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RESUMEN
Los leucocitos humanos, al enfrentarse in vitro a una cepa virulenta, de

Entamoeba histolytica { HM1-IMSS ), ponen de manifiesto la capacidad litica del

pardsito. Asi, en su confrontacion con la amiba, los neutréfilos son destruidos
igual que los menonucleares y los monocitos no activados; pero si éstos ultimos
se activan ( con citocinas, fMLP. etc. ), logran lisar a la amiba aunque al final
sucumban en el proceso. Teniendo en cuenta el papel efector de los eosindfilos
al enfrentarse con ciertos helmintos, nos propusimos investigar el

comportamiento de esta célula en su interaccidn jn vitro e in vivo con la amiba, a

fin de conocer su posible papel durante el proceso. Nuestros resultados sefialan
que los eosindfilos normales humanos marcados con cromio 51, in vitro, en las
proporciones de 10:1 y 200:1, eosindfilos: amiba; son lisados por el parasito
como se observa con los neutrofilos, aun en presencia de anticuerpos anti-
amiba y complemento.

Los eosindfilos activados con fMLP, por el contrario pueden destruir al parasito,
como hacen los macréfagos activados, y también como ellos, los eosindfilos
activados son eliminados al término de la incubacidn,

El efecto de los eosindfilos activados se evalud in vivo mediante la produccion

de animales eosinofilicos enfrentados al parasito. Desarrollamos un modelo de



eosinofilia en gerbos ( Meriones unguiculatus ) a los que inoculamos la E.
histolytica por via intraportal. Se hicieron observaciones de una fase temprana
del absceso hepatico amibiano, esto es a las 6, 24 y 96 h y de una fase tardia, a
los 45 dias postinoculacién. También se hicieron pruebas para detectar la
presencia de IL-5 en la circulacion. Los datos obtenidos fueron similares tanto
en el grupo experimental eosinofilico como en el de testigos alas 6y 24 h, A
partir de las 96 h postinoculacién, se observaron diferencias microscdpicas en el
tamano y nimero de los abscesos hepaticos presentes en los diferentes grupos
experimentales. En la fase tardia ( 0-45 dias ) se pudo observar una mejor y
significativa sobrevida en los gerbos eosinofilicos con respecto a los normales,

En cuanto a la IL-5 no se encontré una modificacién anormal.



CAPITULO |

INTRODUCCION

EL EOQSINOFILO

Comparados con el neutrdfilo, los basdfilos y eosindfilos PMN ( poli-
morfonucleares ) han estado un tanto a la zaga de nuestros conocimientos
quizas porque para empezar, su numero relativo en la sangre es bajo, pero
también porque, aparentemente, sus funciones son bastante diferentes a las de
su ancestro comun, el neutrdfilo. Si el neutréfilo puede etiquetarse como el

* profesional * de la fagocitosis y el basdfilo como un almacén de los mas
diversos mediadores, el eosindfilo aun busca su nicho preciso en la
inmunobiologia. Fagocita como el neutrdfilo, libera su propio repertorio de
enzimas liticas, modula los procesos alérgicos y sin embargg, su descripcion

funcional no puede cargarse a ninguno de los dos extremos.
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HISTORIA

En 1846, W. T. Jones fue el primero en observar células granuladas en la
sangre cuando anadi6 agua o acido a la preparacion celular para " hinchar las
células " y asi distinguir su nucieo, diferencidndolas de los eritrocitos en la
sangre. Como los microscopios de esa época eran todavia muy simples y las
preparaciones no se tefiian, no pudo hacer una distincion mejor de las mismas
células granuladas ( Jones, 1846 ). Fue Paul Ehrlich quien, al presentar su articulo
titulado * Uber die spezifischen Granulationen des Blutes ” ante la Sociedad
Fisioldgica de Berlin el 17 de enero de 1879, describié las propiedades
tintoriales del eosindfilo ( Ehrdich, 1879a ), iniciando de este modo los estudios
sobre esta célula que hoy es una figura clave en la Inmunoparasitologia y que
tiene gran importancia en el asma, alergias y otras enfermedades. Ehrlich
mostro una vision extraordinaria sobre el eosindfilo sugiriendo, por ejemplo, que
estas celulas tienen su origen en la médula 6sea ( Ehrich and Lazarus 1900 ) y que
ejercen su funcidn en los tejidos ( Enhrich, 1879h ). Gracias al empleo de la eosina
para tefiir células pudo determinarse la diferencia entre el neutréfilo y el
eosindfilo debido a la caracteristica tincién de los granulos de este Ultimo. Ahora
sabemos que la eosina tifie a los eosindfilos porque éstos poseen granulos que
contienen proteinas marcadamente catiénicas las que se unen con preferencia a

colorantes de carga negativa ( Spry, 1988 ).
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Los primeros estudios realizados después del descubrirniento del eosindfilo los
hizo Gollasch en 1889 al examinar frotis de esputos de pacientes con asma

( Gollasch, 1889 ), mas tarde se observaron eosindfilos en frotis de sangre
periférica de pacientes con anquilostomiasis ( Croshy, 1985 ), en los de pacientes
con enfermedades de la piel ( urticaria, psoriasis, pénfigo ) ( Canon, 1892; Neusser,
1892 ), con enfermedades malignas ( Reinbach, 1893 ) y con triquinosis ( Brown,
1898 ). Desde entonces ha ido en aumento la literatura sobre la presencia del
eosindfilo en ésas y otras enfermedades, pero el inicio del conocimiento de las
caracteristicas, propiedades y funcionamiento de esta célula tuvo su gran
comienzo en los afios 60's al elaborarse técnicas cada vez mas especificas para
su aislamiento.

Archer y Hirsch fueron los primeros que aislaron y probaron la actividad
enzimatica de los granulos de los eosindfilos de caballo observando la
desgranulacion de las células y la consecuente liberacion de enzimas
lisosomales ( Archer and Hirsch, 1983a; Archer and Hirsch, 1963b ). Posteriormente, el
grupo de Palade mediante microscopia electronica, encontrd estructuras
cristaloides dentro de los granulos de eosinéfilos de rata y de humanos ( Miller,
de Harven and Palade, 19686 ). Los experimentos de Austen ayudaron a definir los

constituyentes del eosinéfilo presentes en reacciones de hipersensibilidad



inmediata, gracias a su capacidad para interactuar con células cebadas ( Goetzl,
Wasserman and Austen, 1975 ).

En Cambridge, Kay y su grupo trabajaron en la produccion de factores
quimiotacticos especificos para los eosinéfilos; y fue durante una estancia en el
laboratorio de Austen que Kay informd sobre el ECF-A ( factor quimiotactico de
la anafilaxis para eosinéfilos ) ( Kay, Stechschulte and Austen, 1971; Goetzl and Austen,
1977 ). Estas observaciones incrementaron el interés por las acciones que
parece ejercer el eosindfilo en el asma y en las enfermedades alérgicas ( Kay,
1990 ). Mientras tanto, se comenzaron a obtener colonias de eosindfilos
humanaos in vitro ( Chervenick and Boggs, 1971; Iscove et al., 1971 ), y no se tardo en
mostrar que los eosindfilos eran diferentes de los neutréfilos en muchos otros
aspectos. En 1967 en Oxford, Basten y Beeson comenzaron estudios en ratas
con triquinosis experimental para ver el desarrollo de la eosinofilia; estas
observaciones los guiaron hacia el descubrimiento de un factor de crecimiento
secretado por linfocitos T ( Basten and Beeson, 1970 )} y mas tarde caracterizado por
Sanderson { Sanderson, Warren and Strath, 1985 ). Estos trabajos culminaron cuando
en 1988 se encontrd que este factor era idéntico a la IL-5 ( interleucina 5 )

( Campbell et al., 1988 ). Spry publicd sus estudios sobre la vida media del
eosindfilo en la sangre y la identificacién del mismo en los tejidos ( Spry, 1971a;

Spry, 1971b ) y no hay que olvidar las importantes contribuciones de Gleich,
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realizadas durante 22 afnos, e iniciadas con la purificacién de la MBP ( proteina
basica principal ) en eosindfilos de cobayo ( Gleich, Loegering and Maldonado, 1873 )
y rﬁés tarde de humano ( Gleich et al., 1978; Gleich and Adolphson, 1986 ).

