares. 
Unidad de Investigación Biomédica, Centro Médico 
Nacional, Instituto Mexicano del Seguro Social, 
Méxic1) D. F. , México. 
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I N T R o D u e e 1 o N .• 

LA AMIBIASIS. 

Poco necesita repetire:e acerca de la importancia de la amibiasis, 
una parasitosis que infecta a 500 millones, enferma a 50 millones 
y mata a entre 40 y 100 mil seres humanos al ano {130). Es de 
distribución mundial y de alta prevalencia en diversas zonas del 
mundo {130), y de México en particular {55), es capaz de matar al 
paciente por diversos mecanismos y puede atacar a personas de 
cualquier edad y sexo (105). 

El desarrollo de medidas higiénicas preventivas, y de tratamiento¡; 
eficaces, ha reducido su importancia (105), pero aún así, continúa 
siendo un serio probkma médico epidemiológico {13, 19, 55, 64, 105, 
107, 126, 130), y pese a numerosos estudios, diversos aspectos fun
damentales de la patología de la amibiasis permanecen desconocidos 
{119, 126, 130). 

Entre estos aspectos desconocidos destacan varias características 
"atípicas 11 de la amibiasis crónica extra intestinal, en particular del 
absceso hepático amibiano (A H A): 

¿Qué determina que E. histolytica produzca abscesos sólo en 
ciertos casos, de los no pocos individuos invadidos {y enfer·· 
mas), a nivel intestinal, y de los muchos individuos portv.ctores 
sanos de E. histolytica? {13, 19, 57, 96). 

¿Por qué la amibiasis hepática presenta generalmente una re
acción inflamatoria crónica extremada1nente pobre, en contr<>.sf.e 
a lo que se observa, por una parte en la arnibiasfo intestinal 
aguda, y por otra en los abscesos hepáticos piógenos? {13, 1>1,. 
28, 57, 64, 96, 107, 126). 

¿Qué determina que en la curación del A HA , el b..1.lance de 
la restitución tisular se incline tan marcadamente hacia la re··· 
generación y no a la cicatrización, {13, 19, 28, 96), nueva
mente en contra11te con lo que se observa en los abscesos pHi·· 
genos {13, 126) en la hepatitis B {19) y en parasitosis hep6.ti.
cas corno la esquistosomiasis? {19, 57). 



Es posible que en estos fenómenos la interacción de la amiba con el 
sistema inmune constituya un eslabón fundamental, particularmente 
su interacción con los fagocitos mononucleares o monocitos, respon
sables de la inflamación crónica e importantes elementos de enlace 
con los procesos de cicatrización (31, 112). 

LA INTERACCION ENTRE ~ HISTOLITYCA Y EL SISTEMA INMUNE. 

La interacción entre !h histolytica y el sistema inmune del huésped 
aún no totalmente caracterizada es compleja, múltiple y bidireccional 
(57' 66, 93, 119, 126, 127). 

E. histolytica es antig·~nica, capaz de activar la inmwiidad por más 
de una vía ( 126, 127) y también es blanco potencial de las diferentes 
subramas eferentes del sistema inmune, tanto de las humorales sérica 
(21, 133), secretoria {2) y por Ie;E (126, 133), como de las celula
res, donde hay hipers•:nsibilidad tardía (66, 126, 133) y lisis por con
tacto (97, 126). La E .. histolytica es igualmente capaz de activar siste
mas accesorios como el complemento hemolítico (126, 127), y los po
limorfonucleares (PMN) (78, 89, 126). 

Por otra parte, la amiba emplea varios mecanismos de evasión (126, 
127, 133). Además de variaciones antigénicas entre cepas, es capaz 
de fagocitar o expulsaT anticuerpos unidos a su superficie (126), y de 
destruir por contacto a diferentes leucocitos (97, 126), y hay evidencia 
de que, mediante secreciones, puede interferir a distancia con la red 
de comunicaciones del sistema inmune (69, 78, 89, 126). 

Definir la importancia relativa de cada una de estas interacciones en 
las varias condiciones patológicas provocadas por ~-· histolytica es 
fundamental para mejorar la comprensión, diagnóstico y tratamiento 
de la amibiasis, y en este sentido destaca el fenómeno de la débil re
acción inflamatoria que generalmente se observa en las formas cróni
cas de :>mlbíasis. 

EL ABSCESO HEPATICO AMIBIANO Y SU EXIGUA INFLAMACION CRONICi 

La pobreza de infiltrado inflamatorio crónico en el AH A . , aún en 
presencia de zonas de necrosis muy extensas (13, 19, 57, 126), es 
una característica generalizada (aunque no absoluta), de esta patología, 
Y fué seflalada ya desde 1891 por Councilman y Lafleur (28). Se han 
reportado algunas excepciones en condiciones clínicas y experin1enta
les (64, 107, 126), pero en muchos casos clínicos se puede demostrar 
infección piógena sobreagregada (13, 126), y el infiltrado crónico en 
condiciones experimentales es generalmente efímero (64, 107). A pesar 
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de esas excepciones, la exiguidad de la inflamación crónica es tan ca
racterística del A H A que ha llevado a separar las lesiones amibian<>.s 
de los abscesos "verdaderos" de otras etiologías (19, 164). 

Dos hipótesis alternativas, aunque no necesariamente exclushras, han 
sido propuestas para explicar este fenómeno: la "citolítica" y la "anti
migratoria". Según la primera hipótesis (126) la amiba destruiría a los 
glóbulos blancos que ftteran llegando. Hay datos de observación y expe
rimentación a favor de este mecanismo (64), pero la capacidad citoletal 
de E. histolytica requiere contacto directo con la célula blanco (leuco
citos u otras) (106, 10'7, 126), por lo que esta hipótesis no explica la 
ausencia de leucocitos mononucleares acercándose, pero aún sin entrar 
en contacto con la amiba, y deja de explicar la existencia de inflama
ción en la amibiasis intestinal aguda. La hipótesis "antimigratoria" su
giere que, independientemente de la citoletalidad por contacto, E. ~ 
tolytica podría producir y liberar factores capaces de evitar el arribo 
de los leucocitos al foco de la infección y fue sugerida por Pérez-Ta
mayo en 1971 (96). En relación con est.a hipótesis, en 1980 se encontró 
en la División de Inmunología de la UIB - CMN - I M S S que ~ histo
lytica produce y libera un factor capaz de inhibir la locomoción de los 
monocitos (69). 

FACTOR INHIBIDOR DE LA LOCOMOCION DE MONOCITOS. 

Identificación 

Originalmente identificado por inhibir la quimiotaxis de monocitos hu
manos, in vitro (69} y designado como FACTOR INHIBIDOR DE LA LO
COMOCION DE LOS MONOCITOS (73), el FILM es producido y liberado 
al medio por E. ~rtica cultivada axénicamente en condiciones estan
darizadas (32). El FILM inhibe varios tipos de movilidad de los monoci
tos humanos y no sólo la quimiotaxis (72). La investigación del FILM se 
ha dividido en tres lím~as principales: 

a) la caracterización y purificación del FILM. 

b} la evaluación "panorámica", a nivel cito-tisular, de los 
efectos y acciones del FILM. 

c} la evaluación "profunda 11
, a nivel subcelular de sus efectos. 

Los conocimientos obtenidos se resrunen a continuación: 
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Caracterización del Fil1M. 

El FILM no ha sido totalmente purificado. Los datos obtenidos indican 
que se trata de una molécula dializable (71, 94), de peso molecular 
entre 500 y 1000 Daltons, posiblemente de tipo peptídico (94), sin car
bohidratos (23) y posiblemente sin grupos lipídicos que se une a un re
ceptor específico que contiene D-manosa (74). 

El FILM semipurificado (en la fracción del sobrenadante de PM< 10000) 
es termoestable (72), lo que rectifica la observación previa de que el 
FILM (en el sobrenadante completo) es termolábil (69, 71). La discre
pancia entre estos resultados sugiere que el calentamiento del sobrena
dante completo a 56º C., modifica algún otro componente que por unión 
o adsorción secuestra o modifica al FILM, pero que éste, intrinseca
mente no se modifica por el calentamiento. 

El FILM es producido no sólo por la E. histolytica de la cepa patóge
na HM-1 sino también por cepas menos virulentas y aún por amibas 
no patógenas (72). 

El espectro de acción del FILM. 

Se han estudiado divers.as facetas del espectro de acción del FILM, 
como son el tipo de movilidad y la estirpe de leucocitos que altera. 
En relación con el tipo de movimiento afectado, el efecto del FILM 
abarca no sólo la movilidad quimiotáctica o direccional, sino también 
la movilidad aleatoria y la quimiocinética (incrementada pero no di
reccional) de los monocitos humanos, estudiadas in vitro en cámaras 
de Boyden (72, 73). - --

El efecto antiquimiotáctico del FILM sobre los monocitos humanos 
también ha sido documentado in vivo empleando el modelo de la cá
mara de Rebuck, en que se aplica el sobrenadante o sus controles, 
sobre una escoriación de la piel y se tapa con cubreobjetos de micros
copía, que se retiran en tiempos preestablecidos (76). 

En relación con las est.irpes celulares, el efecto del FILM no se ex
tiende a las diversas formas de movilidad de los PMN humanos (73, 
94). El efecto del FILM sobre la quimiotaxis de los linfocitos no ha 
sido ensayado debido a la muy lenta movilidad de estas células (34), 
pero es poco probable ya que los linfocitos no parecen tener recepto
res para el FILM (72). Los resultados de Agui.rre et al (3), en que 
la exposición a sobrenadantes de E. histolytica (cepa HK-9) no reduce 
la quirniotaxis de los monocitos de Hamster, sugieren que el efecto 
del FILM pudiera ser también especie específico. 
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Aspectos que deben ser estudiados. 

En relación con el órgano blanco del FILM, éste tendría a w·iori 
tres vías potenciales para ejercer su efecto, una "vía corta', ac
tuando sobre el mensaje1~0 bioquímico (el atractante), una "vía me
dia" con el monocito corno célula blanco y una "vía larga" en que 
el FILM estimulase al li.nfocito a producir un inhibidor que actuase 
sobre el inonocito. 

Hay evidencia en contra de la vía corta, ya que el FILM cancela la 
respuesta quimiotáctica a por lo menos tres atractantes químicamente 
diferentes y por ende con receptores distintos, que son C5a, formil
metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) y el factor quimiotáctico para mo
nocitos producido por linfocitos (LDCF) (72). 

Son evidencia contra la vía larga, la no absorción del FILM, por los 
linfocitos (72, 74). y la persistencia del efecto inhibitorio, en experi
mentos con poblaciones de monocitos purificadas por adherencia, en 
columnas de lana de Nylon (74). 

En cambio, la pérdida del efecto inhibitorio del sobrenadante, al ser 
preincubado con monocitos (72). y al inhibir la síntesis protéica del 
.monocito (25, 70). así como la demostración de un receptor con ma
nosa, selectivo al FILM (74), son evidencias que sugieren que el FILM 
ejerza su efecto directamente sobre el monocito, lo que lleva a plan
tear una nueva pregunta: 

¿A qué nivel se ejerce el efecto inhibitorio? 

La pregunta es de importancia real, y no sólo curiosidad académica, 
pues si a nivel celular, los fenómenos de movilidad y quimiotaxis 
son relativamente senciEos, considerados a nivel subcelular son ex
traordinariamente compl·~jos, y ésto determina diferencias en la ca
pacidad y movilidad residual del leucocito que dependen del nivel en 
que se produce la inhibkión. Paralelamente se originan alteraciones 
en la morfología del leu-~ocito que reflejan el nivel en que ocurre la 
inhibición. 

Este estudio está dirigido a determinar el patrón de cambios morfo
lógicos que el FILM origina en los monocitos humanos, por lo que es 
necesario sei'lalar las principales etapas que integran la movilidad y 
la quimiotaxis leucocitaria a nivel subcelular (87, 116, 121). 
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QUIMIOTAXIS Y MOVILIDAD LEUCOCITARIA. 

La distribución de los leucocitos más allá del totTente sangu.fnl:o ,Je 
produce por la movilidad activa de estas células, frecuentemente de
signada como "Motilidad 11 para distinguirla de la movilidad pasiva (3). 
La movilidad leucocitaria se divide en los tres tipos que se definen a 
continuación (67, 69, 136): 

Movilidad aleatoria: es la movilidad activa, esporádica, espon
tánea y no direcdonal. 

Quimiocinesis: es. la movilidad aumentada pero no vectorial, in
ducida por la presencia de excitantes químicos y requiere de :re
ceptores celulare·s. 

Quimiotaxis: es Ja movilidad aumentada y vectorial a lo largo de 
gradientes de concentración de una sustancia química o quimio
taxina. Requiere de un sistema de receptores y un mecanismo 
de orientación acoplado al de movilidad. 

Un leucocito es capaz de efectuar los tres tipos de movimiento, pero 
el acceso a un foco inQamatorio depende fundamentalmente de la res
puesta quimiotáctica. La capacidad de l'esponder quimiotácticamente 
es una propiedad casi universal de los seres vivos, presente desde lé! s 
bacterias a los mamíferos. Los leucocitos humanos emplean la quimfo
taxis con orientación "espacial" de los eucariotes, que implica detec
tar la diferencia de concentración del atractante entre dos zonas de la 
célula (116, 121, 136, 141). El avance se efectúa mediante pseudópo
dos, en un movimiento "ameboide" semejante, pero no homólogo al de 
las amibas (91). 

En la '.t'espuesta quimiotáctica de los leucocitos pueden distinguirse 
tres grandes etapas, que corresponden al inicio, mantenüniento y con
clusión. La fase inicial de la respuesta haSicfO dividida en una serie 
de eventos premigratorios que incleyen; la unión atractante-receptor, 
los cambios iónicos en el potencial, y en la morfología de la mem
brana, los cambios en los nucleótidos cíclicos, en la vía de los foa
fatos de hexosa, y finalmente, los cambios en el citoesqueleto. Eé:'ws 
eventos son seguidos por los cambios propiamente migratorios (87}. 



LA FASE AFERENTE DE LA QUIMIOTAXIS• 

LOS QUIMIOATRACTANTES 

Las sustancias qu.imioatractantes o "quimiotaxinas" (14), forman tm 
grupo extraordinariamente heterogéneo de moléculas, con diferente 
origen, distintos receptores, y células blanco. Su composición q1úrni -
ca varía desde el oxígeno molecular (16), a proteínas de gran tama
fl.o, e inclu¡yen nucleótidos, como el AMPc (46), péptidos como los 
formil-metionil-péptidos (120), carbohidratos, como la fructosa {16), 
sustancias lipídicas, como el leucotrieno LTB4 {114), y péptidos , 
como el C5a {39, 81). Las propiedades comunes a todos los quimio
atractantes son, la capacidad de solubilizarse en el medio, formando 
un gradiente de concentración, y la presencia en la célula, u organü3-
mo blanco, de un sistema de recepción que detecte el gradiente, y se 
acople al sistema locomotor de la célula u organismo (16, 46, 68, 
102, 121, 141). Los leucocitos además de responder a atractantes ex:
tel:'nos, han desarrollado un repertorio de quimioatractantes propios, 
que incluye entre otros. (39, 68, 114, 121, 131), al LDCF (6), y so
bretodo a las quimiotaxinas de la cascada del complemento, utiliza
das en este estudio). 

C5a y C5a-des-Arg como quimioatractantes. 

Los principales quimio3.tractantes endógenos que se forman en el sue
ro son C5a y C5a-des-·Arg (37-39, 81, 116, 131). El C5a se origina 
durante la activación del complemento, es un péptido de 73 aminoáci·· 
dos, con una arginina en su extremo carboxilo (38). Esta arginina es 
cercenada en segundos por el inactivador de la anafilotoxina, que es 
la carboxipeptidasa B :3érica (15, 38, 45, 86, 104), con lo que se ge
nera C5a-des-Arg que persiste por más tiempo (39). La pérdida de la 
arginina altera difereneialmente las capacidades anafilotóxica y quimio
táctica de C5a, la actividad anafilotóxica se reduce mil veces (3 7, 3 8), 
mientras que la actividad quimiotáctica persiste en el C5a-des-Arg 
(39, 81). C5a y C5a-d•~s-Arg son quimiotácticas para linfocitos, PMN 
y monocitos, aunque con algunas diferencias. La respuesta de los lin
focitos es más lenta y tardía (34). En los PMN el C5a-des-Arg tiene 
un décimo de la potencia, alcanza la mitad del efecto y requiere rle 
una coquimiotaxina (37, 81). En los monocitos el efecto de ambas mo
léculas es equivalente y no se requiere de la coquimiotaxi.11a (36, 81). 
C5a y C5a-des-Arg aportan más del 90% de la capacidad quimiotácti
ca del suero (39). Compuestos como el C567 y el fibrinopéptido B 
producen una actividad quimiotáctica marginal (39, 131). El C3a. carece 
de actividad quimiotáctica (37, 38, 45). 
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El zimosán. 

En condiciones experimentales, una forma usual para generar la acti
vidad quimiotáctica del i::uero es mediante la incorporación de zimosán 
(4mg/ml), que es un extracto de la levadura Saccaromyces cervisiae. 
Activa al complemento por la vía alterna y a través del complemento 
induce varios efectos secundarios, como son activación plaquetaria vía 
C567 (82), o la liberación de una aminopeptidasa por monocitos y PMN 
(122), estos efectos requieren cofactores y un cierto tiempo de latencia. 
La generación de C5a con sus propiedades anafilotóxica y quimiotáctica 
es un efecto primario y rápido (34, 38, 48, 69, 82). 

LOS RECEPTORES QUil\'IIOTACTICOS. 

El atractante es captado por los leucocitos mediante receptores espe
cializados. Existen varios tipos de receptores, especializados cada uno 
en captar una familia de atractantes, como son los receptores para los 
formil-metionil-péptidos (91, 121), C5a (81, 116), y otros (102, 121). 
Para efectuar la orientadón celular no basta detectar al atractante, si
no que es necesario determinar los cambios en su concentración entre 
los extremos de la célula, lo que requiere de un número mínimo de -re
ceptores distribuídos por toda la membrana (102, 121). La capacidad 
de los leucocitos para reorientarse continuamente depende de la reno
vación de receptores libJ~es, almacenados en vesículas, y del desplaza
miento al polo caudal de la célula, de los recepto1·es ocupados (121, 
141). Por este motivo para una quimiotaxis óptima es necesario que 
la célula mantenga una adecuada capacidad de movilidad de los recep
tores membranales (88, 116, 121). 

EVENTOS ELECTROIONICOS ASOCIADOS A LA QUIMIOTAXIS. 

La unión del atractante al receptor hace que éste desencadene una 
compleja cascada de eventos iónicos y eléctricos en los leucocitos, 

. que inchzye flujos de Na+, K+, Ca++, Mg++ y otros, así como cam
bios sucesivos en el potencial de membrana (75, 87, 116, 141). La 
secuencia principal, aparentemente está constituida par tres etapas 
{90): 

a) una entrada intensa y rápida de sodio. 

b) una salida de potasio, de menor intensidad y velocidad. 

c) un auniento en el calcio citoplásmico. 
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El amnento de calcio se origina, principalmente, por la movilización 
de los depósitos en la membrana, y secundariamente por el ingreno 
de Ca++ extracelular (90, 121, 141}. Los cambios en el Ca++ parec.:en 
ser un factor fundament<"1 para la ramificación de la señal quimiotác
tica, ya que activan proteínas en la membrana, en el citoplasma, y 
enlazan la señal con cambios en los nucleótidos cíclicos y en el cito
esqueleto (141}. Otros iones como son Mn++, Mg++, Zn++, Ni++ y Co++, 
también participan en la quimiotaxis (42}. A pesar de ésto, J.a célula 
responde quimiotácticam•mte aún en condiciones iónicas extracelulares 
extremas (141}. Los cambios iónicos originan variaciones en los po·
tenciales eléctricos de los monocitos y PMN. Se generan potenciales 
de acción de 55 a 90 mseg. de duración, y frecuencia de hasta 50/ seg. 
(85), y se produce una despolarización inicial seguida de una hiperpo
larización prolongada (ll.6, 121}. Estos eventos electroiónicos ocurren 
en milisegundos, mientras que los fenómenos quimiotácticos subsiguien
tes, especialmente los morfológicos, ocurren en minutos (42, 75}. 