Mientras tanto en Suecia se purificaron las ribonucleasas del eosindfilo y se
estandarizé el primer método para detectar las proteinas de los granulos de los
gosindfilos en el suero ( Olsson and Venge, 1972 ). En la clinica, los estudios
realizados en pacientes eosinofilicos dieron como resultado la definicion del
sindrome hipereosinofilico, término propuesto por Hardy y Anderson en 1968
para designar un grupo de enfermedades de causa desconocida y
caracterizadas por hipereosinofilia { Hardy and Anderson, 1968 ). También se ha
asociado a la eosinofilia con el angioedema en el humano ( Katzen et al. 1986 ).
Butterworth describié sus trabajos sobre la muerte del Schistosoma mansoni
como dependiente del easindfilo, iniciando una serie de hallazgos sobre el tema
que sirvieron como base para estudiar el papel de esta célula en la inmunidad
parasitaria ( Butterworth et al., 1975 ). Se han propuesto otros papeles importantes
para el eosindfilo, incluyendo el de célula pro-inflamatoria que interviene en la
defensa del huesped contra organismos dafiinos como los nemétodos, vy la
capacidad de secretar sus compuestos granulares, mediadores lipidos recién
formados y productos del metabolismo oxidativo que afectan a células y tejidos

adyacentes a la inflamacién ( Spry, 1988 ); ademas, se ha mostrado ex-
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perimentalmente que puede inducir cambios en la permeabilidad de los vasos

sanguineos del utero de ratas ( Tchernitchin, 1973 ).

EVOLUCION Y FILOGENIA

En 1988, Spry hizo un analisis exhaustivo sobre la presencia de eosindfilos en
diferentes animales, mencionando que no se han descrito eosinéfilos o alguna
célula similar en los insectos o en los invertebrados en general; mientras que los
vertebrados invariablemente parecen poseerlos, incluso los peces cartilaginosos
mas primitivos ( Spry, 1988 ). Entre los peces, se han reportado eosindfilos en el
tiburén nodriza ( Hyder, Cayer and Pettey, 1983 ) y en los peces torpedo ( Torpedo

marmorata Risso y Torpedo ocellata Rafinisque ) ( Grimaldi et al., 1983 ).

Curiosamente los eosindfilos parecen estar ausentes en los peces bruja,
descendientes directos de los primeros peces y que se cuentan entre los
vertebrados mas primitivos aun en existencia ( Linthicum, 1975 ). La mayoria de
los peces no presentan cristaloides en los granulos de sus eosindfilos pero si se
observan en los eosindfilos del tenca ( Kelenyi and Nemeth, 1889 ) y el locha

( Misqurnus anguillicaudatus ) ( Ishizeki et al., 1984 ). Eosindfilos sin cristaloides en
sus granulos pueden observarse en la rana y el tritbn ( Kelenyi and Nemeth, 1969;
Meseguer, Lozano and Agulleiro, 1985 ). Entre |os reptiles, se han descrito eosindfilos

en tortugas y lagartos ( Keleny and Nemeth, 1969 ) y en el cocodrilo americano
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( Mateo, Roberts and Enright, 1984 ),

Los granulos de los eosindfilos de pollos y pichones no contienen cristaloides
(Keleny and Nemeth, 1969 ) pero sl se han observado éstos en los eosindfilos de los
patos ( Maxwell, 1978; Maxwell, 1979 ).

Entre los mamiferos existen eosindfilos en los bovinos ( Chambers et al., 1885 ), en
perros ( Garbed, O'Morchoe and O'Morchoe, 1980 ), gatos ( zinkl, 1981 ), caballo ( Alien,
Kane and Powell, 1984 ), rata ( Wolford et al., 1987 ), raton ( Johnson et al., 1879 ), en
cobayos sobre todo en liquido peritoneal ( Lindor et al, 1981 ), en hamsters

(Cnisetidae) ( Eggert and Germain, 1980 ) y en el gerbo ( Meriones unguiculatus )

( Weeks and Glomski, 1978 ).

La presencia de eosindfilos en tantas especies aun no prueba que sus
funciones sean similares, amén de que hay variantes ( i.e. granulos cristaloides)
entre diversas especies; de ahi el interés de establecer una comparacion
filogenética funcional del eosindfilo. En 1991, Sun y col. hicieron estudios
comparativos de eosindfilos en diferentes especies usando cobayos, macacos y
humanos. Estos autores encontraron que los eosindfilos de cobayos, después
de un estimulo con iondforo de calcio, liberaban TXB, ( tromboxano B, )y LTB,

( leucotrieno B4 ) mientras que los de monos y humanos producian LTB,, LTC,
(leucotrieno C4)y 5-HETE ( ac. 5-hidroxieicosatetraenoico ) ( Sun et al., 1991 ). Se

ha reportado también que la MBP del eosindfilo de cobayo tiene una secuencia
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homéloga con la del humano ( Aoki et al., 1891 ). Con la aparicion de la tecnologia
molecular, se demostrd que algunos antropoides, incluyendo al hombre, tienen
dos genes responsables de las proteinas granulares del eosindfilo, la EDN

( neurotoxina ) y la ECP ( proteina catiénica ), que probablemente surgieron por
duplicacién genética hace cerca de 25-40 millones de afos ( Hamann et al., 1990 ).
En 1956, Undritz publicd que algunos animales como los rinocerontes, hienas y
algunos péjaros, no contenian EPO ( peroxidasa ) y también que algunos

eosinofilos en las hienas no se tifien con eosina ( Undritz, Lang and Van Oye, 1956 ).

ESTRUCTURA INTERNA

Mitler en 1966 ( Miller, de Harven and Palade, 1986 ) y mas recientemente Sokol

( Sokol et al., 1991 ) publicaron un analisis morfométrico del eosindfilo en mi-
croscopia electronica. Estos autores reportaron un diametro de 8 y para el
eosindfilo, que tiene un nucleo compuesto por dos IGbulos que aumentan en
nimero en algunas enfermedades, éste ocupa una quinta parte de la célula y
los granulos la quinta parte del citoplasma. Se sabe poco de la organizacion del
citoplasma de los eosindéfilos pero se ha visto que contiene cuerpos lipidos. Las
proteinas granulares de los eosinéfilos humanos se distribuyeron en dos clases:

una, peroxidasa positiva que contiene cristaloides formados por la MBP; vy la
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otra, peroxidasa negativa, quiza debido a la carencia de cristaloides y a su baja
densidad ( Venge, 1993 ). Ambas clases de proteinas o granulos contienen ECP

( Olsson et al., 1977 ) y EPX/EDN ( proteina X / neurotoxina ) ( Sfifman et al., 1989)
ademas de EPO. Una proteina extracelular, la CLC ( cristales de Charcot-
Leyden ), se libera cuando hay infiltracion eosinofilica en tejidos ( Weller, Bach and
Austen, 1984 ). Ademas de estas proteinas, el eosindfilo humano contiene otras
actividades enzimaticas como la colagenolitica, elastasa, histaminésa,
fosfolipasa y arilsulfatasa B ( Weller and Austen, 1983 ). Estas actividades pudieran
estar relacionadas a un papel regulador en la alergia mientras que la produccion
de citocinas parece dar base a la nocién de sus actividades pro-inflamatorias

( Venge, 1993 ).
CICLO CELULAR Y VIDA MEDIA

Los eosindfilos son células predominantes en los tejidos y una vez alojados en
ellos no regresan a la circulaciéon. La medula ésea normal contiene 3.0-3.5% de
eosindfilos ( Spry, 1993 ). Se ha calculado que el tiempo de emergencia de los
eosindfilos ( desde la ultima division celular ) en la sangre periférica de
individuos sanos, es de aproximadamente 2.5 dias ( Spry, 1993 ), que el tiempo
promedio de maduracion intramedular y aimacenamiento es de 103 h ( Steinbach

et al, 1979 ) y que su migracion hacia fa circulacion es de 3.5 dias ( Parwaresch,
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Walle and Ardnt, 1976 ). En la sangre periférica, la vida media del eosindfilo es de
18+ 2.1h comparédo con 6-7 h del neutréfilo { Spry, 1993 ) y tiene un tiempo
promedio de transito de 26 + 3 h que es similar al de los neutréfilos ( Steinbach et
al., 1979 ). Diversas observaciones han sugerido que en los individuos con
eosinofilia la vida media de estas celulas se prolonga, aungue no se sabe
cuanto. También se descanoce el tiempo que los eosindfilos sobreviven en los
tejidos pero se supone que permanecen alli por varios dias ( Spry, 1993 ). Los
histdlogos han mostrado que los sitios mas comunes de residencia del
eosindfilo en los tejidos son los epitelios columnares., Se ha logrado la
sobrevivencia de los eosindfilos humanos en cultivo por mas de una semana
anadiendo factores de crecimiento como GM-CSF ( factor estimulador de
colonias de granulocitos ), IL-3 ( interleucina 3) e tL-5 ( Tai, Sun and Spry, 1891 ) 0
en presencia de un medio acondicionado de células epiteliales ( Rothenberg et al.,

1987 ).
TECNICAS DE IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE LOS EOSINOFILOS

Entre las técnicas de tincidn debe mencionarse la técnica de Romanowsky para
identificar eosindfilos en la sangre ( Horobin and Walter, 1987 ), mientras que el

metodo de hematoxilina y eosina se usa preferentemente para tefir secciones
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de tejido. Otro colorante es el de Hansen que se prefiere para la tincion de
eosindfilos en orina y esputo ( Nolan, Anger and Kelleher, 1986 ).

En realidad, la tincidn mas usada en frotis de sangre periférica para la
identificacion de eosinbfilos, muy efectiva en nuestra propia experiencia, es la
modificacion de Wright-Giemsa ( Ring, 1975 ). La forma correcta de contar células
debe hacerse determinando el nimero absoluto de eosinofilos tefidos con una
solucion acuosa de eosina en una camara de Neubauer en el microscopio ( Spry,
1888 ). Los métodos automatizados para la cuenta de estas células son bastante
precisos y actualmente muy usados.

La viabilidad de los eosindfilos y ios leucocitos en general pueden determinarse
por la exclusion del tripan azul, un colorante vital que tifie las células muertas

( Metcalf et al., 1986 ). También puede usarse la citometria de flujo que cuenta las
células tefidas con bromuro de etidio ( Crosby, 1985 ).

Desde que en 1962 se publicd el primer método de aislamiento de los
eosindfilos en sangre humana por centrifugacion en gradientes de densidad de
albumina ( Atexander and Spriggs, 1962 ), han sido numerosas y cada vez mas

sofisticadas las técnicas empleadas con este fin. De ellas pueden citarse:

la técnica del metrizoato de sodio ( Day, 1970)

del diatrizoato de sodio ( Mahmoud, Kellermeyer and Warren, 1974 )
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la técnica de la Metrizamida hipertonica ( vadas et al., 1979 )
la técnica del Nycodenz ( Brattig, Medina-De 1a Garza and Tischendorf, 1987 )
las técnicas del Percoll ( Gérner, 1980; Shult el al., 1885; Yazdanbakhsh et al., 19887,

Marshall, Shuit and Busse, 1988 )

y entre los métados que no dependen de la densidad sino de la remocion de los

neutréfilos contamos con:;

la técnica de fagocitosis del hierro carbonilo ( Sher and Glover, 1976 }

la técnica de fase sdlida de IgG ( Tai and Spry, 1977 )

la técnica de lana de vidrio ( Parrillo and Fauci, 1978 )

el sorteador celular { Weil and Chused, 1981 )

el uso de fMLP 1 um ( Roberts and Gallin, 1985 ) y 10 nm ( Koenderman et al., 1988 )

el sistema separadar magnético { MACS ) ( Hansel et al., 1989; Bach, Brashler and

Sanders, 1990; Hansel et al., 1991 ).

De todas estas técnicas las mas usadas actualmente son las que utilizan la
centrifugacion en gradientes de densidad con Metrizamida o Percoll y el

aislamiento de eosindfilos por medio del MACS.
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ACTIVACION DE LOS EOSINOFILOS

Los estimulos que se usan in vivo para activar eosinéfilos actian generalmente
sobre receptores de superficie para inmunoglobulinas, complemento,
mediadores inflamatorios, proteinas de adhesion y citocinas. Entre los estimulos
usados in vitro con este propdsito se pueden citar el iondforo de calcio A23187,
el forbol ester, el fMLP ( N-formil-metionil-leucil-fenilalanina ), el zimozan
opsonizado, las esferas de Sefarosa cubiertas con IgG o C3b, ceélulas
endoteliales activadas, mediadores lipidos como PAF ( factor activador de
plaquetas ) y LTB,4 citocinas recombinantes y proteinas de matrices

extracelulares ( Hansel and Walker, 1993).

EOSINOFILOS NORMODENSOS E HIPODENSOS

De acuerdo con su comportamiento en gradientes de densidad, se ha
clasificado a Ics eosindfilos en normodensos o hipodensos.

En los pacientes con eosinofilia, los eosindfilos se encuentran “ activados " y la
mayoria son hipodensos. En individuos normales también se encuentran
eosindfilos hipodensos pero en un porcentaje menor que en los individuos

eosinofilicos [ i.e. 10% en normales contra 30-60% que se encontraron en
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pacientes con asma ( Fukuda et al., 1985 ) y rinitis alergica ( Frick, Sedgwick and Busse,

1988 )].

EL EOSINOFILO Y SU ASOCIACION CON DIVERSAS ENFERMEDADES

Como en otros campos biomédicos se ha aprendido mucho de las funciones del
eosindfilo observando su participacién en ciertas enfermedades. A continuacion
se presenta un resumen de algunos ejemplos ilustrativos. La informacién que se
ha obtenido del estudio de los eosindfilos en estas enfermedades, ha sido

invaluable para la comprensién del papel biologico del eosindfilo en general.

ASMA

Desde principios del siglo se especulé sobre la asociacién de la eosinofilia
sanguinea y pulmonar con el asma. Revisando autopsias de casos de asma
Ellis notd la presencia de eosindfilos o CLC en la composicién de lavados
broncoalveolares ( LBA ) ( Eliis, 1908 ); y otros autores reconocieron la eosinofilia
en el esputo y la sangre de pacientes con asma ( Huber and Koessler, 1922 ). En la
revision de autopsias realizadas en casos de ataques fatales de asma

bronquial, se encontrd que las caracteristicas sobresalientes de estos casos
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eran una eosinofilia esplénica, hipertrofia del ventriculo derecho y timo
persistente. En algunos casos no se observaron eosindfilos, o muy pocos, en
los tejidos, mientras que en otros se encontrd infiltracién eosinofilica de las
paredes bronquiales y el epitelio { Earte, 1953 ).

Otro autor encontrd eosinofilia en las paredes bronquiales de pacientes con
asma fatal, sefialando también una relacién entre la infiltracion eosinofilica
pulmonar, el infiltrado y el contenido de células cebadas de las paredes bron-
quiales, sugiriendo que los mediadores liberados por las células cebadas po-
drian ser quimiotacticos para los eosinéfilos ( Connell, 1971 ).