Hay que seflalar que ésta es un área de la quimiotaxis aún insuficien
temente docUIJlentada, tanto en las bombas iónicas (en Paramecimn se 
han demostrado 6 (75}}, como en la universalidad de los fenómenos 
entre los leucocitos (141}. 

LIPIDOS DE MEMBRANA Y SUS CAMBIOS EN QUIMIOTAXIS. 

Los eventos electroiónicos, y en particular el aumento de calcio de
sencadenan una serie de reacciones en los fosfolípidos de la membra
na celular, que son indillpensables para la quimiotaxis (116, 121}. Las 
evidencias sugieren comcJ secuencia principal, la transformación de 
fosfatidil-etanol-amina (FEA}, en fosfatidil-colina (FC}, y luego en áci
do araqllidónico. Este puede tomar dos vías metabólicas; la ciclooxige
nación hacia prostaglandi.nas, o la lipooxigenación hacia leucotrienos 
(59, 114, 116, 121, 129). Los leucotrienos y las prostaglandinas son 
familias químicas complejas, con numerosos compuestos, producto de 
varios pasos, por varias. vías metabólicas. Como hay vías paralelas 
y compuestos parcialmente equivalentes (114, 129}, las reacciones in
dividuales a este nivel no son tan críticas como las reacciones tron
cales iniciales, que controlan toda la vía metabólica, y en consecuen
cia la quimiotaxis (22, S•2, 114, 116}. En las bacterias, la quimiotaxis 
depende fundamentalmente de las reacciones de transmetilación que for
man FC, por acción del Ado-Met (S-adenosilmetionina} (59, 100-102, 
116, 129}. En los leucocitos humanos, la reacción más crítica parece 
ser la transformación de FC en ácido araquidónico, catalizada por la 
fosfolipasa A2 (59-61, 116, 121}, activada por el calcio y por los qui
mioatractantes (59, 116L y regulada por proteínas frenadoras, induci
das por los inhibidores ele la quimiotaxis (61, 116}. 
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Han sido demostradas :relaciones dosis-efecto en estimulación e inhibi
ción, entre atractante, unión a receptor, actividad de fosfolipasa A2, 
formación de ácido araquidónico, y el desarrollo de la morfología y de 
la quimiotaxis (59, 121). Sin embargo, hay ·reacciones asociadas, aún 
incompletamente conocidas, como la actividad de la fosfolipasa C (121), 
y hay algunas diferencias metabólicas entre los leucocitos de diferentes 
especies y entre los monocitos y los PMN humanos, lo que genera di
ferencias en la respuee1ta de ambas estirpes bajo ciertas condiciones 
(22, 100, 102, 121). 

NUCLEOTIDOS CICLICOS RELACIONADOS CON LA QUIMIOTAXIS. 

Los nucleótidos, cíclic•JS y no cíclicos, de adenosina y guanosina son 
importantes moduladores de la quimiotaxis, pero a diferencia del efec
to clásico atractante del AMPc en Dicl;yostelium discoideum (46), en 
los leucocitos humanos y en términos generales, el aumento de GMPc 
favorece la quimiotaxis, mientras que el aumento de AMPc la inhibe. 
Este concepto es una sobresimplificación ya que los nucleótidos actúan 
en varios procesos y sus efectos cambian en función de tiempo, dosis 
y equilibrio. Además, se regulan mutuamente y son regulados por o
tros componentes celulares, determinando acciones mey complejas (43, 
61, 87, 116, 121, 129, 141, 142). 

Aunque GMPc no es leucotáctico (116, 141), las elevaciones moderadas 
del GMPc favorecen la quimiotaxis (121). El GMPc se une a recepto-
res en la tubulina (137:•, e incrementa el ensamble de microtúbulos (43, 
99, 14°1, 142) con lo que favorece la orientación y quimiotaxis de los 
leucocitos (116, 129, 141). Sin embargo, un aumento de más de 5 veces, 
del nivel basal de GMF'c (43) cancela la respuesta quimiotáctica. Las 
elevaciones de AMPc en general dismineyen la quimiotaxis (46, 116, 129, 
141), posiblemente por más de una vía, ya que se han demostrado efec
tos del AMPc sobre la metilación de los fosfolípidos (46, 61, 116), los 
microfilamentos (54, 116), los microtúbulos (142) y sobre las proteínas 
asociadas a microtúbulos (54). Los nucleótidos no cíclicos (ATP, GTP, 
etc.) parecen tener un papel más indirecto pero igualmente complejo 
(54, 103, 115, 116). 
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EL CITOESQUELETO. 

El complejo de fenómenos membranales y submembranales inducidos 
por el atractante, genera seflales, que activan al citoesqueleto. La !l'l.

turaleza de estas señales aún no está definida (116), los cambios en 
las concentraciones de iones (46, 54, 100, 140), y en los nucleót!dos 
cíclicos (43, 46, 54, 141), se enlazan directamente con el citoe¡;¡q1Je
leto, pero los patrone13 de cambios producidos por inhibidores que <•e·· 
túan en distintos niveles (43, 110), muestran que el fenómeno de acti
vación es más complejo. Independientemente de su naturaleza, la B<Jñal 
quimiotáctica se bifurca (46), por una parte se activa la movi1idari .'! 
por otra la orientación. Aunque ambos procesos están acoplados en 1<:1. 
quimiotaxis, son esencialmente independientes , y existen condicicnES 
de movilidad sin orientación, como es la quimiocinesis (69, 121), ,\• de 
orientación sin movilidad, como en la inhibición por citocalasina B (80, 
121). Ambos -procesos son efectuados por el citoesqueleto en conjunte., 
la movilidad depende fundamentalmente de los microfilamentos, mien-· 
tras que la orientación, la determinan fundamentalmente los microtú
bulos (80, 117, 136), al grado que en los rnonocitos, las curvas dosis· 
respuesta para la quimiotaxis y para la orientación son idénticas (81). 
La división de funciones no es absoluta, pero el concepto del binomio 
movilidad-microfilamentos y orientación-microtúbulos, es básico para 
el análisis de los rasgos morfológicos asociados a la quirniotaxis. 

El citoesqueleto regula la forma y movilidad de la célula, dirige la 
división celular, determina la viscosidad, los flujos de citopla;¡ma y 
membrana, y también la posición y movilidad de arganelos y proteí
nas de membrana (115, 121, 138). En quimiotaxis es el principal e·· 
jecutor de la fase efectora, dirigiendo el movimiento celular, la o
rientación, e incluso la distribución de los receptores de membrana 
(80, 121, 131). El citoesqueleto es, en esencia, una retícula covsti
tuída por los siguientes elementos: 

Centro organizador de microtúbulos (MTOC). 

El punto focal del citoesqueleto es la región designada como "micro
tubule organi.zing centor" MTOC (58, 63). Existen va'rios ti.pos de 
MTOC, como cinetoco·ros y fragmoplastos (63). En los leucocitos el 
MTOC está constituído por uno o dos centriolos y el área osmiofilica 
pericentriolar (58, 63, 80, 138). Esta región actúa como punto de re·· 
ferencia desde donde E!l citoesqueleto determina la forma de la cé!U
la, es aquí donde se ensamblan los microtúbulos (56 .. 58., 6:-l, l c7). 
Aunque la morfología del MTOC se conoce a fondo, su funcionamit?n·· 
to bioquúnico es poco conocido (63). 
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Los microtúbulos • 

Los microtúbulos, análogos celulares del hueso, dan el sostén y rigi
dez necesarios para la forma y movimiento celula:res. Son estructur.éls 
tubulares de 25 nm de diámetro y longitud variable, elásticos (80, 117, 
137, 138}, rectos por sí solos, pero que se angulan en puntos de en·· 
lace con otros filamentos ( 117}, irradian de la región pericentriola r, 
hacia, pero no hasta, el borde de la célula (10, 12}. Los microt'1bL~
los están formados en un 80"/o por tubulina, esta proteína cuyo dím·~
ro es la unidad básica de los microtúbulos, contiene dos receptorec: 
para GTP, el que se incorpora durante el ensamble, y se libera co·· 
mo GDP durante el des-ensamble microtubular (56, 63, 137). Sólo el 
15"/o de la tubulina se e:1.cuentra en los microtúbulos, el 85% restante 
permanece como dímero soluble, estableciendo illl equilibrio dinámico 
de ensamble-desensamble (108, 128, 137). Casi todo el 20"/o restante 
de las proteínas tubulares está constituido por dineína, una ATPasa es· 
pecífica del microtúbulo (47, 56). 

Los microfilamentos . 

Los microfilamentos, análogos del músculo, son considerados el mo
tor celular (80, 103, 138). Efectúan los movimientos generales de la 
célula (116, 121, 138), así como los movimientos parciales en citoplas
ma, organelos y membrana (5, 121). Son fibras contráctiles, constituí
das por actina polimeri:mda, de 5 nm de diámetro y longitud variable 
(115, 117, 138). Est..in presentes en todo el citoplasma pero son más 
abundantes en la zona submembranal y en el interior de los pseudópo
dos recientes (80, 121, 138). El movimiento dependiente de la visco."í
dad citoplásmica, que es fundamental para la movilidad <le las amiht:; 
(5, 56, 103), es secund3.rio en los leucocitos. En éstos. Jos nücrc.f:l.a-
mentos regulan la movilidad por nuevos mecanismos (5, 79, 91, UG}. 
Los microfilamentos también desempefian una función estructural al en
lazar los microtúbulos y la membrana, y sirven para anclar di.ve·n:ios 
receptores de membrana (88, 103}. 

Filamentos intermedios. 

Constituyen un tercer tipo de filamentos, y son deflignndos así porque 
su grosor es intermedio entre el de los microtúbulos y el de lo.:i rr.:icro
filamentos (5, 80, 115, 117), su función y composición son poco crm.oei·· 
das (5, 80) y su ¡:a.rticipación en la movilidad es cont-rovertida. (E'L I-:hy 
filamentos intermedios ele diferentes grosores (2-3, 6-8 y 9-l 1 n.m), 
por lo que posiblemente existan varios tipos (ll'l). Estos filan1en~us 
fueron identificados inic.lalmente en las amibas (5). 



Proteínas asociadas a los microtúbulos (MAPs). 

El citoesqueleto y particularmente los microtúbulos están auxiliados 
por más de un centenar de proteínas (117), designadas en conjunto 
como MAPs (microtubule-associated proteins) (54, 56, 115, 117, 128). 
Las MAPs constitu¡yen varias familias (128). Las MAPs "de alto peso 
molecular" aumentan la longitud y velocidad de la polimerización tle 
los microtúbulos (56, 128) y parecen ser indispensables para el en
samble m.icrotubular (128). Las "tau-MAPs" estabilizan los microtú.·· 
bulos (128). Ciertas MAPs posiblemente enlacen los microtúbulos con 
otros tipos de filamentos (117), y las MAPs-2 enlazan entre sí a los 
filamentos de actina (lUi). La adición de MAPs a mezclas de microtú
bulos y microfilamentos eleva mil veces la viscosidad citoplásmica (54). 

Con microscopía electrónica, las MAPs pueden visualizarse como en
grosamientos periódicos, o en los sitios de enlace de los microtúbulos 
(56, 117). Sin embargo debido a su gran número, la función y compo
sición de muchas MAPs permanecen desconocidas (117). 

La evolución del citoesqueleto. 

Un aspecto colateral, ¡;€ro importante, es que las estructuras citoes
queléticas han sido mu¡y conservadas durante la evolución. La actina, 
que constituye los n'.licrofilamentos, se encuentra en prácticamente to
dos los eucariotes (115), las moléculas de actina del humano y de En
tamoeba histolytica pueden copolimerfaar (103), y la ·proteína ligadora 
de actina de una especie puede actuar sobre la actina de la otra espe
cie qo3). La evolución de los microtúbulos y de la tubulina ha sido 
tambiér. mu¡y comiervadora (47, 137) aunque tma célula puede tener· más 
de un tipo de microtúbulos (47, 56, 63, 137). La estructura básica de 
la tubulina, y su organfaación en no más de media docena de tipos de 
microtúbulos, con difer.:ncias menores entre sí, es la nlisma desde los 
flagelados y los ciliados hasta los vertebrados (47, 137), pero en el 
caso de E. histolytica, ·ó.Úll se discut.e la presencia de microtúbulos 
(54, 106, 113). 

RASGOS MORFOLOGICOS l\.SOCIADOS A .LA QUIMIOTAXIS. 

Al inicio de la respuesta quimiotáctica, los :leucocitos efoctúan una re
organización ca!·acterísti.ca, y compleja, de t~u estructura celular, que 
persiste durante toda la quimiotaxis. Esta rE:·o!~ga.nización se manifiesta 
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por la adquisición dr., una morfología típica, cuyo estudio, desarrolla
do principalmente por 0.9.llin y perfeccionado con el uso del método 
de quimiotaxis frustrada, ha llevado a la descripción de un grupo de 
"rasgos morfológicos asociados a la quimiotax:is" (descritos en detalle 
en la sección de metodología), (43, 80, 116, 121, 138). El estudio 
con microscopía electrónica en este modelo, muestra que los n1onoci
tos y los PMN en quimiotaxis, se aplanan contra el filtro (138), emi
ten pseudópodos en la dirección del gradiente, que penetran parcial
mente en el filtro (80, 121, 138). El centriolo adopta una posición 
centroanterior, mientras que el núcleo se desplaza a la región caudnl 
(43, 80, 121, 138). Los organelos, como mitocondrias y lisosomas, 
se acumulan en la porción frontal de la célula entre los pseudópodos 
y el núcleo (80, 138). En una etapa tardía algunas vesículas fagocíti·· 
cas se acumulan en la zona caudal de la célula (121), donde, sobre
todo en los PMN, puede observarse al urópodo. Esta es una prayec
ción celular cuya naturaleza y función son diferentes a la de los pseu
dópodos frontales (121, 141). 

El citoesqueleto se modifica y hay un aumento en el número de micl.'o
túbulos visibles, especialmente en el área pericentriolar (43, 80, l 16, 
138, 141). La red submembranal de microfilamentos pierde continuidad, 
y en el frente de avance pasa, de una retícula homogénea, a un paL-rón 
moteado, con concentraciones más densas en donde el pseudópodo se 
pone en contacto con el filtro (80, 121). Los filamentos intermedios 
también aumentan y son más frecuentes en la zona del urópodo (121, 
138). Hay un flujo mode·rado de vesículas lisosomales hacia la región 
frontal (12, 116, 121). En la membrana aparece una serie de proyec
ciones puntiformes, filiformes y laminares, distintas de los psettdópo
dos y del urópodo, que se encuentran en las zonas laterales del leuco
cito (43, 91, 121). 

Todos estos rasgos morfológicos asociados a la quimiotaxis pueden seT 
agrupados en función de varios criterios. Ciertos rasgos se asocien pri
mariamente con movilidad, .tal es el caso del aplanamiento y la emisión 
de pseudópodos. Otros rasgos se asocian primariamente u orienl:aci6n, 
como el eje de polaridad pseudópodo-centriolo-núcleo y la distribución 
de los organelos. Por otra parte, ciertos rasgos son indicadores direc
tos de la actividad quimiotáctica, como son los cambios en mic-rotúbu
los y microfilamentos, que se!lalan la funcionalidad de los procesos de 
orientación y movilidad celular. Otros rasgos, corno la distribución de 
organelos, son sola1nente indicadores indirectos ya qw~ son consecL:~m
cia y no parte intrínseca. del proceso (12). Existen ligeras diferencias 
entre monocitos y PMN. Por ejemplo, el desplazamiento caudal del 
núcleo en los monocitos es mucho menos intenso que el mis::no en loi:: 
PMN (J.38). 



LA FASE EFERENTE DE LA QUIMIOTAXIS. 

INICIO DE LA FASE EFECTORA DE LA QUIMIOTAXIS. 

La senal quimiotáctica bifurcada activa simultáneamente la movilidad 
y la orientación, y la fase efectora se inicia con los cambios citoes
queléticos que dirigirán estas acciones. Por una parte, los microfila
mentos estimulados por el aumento de calcio (42, 90), la actividad de 
ATPasas (79, 103), y otros factores (69, 116, 121), aumentan la poli
merización, los enlaces y adoptan una distribución menos homogénea, 
en prepaTación para el movimiento celular (80). Por otra parte, el 
centriolo cambia su pos:lción, en lo que constituye el primer cambio 
morfológico obseTvable (80). La estrella de microtúbulos, inducida por 
el incremento de Ca++, la actividad de ATPasas específicas (47, 56), 
y otros factores, produce un aumento en los microtúbulos (80, 138). 
Los cambios en los microfilamentos y los microtúbulos inducen una 
serie de modificaciones características en la organización celular que 
constitu¡yen los rasgos morfológicos asociados a la quimiotaxis. 
La movilidad y la orientación, son dos capacidades básicas, y autóno
mas entre sí, de los leucocitos y otras células (5, 116), pero para 

_la quimiotaxis deben ser acopladas. Los mecanismos por los que. la 
orientación asume la dirección jerárquica y controla la movilidad, per
manecen prácticamente desconocidos (138). 

EL MANTENIMIENTO DE LA RESPUESTA 

Los monocitos y los PMN responden rápidamente a los gradientes qui
miotácticos, hay cambios iónicos en milisegundos (42, 75, 80, 138), 
cambios morfológicos al minuto (10, 80, 102, 121) y la respuesta ya 
es completa a los diez minutos (80, 121, 139). Sin embargo, los leu
cocitos pueden mantener la Tespuesta quimiotáctica por horas, e inclu
so por días. Durante todo este período la célula mantiene unas carac
terísticas extraordinariamente estables en la continuidad de su avance, 
su morfología, e incluso en su equilibrio bioquímico, pero esta apa
rente estabilidad enmasca1·a un equilibrio dinámico, extremadamente 
intenso y complejo (140, 141). 
Forman parte de este e.:iuilibrio dinámico procesos continuos, proce
sos de alternancia cíclica y procesos con restricción topográfica (46, 
117, 140). Por ejemplo, el núcleo se mantiene continuamente en posi
ción caudal (80, 1311, 141). Los pseudópodos, se emiten, absorben y 
vuelven a emitir (SO, 138). Por otra parte, los receptores al atrac
tante, simultáneamente ae renuevan al frente, se deslizan por los la
dos, y se concentran al fondo de la célula donde son reabsorbidos o 
expulsados (121). Una característica, aparentemente sencilla, como es 
el número de microtúbulos, representa el equilibrio entre la polime-
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rizac1on en el MTOC, la despolimerización periférica, que difiere 
entre los polos frontal y caudal (10), el desplazamiento de las subuni
dades microtubulares entre sí (47), y las interacciones con otros fila
mentos (80, 117). 
La estabilidad aparente de la reorganización celular para la quimio
taxis es la que permite el estudio morfológico, pero los estados ob
servables son valores de equilibrio, debidos a la dinámica subyacente 
al proceso y morfología. quimiotácticos. 

LA CONCLUSION FISIOLOGICA DE LA RESPUESTA. 

La respuesta quimiotáctica concluye generalmente en alguna de las 
tres situaciones siguientes: a) extinción del gradiente, b) arribo al 
foco del gradiente y c) frenado por moduladores inmunológicos. 
La extinción, natural o experimental, del gradiente, puede originarse 
por la desaparición del atractante o por que éste alcance una concen
tración homogénea. En el primer caso la célula retorna al estado de 
reposo y en el segundo pasa a una movilidad quimiocinética, aumenta
da pero ya no direccional. 
El arribo al foco, o el encuentro con el organismo o estructura blanco, 
originan el relevo de ftmciones en la sec11encia fagocítica, y en conse
cuencia, la morfología quimiotáctica es sustituída por la morfología fa
gocítica (58, 116, 121, 141). 