Existen diferencias entre lo encontrado en el asma y los hallazgos de bronquitis
cronica. Asi, se mostré que los asmaticos presentaban infiltrado de eosindfilos
dentro del epitelio, sobre la membrana basal, en la lamina propria, en los capi-
lares, en el tejido conectivo y alrededor de glandulas profundas; ademas de un
infiltrado diverso de células plasmaticas, eosindfilos desintegrados y numerosos
granulos. La presencia de eosindfilos en la lamina propria fue un hallazgo mas
sdlido en el asma que la eosinofilia de sangre periférica o de esputo y eso dis-
tinguié a los asmaticos de los pacientes con bronquitis crénica ( Glynn and
Michaels, 1990 ). Gough por su parte notdé que los pulmones de los asmaticos
pueden distinguirse de los de pacientes con bronquitis crénica; los pulmones de

pacientes asmaticos no mostraron evidencia de un enfisema destructor sino mas



23

bien una infiltracion eosinofilica y moco firmemente adherido al epitelio ( Gough,

1961 ). Salvato estudio biopsias bronquiales de 24 asmaticos y 24 pacientes con

bronquitis crénica y sefiald que las principales caracteristicas en los asmaticos

eran:

a) infiltracion eosinofilica en la lamina propria

b) eosinofilia mas frecuente en tejidos que en sangre o esputo sin relacion entre
Jos numeros de células en los tres sitios

¢) relacion entre la presencia de eosindfilos y alguna evidencia de alergia

( salvato, 1968 ).

Estos trabajos sefalan al eosindfilo como un participante importante en el
proceso inflamatorio en el asma y aunque no se ha demostrado una relacion
mas cercana entre la eosinofilia sanguinea, la de esputo y |a de los tejidos, se
sabe que la presencia de eosinofilia pulmonar, sobre todo en la lamina propria y
en el epitelio, son caracteristicas sobresalientes del asma. Se sugirié también
una posible desgranulacién de los eosinofilos manifestada por la presencia de
sus restos y de sus proteinas granulares en el tejido pulmonar ( Butterfield and
Leiferman, 1993 ).

En 1985 se publicd que la distribucidn de los eosindfilos circulantes en

pacientes asmaticos, contenia una mayor proporcion de eosindfilos hipodensos
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( densidad <1.082 g/ml ). También se demostré una correlacion entre el nivel
plasmatico de la MBP derivada del eosindfilo, el nimero absoluto de eosindfilos
y el de eosindfilos hipodensos ( Fukuda et al., 1985 ). Otros autores han confirmado
este dato, Kloprogge por ejemplo, encontré que 60-70% de los eosinofilos
circulantes en pacientes con asma atopica eran hipodensos y producian
grandes cantidades de peroxidasa eosinofilica ( Kloprogge et al., 1989 ). En cuanto
a los leucotrienos, se sabe que los eosinéfilos hipodensos de sujetos normales y
de pacientes asmaticos, producen mayor cantidad de L.TC4 que los eosindfilos
normodensos de los mismos individuos, y que los eosindfilos hipodensos de los
pacientes asmé;ticos producen menos cantidad de LTC4 que los eosindfilos
hipodensos de individuos normales ( Hodges et al., 1988 ). Los eosindfilos de
sujetos asmaticos generan mas LTC,4 que los de pacientes con rinitis alérgica

( Kohiet al., 1890 ) o que los eosindfilos de individuos normales ( Aizawa et al., 1990).
El LTC, se metaboliza a LTD, ( leucotrieno D4 ) y LTE...( leucotrieno E4) vy los
tres leucotrienos conforman |a llamada SRS-A ( substancia de reaccién lenta de
la anafilaxis ) ( Samuelsson, 1983 ) que es un potente espasmdgeno para las vias
respiratorias humanas ( Weiss et al., 1982 ), estimula la secrecion de moco ( Marom
et al., 1982 ) y produce cambios en |la permeabilidad vascular { Camp et al., 1983 ).

Los eosindfilos que provienen de los llamados asmaticos extrinsecos tienen
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cantidades similares de LTC, a las de los asmaticos intrinsecos y ambos tienen
mas LTC, que los de individuos normales ( Taniguchi et al., 1985 ).

Los eosindfilos de pacientes asmaticos comparados con los de los individuos
normales, presentan una quimiotaxis vigorosa en respuesta al reto del alergeno,
al suero activado con zimozéan y al fMLP ( Hakansson et al., 1990 ). La generacion
de superdxido, después de 60 min de iniciado el estimulo, en eosindfilos
hipodensos o normodensos de pacientes asmaticos, es comparable a la de los
eosindfilos de sujetos normales ( Sedgwick, Geiger and Busse, 1990 ). De esto se
infiere que la presencia de gran ntimero de eosindfilos hipodensos en la sangre
de pacientes asmaticos no implica por si misma un aumento de la actividad
funcional que pudiera contribuir a la reaccion inflamatoria en los pulmones de
estos pacientes ( Butterfield and Leiferman, 1993 ).

La MBP contribuye indirectamente a la inflamacién en pacientes asmaticos al
inducir la desgranulacién de basdéfilos y células cebadas; se ha visto que los
eosindfilos no s6lo causan la muerte y descamacidén de células epiteliales
respiratorias sino que sus proteinas pueden interferir con el funcionamiento
normal de una membrana epitelial intacta ( Butterfield and Leiferman, 1993 ). Este
prolongado ataque sobre el epitelio bronquial podria inducir una serie de
efectos nocivos en el pulmon, incluyendo un aumento del transito de antigenos

a traves de la barrera epitelial, la exposicidn de nervios sensores bajo ésta
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( Nadel, 1983 ), la alteracién de la osmolaridad de la superficie mucosa ( Hogg and
Eggleston, 1984 ) y probablemente interferencia con la produccién o accion de un
factor relajante derivado del epitelio ( Flavahan et al., 1988 ). Otros estudios
mostraron la evidencia de un papel funcional para la MBP, al detectar a esta
proteina con un anticuerpo policlonal, en los tejidos pulmonares de pacientes
con asma por medio de inmunofluorescencia. Se demostr6 la presencia de
elevadas concentraciones de MBP extracelular en moco, superficies epiteliales
y dareas de necrosis en la membrana basal, sugiriendo que habia ocurrido una
desgranulacion de los easinéfilos ( Filley et al., 1982 ), también se encontraron
altos niveles de MBP en el esputo de pacientes asmaticos ( Frigas et al., 1981 ). En
cuanto a la toxicidad de las ofras proteinas de los granulos del eosindfilo, se
sabe que la EDN, la ECP al igual que la MBP séricas estan elevadas en
pacientes con asma y que la EPO se encuentra reducida ( Durham et al., 1989 ). El
papel de la EPO seria muy similar al de la MBP, es decir, se cree que podria
aumentar la inflamacién indirectamente a través de un efecto sobre las células
cebadas. No se ha aclarado el papel de la EDN en esta enfermedad y en cuanto
a la ECP se cree que interviene en la produccion y composiciéon del moco
pulmonar ( Butterfield and Leiferman, 1993 ).

Otro producto del ecsindfilo que interviene en el proceso inflamatorio es el PAF,

que estimula la adherencia de los eosindfilos a células endoteliales vasculares
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humanas, sugiriendo asi su importancia en las etapas iniciales del transito del
eosinbfilo al pulmon y otros tejidos ( Kimani, Tonnesen and Henson, 1988 ), tambien
se sabe que induce una respuesta quimioluminiscente de estas células y
aumenta la concentraciéon de LTC, producido por eosinofilos estimulados con
zimozan opsonizado, con lo que puede asumirse que el PAF refuerza la

intervencion del eosindfilo en el proceso ( Bruijnzeel et al., 1986 ).
EOSINOFILIA PULMONAR

De las eosinofilias pulmonares idiopaticas que incluyen un componente
asmatico ademas de la eosinofilia, se pueden mencionar la neumonia por
eosinafilia cronica y la aspergilosis broncopulmonar alérgica.

Descrita por Carrington y su grupo en 1969, la neumonia por eosinofilia crénica
se presenta en mujeres de edad mediana y se caracteriza por fiebre, sudoracién
nocturna, perdida de peso y disnea. Esta enfermedad puede iniciarse con asma
Yy los sintomas contintan después del tratamiento. Ni el asma ni la eosinofilia
son hallazgos invariables de esta enfermedad ( Carrington et al., 1969 ). En estos
pacientes la microscopia electrénica mostré la presencia de eosinofilos como
infiltracion pulmonar ( Quinones, Simon and Kay, 1986 ) y hay evidencia de su
desgranulacion en varias publicaciones ( Carrington et al., 1969; Kanner and Hammar,

1977, Fox and Seed, 1980, Grantham, Meadows and Gleich, 1986 ). También se
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encontraron niveles elevados de la MBP ( Grantham, Meadows and Gleich, 1986 ) y el
PAF ( Oda et al,, 1990 ) en los liquidos pleurales de los enfermos. El hallazgo de
gosinofilia en LBA ( Ogushi et al., 1987 ) en donde un alto porcentaje constaba de
eosindfilos hipodensos ( Prin et al., 19868 ) contrasté con el hecho de que los
eosindfilos en la sangre periférica de los mismos pacientes eran normodensos.
La neumonia por eosinofilia crénica, tratada con glucocorticoides, responde con
la desaparicién de la infiltracién eosinofilica y mejorando notablemente las
funciones pulmonares ( Rogers et al., 1975 ), también se normalizan los eosindfilos
en los LBA ( Ogushi et al., 1987 ). No se conoce la razon de la variacion de los
sintomas clinicos entre esta neumonia y el asma ya que las dos enfermedades
presentan eosinofilia pulmonar; en ambos casos |a terapia de glucocorticoides
induce una rapida mejoria, disminuyendo la eosinofilia ( Butterfield and Leiferman,
1993 ).

La aspergilosis broncopulmonar alérgica descrita por Hinson y col. { Hinson, Moon
and Plummer, 1852 ), ha sido caracterizada por otros autores quienes la dividieron
en cinco etapas : 1) aguda, II) remisién, ) exacerbacion, IV) asma dependiente
de corticosteroides y V) fibrética ( Patterson et al., 1082; Halwig, Greenberger and
Patterson, 1984 ). En las etapas | y lll se encuentra eosinofilia en sangre periférica
( Greenberger and Patterson, 1988 ); esta aspergilosis puede presentarse en familias

con individuos asmaticos, en pacientes con fibrosis quistica { Voss et al., 1982;
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Laufer et al., 1984 ) y se asocia con aspergilomas pulmonares bilaterales ( Anderson,
Craig and Bardann, 1980 ). Esta enfermedad difiere del asma y de la neumonia por
eosinofilia crénica, pero ambas tienen en comdn el predominio de los eosinofilos
como célula inflamatoria; su presencia en LBA de estos pacientes, aunque
elevada en comparacion con los normales, es mucho menor que en los
afectados de neumonia. Los eosindfilos en la aspergilosis parecen estar muy
activados, quizd como consecuencia de la respuesta inmune a Aspergillus
fumigatus. También aqui los glucocorticoides constituyen la terapia principal
aunque pueden enmascarar la eosinofilia { Greenberger, 1984 ) y mas ain, se
puede llegar a desarrollar aspergilosis durante el tratamiento del asma severa

con glucocorticoides ( Clayton and Busse, 1981 ).

SINDROME DE CHURG-STRAUSS

Aunque todavia se desconoce su etiologia, el sindrome lleva el nombre de
quienes describieron por una parte la granulomatosis alérgica y por otra la
angiitis que lo conforman. El asma puede preceder o presentarse al inicio del
sindrome; otros sintomas son fiebre, debilidad, pérdida de peso, nauropatia
periferica, anemia, velocidad de sedimentacién elevada y eosinofilia ( Churg and
Strauss, 1851 ). El tratamiento prolongado también es con glucocorticoides. Lo

caracteristico de este sindrome es su eosinofilia en sangre periférica asociada
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con infiltracién tisular. Los niveles de -eosindfilia son mayores que los
encontrados en el asma ( Lanham et al., 1984 ). Morfolégicamente los eosindfilos
son normales, sin signos de desgranulacion, pudiendo presentarse también
gastroenteritis eosinofilica ( Modigliani et al., 1981 ), y en los LBA su numero
sobrepasa al encontrado en la neumonia por eosinofilia cronica y se
correlaciona con el sefalado en sangre periférica ( Olivieri, Pesci and Bertorelli,
1880).

Las lesiones arteriales del sindrome de Churg-Strauss son similares a las de |a
poliarteritis nodosa que presenta también lesiones necrosantes pero con una
respuesta inflamatoria compuesta de eosinéfilos en lugar de neutréfilos y con
presencia de granulomas ( Specks and DeRemee, 1990 ). También se han
encontrado depdsitos de MBP y CLC en areas de intensa infiltracion eosinofilica

( Fischer et al,, 1988 ).

SINDROME HIPEREOSINOFILICO ( SHE )

Los criterios para definir el SHE incluyen :
a) eosinofilia persistente ( >1500 eosindfilos / mm®)

b) ausencia de causas parasitarias o alérgicas de la eosinofilia
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c) signos o sintomas de la participacion de un sistema organico o una disfuncion
relacionada con la eosinofilia o sin explicacion en el cuadro clinico ( Fauci et
al., 1982 ).

El sindrome se presenta en la infancia y en la adolescencia y tiene

repercusiones hematologicas. Los pacientes con SHE presentan ademas otras

caracteristicas clinicas como una enfermedad eosinofilica endomiocardiaca,
lesiones cutdneas, anorexia y pérdida de peso, una enfermedad tromboembo-
lica, desérdenes del sistema nervioso central, mialgias, arritmias, etc. ( Spry,

1982; Chilcote et al., 1982 ). También hay una leucocitosis que parece secundaria a

la eosinofilia en la sangre, los eosindfilos tienen una vida media mas prolongada

que la normal ( Date, Hubert and Fauci, 1976 ). Los estudios morfolbgicos de estas
células mostraron un aumento en su tamafo y en la superficie de las
mitocondrias, pero el volumen total de los granulos esta reducido ( Sckol et al.,

1988; Henderson et al., 1988 ). NO es extrafio que los eosindfilos de estos pacientes

sean hipodensos en su mayoria ( Owen et al., 1989 } y el que la MBP esté

disminuida podria deberse a la reduccion de sus granulos. Los estudios
realizados in vitro en eosindfilos de pacientes con SHE mostraron que después
de estimularlos con zimozan o ion6foro de calcio A23187, se produjo una
desgranulacion no citotdxica y la liberacién extracelular de la EPO ( Henderson et

al, 1988 ). Los eosindfilos hipodensos de pacientes con SHE aumentan su
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helmintotoxicidad hacia S. mansoni. Los eosinéfilos normodensos y los
hipodensos de estos pacientes, mostraron un aumento de la generacion de
LTC4 después de estimular con ionéforo de calcio ( Owen et al., 1989 ), pero los
hipodensos presentaron defectos en la movilidad al azar y la quimiotaxis, con
quimioatractantes que son efectivos para los eosindfilos normales ( Gosset et al.,
19886 ).

lLas proteinas de los granulos del eosindfilo pueden afectar la cascada de la
coagulacién. Por ejemplo, la MBP, neutraliza el efecto de la heparina en la
coagulacion pero al mismo tiempo prolonga el tiempo de coagulacién de 3 a 5
veces ( Gleich et al., 1974 ). La ECP acorta el tiempo de coagulacién del plasma
normal y también aumenta la activacién del plasmindgeno inducida por
uroguinasa ( Dahi, Venge and Olsson, 1978 ). Un aumento de la actividad del PAF en
los eosindfilos de pacientes con SHE puede incrementar la agregabilidad de las
plaquetas y por lo tanto, la formacién de trombos ( Chamine, Fujimara and Jamura,
1986 ); sin embargo, también se observé un aumento minimo de la actividad
promotora de la coagulacién. Debido a estos datos conflictivos, todavia se
discute el significado clinico de estos efectos en los procesos de coagulacion y

fibrinodlisis ( Fauci et al., 1982 ).
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El tratamiento para este sindrome varia continuamente y su primer objetivo es la
normalizacién de la cuenta de eosindfilos en la sangre. Se han usado los
glucocorticoides con éxito en los pacientes que presentan IgE elevada o
angioedema episddico severo ( Butterfield and Leiferman, 1993 ). Recientemente el
IFNa ( interferén alfa ) ha tenido éxito en pacientes resistentes al tratamiento
convenciona! de prednisona e hidroxiurea ( Busch, Schmidt and Steinke, 1991 ). Otros
autores han usado ciclosporina ( Zabel and Schlaak, 1891 ), vincristina y

mercaptopurina ( Chilcote et al., 1982; Marshall and White, 1989 ).