La conclusión de la quimiotaxis también puede resultar de la modula
ción por senales bioquímicas, señales que pueden originarse en el pro
pio leucocito (p. ej.: E-nzimas y prostaglandinas) (44, 52, 121). En 
otros leucocitos, como es el caso del factor linfoCÍtico inhibidor LIF 
(33), del factor inhibidor de la migración, MIF (93, 99, 125), y del 
factor inmovilizador de neutrófilos, NIF {52). O en otros reguladores 
endógenos como algunos glucocorticoides (60, 110), y la carboxipepti
dasa B sérica (15, 39). 

Los fenómenos asociados a la conclusión de la quimiotaxis están aún 
insuficientemente sistematizados por lo que todavía es difícil separar 
objetivamente conclusión e inhibición, aunque las evidencias disponibles, 
sugieren que se trata de procesos distintos, y que inhibidores como 
colchicina (80, 137) o citocalasina B (79, 80) no producen una con
clusión prematura, sino una verdadera inhibición. 
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LA INHIBICION DE LA QUIMIOTAXIS. 

Las condiciones que llevan a la inhibición o atenuación de la quimio
taxis de los leucocitos pueden agruparse en tres categorías: fisiológi
cas, congénitas y externas (medicamentos e inhibidores biológicos). 

La inhibición fisiológica, que muchas veces corresponde a la conclu
sión de la respuesta, puede producirse por la desaparición del gra
diente, la llegada al pwito de máxima concentración del atractante, el 
contacto con el organismo o estructura blanco y/ o la modulación por 
set'lales bioquímicas. 

La inhibición por defectos genéticos incluye ciertas deficiencias en 
PMN y/ o mononuclearell, que pueden ser parte de alteraciones muy 
amplias, como son los defectos quimiotácticos observados en los sín
dromes de Down (8, 9) y Turner (129), o más restringidas, como en 
los síndromes de Chediak-Higashi, de disfunción de la actina, y otros 
(8, 33, 43, 68, 121, 129). 

Entre los inhibidores externos, hay sustancias que actúan sobre los 
mecanismos reguladores, tal como ciertos corticoides o que cortan 
algún paso de la respuesta, como son la colchicina, la podofilotoxina 
(137) y varias citocalas:inas. También existen organismos que gene
ran factores capaces de cortar o desregular la respuesta quimiotácti
ca de los leucocitos y que van desde los virus asociados a la des
hidrogenasa láctica (124) y de la leucemia murina (24), hasta el hon
go Stact¡ybotrys complementi (62). Brucella abortus produce un factor 
soluble en metanol que es antiquimiotáctico (14). Bordetella pertusis 
inhibe la quimiotaxis transfiriendo una adenil ciclasa que eleva, en 
forma incontrolable, la cantidad de AMPc intraleucocitario (27). 

La complejidad que a nivel subcelular presenta el fenómeno quimio
táctico, y los diferentes sitios de acción de los distintos inhibidores, 
generan diversos patrones de alteración de los -rasgos morfológicos 
asociados a la quimiotaxis. La comparación de estos patrones permi
te delimitar, hasta cierto punto, los niveles de acción de otros inhi
bidores. A continuación se resumen las características de la inhibi
ción producida por los inhibidores seleccionados, como testigos, pa
ra este estudio. 

CITOCALASINA B. 

La citocalasina B inhibe la quimiotaxis, y la movilidad en general, 
de los leucocitos al impedir el ensamble de los microfilamentoa de 
actina (10, 29, 44, 80, 110, 116), lo que se traduce a nivel celular 
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como la pérdida del movimiento y de los rasgos de movilidad, en tanto 
se conservan la orientación y los rasgos asociados a ésta (80, 116, 121). 
Existe una buena correlación entre las dosis para inhibir quimiotaxis y 
el desarreglo de los microfilamentos (80, 121). 

A nivel molecular, la citocalasina B ejerce su acción directa al unirse 
al extremo "barbado" de la actina (79), donde se genera el crecimien
to rápido de los microfilamentos (117). Esta unión origina un doble e
fecto primario: Por una parte desacelera enormemente la etapa más 
temprana de la polimerización de la actina, al impedir la adición de 
monómeros a los oligómeros (79). La polimerización continúa en forma 
mucho más lenta, en el otro extremo del oligómero, conocido como ca
beza de flecha (79, 117). Además la unión de la citocalasi.na B con el 
extremo barbado de la actina, también limita profundamente la unión de 
ésta con sus proteínas asociadas, y con las proteínas de enlace con los 
microtúbulos (54, 117), lo que reduce mil veces la capacidad del citoes
queleto de regular la viscosidad citoplásmica (54). 

Este doble efecto de la citocalasina B se ramifica en diversos efectos 
secundarios, como cambios de viscosidad (54, 79), alargamiento de mi
crotúbulos (117), liberación de hidrolasas ácidas (106) etc. La citocala
sina B también "modula" los efectos de otras sustancias, por ejemplo, 
sinergiza la inhibición quimiotáctica de la colchicina (29). Paradójica
mente, a baja concentración amplüica la respuesta quimiotáctica a a
tractantes tales como el FMLP (44), quizá a través de su efecto facili
tador del flu.io de iones (Na+ y Ca++) en la membrana (42, 141). 

COLCHICINA 

La colchicina inhibe la quimiotaxis de los monocitos al impedir. el en
samble de los microtúbulos, y afecta tanto la movilidad, como la orien
tación del leucocito (4, 7, 11, 29, 80, 116, 138). Hay correlación entre 
las dosis inhibitorias de microtúbulos y de orientación, en tanto que la 
formación de pseudópodc.s se afecta en una forma más indirecta (80, 121, 
138). 

A nivel molecular la colchicina se une uno a uno con los dímeros de 
tubulina en solución, a través de un receptor de alta afinidad. La unión 
es no covalente y reversible. Evita el ensamble de microtúbulos, pero 
no afecta a los microtúbulos previamente formados (108, 137). Este re
ceptor es compartido con la podofilotoxina, que también inhibe microtú
bulos (108, 137). 

La unión con la tubulina no es el único efecto directo de la colchicina 
(135, 137), pero es innegablemente el principal responsable de la inhi
bición de la mitosis y de la quimiotaxis (137). Otros efectos indirectos, 
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o paralelos inclu¡yen redondeamiento (29, 138), pérdida de adhesividad 
(29), salida de calcio (.'1,2), transporte de membrana (141), secreción 
(137) y la S-adenosil-L-metilación de la membrana (101). 

VIMBLASTINA. 

La vimblastina inhibe la quimiotaxis al impedir el ensamble de los 
microtúbulos (11, 113, 137, 138, 141), hay correlación entre las do
sis inhibitorias de microtúbulos y orientación (106, 138) y esta dosis 
está por debajo de las dosis tóxicas (106). 

A nivel molecular la vimblastina se une dos a uno con los dímeros 
de tubulina en solución, a través de receptot'es de alta afinidad (137), 
diferentes a los que utiliza la colchicina (106, 137), disponibles en la 
tubulina soluble, pero no en la ya ensamblada en microtúbulos, sobre 
los que no ejerce efecto (137). 

Pese a que la colchicina y la vimblastina actúan sobre la misma molé
cula y en la misma fase inicial del ensamble microtubular (113, 137), 
sus efectos sólo son parcialmente semejantes. La vimblastina al igual que 
la colchicina, inhibe mitosis, quimiotaxis, particularmeme orientación 
(11, 137), S-adenosil-L-metilación (101) y otros (141), pero induce la 
aparición de prominencias en la membrana celular (11), y a partir de 
ciertas dosis, el depósito de cristaloides de complejos vimblastin.a-tubu
lina (137, 138). 

HIDROCORTISONA. 

La hidrocortisona inhibe la quimiotaxis de los monocitos humanos al 
bloquear el metabolismo de los lípidos de membrana, mediante tma 
proteína frenadora que corta la respuesta en una etapa post-receptor 
mu¡y temprana (20, 59-61, 92, 110, 116, 125, 134, 135). 

La acción fundamental, aunque indirecta, de la hidrocortisona a nivel 
molecular, es la inducción de la síntesis de una proteína frenadora 
denominada lipomodulina, descrita por Hirata en PMN de conejo (22, 
60, 61, 116), o la macrocortina presente en los macrófagos peritonea
les de ratón (22). La proteína frenadora inhibe a la fosfolipasa A2, e 
interrurn.pe la transformación de fosfatidilcolina en ácido araquid6nico, 
lo que corta las vías generadoras de leucotrienos y prostaglandlnas {60, 
116). Las consecuencia13 de esta acción abarcan tanto la disminución 
de la quirniotaxis, donde existe una buena correlación dosis-efecto en
tre la unión glucocorticoide-receptor, la actividad de la fosfolipasa, y 
la respuesta quirniotáctica (59, 115). Corno decrementos en la movil.i
dad aleatoria (110), la liberación de enzimas lisosomales (20,. 60), y 
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la fagocitosis (60, 84), así como la alteración en el número y fun
ción de diversos receptores (40, 134). 

Cabe sefialar que la hidrocortisona requiere penetrar a la célula y 
unirse a un receptor citoplásmico para ejercer su acción, ya que el 
fosfato de hidrocortisona, que sólo se une a los receptores de super
ficie, carece de este e:fecto (110). También requiere de la activación 
del sistema de síntesis protéica (134), ya que su efecto puede ser 
cancelado por actinomieina D y cicloheximida (60). La aparición re
lativamente temprana d·~ su efecto en los monocitos (84, 110) sugie
re la activación simultánea de la síntesis protéica por la vía corta 
ribosomal y por la vía larga intranuclear que requiere más de 5 ho
ras para manifestarse {22, 115). 

ESPECTRO DE ACCION DE LOS INHIBIDORES. 

La citocalasina B, la colchicina y la vimblastina pueden considerarse 
como inhibidores "uniVE•rsales" de la quimiotaxis, pues ejercen su e·· 
fecto sobre prácticamente la totalidad de las células eucarióticas. El 
espectro de acción de las 3 drogas incluye, específicamente, a E. his
tolytica (106, 123), y a los leucocitos humanos: PMN, monocitos y 
linfocitos (80, 88, 99, 137, 141). 

En contraste, los efectos de la hidrocortisona varían extraordinaria
mente según la especie y estirpe de la célula blanco. A diferencia de 
los linfocitos humanos (110), o de los macrófagos de ratón (134), los 
monocitos humanos son glucocorticoresistentes (134, 135), no siguen 
los ritmos circadianos, determinados por el cortisol en los linfocitos 
(1, 65), y sobreviven sin senales de toxicidad concentraciones de hasta 
10 000 nM de glucocorticoides, que son líticas para los linfocitos {135). 
El efecto inhibitorio de la quimiotaxis aparece a concentraciones mucho 
menores a las que inducen los efectos tóxicos (110), y es reversible 
(20, 135). Finalmente, algunos estudios muestran un efecto inhibidor 
de la quimiotaxis de monocitos que no se presenta en PMN en condi
ciones equivalentes (110). 
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METODOS PARA EVALUAR LA QUIMIOTAXIS. 

La quimiotaxis puede ser evaluada por distintos métodos, cada uno 
con ventajas y desventajas particulares. Los resultados que propor
cionan son generalmente concordantes, aunque existen diferencias en 
función de las facetas de• la quimiotaxis en las que se sustentan. Es
tos métodos incluyen la quimiotaxis en capilar, en laminilla, en n
garosa y las múltiples variantes de la quimiotaxis en sistemas de cá -
maras. 

Los métodos en capilar (111, 118), y agarosa (91), comparan las dis
tancias recorridas por una población celular en quimiotaxis y por una 
población testigo. 
La observación cinematográfica de quimiotaxis en laminillas analiza 
células individuales en forma dinámica (12, 139, 141). 

Los métodos de quimiotaxis en cámaras, que incluyen los sistemas de 
cámaras ciegas (36), cámaras de Boyden y nrnlticámara (17, 68, 141), 
son los que ofrecen mayor precisión y flexibilidad experimental. Estos 
métodos consisten esencialmente, en dos cámaras, la superior contie
ne a las células, y la inferior al atractante. Ambas cámaras están se
paradas por uno o dos filtros con poros de tamaf1o variable, pero de
finido (17, 36, 68, 69, 141). 

Entre las variantes de 1.3. quimiotaxis en cámaras están: 
Los métodos de marcaje radioactivo, con cromo 51 y tecnecio 99, que 
miden la cantidad de radiación, y consecuentemente de células que han 
pasado a la cámara inferior (41, 95). 
El método del frente de avance, que mide las distancias máximas que 
las células han penetrado en el filtro (109, 141). 
El método de doble filtro, que evalúa el número de células, que des
pués de atravesar un primer filtro, han quedado atrap1das en un se
gundo filtro, al que ya 110 pueden penetrar. Este método ha sido el 
empleado e'n la mayor pa:rte de los estudios de esta línea de investi
gación (8, 23, 25, 69, rn, 74, 94, 129). 

Como variante de est..is métodos, Malech et al., introdujo el método 
de quimiotaxis frust:·ada, seleccionado paTa este estudio (y que se des
cribe en la metoddogía). Este método permite una obseTvación muy 
precisa de los fe:iómenos morfológicos que ocurren, en función de la 
reorganización celular que acompaf1a a la respuesta quimiotáctica, y 
que se manifiestan como la aparición de una serie de rasgos morfoló
gicos asociadas a la qtúmiotaxis (80, 138). 
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MATERIAL Y METODO. 

METODO DE QUIMIOTAXIS FRUSTRADA (esquema). 

Los materiales y métodos empleados se describen a continuación, y 
son esquematizados en las figuras 1 a 3. En esencia, el método em
pleado fue el de quimiotaxis "frustrada" en cámaras de Boyden, des
crito por Malech et al. en 1977 (80). 

La característica fundamental de este modelo es que las cámaras su
perior e inferior son separadas con w1 filtro Millipore de poros sub
celulares (0.45 µrn), que permite la difusión de las sustancias, atrac
tantes e inhibidoras, y la activación de los leucocitos en la cámara su
perior, pero no su progreso hacia la fuente del estímulo. Las células 
inician la respuesta, alcanzan el borde superior del filtro, pero no pue
den llegar más allá y en estas condiciones son fijadas, procesadas y 
analizadas. 
El método consta de tres etapas que son: El ensayo quimiotáctico 
(fig. 1), el procesamiento para microscopía electrónica (fig. 2), y la 
evaluación morfológica (fig. 3). 

Para cada condición experimental se efectuaron no menos de seis ex·· 
perimentos, por duplicado. La viabilidad de las células se verificó an
tes y después del ensayo quimiotáctico en las células aún en suspen
sión. La cuantificación de los rasgos se efectuó en forma ciega, por 
duplicado y por un solo observador. 

Con la finalidad de aproximarse más al modelo experimental ya proba
do para el FILM se introdujeron dos variantes al método de Malech. 
El número de células en la cámara superior se -redujo -para evitar la 
aglomeración de los monocitos, y los inhibidores de referencia no se 
preincubaron, sino c¡¡ue se coincubaron, con el atractante, ésto para 
reproducir las condiciones de utilización del sobrenadante de E. his
tolytica. - --
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Figura 1. QUIMIOTAXIS FRUSTRADA - ensayo experimental. 
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Figura 2. QUIMIOTAXIS FRUSTRADA '.:. procesamiento- pira 
microscopía electrónica; 
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Figura 3. Métodos de evaluación de los rasgos morfológicos 
asociados a la quimiotaxis seleccionados -para el análisis. 
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MATERIAL. 

CELULAS 

Células mononucleares de sangre venosa periférica, de donadores adultos 
sanos (40 ml). 

ATRACTANTE E INHIBIDORES 

Suero humano AB, Rh+: Banco Central de Sangre, C.M.N., !.M.S.S., México. 
Zymosan A: Sigma Chemical Co. St. Louis, MO., E.U. 
Sobrenadante de cultivos axénicos de Entamoeba histolytica (y medio axénico): 

Centro de Estudios sobre Amibiasis, C . .M.N., !.M.S.S., México. 
Citocalasina B (obtenida de Helminthosporium dematioideum): Sigma Chemi-

cal Co., St. Louis, MO., E.U. 
Colchicina: E. Merck S.A., México D.F., México. 
Vimblastina (sulfato): Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., E. U. 
Hidrocortisona (succinato): Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., E. U. 

REACTIVOS DIVERSOS 

Acetato de uranilo: E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Albúmina humana: lnd. biológicas mexicanas, Netzahualcoyotl, Méx., México. 
Araldita 6005: Ciba, México D.F., México. 
Azul tripa.no: Grand lsland Biol. Co., Gran lsland, N. Y., E. U. 
Cacodilato de sodio: Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. , E. U. 
Citrato de plomo: K&K Laboratories Ing., N.Y., E.U. 
DDSA (anhídrido dodecinilsuccínico): E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
DMP 30 (2,4,6-tris (dimctilaminometil) fenol): E. Merck, Darrnstadt, Alemania. 
Estreptomicina (sulfato): Farmacéuticos Lakeside, México D.F., México. 
Ficoll: Pharmacia, Upp:;ala, Suecia. 

Gey (medio de): Grand Island Biol. Co., Grand Island, N.Y., E.U. 
Glutaraldehido: Sigma Chemical Co. , St. Louis, Mo., E. U. 
Heparina: Lab. Reforma, México D.F., México. 
Hypaque: Winthrop Labor.atories, New York, N. Y., E. U. 
Penicilina G: Farmacéuticos Lakeside, México D.F., México. 
Tetróxido de osmio: E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Tolueno: Lab. Quím. Monterrey, Monterrey, N.L., México. 

MATERIALES ESPECIALIZADOS 

Cámaras de Boyden: Neuroprobe Cor p., Bethesda MD., E. U. 
Filtros Millipore de poli.,arbonato y poros de 0.45 J.Uil de diámetro: 

Millipore Corp.,Bedford, Mass., E.U. 
Tubos ·de poliestircno de 17 x 100 mm: Falcon, Oxnard, CA., E.U. 
Ultramicrotomo manual Porter 13lum MT-1: Casa Sorval, México D.F., 

México. 
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METODO: ENSAYO QUIMIOTACTICO. 

Preparación de las células. 

Las células mononucleares se aislaron y concentraron en un gradiente 
de Ficoll-Hypa.que siguiendo el método de Boyum (18). Las células se 
obtuvieron a partir de muestras de 40 ml de sangre venosa de donado
res adultos sanos, hepa.rinizadas inmediatamente, con 10 unidades de 
hepa.rina sódica por mililitro de sangre, ésta se diluyó inicialmente uno 
a uno en un amortiguador salino de fosfatos (PBS) a pH ; 7 .4. Alícuo
tas de 10 ml se depositaron sobre alícuotas de 5 ml de una mezcla de: 
24 partes de Ficoll al Vi'o y 10 partes de Hypaque al 33%, en tubos de 
poliestireno de 17 x 100 ml. Se centrifugó a 400 g por 40 minutos, a 
20º C, se recogió la interfase, se lavó dos veces y las células se re
suspendieron a una concentración de 9. O x 106 cel. /ml en medio de 
Gey con 2% de albúmina humana, 100 unidades de penicilina y 100 µg 
de estreptomicina por mililitro (GEY-A). 

Los conteos diferenciales con tinción de Wright y confirmación con pe
roxidasa y naftol-ASD esteaTasa de cloroacetato (30, 35), revelaron que 
30 + 5% de las células mononucleares obtenidas eran monocitos y el 
resto linfocitos, con 2 + lo/o de PMN, principalmente basófilos (concor
dando con Boyum (18)).--La viabilidad celular medida por exclusión de 
azul tripa.no fue mayor del 95% en todos los casos. Esta concentración 
de 3 x 106 monocitos /ntl fue menor que la utilizada por otros autores 
(80, 138) lo que evitó la aglomeración de células en la superficie del 
filtro. 