SINDROME DE EOSINOFILIA MIALGIA

El sindrome de eosinofilia-mialgia, que llegé a proporciones epidémicas en los
Estados Unidos en 1989, se asocid con la ingestion del L-triptofano, un
aminoacido muy comun como remedio natural para el tratamiento del sindrome
premenstrual, insomnio, obesidad, etc. ( Shulman, 1990 ). Caracterizado por
mialgias y una eosinofilia = 1 x 10° eosindfitos / L, legd en 1990 a un total de
1500 casos en ese pais incluyendo 27 muertes. Otras caracteristicas clinicas
incluian artralgia, ‘comezc')n, tos, edema periférico, niveles elevados de aldolasas

y pruebas de funcionamiento hepéatico aumentadas ( Swygert et al., 1990; cDC
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Report, 1890 ). Algunos casos se reportaron de Francia ( Lacour et al., 1990; Bourée,
Nguyen Khoa and Bisaro, 1991 } y de Inglaterra en ese periodo ( Waller, et al., 1990 ). El
uso del L-triptofano en Estados Unidos era muy popular hasta que se descubrid
su asociacion con esta enfermedad por lo que desde entonces se retird del
mercado estadounidense; el surgimiento de este sindrome es una advertencia

contra el uso indebido de substancias consideradas como no toxicas ( Silver,

1991).

RINITIS ALERGICA

La determinacion de eosinofilia nasal ayuda a distinguir entre la rinitis alérgica y
la gripe viral ( Wiliams and Gwaitney, 1972 ) y s mas Util que la eosinofilia de
sangre periférica en el diagnostico de alergia nasal ( Bhandari and Baldwa, 1976 );
pero esta eosinofilia nasal rara vez se encuentra en la rinitis alérgica causada
por alimentos ( Murray, 1970 ). Varios autores encontraron un aumento en el
nimero de eosindfilos procedentes de secreciones nasales en |a rinitis alérgica
estacional ( Murray, 1971; Sasaki, Araki and Koga, 1977; Malmberg and Holopainen, 1979 ).
También esta elevado el porcentaje de eosindfilos hipodensos, en la circulacion,
en pacientes con rinitis alérgica, al inicio de los sintomas alérgicos ( Frick,

Sedgwick and Busse, 1988 ).



La eosinofilia nasal también se presenta en condiciones no alérgicas, como en
la rinitis no alérgica con sindrome eosinofilico. Las pruebas nasales de provoca-
cién con el alergeno son negativas y no aumentan la eosinofilia nasal. Los
eosindfilos en las secreciones nasales morfolégicamente son normaies, no
estan desgranulados y no se observan CLC ( Moneret-Vautrin et al., 1990 ).

En cuanto a las biopsias nasales, en las que se ha examinado ultraestructural-
mente al tejido nasal, los eosindfilos aparecen normales, o con vacuolas en el
citoplasma, con disminucién de los granulos especificos e hinchamiento mito-
condrial { Toppozada and Talaat, 1975 ); estos cambios parecen relacionarse con ia
hipodensidad de los eosindfilos en la secrecion nasal ( Masuyama, Samejima and
Ishihawa, 1988 ).

Después del reto con el alergeno, la MBP aumenta su concentracién en las
secreciones nasales al inicio del proceso, elevando alin mas sus niveles
durante la fase tardia del mismo; también aumenta la EDN pero los niveles de
ambas proteinas no se relacionaron con la magnitud de los sintomas de las
fases aguda, o tardia.

Otros estudios sugieren que la reaccién inflamatoria nasal es compleja y sélo
depende, en parte, de los eosinéfilos. Después de una reaccion positiva al reto
del alergeno se encontré que la concentracion de la ECP en el lavado nasal es

paralela a la magnitud de la respuesta al reto ( Linder, Venge and Denschl, 1987 ) y
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que existe una relaciéon entre los niveles de la ECP y el nimero de eosinofilos
en el lavado nasal { Kiementsson et al., 1990 ). También se presenta un aumento
del LTC, en las secreciones nasales de estos pacientes, pero no se ha
identificado el origen de la secrecién del leucotrieno aunque se sugiere que

proviene de eosindfilos infiltrados o células epiteliales ( Butterfield and Leiferman,

1993; Volovitz et al., 1988).

SINDROMES ASOCIADOS CON URTICARIA Y EDEMA

Las proteinas MBP, EPO, ECP y EDN producen reacciones de induracién y
enrojecimiento cuando se inyectan en |a piel humana, por lo que se ha sugerido
la participacion de los eosindfilos en reacciones edematosas ( Leiferman, Peters
and Gleich, 1986 ). En el sindrome del angioedema episédico la IL-5 se eleva y se
presenta eosinofilia y edema ( Butterfield et al., 1992 ). En las biopsias de piel con
lesiones de urticaria es comuin observar eosindfilos y, en ausencia de éstos, se
encuentran depdsitos extracelulares de proteinas de los granulos del eosindfilo,
en el 45-560% de las mismas ( Tai et al, 1984 ). Observaciones de este tipo
sugieren que la ausencia de eosinéfilos en una determinada reaccién tisular no
puede utilizarse como argumento de que los eosindfilos no participaron o

participaran en dicha reaccion. En tal sentido, es definitiva la ausencia de
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eosindfilos y de las proteinas especificas de los mismos ( MBP, EPOQ, ECP y
EDN ).

El angioedema episodico, asociado con eosinofilia, se caracleriza por edema
recurrente, urticaria y fiebre; ademas de niveles elevados de IgM. Durante los
ataques, la leucocitosis puede liegar hasta los 100 000 / mm’ de los cuales
>90% son eosindfilos ( Gleich et al., 1984 ). Por medio de la inmunofluorescencia
se observaron depésitos de MBP alrededor de fibras de colagena y vasos
sanguineos. La microscopia electronica mostré alteraciones en los granulos de
los eosindfilos de sangre periférica y anormalidades en los eosindfilos de la
dermis ( desde alteraciones en los granulos hasta un completo estallamiento de
células con la pérdida de organelos celulares ). En un paciente con angioedema
episddico y eosinofilia, el analisis de células T colaboradoras ( Th ) mostro un
nuamero elevado de células Th HLA-DR positivas; ( Katzen et al., 1986 ).

El edema facial recurrente asociado con eosinofilia parece ser una variedad del
angioedema episoddico, en esta enfermedad hay eosinofilia en la sangre
periférica durante los ataques, junto ‘con un aumento de la MBP y de CLC,
también en sangre periférica ( Songsiridej et al., 1985 ).

Otra enfermedad, acompaiada de urticaria a veces y con eosinofilia, es el
sindrome de Wells o celulitis eosinofilica, que se caracteriza por hinchazoén

cutdnea recurrente que comienza con comezén, luego enrojecimiento e
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hinchazon y después de unos dias se advierten grandes areas de edema con
limites violdceos ( Wells and Smith, 1979 ). Las lesiones pueden ser solitarias o
multiples y desarrollan ampoilas en la superficie de la piel. Histologicamente, las
placas infiltradas y edematosas del sindrome de Wells presentan focos de
material dérﬁico, amorfo y eosinofilico conocidos como * figuras en llamas " ( o
granulomas en flama ). Cuando se examinaron por inmunofluorescencia para
localizar ta MBP, estas figuras brillaban con tincidn extracelular sugiriendo, de
acuerdo al autor, que se habrian producido extensas desgranutaciones en los
eosindfilos ( Peters, Schroeter and Gleich, 1983 ).