Generación del quimioatractante, 

El quimioatractante utilizado fue el suero activado por zimosán (SAZ). 
Este induce la formación de cierta cantidad de C5a, poderoso atractan
te para los monocitos (131). Ciertas peptidasas del propio suero ata
can al C5a y al C5a-de13-Arg y eliminan su actividad quimiotáctica (45, 
86), lo que obligó a la utilización inmediata del suero una vez que éste 
había sido activado. 
El SAZ se preparó con suero humano fresco de donadores adultos sa
nos con sangre tipo AB, Rh+, que se guardó en alícuotas de 2 ml con
geladas a -70º C. hasta su uso. El día del experimento se descongela
ron dos alícuotas y se incubaron 30 min. a 37° C. con 4 mg de zimosán 
por mililitro de suero. El zimosán se eliminó posteriormente por cen
trifugación, de acuerdo con el método de Ward (131). Un suero testigo 
se preparó calentando una de las alícuotas a 56º C por 30 minutos, an
tes de agregarle el zimosán. 
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Inhibidores de la quim.iotaxis • 

El factor inhibidor de la locomoción de monocitos (FILM) se encuentra 
en el líquido sobrenadante de cultivos axénicos de Entamoeba histolytica, 
(proporcionadoe amablemente por la Q.F.B. Margarita de la Torre, del 
Centro de Estudios sobre Amibiasis del C.M.N. del !.M.S.S. de Mé:x:i
co, D.F.). Los sobrenadantes provinieron de cultivos de 72 horas, (lo 
que corresponde a la fase logarítmica media), a 37ºC y contienen 2.0 -
2.5 x 1'05 amibas/ml de la cepa HM-1. Loa sobrenadantes se obtuvie
ron por centrifugación a 200 g por 5 minutos, y filtración por filtros 
Millipore con poros de 0.45 µm de diámetro. Posteriormente se conser
varon congelados a -70" C, en alícuotas de dos mililitros hasta su utili
zaci6n, en un período no mayor de 3 meses. 

Como testigo se utilizó medio axénico incubado a 37° C por 72 horas, 
en ausencia de amibas, y procesado y almacenado en la misma forma 
que el sobrenadante. Los L~bidores testigo fueron: citocalasina B, col
chicina, vimblastina e hidrocortieona, cuyas características ya se sena
laron. 

Ensayo quimiotilctico. 

Para el ensayo se colocaron en el compartimiento superior 1.5 x 106 
monocitos suspendidos en 0.5 m1 de medio de GEY-A (= 4.5 x 106 m2.:: 
nonuclearea por cámara). En la cámara inferior se colocaron, según el 
caso, 0.4 ml del atractante (SAZ), o su control (ST). disuelto en 1.3 m1 
de medio de GEY-A. La movilidad aleatoria se ensayó en cámaras de 
Bayden que contenían únicamente 1.8 ml de GEY-A. El efecto del sobre
nadante sobre células no estimuladas se evaluó agregando O. 5 m1 de so
brenadante (o de medio axénico), en sustitución de un volumen equiva
lente de medio de GEY-A. 
En los estudios de inhibición, se colocaron el SAZ y O. 5 ml del sobre
nadante (o su testigo, el medio a:x:énico). en reemplazo del mismo volu
men de GEY-A. Estudios previos mostraron que este esquema produce 
un efecto inhibidor (53 + 2%) del eobrenadante sobre la quimiotaxis de 
los monocitoo, significativo y reproductible (69, 72, 73). 

Loa inhibidores testigo fueron incorporados a la cámara inferior a lo 
la:r!f;° de tocio el ensayo. La colchicina y la vimblaetina se utilizaron a 
10- M y 10-6 M respectivamente (138), la citocalasina B se utilizó 
a concentracióo. de 3. O JJID./ml (80), y hi hidrocortisona a 50 p.m/ml 
(60). Estas dosis fueron seleccionadas porque inhiben la quimiotaxis 
cerca del 50%, magnitud equivalente a la producida por el FILM en las 
condiciones experimentales empleadas. Las cámaras de Bcr.rden fueron 
niveladas para evitar corrientes hidrodínamicas a nivel del filtro, e iu
cubadae a 37º C, por 90 minutos, con 5% de co2 • 
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MICROSCOPIA ELECTRONICA. 

Fijación y conservación. 

Inmediatamente finalizado el ensayo quimiotáctico, las células adheridas 
al filtro fueron fijadas in situ, al reemplazar cuidadosamente el conte
nido de las cámaras, por üñii""""solución de glutaraldehido al 2o/o, en caco
dilato de sodio 0.1 M, a 37ºC por 15 min. Posteriormente los filtros 
fueron r(ltirados de las cárnaras de Boyden y almacenados en una solu
ción amortiguadora de cacodilato de sodio 0.1 M y pH 7 .4, hasta su 
inclusión. 

Tinción e inclusión. 

Los filtros y las células adheridas a ellos, fueron incluidos de acuerdo 
a la secuencia que aparece en la figura 2. Los filtros fueron postfijados 
con tetróxido de osmio :JO min., a temperatura ambiente y en campana 
de extracción. Fueron lavados dos veces con amortiguador de cacodilato 
de sodio, después fueron tell.idos con acetato de uranilo y magnesio (al 
5o/o en NaCl 0.1 M) por 60 min. y fueron deshidratados en concentracio
nes progresivas de etanol. 

La infiltración se inició con tolueno, en este paso el filtro se volvió 
transparente y más flexible, pero su forma y su relación con las célu
las no se afectaron. A continuación el filtro fue depositado en una solu
ción al 50o/o de tolueno y resina araldita, esta resina se preparó al mez
clar 5 m1 de araldita 6005, con 3. 5 m1 de anhídrido dodecenil succínico 
(DDSA), y O .12 ml de tri-dimetil-amino-metil-fenol (DMP 30). La infil
tración terminó con dos pasos de 60 min. a 60ºC en araldita al lOOo/o. 

Una vez infiltrados, los filtros fueron cortados, se eliminó la porción 
acelular y se colocaron en cápsulas de manera que el filtro quedase 
perpendicular al futuro plano de corte. Las cápsulas se llenaron con 
araldita y se incubaron a 60º C por 18 horas, periodo en el que la re
sina polimerizó y endureció. 

Obtención de las rejillas • 

Los filtros fueron cortados con un ultramicrotomo (Porter Blum MT-1, 
manual), obteniendo secciones de 2 µm de grosor. Estas secciones se 
till.eron con paragón y se observaron con inicroscopio óptico, p.o'l.ra ve
rificar que fuesen útiles. 
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Se obtuvieron las secciones definitivas, de O. 5 }.lrn de grosor, que se 
montaron en rejillas de cobre, y se tifieron con acetato de uranilo y 
magnesio al 1% en una solución uno a uno de metanol y agua, por 15 
min •• Después de mÚltiples lavados en metanol al 100%, al 50% y en 
agua, las rejillas se tifleron con citrato de plomo, al O. 25% en una 
solución 0.1 N de NaOH, durante 10 min., se volvieron a lavar y se 
dejaron secar sobre papel filtro. 
Para evitar contar la misma célula más de una vez, se observaron 
sistemáticamente secciones seriadas separadas un mínimo de 20 )lm 
una de la otra. 

Obtención de fotografías. 

Las secciones fueron examinadas con un microscopio electrónico Phi
lips 300, y se fotografiaron de acuerdo a normas establecidas en un 
experimento piloto. Las células se fotografiaron al máximo aumento en 
que apareciesen completas (7000 - 1 OOOOx). El análisis de los microtú
bulos y microfilamentos se efectuó en fotografías con un aumento fijo 
de 74 000 x. 

Se incleyeron únicamente los monocitos adheridos al filtro y se fotogra
fiaron cuatro a 16 células por cámara, las primeras por orden de apa
ric10n en el microscopio, por lo que se analizó un mínimo de 48 mono
citos por gru¡co experimental, para cada rasgo estructural. 

Se excleyeron las células sin contacto con el filtro y las técnicamente 
inadecuadas (rotas, con precipitados, etc.) 

En las condiciones experimentales de este estudio, más del 93% de las 
células que intentaron penetrar al filtro fueron inequívocamente monoci
tos, !JUr tinciones especiales (peroxidasa) (30, 35) y morfología ultraes
tructural (núcleo grande, lobulado, con cromatina periférica y citoplas
ma abundante con lisosomas, fagosomas y fagolisosomas, etc.) (80, 138). 
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METODO DE ANA LISIS DE LOS RASGOS MORFOLOGICOS. 

Los rasgos morfológicos analizados aparecen en la figura 3. Los ras
gos ultraestructurales se seleccionaron, entre otros, por permitir una 
cuantificación objetiva, y se evaluaron utilizando una combinación de 
Malech (80), Zakhireh {138} y criterios derivados de nuestra propia ex
periencia (48-50, 67}. Los primeros dos rasgos (aplanamiento de las 
células y emisión de pseudópodos), están primariamente relacionados 
con el movimiento celular, mientras que los tres siguientes (localiza
ción relativa del núcleo, alineación centriolar y distribución de los or
ganelos} son rasgos sobresalientes de la orientación celular (80, 138). 
Los microfilamentos son proteínas contráctiles responsables de la loco
moción, mientras que los microtúbulos son esenciales IJ<'1.ra la forma 
de la célula (116). Esta categorización aparentemente simplista es con
veniente para los propósitos de la discusión, pero se debe estar cons
ciente de la sobresimplificación de un problema biológico tan complejo 
como es la quimiotaxis (141). 

Aplanamiento celular - (índice de aplanamiento). 

Los monocitos en quimiotaxis y en contacto con el filtro, se aplanan 
contra éste, mientras que las células no estimuladas y las inhibidas 
mantienen una forma mucho más redondeada (80, 138). 

El aplanamiento se cuantificó mediante el índice A/ B (gráfica 3}, donde 
A representa el ancho máximo de la célula y B la distancia perpendicu
lar que va de la superficie del filtro al punto más alto de la célula. Se 
excluyeron las largas y delgadas proyecciones de los Iamelípodos que 
eventualmente se observaron. 

Emisión de pseudópodos - (# pseudópodos I célula). 

Los monocitos en quimiotaxis emiten numerosos pseudópodos, a lo lar
go de la zona de contacto con el filtro, y casi ninguno en otras direc
ciones, ésto distingue la. respuesta quimiotáctica de la quimiocinética, 
donde hay pseudópodos en todas direcciones. Las células no estimula
das tienen pocos pseudópodos y éstos también se originan en cualquier 
punto de la circunferencia celular. 
Los pseudópodos de las células quimiotácticas, tienen una base ancha, 
ntllllerosas vesículas, ha.ces de microfilamentos, microtúbulos, mito
condrias y otros organelos. El núcleo mmca penetra en los pseudópo
dos. En las células en quimiotaxis inhibida los pseudópodos son más 
delgados, de base estrecha, pero pueden penetrar más profundamente 
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en el filtro. Su citoplaFJma contiene microfilamentos y vesículas, pe
ro los demás organelos están habitualmente ausentes con la notable 
excepción del núcleo, que ahora penetra profundamente en algún pseu
dópodo (80, 138). 

Aunque todos estos rasgos estuvieron presentes, sólo se analizó esta
dísticamente el número de pseudópodos por célula. Los pseudópodos 
se definieron como cualquier proyección celular diferenciada y visi
blemente continua que penetrase más de O. 5 Jlill en el filtro. Los pseu
dópodos sin continuidad visible con la célula (por tener su origen fuera 
del plano de corte), fueron excluidos para no contar inadvertidamente 
pseudópodos de células vecinas. 

Posición relativa del núcleo - (índice nuclear). 

En la quimiotaxis se establece una asimetría en la célula, que sigue 
un eje paralelo al eje del gradiente quimiotáctico (y por consecuencia 
perpendicular al plano del filtro). Una manifestación de esta asimetría 
es la posición vertical del núcleo respecto a la altura celular ya que 
durante la quimiotaxis el núcleo toma una posición caudal, lejos de la 
fuente del estímulo. En la movilidad aleatoria o en la quimiotaxis in
hibida, el núcleo tiene una posición medio celular, o aún frontal, e in
cluso, en el caso de la inhibición, puede penetrar en algún pseudópodo 
(80, 138). 

Se calcul6 el índice B/ B+A, donde A representó la distancia (en el eje 
perpendicular a la superficie del filtro), entre la parte más alta de la 
célula y la punta del lóbulo nuclear más alto, y B representó la distan
cia entre las porciones más inferiores del núcleo y de la célula. Esta 
distancia expresa la posición vertical del núcleo dentro de la célula. 
Los valores cercanos a O indican una posición cefálica o frontal y los 
valores cercanos a 1 indican una posición caudal o distal del núcleo 
respecto al filtro y la fuente del estímulo. 

Alineación centriolar. 

El centriolo, o en realidad, los dos centriolos, tienen una orientación 
variable en las células en reposo. En la quimiotaxis los centriolos to
man una posición característica, juntos y frente al núcleo, ayudando a 
conformar el eje de polaridad de la célula, que incluye de adelante ha
cia atrás: los pseudópodos, los organelos, el centriolo, el núcleo y el 
urópodo. El aparato de Golgi se sitúa cerca del centriolo, y tiende a 
reflejar, aunque menos rigurosamente, la polaridad celular. Al inhibir 
la quimiotaxis estos organelos vuelven a tomar una posición aleatoria 
(80, 138). 
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Ya que ambos organelos están normalmente juntos y que en los cor
tes de microscopía electrónica es mucho más usual localizar al apa
rato de Golgi que al centriolo, se analizó la alineación del conjunto 
Golgi-centriolo para pe<for analizar un mayor número de células, y se 
evaluó el porcentaje de monocitos en que el conjunto Golgi-centriolar 
se encontró en la porción cefálica o céfalolateral del monocito. 

Distribución relativa de los organelos - (índice de organelos}. 

Los leucocitos en quimiotaxis presentan una acUJ:nulación característi
ca de organelos en el frente de la célula. En la quimiotaxis inhibida 
(y en la movilidad aleatoria), los organelos aparecen dispersos o agru
pados en grado variable y en cualquier dirección respecto al filtro (80, 
138). 

La cuantificación se efectuó mediante un índice de organelos (A/T} con
tando el número de organelos que se encontraban en la mitad frontal de 
la célula (A), dividido entre el total de organelos visibles en toda la cé
lula (T}. Para mayor precisión se contaron los organelos grandes y mo
deradamente abundantes (mitocondrias, lisosomas y fagosomas}. 

Microtúbulos asociados al centriolo - (# MAC). 

Alrededor del centriolo puede observarse un cierto número de micro
túbulos. Durante la quimiotaxis ocurre un claro aumento en el número 
de MAC. Las drogas antitubulares como la colchicina y la vimblastina 
reducen su número. Se considera que las drogas antimicrofibrilares 
los dejan inafectados o pueden producir un incremento indirecto (80, 
138). El efecto de la hidrocortisona. sobre este rasgo se desconoce. 

El centriolo fue localizado examinando secciones semi-seriadas de cé
lulas adyacentes, el centriolo fue visible normalmente, sólo en una de 
cada 10 a 20 células así procesadas. Se cuantificaron los MAC en a
quellas células en que el centriolo era visible en el corte y se conta
ron los microtúbulos presentes en un área circular de una micra de 
radio, con centro en el centriolo. Los microtúbulos se definieron co
mo estructuras rectas de doble pared, de 25 nm de ancho y por lo me
nos 100 nm de largo, los microtúbulos cortados transversalmente 110 

fueron contados para evi·tar confusiones con otras estructuras. 
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Microfilamentos. 

Los microfilamentos se encuentran en todo el citoplasma, usualmente 
forman una fina red submembranosa, con concentraciones más densas 
donde la membrana se aproxima o toca el filtro {sitios de adhesión}. 
Las drogas que impiden el ensamble de microfilamentos {como la cito
calasina B) disminuyen importantemente su número, mientras que las 
drogas antitubulínicas como la colchicina y la vimblastina causan un 
efecto mucho más debil. e indirecto, sobre la distribución de los mi
crofilamentos. 

Los microfilamentos submembranosos se evaluaron contando el núme
ro de zonas hiperdensas de contacto en los sitios de adhesión presen
tes en una longitud de dos micras, en la zona de unión entre la célula 
y el filtro, y se calificaron en cruces ( 1 zona = 1 +, 2-3 zonas = 2+, 
4-5 zonas = 3+ y 6 6 miis zonas = 4+ ). 

Rasgos complementarios. 

Además de la evaluación de los siete rasgos morfológicos asociados 
a la quimiotaxis -previamente descritos, se analizaron otros dos ras
gos; la penetración del núcleo al filtro y los filamentos intermedios. 
La penetración del núcleo en el pseudópodo, por debajo del nivel del 
filtro, ha sido señalada como un rasgo presente en la inhibición qui
miotáctica (80, 138). Este rasgo se evaluó como el porcentaje de cé
lulas en las que el núcleo llegó más ,abajo del borde superior del fil
tro, subdivididas en penetración marginal o profunda, según que el 
borde inferior del núcleo penetrase más o menos de 0.5 pm bajo el 
filtro. Los filamentos intermedios se evaluaron en forma se1nicuanti
tativa en tres aspectos: Número {ausente, escaso, moderado y abun
dante), localización (central, marginal o difusa} y la forma de agru
pamiento {filamentos solitarios, haces pequeños (menos de 8 filamen
tos) o racimos con numerosos y largos filamentos). La evaluación es
tadística de este rasgo se descartó por las mismas razones que en el 
caso de los microfilamentos {vide infra). 

Análisis estadístko. 

La evaluación estadística de los datos se efectuó mediante la prueba t 
de Student (26), método aplicable a los cinco rasgos cuyos resultados 
se expresaron en forma de variables contínuas. (Indice de aplanamien
to, número de pseudópodos, índice nuclear, índice de organelos y mi
crotúbulos asociados al centriolo). En el caso de la alineación centrio
lar, cuyos resultados se expresaron como una variable discontínua (ali
neado o no alineado) se empleó la prueba de Xi cuadrada. 
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El análisis estadístico de los microfilamentos se descartó por el ine
vitable "ruido" introducido por las variaciones de tinción y grosor, 
de hasta 100 nm, causadas por el uso de un ultramicrotomo manual 
(132). Estas variaciones, que son menores al 1% en los demás ras
gos, alcanzan una magnitud cercana al 15% en el caso de los micro
filamentos, cuyo diámetro es de 5 nm. En cada rasgo se comparó 
sistemáticamente cada grupo experimental con todos los demás, pero 
no siempre las comparaciones entre grupos, pueden considerarse di
rectamente como comparaciones entre variables experimentales (p. ej.: 
los grupos SAZ+SN y SAZ+MA difieren únicamente en los factores a
portados por la amiba, en cambio la comparación entre los grupos 
SAZ+CIT y ST acumula el efecto de dos variables, la acción de la ci
tocalasina B y la falta de actividad quimiotáctica del suero testigo). 

Presentación de resultados. 

Los resultados obtenidos para cada rasgo y grupo experimental se pre
sentan en forma numérica (tabla 1), gráfica (gráficas 1 - 8) y como 
perfil (gráficas 9 - 11). La representación numérica permite conser
var la precisión de las cantidades obtenidas, mientras que la gráfica 
permite apreciar la magnitud de las variaciones, en ambos casos los 
resultados se expresaron en una escala absoluta, especial para cada 
rasgo y son los datos utilizados para el análisis estadístico. Sin em
bargo tienen la desventaja de que no permiten agrupar y visualizar los 
resultados por grupos experimentales, ya que cada rasgo tiene su pro
pia escala. 
Esta limitación fue compensada con la presentación de los resultados, 
como un perfil porcentual de inhibición, o más propiamente como un 
"perfil de persistencia de la estimulación" para cada rasgo y grupo. 
Este perfil se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula: 

%persistencia = índice del inhibidor - índice de GEY-A x 100 
índice del SAZ - índice de GEY-A 

De esta forma en todos los rasgos, el valor del GEY-A corresponde 
a Oo/o y el del SAZ al 100%. Este método de representación permite 
expresar los resultados de todos los rasgos en una escala unificada, 
y permite visualizar los patrones de comportamiento de las células 
de cada grupo. 
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RESULTADOS. 