Otra prueba de la participacion del eosinéfilo en la formacion de las “ figuras en
llamag * se obtuvo de datos proporcionados por microscopia electrénica, como
la presencia de granulos libres de eosindfilos cubriendo fibras de colagena

como “ figuras en llamas " ( Stern, Sobel and Rotchford, 1984 ).
DERMATITIS ATORICA

La eosinofilia en la dermatitis atopica, muestra una gran proporcion de células
hipodensas que se normalizan al mejorar el individuo ( Miyasato et al., 1988 ). El
numero de estos eosindfilos hipodensos esta relacionado con la actividad de la
enfermedad. Ademas, los eosindfilos hipodensos mostraron cambios

morfoldgicos, como sefiales de activacion ( Tsuda et al., 1989 ). También au-
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mentaron la MBP y la ECP en la sangre periférica, indicando una activacion de
los eosindfilos ( Miyasato et al., 1988; Kapp et al, 1891 ). En las reacciones
eccematosas producidas con pruebas del parche por 48 h wusando
aeroalergenos en pacientes de dermatitis atépica, se ha encontrado due el
infiltrado celular tiene un flujo de eosindfilos hacia la dermis que comienza 2-6 h
después de poner el parche, con lo que se concluye gue estos eosinofilos
estaban activados y perdieron su contenido granular. A las 24 h estas células se
encontraron en la epidermis, junto a las células de Langerhans ( Bruijnzeel-
Koomen et al., 1988 ). Estos datos sugieren un papel activo del eosindfilo en estas
reacciones.

En el * prurigo nodularis " ( Leiferman, 1991 ), una enfermedad caracterizada por
nodulos severos pruriticos asociados con elevacién de IgE y atopia, se encontré
un patron de depésito extracelular de proteinas de los granulos del eosindfilo
similar a los de la dermatitis atdpica ( Perez et al., 1990 ). El hecho de encontrar
depdsilos de estas proteinas y su potente efecto biolégico, sugiere que los
eosindfilos se han desgranulado y depositado sus mediadores biologicos en los
tejidos con lo que contribuyen a la patogénesis de la enfermedad ( Butterfield and

Leiferman, 1993 ).
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El. EOSINOFILO Y LAS ENFERMEDADES PARASITARIAS

Junto con la alergia, el otro campo clasico de intervencion de los eosindfilos han
sido las enfermedades parasitarias. Es obvio que esta idea restringida - alergia
y parasitos- ya no es valida a la luz de nuevos conocimientos que por otra parte

no invalidan la enorme importancia de este leucocito en los fenémenos citados.

INFECCIONES CON ECTOPARASITOS

En el grupo de reacciones asociadas con eosindfilos y causadas por ciertos
ectoparasitos como las garrapatas, se ha visto infiltracion local de eosindfilos en
el sitio de adherencia y alimentacion de algunos de estos organismos como la

Hyalomma anatolicum ( Gill and Luckins, 1987 ), Amblyomma americanum ( Latif et

al., 1990 ) y Rhipicephalus appendiculatus ( Fivaz, 1990 ). El infiltrado celular esta

compuesto por una acumulacion y desgranulacion de basdfilos que forman una
reaccion conocida como hipersensibilidad cutanea basofilica ( Jones-Motes ); la
ablacidon de esta reaccidén con suero anti-basofilico resulta en ia ausencia de
eosinofilos y la pérdida de inmunidad a la infestacion ( Brown et al., 1982 ). Es
evidente que el infiltrado se asocia con la inmunidad y con el rechazo a la

garrapata impidiendo su alimentacion ( Butterworth and Thorne, 1993 ).
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INFECCIONES CON ENDOPARASITOS

La eosinofilia circulante, no suele presentarse en enfermedades causadas por
endoparasitos con excepcion de los helmintos, por lo que tradicionalmente se
pretendié descartar un papel importante del eosindfifo en el control de dichas
enfermedades ( Butterworth and Thorne, 1993 ). Este concepto ha entrado en una
fase revisionista, ya que como bien lo sefala Weller, ia ausencia de eosincfilia
circulante y/o tisular no bastan para exonerar al eosindfilo de una posible
participacion en ciertos fendmenos ( Weller, 1991 ).

Entre las infecciones causadas por protozoarios, los eosindfilos tienen un papel

importante en (a reaccidon inmune contra Trypanosoma cruzi pues estas células

pueden fagocitar y matar los amastigotos, lo que se atribuye a la desgranulacién
y liberacidn de sus proteinas tdxicas ( Kiezerbaum, Villalta and Tai, 1986 ). Las
proteinas de los granulos dafan a los merozoitos del Plasmodium in vitro y se
cree que los eosindfilos intervienen en Ja eliminacion de la malaria de Ia
corriente sanguinea ( Waters et al., 1987 ).

Entre las enfermedades causadas por helmintos tres categorias son las mas
comunes entre los mamiferos: los trematodos, los céstodos y 1os nematodos. Se

trata de parasitos grandes, multicelulares, no fagocitables y rodeados a menudo
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de una cuticula. De las infecciones asociadas con eosinofilia en el humano y
causadas por trematodos, se pueden citar las provocadas por el S. mansoni
( Butterworth et al., 1984; Harries et al., 1986; Evengard, 1990, Hamadto et al., 1990) el

Schistosoma haematobium ( Hagan et al., 1985 ) y Fasciola hepatica ( Milbourne and

Howell, 1990 ); por céstodos como el Echinococcus granulosos ( Carmalt-Jones,

1929 ) y la Taenia solium ( Dixon and Hargreaves, 1944 ); y una gran variedad de

nematodos como en la oncocercosis ( Connor, George and Gibson, 1985) y las

infecciones par Joxocara canis ( Zinkham, 1978 ). Una elevada eosincfilia también

se ha detectado en infecciones con Loa /oa ( Carme et al., 1989 ).

Un tema al que se ha dedicado especial atencidén debido a su importancia geo-
econdmica, son las infestaciones causadas por helmintos en animales
domésticos. Entre las infecciones mas estudiadas en diversos animales por su

asociacion con eosinofilia, estan las causadas por Strongylus vulgaris en el

caballo ( Bailey, Martin and Lloyd, 1989 ), Ostertagia ostertagi y 1. spiralis en el

ganado ( Wwiggin and Gibbs, 1990; Smith et al, 1890 ), en los borregos con

Trichonstrongylus colubriformis ( Douch, 1989 ) y con Schistosoma bovis en los

carneros ( Kassuku et al., 1986 ).
En cuanto a las infecciones en humanos es bien conocida la existencia de

eosinofilia en las causadas por Strongyloides stercolaris ( Faust, 1938 ), Trichuris




43

trichuria ( Otto, 1935 ), y recientemente can Nanophyetes salmincola ( parasito del

salmon ) ( Harrell and Deardorff, 1990 ).

Para estudiar los mecanismos implicados en este tipo de infecciones se han
usado ratas, ratones, cobayos y hamsters ( cricetos ) como modelos animales
experimentales, los que han proporcionado datos valiosos acerca de estos

procesos. Las ratas se infectaron con 7. spiralis ( Basten, Boyer and Beeson, 1970;
Spry, Tai and Ogilvie, 1980; Ogilvie, Askenase and Rose, 1980; Riedlinger, Grencis and

Wakelin, 1986 ), en los ratones se ha usado S. mansoni ( Greene and Colley, 1976;

Colley, 1980 )}, Mesocestoides corti ( Lammas, Mitchell and Wakelin, 1990 ) ¥y

Onchocerca linealis ( Carlow, Dobinson and Bianco, 1988 ) en los hamsters

Ancylostoma ceylanicum ( Garside, Behnke and Rose, 1989 ) y en los cobayos T,

colubnformis ( Gleich, Olson and Herlich, 1979 ). Ademas del aumento de eosindfilos

circulantes, en estas infecciones existe eosinofilia local, o tisular, en el sitio de
la invasion o migracién de la larva. Otro lugar donde se presenta eosinofilia es

en la mucosa intestinal, en las infecciones por T, colubriformis en borregos

( Douch et al., 1986 ), también hay reportes de eosinofilia en el higado por

infecciones con S. mansoni, Taenia taeniaeformis y Taenia hydatigena

( Borojevic, El-Cheikh and Nicola, 1986; Letonja and Hammemberg, 1987, Meeusen et al.,

1989 ), en el ojo con T. canis ( Dernouchamps, Verougstraete and Demolder, 1990 ) O
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Ascaris suum ( Rockey et al., 1879 ); en la piel, por invasion de la larva del S,

mansoni { Ward and McLaren, 1989 ), etc.