SINTESIS DE LOS DATOS. 

Se presenta primero una síntesis de los datos globales producidos 
por el estudio, y después se describen en forma detallada, los re
sultados obtenidos para cada rasgo morfológico y los perfiles de ca
da grupo experimental, para terminar con una recapitulación de los 
resultados. 

La tabla 1 contiene los valores de los índices (media + error están
dar), obtenidos para cada uno de los rasgos morfológi-;:;os asociados 
a la quimiotaxis, en cada grupo experimental. 

Las tablas 2 a 4 presentan las significancias de las comparaciones 
estadísticas entre los grupos, para cada rasgo particular. Hay que 
recordar que algunas comparaciones entre grupos no son directamen
te válidas como comparaciones entre variables (p. ej.: SAZ+HC vs 
MAS). 

Las fotografías de microscopía electrónica (figuras 4 a 7), muestran 
ejemplos de los cambios morfológicos más importantes, especialmen
te de los cambios en los microtúbulos asociados al centriolo. 

36 



Tabla 1 

HALLAZGOS ULTRAESTRUCTURALES EN MONO CITOS EN QUIMIOTAXJS NORMAL O INHIBIDA 

GEY-A MAS SNS ST SAZ SAZ+M!\ SAZ+SN SAZ+CIT SAZ+COL SAZ+VIM SAZ+HC 

Indice u~ aplanamienlo l. Si* l. 56 l. 24 2.31 2.95 4. 72 2.35 1.35 2.11 2.01 2.44 
(0.09) (o. 07) (o.os) ( 0.28) ( 0.22) ( 0.54) ( 0.28) (o. 16) ( 0.19) ( 0.13) ( 0.25) 

N rseudópodos/ célula l .05* 2 .43 l. 91 1.66 2.65 3 .os l. 55 1.59 !. 76 2 .22 1.89 
( 0.19) ( D.19) ( 0.16) (o. 20) ( 0.19) ( 0.28) ( 0;20) ( 0.14) (0.27) ( 0.18) (o. 22) 

Indice nuclear 0.63* o. 60 0.54 o. 63 0.69 0.75 0.63 0.73 o.so 0.67 o. 70 
( 0.02) ( 0.02) ( 0.02) ( 0.03) ( 0.03) (0.02) ( 0.03) ( 0.03) ( 0.03) ( 0.02) ( 0.03) 

Alineación centriolar 48. 7% 47. Jo/o 48.9% 54. 3% 84.8% 78.1% 54. 5% 1s.oro 52 •. 0'lo 53. i°i'o 64 .3'l'o 

Indice de organelos 0.63* o. 60 0.59 o .63 0.73 0.70 0.62 o. 72 0.60 o. 62 0.62 
( 0.03) (o. 02) ( 0.02) ( 0.03) ( 0.03) ( 0.04) ( 0.03) ( 0.02) ( 0.04) ( 0.02) <o.o~> 

MicrotÍlbulos asoclac!os 11. 76* 14. 98 20. 92 11. 23 15.00 15.15 22. 59 20.91 a.os 10. 77 12.50 
al centriolo ( 0.73) (0.54l ( !. 53) (o. 96) (o. 85) (0.90) ( 1.11) ( 1.65) ( 0.68) ( 0.77) ( 0.85) 

Mlcrofilamentos ++ +++ ++ ++ ++++ +++ ++ +++ ++ ++ 

= media(+/- error estandar) SAZ+MA SAZ y medio axénico 
GEY-A = medio de Gey-albúmina-veronal SAZ+SN . SAZ y sobrenadante de cultivos de !!;. ~ 
MAS = medio axlmico sólo ( sin SAZ ) SAZ+CIT SAZ y citocalasina B 
SNS sobrenadante de E. histolvtica ( sin SAZ ) SAZ+COL SAZ y colchicina 

"' ST suero testigo ( i'Oactivado ¡:or calor ) SAZ+VIM s.~z y virn bla s ti na ... 
SAZ suero activado por zimosá.n SAZ+HC SAZ y succinato de hidrocortisona 



Tabla 2. COMPAR<\CIONES ESTADISTICAS INTERGRUPALES POR RASGOS. 
SAZ+SN vs SAZ+MA en el recuadro, NS = no significativo {p < 0.05) 

2a. Indice de aplanamiento. 
2b. Número de pse_ud_6podos. por célula. 

INDICE DE APL.\NA1.UENTO (t de Student ) 

CEY-A MAS SNS ST SAZ SAZ+MA SAZ+SN SAZ+CIT SAZ+COL SAZ+VIM SAZ•HC 

NS <0.005 <O.O! <0.001 <0.001 NS NS <0.005 <0.01 <0.001 CEY-A 

GEi'-A <0.005 <0.005 <0.001 ..:::0.001 NS NS <0,005 <:0.005 <0.001 MAS 

MAS <0.001 <0.001 <0.001 ..:::0.001 <0.001 NS <0.001 <0.001 <0.001 SNS 

SNS <0.001 <0.025 <0.05 <0.001 NS <0.001 NS NS NS ST 

ST <0.025 <0.005 NS <0.005 <0.05 <0.001 <0.005 <0.001 NS SAZ 

SAZ <0.001 NS <0.005 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 St\Z•MA 

SAZ+MA <0.001 <0.025 <0.001 <0.001 NS <0.001 NS NS NS SAZ ... SN 

SAZ+SN <o.os <0.005 NS NS <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0,001 &\Z+CIT 

SAZ+CIT <0.001 <0.001 NS NS <0.001 <0.001 NS NS NS S/IZ+COL 

SAZ+COL <0.025 <0.025 NS NS <0.005 <0,001 NS NS NS &\Z+VL\! 

SAZ+VIM <0.001 NS NS <0.025 NS <O.O! <0.01 <0.005 NS SAZ+HC 

SAZ+HC <0.001 <0.05 NS NS <O.O! <0.001 NS <0.01 NS NS 

GEY-A MAS SNS ST SAZ SAZ+MA SAZ+SN SAZ+CIT SAZ+COL SAz+VIM SAZ+HC 

"' NUMERO DE PSEUDOPODOS POR CE LULA ( t de Student) O> 



Tabla 3. COMPARACIONES ESTADISTICAS INTERGRUPALES POR RASGOS. 
3a, Indfce nuclear, 
3b. Alineaci6n centriolar. 

INDICE NUCLEAR ( t de Stw:lent ) 

GEY-A ~!AS SNS ST SAZ SAZ+MA SAZ+SN SAZ+CIT SAZ+COL SAZ+VIM SAZ+HC 

NS <O.OOS NS <O.OS <0.001 NS <0.001 NS NS <D.05 GE\'-A 

GE\'-A <O.OS NS <0.00S <0.001 NS <0.001 NS <0,01 <0,01 Mo\.S 

MAS NS <0.01 <0.001 <0.001 <0.02S <0.001 <0,05 <0,005 <0.001 SNS 

SNS NS NS <o.os <0.00S NS <0.025 NS NS NS ST 

ST NS NS NS NS NS NS , <0.025 NS NS s.~z 

SAZ <0.001 <0.001 <0.001 <0.00S <0.00S NS <0.001 <0.005 NS SAZ+~IA 

SAZ+MA <0.025 <0.01 <0.01 <O.OS NS <0.025 NS NS NS SAZ+S¡.; 

SAZ+SN NS NS NS NS <0.005 <O.OS <0.005 <O.OS NS SAZ+CIT 

SAZ+CIT <O.OS <0.02S <0.05 NS NS NS NS <O.OS <0.025 SAZ+COL 

SAZ+COL NS NS NS NS <0.005 <O.OS NS NS NS SAZ+VL" 

SAZH'I:\t (';S NS NS NS <O.OOS <0.05 NS NS NS SAZ+HC 

SAZHIC NS NS NS NS <O.OS NS NS NS NS NS 

GEY-A MAS SNS ST SAZ SAZ+MA SAZ+SN SAZ+CIT SAZ+COL SAZt-Vll\1 SAZ+HC 

U> ALINEAClON CENTRIOLAR (Xi cuadrada) 
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Tabla 4. COMPARACIONES ESTADISTICAS INTERGRUPALES POR RASGOS. 
4a. Indice de organelos, 
4b. Microtúbulos asociados al centriolo. 

INDICE DE ORGANEl.OS ( t de Student ) 

GEY-A MAS SNS ST SAZ SAZ+MA SAZ+SN SAZ+CIT SAZ+ COL SAZ+VIM SAZ+HC 

NS NS NS <0.025 NS NS <O, 025 NS NS NS GEY-A 

GEY-A NS NS <0,001 <0.01 NS <0.001 NS NS NS ~IAS 

MAS <0.001 NS <0,001 <0.005 NS <0.001 NS NS NS SNS 

SNS <0.001 <0.001 <0.001 NS NS <0.025 NS NS NS ST 

ST NS <0.001 <0.001 NS <O.O! NS <0.01 <0.005 <O.O! SAZ 

SAZ <0.005 NS <0.001 <0.005 <0.05 NS <0.05 <0.05 <0.05 SAZ+AL\ 

SAZ+ll!A <0,005 NS <0.005 <0.005 NS <0.01 NS NS NS SAZ•SN 

SAZ+SN <0.001 <0.001 l'<S <0.001 <0,001 <0.001 <0,01 <0.005 <0,01 SAZ+CIT 

SAZ+CIT <0.001 <0.001 NS <0.001 <0.001 <0,001 NS NS NS SAZ+CO 

SAZ+ COL <0.001 <0,001 <0.001 <O.O! <0.001 . <0.001 <0.001 <0,001 NS SAZ+VIM 

SAZ+Vl1'! NS <0.001 <0.001 NS <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.025 SAZ+HC 

SAZ+HC NS <O.O! <0.001 NS <0.025 <0.025 <0.001 <0.001 <0.001 NS 

GEY-A MAS SNS ST. SAZ SAZ+l\IA SAZ+SN SAZ+CIT SAZ+COL SAZ+V!M SAZ+l!C 

,¡>, M!CROTUBULOS ASOCIADOS AL CENTR!OLO ( t de Studentl 
e 



Fig. 4: Monocitos sobre la superficie de un filtro Millipore de 
0.45 prn (FI), a 10 OOOx. A: SAZ, monocito en quimiotaxis y con 
los rasgos rnorfol6gicos característicos. B: SAZ+SN, rnonocito in
hibido y que ha perdido la morfología asociada a la quimiotaxis. 
C: SAZ+M..t1., en este grupo el aplanamiento celular es máximo • 
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Fig. 5: Centriolo y área pericentriolar a 74 OOOx. A"GEY-A, 
B=SAZ. En monocitos no estimulados quimiotácticamente, los mi
crotúbulos pericentriolares (MT), son poco numerosos (4 en A y 
x=ll.76), pero aumentan bajo el estímulo quimiotáctico U6 en By 
x=15.o). 
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Fig. 6: Centriolo y área pericentriolar a 74 OOOx. A=MAS. B=SNS. 
El medio axénico induce un aumento microtubular semejante al del 
SAZ, (x=14.98), pero el sobrenadante induce un aumento aún mayor 
(x=20.92 y 19 en B). 
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Fig. 7: Centriolo y área pericentriolar a 74 OOOx. A=SAZ+SN, 
B=SA7.+ VIM. Al coincubar los monocitos con SAZ y sobrena.dante 
de amiba, el efecto de éste domina y el índice microtubular se 
mantiene mey alto (x=22. 59 y 22 en A). Este efecto ea contrario 
al de vimblastina (B) y colchicina que reducen los microtúbulo/3. 



RESULTADOS POR RASGOS ULTRAESTRUCTURALES. 

INDICE DE APLANAMIENTO. 

Este es un rasgo indicador de la movilidad celular y los resultados 
aparecen en las tablas 1 y 2a, y en la gráfica 1. 
En reposo (GEY-A), las células adosadas al filtro fueron ligeramente 
más anchas que altas (índice de aplanamiento = 1.57). La adición de 
medio axénico (MAS), no alteró este rasgo (índice = 1.56), mientras 
que el sobrenadante solo (SNS) lo redujo significativamente (índice de 
1.24 y p<0.005) al com¡::ararlo con los grupos previos. 
L'l adición de suero activado con zimosán (SAZ) hizo que las células 
se aplanaran (índice = 2.96) significativamente (p<0.001 vs GEY-A). 
El suero testigo (ST) indujo un aplanamiento de intensidad intermedia. 
La adición de medio axénico al SAZ (grupo SAZ+MA) produjo un efec-

. to sinérgico (fig. 4C), el índice ascendió a 4.7 y superó significati
vamente a todos los demás grupos (p<0.005). 

La adición de sobrenadante al SAZ (grupo SAZ+SN) produjo una dismi
nución en el aplanamiento, moderada, aunque significativa (p<O. 05 vs 
SAZ), más marcada al compararla con su control adecuado, que es el 
grupo SAZ+MA (p< O. 001). 
La citocalasina B (SAZ+CIT) provocó una pérdida del aplanamiento, e 
incluso una tendencia a la redondez. La colchicina (SAZ+COL) y la 
vimblastina (SAZ+VIM) produjeron una disminución moderada y signi
ficativa (p<0.005 vs SAZ). La hidrocortisona (SAZ+HC) causó una re
duccion (37°/o) que no fué significativa .. 

Gráfica l. 
APLANAMIENTO CELULAR 
.Indice = ancho / alto 
Valores: Media± err,or estandar. 

Grupos experimentales: 
A= GEY-A G = SAZ+SN 
B = MAS H = SAZ+CIT 
C = SNS I . = SAZ+COL 
D = ST J = SAZ+VIM 
E = SAZ K = SAZ+HC 
F = SAZ+MA 
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NUMERO DE PSEUDOPODOS POR CELULA. 

Los resultados aparecen en la gráfica 2 y las tablas 1 y 2b. En condi
ciones de reposo (GEY-A) algunas de las células adosadas al filtro emi
tieron esporádicamente algún pseudópodo hacia el interior del filtro. El. 
medio axénico (MAS) indujo un incremento significativo de este rasgo, 
mientras que el sobrenadante (SNS) indujo un incremento mucho más dé
bil y significativamente inferior al del MA.'l (p<0.025). 
U\ adlción de SAZ produjo un incremento significativo en la emisión de 
pseudópodos (p<0.001 vs GEY-A, y media de 2.7) mientras que el ST 
produjo un incremento inferior al 50% y que difirió significativamente de 
el del SAZ (p<0.001 vs SAZ). 
La adición· del medio axénico al SAZ también potenció sus efectos sobre 
este rasgo, y elevó el índice a 3 .1. 

El SJ\Zi+-SN redujo significativamente la emisión de ¡;seudópodos (p.c0.001. 
vs SJ\Z+M..I!,. y vs SAZ). 
La citocalasina B, la colchicina y la hidrocortisona produjero::i también 
red.ucciones significativas en la emisión de pseudópodos, mientras que 
la vimblastina provocó una. reducción débil (25o/o) que no alcanzó a ser. 
sigiiificativa. · 

INDICE NUCLEAR. 

Este, y Íos dos siguientes rasgos, indican primariamente la capacidad 
de orientación de las céluJ,as en quimiotaxis (gráfica 3 y tablas 1 y 3a). 
En el grupo GEY.-A, el núcleo se encontró central o ligeramente caud3.1 
(media = O .• 63). La posició:i nuclear no se alteró al agregar medio axé
nico (x = 0.60 para MAS), pero .ocurrió una disminución significativa 
.en presencia del. sobrenadante (x = 0.54 y p<0.05 entre SNS y. MAS). 

Gráfica 2. 
EMISION DE PSEUDOPODOS 
Número de pseudópodos que 
penetran más de O. 5 µm en 
el filtro. · 
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La adición de SAZ (fig. 4A), elevó el índice significativamente (p<O. 005 
vs GEY-A), lo que no ocurrió al agre~r el suero testigo. 
La asociación de SAZ y medio axénico, de nuevo produjo un incremen
to respecto al SAZ, del que sin embargo, no difirió en forma significa
tiva. 

La adición del sobrenadante al SAZ redujo significativamente el despla
zamiento caudal del núcleo (p<O, 005 vs SAZ+M...i\) (fig. 4B). 
Los demás inhibidores ejercieron un efecto variable sobre este rasgo. 
La citocalasina B, que no inhibe la capacidad de orientación del mono
cito, permitió que el índice nuclear conservara valores equivalentes a 
los del grupo con SAZ. La colchicina y la vimblastina indujeron una 
tendencia a la reducción de este rasgo, que fué significativa sólo en el 
grupo con colchicina. La hidro cortisona no inhibió este rasgo (x = O. 70 
vs 0.69 del SAZ). 

ALINEACION CENTRIOLAR. 

Los ·resultados de este rasgo, aparecen en la gráfica 4 y en las tablas 
l y 3b •. En el grupo· de GEY-A, la mitad de las células (48.6"/o) ¡:re
sentaron al centriolo y/o al aparato de Golgi en posición cefálica o. ce
falolateral, situados entre el núcleo y el filtro. La adición de medio a
xénico o sobrenadante solos, no afectó este rasgo (MAS.=. 47. 0%, SNS 
48. 9"/o). 
En cambio, la adiCión del SAZ hizo que el centriolo quedara alineado 
cefálicamente en el 84.8% de las células, con una diferencia estadísti
-camente significativa (p<0.001 con Xi cuadrada). El ST no indujo este 
cambio (54. 2o/o). 

Gráfica 3. 
INDICE NUCLEAR 
Desplazamiento del núcleo 
sobre el eje del gradiente. 
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La alineación centrlofar fué algo meno:-· en. el grupo SAZ+MA (78 .1%) 
que en el de SAZ, per1l aún así estuvo significativamente elevada 

(p<0.025 vs GEY-A). 

Con el SAZ+SN, este rasgo quedó significativamente inhibido (p<0.005 
va SAZ). 
La· citocalasina B, no lo inhibió, pues aunque el porcentaje (75%) fué 
menor que el del SAZ (ll4.8o/o), ambos grupos no alcanzaron a diferir 
estadísticamente. En con.traste, los otros tres inhibidores, la colchl
cina, la vimblastina y la hidrocortisona, lo inhibieron significativa
mente, si bien la hidroc:ortisona lo hizo en forma bastante más dé
bil (p<:0.005, p<:0.005 y p<0.05 respectivamente). 

INDICE DE ORGANELOS. 

Los resultados aparecen en la gráfica 5 y en. las tablas 1 y 4a. En 
los monocitos no estimulados del grupo GEY-A lOs organelos se en
contrarpn dispersos y con un ligero predominio en la mitad .frontal de 
la célula, (índ. = 0.63). Esta distribución permaneció inalterada. en 
presencia de medio axénico o de sobrenadan.te solos (Ml1.S = O; 60 y 
SNS = 0.59). 
El SAZ (fig. 4A) produjo tma concentración significativa .de los orga
nelos en la porción fronl:al de la célula (índ. = O. 73 y p< O. 025 vs 
GEY'."A). . . 
El ST no causó este efeo::to, y su índice es igual al del GEY;..A. 
La combinación de SAZ y medio axénico no difirió estadísticamente 
del SAZ .• 

100 

80 

60 

% 

40 

20 

o 
SAZ SAZ SAZ SAZ ~z 5:42 ~z 

+ + + + + + 
MA SN CIT C'OL VIM HC 

Gráfica 4. ALINEACIO:-r CENTRIOLAR. 
Porcentaje de células en las que el centriolo y/ o el aparato de Golgi 
se localizan en las regiones cefálica o cefalo-lateral de la célula. 
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La adición de sobrenadante al SAZ (fig. 4B) redujo significativamente 
este rasgo hasta niveles <iquivalentes a los que se encontraron con 
GEY-A (p<0.05 y p<0.01 vs SAZ+MA y SAZ res¡:.ectivamente). 
Eri concordancia con lo observado con los otros rasgos de orientación, 
este índice no fue afectado por la citocalasina B, mientras que sí fue 
significativamente inhibido por la colchicina, la vimblastina y la hidro
cortisona. 

MICROTUBULOS ASOCIADOS AL CENTRIOLO. 

Los microtúbulos son elementos del citoesqueleto que desempet'lan va
rias funciones, entre ella13 el mantenimiento de la forma y la polaridad. 
de las células en quimiota.xis (138). 
La evaluación de este rasgo dió un promedio basal de 11. 8 microtúbu
los pericentriolares por célula en el grupo de GEY-A (gráfica 6, tablas 
1, 4b y fig. 5A). La adición de SAZ (fig. 5B), elevó significativamente 
el promedio a 15.15 (p<0.005'vs GEY-A), mientras que el ST no au
mentó el número de MAC (11.2). La adición de medio axénico solo 
(MAS) (fig. 6A) o con SAZ (grupo SAZ+MA) prodajo un incremento en 
los MAC al nivel del SAZ (x = 15. O y 15 .2 respectivamente) sin diferir 
estadísticamente del SAZ ;y elevado respecto al GEY-A (p..::ci.001 y 
p<o.oo5 respectivamente). 

La adición del sobreriadante en ausencia (SNS) (fig. 6B) o ¡:resericia de 
SAZ (SAZ+sN) (fig. 7A) provocó un notable incremento en los MAC 
(x = 20.9 y 22.6 respectivamente) que difirió significativamente de los 
valores obtenidos para los grupos testigo respectivos (p<0.001 para SNS 
vs MAS y para SAZ+SN Vfl SAZ+MA) y que exceden signlficativamente a 
los valores del SAZ. · · 

Gráfica 5. 
INDICE DE ORGANELOS 
Concentración de los organelos 
en la porción frontal de la célula. 
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La citocala~ina B, a seme:ianza del sobrenadante, elevó significativamente 
el número de MAC (x = 20.9 y p<0.001 vs SAZ). La colchicina y la 
vimblastina (fig. 7B) produjeron la "clásica" disminución en los MAC 
(x = 8.1 y 10.8, p<0.001 vs SAZ en ambos casos). La hidrocortisona 
también produjo un descenso significativo en los MAC, aunque de me
nor intensidad (x = 12. 55 y p<O. 025 vs SAZ). 

MICROFILAMENTOS. 

Los microfilamentos son los componentes del citoesqueleto que más di
rectamente se relacionan con la movilidad integral y citoplásmica de 
las células. Aunque los datos obtenidos para este rasgo eran suscepti
bles a un análisis estadístico, desde el punto de vista matemático, por 
las razones indicadas en la metodología se consider6 más prudente ex- · 
presarlos sólo en forma semicuantitativa (tabla 1). 
Las células con GEY-A presentaron típicamente dos o tres acúmulos 
densos de microfibrillas a lo largo de 2 micras de la superficie de con
tacto _célula-filtro por lo que se calificaron como 2+. La adición de me-
dio axénico aument6 las :mnas de contacto a 4-5 (3+), ·mientras que con 
el sobrenadante los acúmulos de microfibrillas se redujeron a 2+. El 
SAZ produjo un marcado aumento en el número de zonas densas a 4+ 
mientras que con el ST se mantuvieron en 2+. En el grupo SAZ+MA 
hubo un awnento ·a 3+. 

Con el SAZ+SN hubo un descenso moderado (2+). 
La, citocalasina B produjo una reducción muy intensa en este rasgo 
(1+ vs 4+ del SAZ y 2+ del GEY-A), en contraste, la colchicina pro
dujo una alteración leve (3+ vs 4+ del SAZ). La vimblastina y la hidro
cortisona causaron reducciones moderadas (2+). 

Gráfica 6 ~ 
MICROTUBULOS ASOCIADOS AL 

. CENTRIOLO . 
.Número de microtúbulos en un 
área de 1 Jl.IT1 de radio alrededor 
del centriolo. 
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RASGOS COMPLEMENTAlUOS. 

Penetración del núcleo al filtro. 

Los resultados de este estudio (gráfica 7), sei'!alan que la ¡:enetración 
del núcleo al filtro fue un fenómeno esporádico, presente en menos del 
4o/o de las células de cada grupo y en esos casos, la penetración fue 
marginal. La adición de citocalasina B produjo un cambio radicalmente 
distinto en este rasgo, pues 34 de las 72 células estudiadas (47. 2o/o) 
presentaron penetración nuclear, y en 28 de las 34 (38.9"/o del total), 
la penetración fue profunda. Estos datos sugieren que la penetración 
del núcleo al filtro sea un rasgo de la inhibición de la quimiotaxis por 
citocalasina B, y no un rasgo "Universal" de la inhibición quimiotáctica. 
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Gráfica 7. PENETRACION DEL NUCLEO AL FILTRO, 
Porcentaje de células cuyo núcleo penetra parcialmente por debajo 
del nivel del borde superior del filtro. 
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Filamentos intermedios • 

Los filamentos intermedios aparentemente varían en forma paralela a 
la de los microtúbulos (80, 117). 
En este estudio se observó que los filamentos intermedios de las célu
las en reposo del gru¡:o GEY-A, tuvieron una distribución predominante
mente centro-celular y al agregar SAZ aumentaron de número, y predo
minaron en el margen del monocito. El ST provocó los mismos cambioa 
que el SAZ, lo que indica que el cambio se originó por algún factor del 
suero no relacionado con la quimiotaxis. 

Todos los inhibidores estudiados, excepto la hidrocortisona, indujeron 
una distribución difusa de los filamentos intermedios. . 
Sin embargo, el grupo con SAZ+COL, se separó de los demás grupos, 
ya que en él apareció un gran porcentaje de células (60%) con filamen
tos agrupados en grandes racimos, mientras que en los demás grupos 
los filamentos fueron predominantemente solitarios (grá.fica 8). 

Gráfica 8. FILAMENTOS INTERMEDIOS. 
Porcentaje de células con grandes haces de filamentos intermedios. 
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RESUMEN DE RESULTADOS POR GRUPO EXPERIMENTAL. 

MEDIO DE GEY-ALBUMINA (grupo GEY-A). 

Los monocitos adheridos al filtro, en este grupo, estuvieron ligeramen
te aplanados, tuvieron ocasionalmente algún pseudópodo. El núcleo estu·· 
vo cercano al centro de la célula, el centriolo tomó una posición varJ.a
ble y los organelos estu'fieron dispersos, o agrupados en cualquier di
rección. Los microtúbulos y los microfilamentos se encontraron en una 
condición "basal". 

MEDIO AXENICO (grupo MAS). 

Los resultados de este grupo experimental mostraron que el medio axé
nico .incrementó algunos de los rasgos, especialmente el número de pseu
dópodos por célula, y el número de microtúbulos asociados al centriolo 
(p<;0.001 vs GEY-A en ambos casos) (fig. 6A). Los otros rasgos perma
necieron en valores no superiores a los del GEY-A. 

SOBRENADANTE DE E. HISTOLYTICA (grupo SNS). 

El sobrenadante pr.odujo una disminución en el número de pseudópodos 
al compararlo con su grupo testigo (MAS), que alcanzó significación es
tadística (p<:O. 025). Los índices de aplanamiento y nuclear se redujeron 
significativamente, en relación, tanto con MAS, como con GEY-a. En 
contrapartida el sobrenaclante produjo un notable incremento en el núme
ro de microtúbulos asociados al centriolo (fig. 6B), con un promedio de 
20.9/cél., significativamente superior en relación al MAS (p<0.001), al 
GEY-A, e incluso al SAZ (tablas 1 a 4). 

SUERO ACTIVADO POR ZIMOSAN (grupo SAZ}. 

En este grupo se produjo un incremento en todos los rasgos observados, 
las células se aplanaron contra el filtro hasta que su ancho fue casi tres 
veces mayor que su alto, el número de pseudópodos pasó de 1. 1 a 2. 7, 
el núcleo se desplazó hacia la porción caudal de la célula, el centrici1o 
se alineó en la región cefálica del monocito y el reato de los org-.i.nelos 
tendieron a concentrarse hacia el polo frontal, detrás de los pseudópo
dos. Todos estos rasgos se incrementaron significativamente respecto 
al GEY-A, (p<O. 05 o menor (tablas 1 a 4) ). El número de microtú!.mlos 
asociados al centriolo también aumentó significativamente (p<0.005) (fig. 
5B), y los microfilamentos pasaron de 2+ a 4+. 
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SUERO TESTIGO (grupo ST). 

En este grupo se encontró un aumento en los rasgos indicadores de la 
movilidad (aplanamiento y pseudópodos). Los aumentos fueron de ll!'.a 
magnitud intermedia entre el GEY-A y el SAZ (gráfica llA), y difirie
ron estadísticamente de ambos grupos (p<0.05, tablas 1 y 2). Los de
más rasgos permanecieron inalterados, a nivel del GEY-A, y significa
tivamente por debajo de los valores del SAZ (p<0.05, tablas l, 3 y 4). 

MEDIO AXENICO CON SAZ (grupo SAZ+MA). 

Como se observa en la gráfica 9 y en las tablas 1 a 4, en este grui:o 
ocurrió un aumento en todos los rasgos analizados. Los microfilamen-
tos aumentaron de 2+ a 3+. Los demás indicadores se elevaron signifi
cativamente respecto al GEY-A (p<O. 025), excepto el índice de organe
los. Al comparar SAZ+MA con SAZ se observa que la adición del me
dio axénico al SAZ produje> un efecto aditivo, manifiesto especialmente 
en los índices· de aplanamiento y nuclear, cuyos valores son mayores 
con SAZ+MA, que con SAZ o con medio axénico por se¡:arado. Hubo ca
sos extremos en que algún monocito fue casi diez veces más. ancho que 
alto •. (La célula de la figura 4C tiene un índice de aplanamiento de 7. 25). 

Gráfica 9. MEDIO AXENICO 
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SOBRENADANTE DE AMIBA CON SAZ {grupo SAZ+SN). 

Este es el grupo experimental principal del estudio y en él ocurrió unE< 
disminución significativa de todos los rasgos estudiados (fig. 4B), excep
to en el número de microt:úbulos asociados al centriolo {fig. 7A) donde 
a¡:.areció una importante elevación, como se ve en la gráfica 10. En los 
parámetros indicadores de movilidad la adición del sobrenadante al SAZ 
provocó -reducciones significativas del aplanamiento y de la emisión de 
pseudópodos (p<0.001 vs SAZ+MA). 
El sobrenadante también inhibió los rasgos indicadores de orientación, 
ya que los índices nuclear, de alineación centriolar y de organelos se 
redujeron a valores significativamente inferiores a los del SAZ+MA 
p<0.05 o menor). 
El hallazgo más llamativo fue que con el SAZ+sN ocurrió, un notable in
cremento en el número de MAC. El promedio ascendió desde los 15 del 
SAZ y SAZ+MA hasta 22.fi y difirió significativamente de esos grupos, y 
de los demás, excepto el de citocalasina B (SAZ+CIT), y el del sobrena
dante solo (SNS), donde ya se encontró presente el aumento en los MAC. 
Los microfilamentos, presentaron sólo una ligera reducción al compararlos 
con su testigo (SAZ+MA) {2+ vs 3+), aunque la inhibición sería más inten
sa si los comparásemos con el SAZ (4+). 
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Gráfica 10. SOBRENADANTE DE Entamoeba histolytica. 
Perfil inhibitorio del SAZ+SN, expresado como porcentaje de persis
tencia de cada rasgo, al comparar con SAZ= lOOo/o (gráf. lOa) o con 
SAZ+MA = 100% (gráf, J.Ob), GEY-A = 0% en ambos casos. 
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Gráfica 11. PERFILES DE INHIBICION DE LA MOFiFOLOGIA QUIMIOTAC:TlO~ 
Valores porcentuales en escala re la ti va comúr. 
(GEY-A = 0% y SAZ = JOOo/o para cada rasgo morfológico>.. 
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CITOCALASINA B (grupo SAZ+CIT). 

Como se puede apreciar en la gráfica 11 y en las tablas 1 a 4, la cito
calasina B produjo una inhibición prácticamente total de los rasgos rela.
cionados con la movilidad. El aplanamiento revirtió en un redoncleamien
to y la emisión de pseudópodos también se redujo significativamente 
(p<0.001 ve. SAZ en ambos casos). 
En cambio los rasgos de orientación (índice nuclear, alineación centrio
lar e índice de organelos) continuaron presentes, y no difirieron estadír.i
ticamente del SAZ. 
Respecto a los indicadores del citoesqueleto, la citocalasina B produjo 
un incremento en el número de MAC (x = 20.9) significativamente por 
encima del causado por el SAZ (p<0.001). 
Por otra parte, la citocalaaina B causó una profunda alteración en los 
microfilamentos, disminuyó las zonas densas en la unión filtro-célula de 
4+ del SAZ a l+, pero además, su efecto se manifestó también como 
ruptura del halo aubmembranal de microfilamentoa, y como pérdida de 
la homogeneidad citoplásmica de loa pseudópodos. Ninguno de los otros 
inhibidores produjo alteraciones del sistema microfibrilar de tal magnitud. 

Más aún, en aproximadamente la mitad de las células inhibidas por la 
citocalasina B, el núcleo se deslizó parcial, pero profundamente, dentro 
de algún pseudópodo. Este fenómeno, no se observó con ninguno de los 
demás inhibidores estudiados. 

COLCHICIN~ (grupo SAZ+cOL). 

Este es el grupo con la inhibición más característica, como se ve en el 
perfil de la gráfica 11 y en las tablas 1 a 4, pues inhibió todos los ras
gos morfológicos asociados a la quimiotaxis analizados. 
Inhibió moderada (50"/o), pero significativamente (p<O. 005) los dos rasgos 
de movilidad. Inhibió profunda y significativamente los rasgos indicadores 
de orientación (p<0.025 para el índice nuclear, p<0.001 la alineación can
triolar y p<0.01 el índice de organelos) al compararlos con SAZ. 
También el número de microtúbuloa se redujo intensa y significativamente 
(x = 8.1 y p<O. 001 ve SAZ), mientras que los microfilamentos se redu
jeron en forma relativamente débil (3+ ve 4+ del SAZ). 

Cabe senalar que en las células inhibidas por colchicina los filamentos 
intermedios aparecieron con cierta frecuencia organizados en gran.des ra
cimos, largos y con muchos filamentos. Este hallazgo no apareció en 
ninguno de los demás grupos. 



VIMBLASTINA (grupo SAZ+VIM). 

Como se observa en el perfil de la gráfica 11 y las tablas 1 a 4, la 
vimblasti.na redujo los rasgos de la movilidad, el aplanamiento mode -
rada y significativamente (p<O .001 vs SAZ) y el número de pseudópodos 
débilmente y sin alcanzar significación estadística. 
Respecto a los indicadores de orientación ocurrió una respuesta diver-
gente, mientras el índice nuclear se redujo débilmente (-33o/o), sin dile·· 
rir significativamente del SAZ, la alineación centriolar y el índice de 
organelos se inhibieron intensa y significativamente (p<O. 005 vs SAZ). 
Los indicadores del citoesqueleto también se redujeron, los microtúbu·· 
los se inhibieron intensa y significativamente (p<O. 001) (foto 4B) y loa 
microfilamentos se redujeron de 4+ a 2+. 

No se encontraron los grandes racimos de filamentos intermedios vis
tos con colchicina, y aunque se buscaron, no se encontraron los crista
loides de polímeros de tubulina y vimblastina que habían sido observa
dos en presencia de altaii concentraciones de esta droga (137, 138). 

HIDROCORTISONA (grupo SAZ+HC). 

Hasta donde sabemos, la mo:x>fologfa ultraestructural de los monocitos hu
manos en quimiotaxis inhibida por hidrocortisona, no ha sido previamen
te caracterizada, pero debido a que actúa cortando la respuesta quimio
táctica en una etapa membranal muy temprana, era de esperarse que in
hibiera toda la respuesta, tanto los componentes de movilidad como los 
de orientación. 

Los resultados que aparecen en el perfil de la gráfica 11, además <le 
en las tablas 1 a 4, muestran que, con una sola excepción, la hidroco.':'
tisona redujo los rasgos morfológicos estudiados. 
Redujo a cerca del 50% los rasgos indicadores de la movilidad, aunque 
sólo la disminución en el número de pseudópodos alcanzó significación 
estadística (p<0.01 vs SAZ). 
En este grupo también a¡:areció una divergencia entre los indicadores de 
orientación, el índice nuclear retuvo su orientación caudal quimiotáctiea 
(índice de O. 70 vs O. 69 del SAZ), y en cambio, la alineación centriolm· 
y el índice de organelos se redujeron sigrúficativamente (p<O. 05 y p<O. 01 
va SAZ). 
Los dos rasgos indicadores del citoesqueleto también se atenuaron, loi; 
microtúbulos asociados al centriolo disminuyeron a un promedio de 
12.5/cél. (p<0.025 vs SAZ) y los microfilamentos descendieron de 4+ a 
2+. 

53 



RECAPITULACION DE RESULTADOS. 

1) Los siete rasgos morfológicos seleccionados, estuvieron específi
camente asociados a la quinüotaxis de los monocitos, en el mo
delo experimental, y confirmaron la aparición de una morfología 
característica de la quimiotaxis. 

2) Los cambios estudiados en los filamentos intermedios, no estuvie
ron específicamente relacionados con la quimiotaxis, pues también 
ocurrieron en los monocitos con el suero testigo inactivo. 

3) El gradiente de SAZ indujo la aparición de una morfología asocia
da a la quimiotaxis, que inclcyó, el aplanamiento de la célula 
contra el filtro, la emisión de pseudópodos en el frente de avan
ce, el desplazamiento caudal del núcleo, la alineación centriolar 
y la acumulación de los organelos en el polo frontal de la célula, 
así como un all!Ilento de los microtúbulos pericentriolares y de 
los acúmulos de microfilamentos. 

4) La. citocalasina B inhibió los rasgos asociados a la movilidad, res
petó los de orientación, redujo los microfilamentos por debajo del 
GEY-A y aumentó los microtübulos por encima del SAZ, y fue el 
único inhibidor que provocó la penetración del núcleo en el pseu
dópodo, por debajo del borde del filtro. 

5) La colchicina produjo un perfil de inhibición completo, dismincyó 
los rasgos de la movilidad y de la orientación, así como los mi
crofilamentos y especialmente los microtúbulos, y fue el único in
hibidor que indujo J.a formación de grandes racimos de filamentos 
intermedios. 

6) La vimblastina inhibió los rasgos de la movilidad y del citoesque
leto, pero presentd un efecto divergente en los rasgos de orienta
ción, con el índice nuclear poco reducido y los otros dos (alinea
ción y organelos) mey inhibidos. 

7) La hidrocortisona redujo los rasgos de la movilidad y de la fundóu 
citoesquelética, y también ejerció un efecto divergente eu los indi
cadores de la orientación, con el índice nuclear inafectado, y los 
otros dos inhibidos . 
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8) El medio axemco tuvo un perfil de estimulación incompleto, 
aumentó los pseudé>podos y los microtúbulos, pero no los de
más rasgos, y actuó como un cofactor facilitador para el SAZ.. 

9) El sobrenadante de cultivos axénicos de Entamoeba histolytica., 
produjo una inhibición, tanto en los rasgos de la orientación co·· 
mo en los de la movilidad y redujo los microfilamentos, pero 
provocó un aumento en los microtúbulos pericentriolares supe
rior al inducido por el SAZ. 

10) El perfil inhibitorio del sobrenadante fue distinto al de los de
más inhibidores estudiados. Semejó sobretodo al perfil de J.a 
colchicina, del que difirió radicalmente por aumentar los micro
túbulos, propiedad que sólo compartió con la citocalasina B, de 
la que difirió porque el FILM afectó la orientación, y su efecto 
aparente sobre los microfilamentos fue mucho más débil. 

11) Algunos de los efectos del sobrenadante fueron evidentes aún en 
ausencia de SAZ, especialmente, el aumento en el número de 
microtúbulos pericentriolares, y la disminución en los índices 
de aplanamiento y nuclear (lo que sugiere la pérdida de la mo
vilidad aleatoria en esos monocitos). 
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ANALISIS. 

Un análisis metódico, requiere anteponer, a la discusión del FILM de 
los sobrenadantes de amiba, una breve discusión de los rasgos morfo
lógicos, para verificar su validez y sus posibles limitaciones, así co
mo un análisis de los grupos testigo, que permita establecer el marco 
de referencia para juzgar los efectos del FILM. 

ANALISIS Y VALIDACION DE LOS RASGOS MORFOLOGICOS. 

La aparición de una morfología característica, asociada a la quimio
taxis, es un hecho bien establecido (7, 43, 44, 80, 87, 91, 116, 121, 
138, 141). Pero respecto al valor de cada rasgo morfológico particu
lar, hay variaciones y discrepancias (91, 121 y 7 ve 80). La emisión 
de pseudópodos es demostrable en muchos modelos experimentales (80, 
91, 139), el aplanamiento celular depende del modelo empleado (80, 91, 
139), y en torno a la posición del centriolo hay resultados discrepan
tes (7 vs 43 y 80). 

Existen dos condiciones esenciales que deben cumplirse para emaule
cer como válida la asociación de algún rasgo morfológico con la qu.i
miotaxis, en cualquier modelo experimental. 

1) El rasgo debe aparecer o incrementarse significativamente 
cuando la célula pasa del reposo a la quimiotaxis. 

2) El rasgo debe estar ausente o incrementarse en forma signi
ficativamente menor en presencia de sustancias testigo qui
miotácticamente inactivas. 

Estas condiciones se cumplen en siete de los rasgos estudiados (Tabla 1). 
Por este motivo los índices de aplanamiento, de emisión de pseudópodos, 
nuclear, de alineación centriolar, y de organelos, así como los aumentos 
en los microtúbulos y los microfilamentos, pueden ser validados como 
rasgos morfológicos asociados a la quimiotaxis, y como indicadores de 
la función quimiotáctica. de los monocitos humanos, en este modelo ex
perimental. Esto confirma y amplía las evaluaciones previas efectuadaa 
por Malech et al. (80) y Za.khireh et al. (138). 

La penetración del núcleo por debajo del nivel del filtro fue descrita 
como un rasgo asociado a inhibición (80). Se encontró en el grupo SAZ+ 
CIT, pero está virtualmente ausente (<4o/o) en todos los demás gruprm, 
por lo que no es un rasgo morfológico asociado a la quimiotaxis. 
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El aumento en los filamentos intermedios, que ha sido descrito como 
asociado a la quimiotaxis (138) debe ser descartado, no obstante que 
también fue identificado ·en el presente estudio, pues no cumple la se
gunda condición, ya qui~ el ST produjo los mismos cambios que el SAZ, 
lo que indica que el cambio se originó en algún mecanismo no especí
ficamente relacionado c:on la quimiotaxis. 

Salvo mención en contrario, el resto del análisis se refiere a los 7 
rasgos demostrados como efectivamente asociados a la quimiotaxis en 
este modelo experimental . 

Los valores de los índices de GEY-A y SAZ proporcionan los valores 
de referencia para determinar los efectos del FILM y otros inhibidores 
sobre cada rasgo morfológico. 

El sobrenadante de amibas redujo a la mitad la quimiotaxis de los mo
nocitos humanos (69, 73) y las dosis de los inhibidores testigo se eli
gieron para producir wm inhibición de la misma magnitud, por lo que 
los valores predictibles de los índices para cada rasgo e inhibidor, de
berían ubicarse en dos zonas: 

a) Valores semejantes al SAZ para los rasgos no inhibidos. 

b) Valores intermedios entre SAZ y GEY-A para los rasgos 
inhibidos. 

El valor de los índices de los rasgos no inhibidos, como son los de o
rientación en el grupo SAZ+CIT, quedaron, como se esperaba, en la 
primera zona. Los valores de la mayoría de los demás índices, que sí 
están inhibidos, quedaron en la segunda zona. Sin embargo, los valores 
de ciertos índices por rasgo e inhibidor se apartaron notablemente de 
estas zonas y quedaron, ya sea por debajo del GEY-A o por-encima de 
los valores del SAZ. 
La existencia de índices por rasgo/inhibidor con valores "fuera de ran
go" refleja un fenómeno biológico y no un artificio de laboratorio y son 
importantes en dos sentidos: Reducen las hipótesis compatibles con los 
resultados y senalan mecanismos específicos en la inhibl.cíón quimi.ot-1c
tica por un inhibidor particular. 

Debe exclui.rse que estos índices con valores "fuera de rango" sean pro· 
dueto de un error o artificio de laboratorio, pues fueron un fenómeno 
característico y restringido a ciertos grupos experimentales, fueron :)OD: 

tantee intra e interexper:i.:mentalmente y los demás índices obtenido;::¡ al 
medir las mismas céllilas produjeron valores "ortodoxos". 
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Los índices con valores fuera de rango reducen las hipótesis compa ·· 
tibles con los resultadoi1, pues reflejan desviaciones morfológicas es
pecíficas, explicables únicamente por la hipótesis de J.a aparición de 
una "parálisis celular", inducida por el inhibidor, pero incompatibles 
con hipfutesis como la pérdida de la estimulación o la conclusión pre
matura de la quimiotaxis. También ayudan a focalizar los mecanis
mos de acción. Los descensos por debajo de los niveles del GEY-A, 
que se presentan en los microtúbulos con la colchicina y en los m:lcro
filamentos con la citocalasina B, se correlacionan bien con los sitias 
de acción primaria de estos dos inhibidores. 

En los grupos experimentales con sobrenadante (SNS y SAZ+sN), el in
cremento en el número de MAC, significativamente por encima de los 
valores encontrados con SAZ y SAZ+MA, constiteyó un índice con va
lores "fuera de rango", que obliga a excluir las hipótesis de pérdida 
de estimulación (por ejemplo que el sobrenadante destruyese al atrac
tante), y en cambio, focaliza el posible nivel de acción del FILM so
bre los microtúbulos, con un efecto directo, o indirecto pero cercano, 
semejante al de la citocalasina B, que actúa sobre los microfilamentos 
y secundariamente induce un aumento en los microtúbulos. 

Algunos rasgos requieren consideraciones adicionales: El índice de apla
namiento está condicionado por el modelo experimental y la simetría del 
aplanamiento. 
El aplanamiento se produce cuando los leucocitos encuentran un filtro 
perpendicular al gradiente quimiotáctico, como ocurre en los modelos 
en cámaras de Boyden (80, 91, 138), pero cuando encuentran una super
ficie paralela al gradiente, los leucocitos se alargan (91, 121, 139, 141). 

Para esta:blecer que la medida del ancho celular es representativa, 
hay que determinar si los monocitos sobre el filtro se alargan sobre 
un solo eje, o se aplanan simétricamente formando un disco. La mitad 
de. los filtros de un experimento se procesaron para microscopía elec
trónica de barrido y se encontró que los monocitos formaron un ovoide 
con diferencias poco marcadas entre los anchos máximo y mínimo, lo 
que coincide con observaciones previas (85, 91). 

El aumento en el número de microtúbulos asociados al centriolo se re
fiere, estrictamente, a un conteo e imagen morfológicos estandarizados. 
Antes de extrapolarlo debe tenerse en cuenta que· esta "imagen morfoló
gica", puede reflejar un aumento real en el número de microtúbulos, o 
un aumento aparente originado en que los microtúbulos sean más visi
bles, ya sea por disminución de flexiones o aumento en la longitud (7, 
137). 
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ANALISIS DE LOS GRUPOS TESTIGO. 

Los grupos testigo .. pueden ser agrupa.dos en tres categorías: Testigos 
de actividad (GEY-A, SAZ y ST), testigos de inhibición (SAZ+CI'!', SAZ+ 
COL, SAZ+VIM, y SAZ+HC) y testigos del medio de cultivo (MAS y 
SAZ+MA). 

TESTIGOS DE REPOSO-ACTIVIDAD. 

Estos grupos sirven como referencia de la aparición de la morfología 
quimiotáctica. En esencia, el grupo GEY-A presentó la morfología de 
los monocitos no estimulados, el grupo con SAZ presentó la morfolo
gía quimiotáctica completa y el grupo ST mostró la no aparición de los 
rasgos quimiotácticos, verüicando que éstos estuviesen asociados espe
cíficamente a la quimiotaxis. 

Grupo en medio de GEY-A. 

En este grupo el atractante estaba ausente, y los componentes del me
dio de GEY-A se encontraban en la misma concentración en ambas cá
maras, lo que canceló cualquier gradiente alterno. En estas condicio
nes las células no estaban en quimiotaxis. Sin embargo, hay que sena
lar que los monocitos no estaban en reposo "absoluto", ya que cierta 
cantidad de células estarían en condiciones de movilidad espontánea, y 
aunque el filtro es quimiotácticamente inerte, los monocitos lo detectan 
como un objeto físico por un mecanismo de tigmotaxia (98). Est.a situa
ción se reflejó en una cierta sepa.ración entre los índices observados y 
los teóricos, por ejemplo el índice nuclear fue de 0.63 en relación al 
teórico de 0.50. Este "ruido de fondo" fue inevitable, pero afectó por 
igual a todos los grupos. 

Grupo con SAZ. 

Este grupo fue disenado como el testigo activo, con el atractante pre
sente y formando un gradiente de la cámara inferior a la superior. 
Los monocitos en este grupo sufrieron una reorganización celular que 
puso de manifiesto cambios morfológicos entre este grupo y el de '· · 
GEY-A. 

Los cambios fueron objetivos, cuantificables y coincidentes con las des
cripciones previas de los rasgos morfológicos asociados a la quimiow.xis 
(43, 80, 121. 138). 
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No todos los rasgos estuvieron necesariamente presentes o fueron d-s 
la misma intensidad en una misma célula. Esto se explica, en parte, 
porque las células se encontraban en diferentes etapas de la migra
ción (p. ej. pseudópodos jóvenes, maduros o en retracción). Pero tam
bién se debió a que los rasgos son indicadores de distintas fUnciones 
semiautónomas (movilidad y orientación). 

El trabajo se referirá a los monocitos en su totalidad, pero si llega13t>n 
a confirmarse los resultados de Falk (36) y Marder (81) de que sólo 
una aubpoblación de monocitos ea quimiotácticamente migrante, los re
sultados ·del estudio deberían restringirse a esa aubpoblación. 

Grupo con suero testigo. 

En este grupo el suero , inactivado por calor, se coloca· sólo en la 
cámara inferior, por lo que hay gradientes, pero estos fueron incapa
ces de inducir quimiotaxis. Loa monocitos en este grupo retuvieron, en 
términos generales, la morfología de reposo. El aplanamiento celular 
y la emisión de paeudópodos, ambos rasgos indicadores de la movilidad, 
se elevaron, aunque permanecieron significativamente por debajo del 
SAZ. Esta moderada estimulación de los rasgos de movilidad sin afec
tar la orientación sugiere (aunque no debe interpretarse directamente 
como), una estimulación quimiocinética moderada. 

TESTIGOS DE INHIBICION 

Los inhibidorea testigo pueden separarse en tres categorías: 
. La hidrocortieona (SAZ+HC) es un inhibidor "temprano" que actúa en los 
cambios de membrana posteriores al receptor pero antedores a la 
estimulación del citoesqueleto. La colchicina y la vimblastina {SAZ+ 
COL, SAZ+VIM) son inhibidores de la etapa "media" de la quimiotaxis, 
e impiden la orientación a través de la inhibición del ensamble mir:ro
tubular. La citoealasina B (SAZ+CIT) es un inhibidor "tardío" que fre
na el ensamble de microfilamentos, y permite la estimulación y la o
rientación pero no la movilidad. 
Este ea el esquema básico, pero la inlúbición ea más compleja y no 
puede explicarse mediante un mecanismo de "golpe único". 
Para facilitar el análisis conviene postergar la hidrocortisona cuya 
morfología no ha sido previamente caracterizada. 
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Citocalasina B. 

Los cambios observados al inhibir con citocalasina B concuerdan con 
los datos morfológicos (80, 121} y bioquímicos (79} previos. 
La alteración morfológica más drástica observada fue la disrupción 
del sistema microfibrilar, manifiesta de varias formas, y de mayor. 
intensidad que en los demás grupos. Las funciones controladas por 
los microfilamentos; la movilidad celular y los rasgos asociados a 
ella, se vieron directan1ente afectados. 
Cambios semejantes ocurrieron en las funciones derivadas de la flui-· 
dez del citoplasma, como la composición anormal de los pseudópodos, 
también observada, aunque no cuantificada. La unión actina-citocalasi
na B reduce las uniones entre microfilamentos y microtúbulos, por lo 
que éstos presentan menos cambios de dirección y se alargan (80, 117}, 
este factor pudo originar el aw:.'lento de los microtúbulos, encontrado 
en este· grupo. 

Colchicina y vimblastina. 

La evaluación morfológica de los monocitos inhibidos con ambas sus
tancias confirmó, en términos generales, las observaciones de estu
dios previos (80, 138}. Ambas moléculas fueron inhibidores "comple
tos" de quiroiotaxis; hicieron disminuir la quimiotaxis y los rasgos 
morfológicos asociados a ella, tanto de la orientación como de la mo
vilidad. 
La existencia de diferencias (orientación nuclear y filamentos inter
medios}, sólo amplió el cuadro de efectos discrepantes identificados 
entre ambas moléculas (106, 113). 
Llama la atención la divergencia que ocurrió en el grado de inhibición 
de los rasgos de orientación en el caso de la vimblastina, lo que su
giere una mayor complejidad en el proceso de orientación. 

Hidrocortisona. 

La hid~~cort.isona produ,jo un perfil de inhibición "con~pleto", pues con 
eY'-'pción del Úldice nuclear, inhibió todos los demás rasgos, tanto de 
ia orientación como de la movilidad. Los microfilamentos y loa micro
túbulos dilllthin~eron, a1mque en grado menor que en el caso de la ci
tocalasina· B, y de las antitubulinas respectivamente, todo lo cual ea 
consistente con un inhibidor quimiotáctico temprano. 
Resalta la discrepancia en el grado de inhibición de los rasgos de la 
orientación, donde los índices de organelos, alineación centriolar y nu
clear están respectivamente, mucho, medio y nada, inhibidos. Este fe
nómeno es más llamativo porque es semejante al encontrado en vimb!ast: 
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Aún más, el perfil inhibitorio de ambas sustandas fue muy semejante, 
y no se pudieron demostrar diferencias estadísticas entre ellas para 
ningún rasgo (51). Hay que recordar que en estadística, "fallar en de
mostrar diferencia" no implica necesariamente "demostrar igualdad". 
La hidrocortisona y la vimblastina son moléculas diferentes, que actúan 
en sustratos diferentes y en etapas distintas de la inhibición quimiotác·· 
tica, pero la semejanza. en los perfiles inhibitorios de ambas, podría 
indicar que utilizasen una vía final común, o que alguna de ellas te~.1,ra 
un mecanismo de acción adicional a los conocidos. 

TESTIGOS DEL MEDIO DE CULTIVO (grupos MAS y SAZ+WIA). 

La tercera categoría de grupos testigo correspondió a los grupos en 
que se agregó el medio axénico para el cultivo de la amiba, procesa
do en ausencia de ésta. Y fueron los grljlpos con medio axénico solo 
(MAS) o donde éste se adicionó al SAZ (SAZ+MA). 
Estudios previos mostraron que el medio axénico no es quimiotáctica
mente inerte, ya que al evaluar el número de células por campo, se 
encontr6 que ejercía un débil efecto estimulante (67, 69, 73). 

En este modelo se observó que los efectos del medio axénico se exten
dieron a la morfología asociada a la quimiotaxis, ya que el medio axé
nico produjo por sí solo (MAS) un efecto estimulante, relativamente dé
bil e irregular, que afectó unos rasgos sí y otros no. 
Aumentó signifiCl\ltivamente el número de pseudópodos, pero 110 indL\jo 
el aplanamiento, y no afectó los tres rasgos de orientación. Aum.entó 
el número de los microtúbulos pericentriolares hasta valores equiva
lentes a los del SAZ, y en forma moderada aumentó los microfilameu
tos. El medio axénico adicionado al SAZ tuvo un efecto complejo, pe
ro potente, pues sinergizó los efectos del SAZ en los rasgos de movi
lidad. Los índices de orientación y los microtúbttlos alcanzaron valo
res comparables a los del SAZ, y sólo el aum.ento en los microfila
mentos fue menor con SAZ+MA que con SAZ, aunque comparable al 
del MAS. 
Determinar cual o cuantos de los nilmerosos componentes del medio a
xénico fueron los que produjeron estos efectos estimulantes, está fue
ra del alcance de este trabajo. La acción del medio axénico parece 
corresponder más a un cofactor facilitador que a un atractante !?!!!" ~-· 
ya que los efectos máximos se alcanzaron al combinar medio axénico 
con el SAZ. 
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EL FILM DEL SOBRENADANTE. I.ANALISIS INTRAEXPERIMENTAL. 

EFECTOS DEL SOBRENADANTE SOLO (grupo SNS). 

La adición del sobrenadante a las células en medio de GEY-A, produ
jo ciertos cambios morfológicos que sugieren la desaparición del débil 
efecto estimulante del medio de cultivo, e incluso la cancelación de la 
movilidad aleatoria espontánea de los monocitos. 
Los rasgos de movilidad estuvieron especialmente afectados y disminuye
ron significativamente con respecto al MAS, el aplanamiento disminuyó 
significativamente incluso respecto al GEY-A. 
Entre los rasgos de orientación, el índice nuclear también se redujo sig
nificativamente y se acercó mucho al índice teórico para condiciones de 
no estimulación absoluta (0.54 vs 0.50 contra 0.60 del GEY-A). 
En contraste, el número de microtúbulos asociados al centriolo se ele
vó significativamente, por encima de los valores de los grupos estimu
lados SAZ y SAZ+MA. Esto indica la aparición de un rasgo caracterís
tico, fuera del rango "habitual" de variación de esta estructura citoes
quelética (GEY-A 11, SAZ 15, vs SNS 21). 
Una implicación fundamental de este hecho, es que el efecto del FILM 
de los sobrenadantes se ejerce sobre~ estructura preexistente, ceya 
funcionalidad es necesaria para la movilidad del monocito, y no sobre 
un mediador transitorio generado durante la quimiotaxis. 

EFECTOS DEL SOBRENADANTE VS EL SAZ (grupo SAZ+sN). 

Los cambios observados en este grupo permiten establecer un perfil in
hibitorio del FILM de los sobrenadantes de ~· histolytica sobre la mor
fología quimiotáctica de los monocitos humanos, consistente en una dis
minución moderada de los rasgos de movilidad, una disminución profun
da de los rasgos de orientación y una alteración del citoesqueleto con 
disminución de microfilamentos y aumento de microtúbulos . 
. La inhibición de los rasgos morfológicos asociados a la quimiotaxis en 
este grupo, sí indica una disminución de la función del monocito, que 
en presencia del gradiente del atractante, debería mostrar la reorgani.
zación celular que acompaíla y controla la locomoción. 
Los cambios encontrados en los rasgos morfológicos estudiados, excep
to el aumento de microtúbulos, son compatibles con los cambios predic
tibles para un inhibidor quimiotáctico "completo", esto es, que cancele 
tanto orientación como movilidad, tal como lo hace la colchicina. 
Sin embargo, el cambio predictible para los microtúbulos era una dis
minución y no un aumento "exagerado", que es lo que se encontró. 
Esta situación plantea el problema de la interpretación del cambfo mor
fológico; ¿sobre-estimulación o inhibición? 
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La disminución de los demás rasgos morfológicos evaluados en las 
mismas células, especialmente las posiciones del núcleo y de los or
ganelos, que son directamente determinadas por los microtúbulos (12, 
80, 116, 138, 141), indican que el aumento exagerado de éstos no se 
tradujo en una sobreesU=ulación eficaz, y debe ser interpretado como 
parte del -perfil de inhibición del FILM. 
Existen dos alternativas para explicar el aumento de microtúbulos, a·· 
sociado a inhibición quimiotáctica que son: 

a) El FILM inhibe directamente los microtúbulos, pero por un 
mecanismo diferente al utilizado por inhibidores del ensamble 
tubular como la colchicina y la vimblastina. 

b) El aumento de los microtúbulos representa un esfuerzo de la 
célula por superar, sin conseguirlo, un obstáculo en una etapa 
posterior del proceso quimiotáctico .. 

En el segundo caso el efecto primario debería estar en una etapa más 
tardía de la respuesta quimiotáctica, que es la de la movilidad y que 
está controlada por el sistema de los microfilamentos. 
Los datos del estudio y de la línea ayudan a perfilar, pero no a excluir 
ninguna de las dos opciones, por lo que persiste cierto grado de reser
va al ir más allá de la caracterización morfológica. 

COMPARACION DEL FILM CON LOS OTROS INHIBIDORES. 

Al comparar los cambios morfológicos producidos por el FILM con 
los causados por los otros inhibidores emergió un complejo patrón de 
similitudes y diferencias. 

La citocalasina B fue la única que compartió el awnento exagerado de 
los microtúbulos, pero falló en inhibir los rasgos asociados a la orien
tación. Redujo las zonas densas de microfilamentos en forma drástica, 
mientras que el FILM lo hizo sólo en forma moderada y además, la 
citocalasina B indujo la disrupción del halo submembran.al de microfila
mentos, cambio ausente en el caso del FILM. 

Laa diferencias en los efectos sobre los microfilamentos son fundamr:n
tales. En el caso de la citocalasin.a B, las alteraciones morfológica¡¡ re
flejaron directamente la acción bioquímica de ésta en la etapa más te.rn
prana de la polimerización de microfilamentos. Los cambios mucho más 
leves producidos por el FILM, excluyen que éste actúe en esa ·etapa, 
pero dejan abierta la posibilidad de que el FILM actúe en la etapa más 
tardía del anillado, en la que los polfrneros de actina, se entrecruzan 
entre sí, y con los demás filamentos. 
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Los perfiles de inhibición del FILM y de la colchicina fueron mt.-y se
mejantes, ambos inhibieron los rasgos de la movilidad y de la oricnt-a· 
ción, pero los cambios en los microtúbulos son diametralmente opues
tos. Este hecho excluye que el FILM actúe como la colchicina, al evi
tar el ensamble de los microtúbulos, pero deja abiertas las posibilida·· 
des de que el FILM induzca un "sobre-ensamble", que evite el desen·· 
samble, o que ejerza un efecto indirecto. 

Los perfiles de inhibición de la vimblastina y el FILM difirieron más. 
La vimblastina, además de disminuir los microtúbulos, presentó una 
discrepancia en los rasgos de orientación, discrepancia que no se pre
sentó con el FILM. 

Los perfiles inhibitorioEI del FILM e hidrocortisona también fueron dis
tintos, especialmente porque la hidrocortisona redujo los microtúbulos. 
El perfil de inhibición de la hidrocortisona fue compatible con lo espe
rado en una estimulación abortiva, en correspondencia con su nivel de 
inhibición en una etapa muy temprana de la activación quimiotáctica. 
El aumento de los microtúbulos en el caso del FILM no es explicable 
con esta hipótesis, y consecuentemente no es en este nivel donde el 
FILM ejerce su efecto. 

La comparación de los cambios morfológicos inducidos por el FILM y 
los otros inhibidores sugiere que el FILM podría actuar en la fase e
fectora de la quimiotaxis, teniendo como blanco las estructuras citoes
queléticas, o alguna molécula estrechamente relacionada con ellas, y 
que esta acción se ramifica en varios efectos secundarios. 

Los resultados apoyan que el efecto. del FILM es sobre la célula, pues 
algunos cambios ocurren ya en ausencia de atractante. Sin embargo, a 
nivel subcelular, como el perfil inhibitorio del FILM no fue idéntico a. 
ninguno de los perfiles de los otros inhibidores estudiados, peraiste 
cierta incertidumbre sobre el nivel preciso al que se ejerce el efecto 
inhibidor directo del FILM. Podrían ser los microtúbulos ya que exis
ten antecedentes de inhibición quimiotáctica asociada al aumento de los 
microtúbulos en ciertas situaciones particulares, fisiológicas (99), o 
patológicas (43), pero también podrián ser los microfilamentos. Existe 
también la posibilidad de un doble efecto primario. 
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EL FILM. ll. ANALISIS INTRALINEA. 

INHIBICION DE LA ORIENTACION Y LA MOVILIDAD. 

Al analizar los resultados del estudio junto con el resto de los datos 
conocidos sobre el FILM de.!!_.. histolytica, aparecen dos aspectos de 
especial relevancia, que son, la afectación simultánea de la movilidad 
y de la orientación y la necesidad de una molécula intermediaria. 
Parece existir una alteración simultánea de la movilidad y de la orien
tacicn. La capacidad de orientación del monocito se pierde, como lo 
demuestran los . cambios en los índices nuclear, centriolar y de orgaoe
los, además de la semejanza que, excepto en los microtúbulos, hubo 
entre los perfiles inhibitorios del sobrenadante y la colchicina, que es 
un inhibidor de la orientación y secundariamente de la movilidad (80, 
138). Pero el FILM también inhibe las movilidades aleatoria y quimio
cinética de los monocitos (72, 73), funciones que no requieren de la 
orientación. Esto sugeriría un efecto primario sobre la porción motriz 
del citoesqueleto, pero si el efecto fuera sólo sobre movilidad, enton
ces la orientación, que es previa, no debería afectarse, tal como o
curre con citocalasina B (80). 

Provisionalmente, habrían tres formas de explicar los efectos del FILM 
sobre las movilidades no quimiotácticas y sobre los componenentes de 
movilidad y de orientación de la quimiotaxis de los monocitos, que se -
rían: 

a) El FILM tiene dos acciones primarias. 

b) El FILM actúa en la encrucijada donde se acoplan orienta
ción y movilidad . 

c) El FILM actúa sobre algún elemento común a ambos proce
sos. 

La opción del doble efecto es ''córnoda" pero difícil de probar. Un efecto 
en la encrucijada es una hipótei;-is factible, ya que existen enlaces entre 
microtúbulos y microfilaroentop y algunas MAPs interactúan con ambos 
tipos de filamentos, sin embargo estas moléculas son todavía demasia
do poco conocidas para defirir su acción. La opción de un efecto so
bre un factor común tambií'n existe, pues iones, como el Ca++, y nu
cleótidos. como el GMPc rarticipan tanto en orientación como en movi
lidad. 
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¿UNA MOLECULA FRJ!:NADORA INTERMEDIARIA? 

La integración de este estudio a la línea de investigación, aporta evi
dencia adicional de que el FILM utiliza una molécula intermediaria 
que es propia del monocito. Esto fue sugerido inicialmente, por qlle 
el efecto inhibitorio del FILM, se pierde al inhibir la síntesis pro
téica del monocito con cicloheximida (25, 70). Los cambios citoesque
léticos ocurren en la profundidad del citoplasma y sólo son explicables 
por algún mecanismo de inhibición activa pero no como una simple 
pérdida de la estimulación. 
Si se unen las observaciones morfológicas, con los datos de que el 
FILM encuentra un receptor específico en el monocito (23, 74), que 
no es el del atractante (72, 73), que está presente en PMN y monoci
tos, pero que sólo en estos últimos se acopla a la inhibición (72, 73, 
94), y que el FILM depende de la síntesis protéica para ejercer su 
efecto (25, 70). Se tiene, entonces, una vía de acción relativamente 
larga, que requiere de la participación de un intermediario, que actúe 
como un freno de la quimiotaxis. 

La identidad de esta molécula permanece desconocida. No es la fosfoli
pasa A2 de Hirata (60, 61) ya que el perfil de inhibición del FILM es 
distinto al de la hidrocortisona que actúa a través de dicha proteína. 
Tampoco es probable que el elemento afectado sea la síntesis de tubu
lina, dineína, actina u otras proteínas constitutivas de los microtúbulos 
o microfilamentos, pues el fondo de subunidades no ensambladas exis-. 
tentes en el citoplasma permite un gran margen de adaptación. 

Tentativamente, y con reservas, podrían postularse tres candidatos a 
corresponder a la proteína f.l:'enadora detectada con cicloheximida y 
compatibles con la morfología observada, que serían: 

a) Alguna MAP que sobre estabilice los microtúbulos e impida o 
retrase su desensamble. 

b) Alguna proteína que regule la etapa tardía del ensamble de 
mic.l:'ofilamentos, donde los oligómeros se entrecruzan fo.l:'
mando un enrejado y también se asocian con otros tipos de 
fibras inclu¡yendo microtúbulos. 

c) Alguna proteína '.t'eguladora de los nucleótidos quimiotáctica
mente relevantes (GMPc, AMPc, etc.). 

La tercera alternativa adquiere mayor importancia, ante la evidencia de 
que el FILM incrementa los niveles de AMPc en los monocitos, se.\';iin 
datos de un estudio en proceso (G. Rico, comunicación pe.l:'sonal). 
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EL FILM. I.II. ANALISIS GLOBAL. 

EL FILM: ¿INHIBIDOR O REGULADOR? 

Si el FILM utiliza una proteína intermediaria del propio monocito, 
para inhibir su locomoción, la composición química del FILM, no 
guardará relación con la estructura química de los componentes ci
toesqueléticos afectados, y puede excluirse que el FILM sea un po
licatión, como el taxol, que incrementa directamente los microtúbu
los, al estabilizarlos y disminuir el desensamble y que de esta fo:r
ma impide su funcionamiento (117, 128). 
Por otra parte, si el FILM recluta elementos de los propios mono
citos como parte de su mecanismo de inhibición de la locomoción, 
existe la posibilidad de que el FILM no sea un inhibidor que desarti
cule las funciones del monocito, como lo hacen la citocalasina B, la 
colchicina y la vimblastina, sino que más bien pudiera actuar explo
tando los mecanismos de regulación del propio monocito. Esta posi
bilidad se apoya también en otros datos, como son que el efecto del 
FILM sobre los monocitos no es tóxico (hasta donde se ha determi
nado), y que la inhibición producida por el FILM tiene una magnitud 
tope de cerca del 50%, que parece no poder ser aumentada al incre
mentar la cantidad del sobrenadante. El argumento de la inhibición 
limitada, aunque es discutible, ha sido considerado como evidencia 
de la activación de un mecanismo fisiológico de regulación, más que 
de uno propiamente inhibidor (33, 110, 135). 

EL FILM VS EL MIF. 

En este sentido es particularmente relevante que el aumento de mi
crotúbulos en condiciones de inhibición quimiotáctica ha sido descri
to también en la inhibición con MIF (99). 
El estudio de Pick (99) está hecho con macrófagos de cobayo y se 
requieren 16 horas de incubación para provocar el aumento en los 
microtúbulos. El FILM ya ha inducido ese cambio a los 90 minutos, 
sin embargo el paralelismo en los cambios microtubulares obliga a 
analizaT las posibles relaciones entre FILM y MIF. 
Los Tesultados del estudio de Pick y éste, no son directamente com
parables, y una respuesta definitiva requeriría una investigación diri~ 
gida a este problema. Sin embargo, pueden hacerse ciertas conside
raciones: El FILM no es MIF ya que su peso molecular está entre 
500 y 1000 Daltons (9•!), mientras que el del MIF es mayor de 10.COO, 
(111, 118). 
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Tampoco es probable que el FILM induzca la producción de MIF. 
pues éste es producido por los linfocitos sensibilizados por contacto, 
en presencia de un estfmulo y requiere de varias horas para su sín
tesis y liberación (69, 93, 99), mientras que el FILM ejerce su e
fecto en condiciones experimentales en las que los linfocitos carecen 
del tiempo, el contacto y la sensibilización especüicos requeridos, y 
aparentemente carecen de receptores para el FILM (72, 73). La po
sibilidad de que el FILM actúe aprovechando el sistema de recepción 
al MIF queda limitada, ya que el FILM utiliza un receptor que con
tiene manosa, carbohidrato ausente en el receptor del MIF (74). 

¿TIENE EL FILM EFECTOS ADICIONALES? 

Entre los leucocitos, el efecto del FILM está limitado a los tres ti
pos de movilidad de los monocitos. Ninguno de estos tipos de movili
dad está afectado en los PMN (72, 73, 94) y probablemente tampoco 
en los linfocitos, pero su actividad sobre células no leucocíticas no 
ha sido estudiada. 
A este respecto hay un estudio de Ravdin (106) que identifica un fac
tor soluble de ~ histolytica, que produce pérdida de la orientación, 
redondeamiento y desprendimiento de células epiteliales intestinales en 
cultivo de tejidos, a través de un efecto no tóxico. La posible relación 
entre el FILM y el factor soluble de Ravdin es interesante, pero por 
el momento simplemente es especulación. 

Si se considera que el FILM es producido por varias cepas de amibas 
(72), y que es liberado por las amibas en el medio de cultivo, en au
sencia de monocitos y de cualquier reto inmunológico (32), debe plan
tearse si la inhibición de la locomoción de los monocitos humanos es 
la función primaria del FILM, o si ese fenómeno es sólo un accidente 
biológico "afortunado" (para la amiba), y en este caso ¿cuál sería la 
función primaria del FILM ? 
El FILM podría ser un factor para producir el desprendimiento de las 
células intestinales, como el factor soluble de Ravdin que incidental
mente también afectase a los monocitos . 
El FILM también podría ser un regulador de la movilidad de la propia 
amiba, ceyo efecto se extendiese a estructuras homólogas persistentes 
en los monocitos humanos como por ejemplo alguna de las fosfolipasas 
A2 identificadas en la amiba (77). Esto es factible ya que a lo largo 
de la evolución, los leucocitos han ido incorporando nuevos mecanis
mos de locomoción, pero sin desechar los antiguos, que pueden ser 
evidenciados cuando se inhiben las formas "superiores" de locomoción 
(11, 12). 
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Si éste fuera el caso, serían los microfilamentos la estructura blan
co más probable, pues éstos participan ya en la formas más primi
tivas de movilidad, y existe un gran parecido molecular y funcional 
entre las actinas de ~ lústolytica y la humana, que son capaces de 
copolimerizar. Incluso proteínas asociadas como las proteínas ligad o
ras de actina humana y de la amiba, están mey estrechamente rela
cionadas (103), lo que representa varios elementos comunes entre los 
sistemas locomotores de la amiba y los monocitos. En cambio los mi
crotúbulos, importantes en el mantenimiento de las formas "superio
res" de locomoción, son aparentemente innecesarios para la movilidad 
por cambios de viscosidad y flujos de citoplasma de la amiba (53). 
Cuando los microtúbulos han podido ser demostrados en ésta, son de 
diámetro y características distintas a los microtúbulos de los mono
citos (83, 106, 107, 113, 123), lo que reduce su probabilidad como 
posible blanco para el FILM. 

Las semejanzas en el sistema microfibrilar, las diferencias en el sis
tema microtubular y el hecho de que todos los tipos de movilidad del 
leucocito están afectados, junto con el hecho de que el sobrenadante 
afecta la morfología de los monocitos, aún en ausencia de un estúnu
lo quimiotáctico, a poyarían que el elemento microfibrilar, más básico 
y primitivo, fuese la estructura blanco del FILM. 

ESPECIFICIDAD DE ESTIRPE BLANCO:MONOCITOS VS PMN. 

Si el FILM actuase sobre alguna estructura básica de la locomoción 
celular (136), debe retomarse el problema del efecto diferencial del 
FILM sobre los monocitos y los PMN humanos. 
Generalmente, las respuestas de ambas estirpes a los inhibidores co
mo la colchicina y la citocalasina B (27, 138), son aceptablemente pa
ralelas, pero en algunas situaciones .ocurre la inhibición sólo en una 
de las estirpes, como con el NIF (52) y el LIF (33) que inhiben sólo 
la quimiotaxis de los PMN. 
En el caso del FILM es poco probable que la existencia de diferen
cias en el tipo de los receptores inhibidor-específicos, presentes en 
ambos leucocitos produjese la inhibición diferencial, ya que los PMN 
también presentan receptores que unen al FILM, y sin embargo esta 
unión no se transduce en una inhibición quimiotáctica (72). 

Existen situaciones de inhibición diferencial de la movilidad de m.ono
citos y PMN que no dependen de diferencias en el receptor al inhib.i.·· 
dor, estas situaciones han sido descritas principalmente en relación 
con los cambios metabólicos de la membrana, tanto en las reaccionefl 
de transmetilación de fosfolípidos (110), como por alteraciones en la 
vía del colesterol (102). Estas condiciones producen una :inh:i.bición es·· 
tirpe específica pero atractante inespecífica (52, 102, 110). 
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La inhibición quimiotáctica diferencial del FILM sobre los monocitos 
y no sobre los PMN podría relacionarse con las complejas reacciones 
membranales que no son comunes a ambas estirpes leucocitarias. fü 
se postulase un efecto directo del FILM a este nivel, quedarían sin 
explicación ciertos hallazgos morfológicos, especialmente el aumeni.o 
de microtúbulos, pero es posible un mecanismo indirecto donde el 
FILM actúe sobre el citoesqueleto y éste sobre las reacciones de mem
brana, que serían cronológicamente secundarias pero biológicamente 
críticas, ya que éstas requieren de buena movilidad en la membrana 
y de la posición relativa adecuada de ciertas enzimas y estos dos fac
tores son regulados por el citoesqueleto presente por debajo de la mem
brana (29, . 88). 

POSIBLE IMPORTANCIA DEL FILM. 

Aunque la importancia biológica del FILM, in vivo, no debe ser extra
polada directamente, los resultados de este estüdio in vitro aportan e
videncias de que Entamoeba histolytica tiene, en e~ FILM, un mecanis
mo capaz de ayudarla a evadir la respuesta .inmune, aJ. reducir el ac
ceso de los· fagocitos mononucleares al foco de infección, y apoya la 
hipótesis antimigratoria como causa de la escasa inflamación presente 
en el AHA. 

El FILM parece. no cortar la quimiotaxis, sino actuar sobre una estruc
tura preformada, y establecer un bloqueo, que la estimulación quimio
táctica no puede sobrepasar, explotando quizá, los mecanismos regula
dores de la movilidad del propio monocito, y podría corresponder a U..'la 

preadaptación de la amiba, que actuase en forma cruzada, sobre las 
estructuras y mecanismos más básicos, pero filogenéticamente preser
vados, de la locomoción celular. 
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CONCLUSIONES. 

1) EL FILM DE SOBRENADANTES DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA 

(HM - 1), ALTERA TODOS LOS RASGOS MORFOLOGICOS ASO

CIADOS A LA QUIMIOTAXIS, ESTUDIADOS EN MONOCITOS HU

MANOS IN VITRO. 

Induce un aumento en los microtúbulos pericentriolares, y reduce 
todos los demás, por lo que inhibe tanto los indicadores de orien
taci6n como los de movilidad. 

2) EL PERFIL DE INHIBICION DEL FILM ES DISTINTO AL DE LOS 

DEMAS INHIBIDORES ESTUDIADOS. 

Esto impide identificar el nivel preciso de su acc1on, pero sugiere 
que el FILM actúe en, o muy cerca, de la encrucijada de orienta
ci6n y movilidad (ya sea en la etapa tardía de polimerizaci6n y en
samble microtubular; o en las proteínas que regulan estructural o 
energéticamente a ambas estructuras o su interacci6n). 

3) HIDROCORTISONA TIENE UN PERFIL INHIBITORIO CASI COMPLE·-

TO, INHIBE TODOS LOS RASGOS EXCEPTO EL DESPLAZAMIENTO 

CAUDAL DEL Nuc:r,.Eo. 

La semejanza en los perfiles inhibitorios de hidrocortisona y vim
blastina sugiere la existencia de mecanismos comunes de acci6n, 
aún desconocidos, en alguno de los inhibidores. 
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