De los estudios realizados con la larva del S. mansoni se obtuvieron

importantes datos de observaciones in vitro e in vivo. De los experimentos in
vilro se sabe que aunque la larva puede eliminarse simplemente con
anticuerpos y complemento { Clegg and Smithers, 1972 ), el efecto de estos
componentes es debil y para ello se requiere de un largo periodo de incubacidn
de la larva en presencia de elevadas concentraciones de anticuerpo vy
complemento. En contraste, se encontrdé que las reacciones empleando
poblaciones purificadas de eosindfilos en presencia del anticuerpo eran mucho
mas efectivas para causar la muerte de la larva ( Butterworth and Richardson, 1985 ).
También se mostrd que fos neutrofilos no son tan efectivos para destruir los
parasitos sobre todo si se usan las larvas intactas y sanas ( Vadas et al., 1980 ).
Esto condujo a la investigacion del mecanismo responsable de la efectividad de
los eosindfilos contra estos parasitos. Se observd por microscopia electronica
que los eosindfilos se adhieren intimamente a los gusanos cubiertos con
anticuerpos y que liberan sus granulos sobre la superficie del organismo

( McLaren et al., 1981 ). Esto dafa al parasito en la region donde se adhieren estas
celulas, aparecen vacuolas en su tegumento y sobreviene Iluego un

desprendimiento de su membrana exponiendo las capas musculares. Los



neutréfilos por el contrario, no liberan granulos sino que muestran grandes
areas de adhesion al gusano y hasta puede ocurrir una fusion entre la
membrana plasmatica del neutrdfilo y las capas externas del esquistosdmula,
después de lo cual el neutréfilo muere dejando parte de su membrana integrada
a la superficie del gusano ( Butterworth and Thomne, 1993 ). Se piensa que este
fendmeno pudiera facilitarse en parte por los lisofosfolipidos producidos por el
gusano ( Golan et at, 1986 ) y el eosindfilo en este caso parece resistente a ello
debido a su membrana de lisofosfolipasa ( Caulfield and Chiang, 1990 ). Cuando se
probaron los granulos del eosinéfilo para determinar el grado de dafo que
causaban al esquistosdémula, se encontrd que la MBP y la ECP eran muy activas
y producian un efecto nocivo en él, similar al que le causan las celulas
completas durante la incubacion ( McLaren, Peterson and Venge, 1984 ). Ademas de
danarlos directamente, la liberacion de estos granulos puede contribuir a la
adherencia del mismo eosindfilo permitiendo la adhesion de mas células,
amplificando asi la reaccion dependiente de anticuerpo ( Butterworth and Thorne,
1993 ).

Un mecanismo alterno de! dafic mediado por eosindfilos, es la generacién de
metabolitos toxicos del oxigeno por el estallido respiratorio. Aunque se ha visto
que los eosindfilos pueden dafar la larva del S. mansoni ain en condiciones

anaerabicas ( Pincus et al., 1981 ), las reacciones oxidativas amplifican e! dario.
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Durante las reacciones que dependen de IgE y que son mediadas por
eosinodfilos de baja densidad, hay liberacion selectiva de EPO ( Capron et al., 1989
) que en presencia del perdéxido de hidrégeno y un aceptor de electrones
apropiado, interviene eficazmente en la muerte de la larva ( esto se ha visto con
EPO de caballo y de cobayo ) ( Kiebanoff et al., 1989 ). Otro posible mecanismo de
dafo incluye la sintesis de novo y la liberacién de mediadores lipidos téxicos
como LTBs y LTC, ( Moqbel et al., 1990 ) y PAF ( Cromwell et al., 1990 ); aunque sobre
éste ultimo las evidencias no son tan claras. Para los estudios_in vivo se usaron
diferentes animales y tipos de experimentos, en algunos de éstos se estudid
histolégicamente el dafo que causaban los parasitos en la piel y el tipo de
infiltrado celular observado. En monos Rhesus inmunes al Schistosoma
faponicum ( Hsu et al., 1975 ) y en algunos modelos murinos inmunes al S.
mansoni ( Ward and McLaren, 1988 ), las reacciones de la piel presentaban
abundantes infiltrados eosinofilicos.

Al probar el efecto de la deplecion de eosindfilos en la inmunidad a helmintos
utilizando suero anti-eosinofilico polivalente en ratones o cobayos, se produjo

una reduccion en el numero de los eosindfilos y en la inmunidad a_S. mansoni,

T. spiralisy T. colubriformis ( Mahmoud, Kellermeyer and Warren, 1977; Gleich, Olson and

Herfich, 1979 ). Recientemente al estudiarse las respuestas de células Thy y Th,

en ratones inmunes a infecciones por helmintos y tratados con anti-IL-5, o con
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anticuerpos monoclonales anti-eosinofilicos para reducir los eosindfilos ( Coffman
et al., 1989 ), los datos resultantes proporcionaron un panorama distinto al que se
pensaba surgiendo la idea de que el eosindfilo generalmente no se compromete
en el caso del S . mansoni, sino que parece que la célula efectora es el
macrofago activade. Se inmunizaron ratones con cercarias irradiadas ( lo que
les impide madurar a gusanos adultos y producir huevos, pero si pueden
desarrollar inmunidad ) ( James and Sher, 1990 }. En este modelo, predomina la
respuesta de células Thy con produccion de IFNy en los animales que recibieron
s6lo una inmunizacién y en los que recibieron varias predominan las células Th;
( Caulada-Benedetti et al., 1991 ). Las respuestas de células Th, se dirigen sobre
todo contra antigenos larvarios y desaparecen durante la infeccidén cronica una
vez que comienza el depdsito de huevos; entonces predominan las respuestas
de células Th;, principalmente contra los antigenos de {os huevos del parasito

( Pearce et al., 1991 ).

Estos haltazgos sugirieron que, al menos en estas condiciones, los eosindfilos
no intervienen en la expresion de inmunidad lo cual contrasta con lo encontrado
en la rata. En este modelo experimental de ratones con cercarias irradiadas, los
gusanos adultos del S._mansoni no maduran hasta la etapa de produccion de
los huevos por o que no hay una resistencia especifica atribuida a la patologia

de esa etapa y por lo tanto no se confunde como en el modelo de ratén, los
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experimentos de inmunidad pueden seguirse después de una sola infeccion y
del subsecuente rechazo de los gusanos adultos con lo que los animales
permanecen inmunes a la reinfeccién. Esta inmunidad puede transferirse con
suero y se reduce si se depleta de IgE o IgG2a ( Capron et al., 1982 ). También
puede transferirse pasivamente con anticuerpos monocionales IgE o 19G2a; in
vitro, ambos anticuerpos intervienen en la muerte de la larva dependiente de
eosindfilos ( Capron et al., 1981; Grzych et al., 1982 ).

La glutation S transferasa recombinante del S. mansoni ( Sm28 ) induce
proteccion contra el reto con esquistosoma en ratas y ratones ( Ballou! et al., 1987).
La inmunizacion de ratones con esta Sm28 produce una respuesta protectora
que puede transferirse con células T, pero sdlo en ciertas circunstancias; las
células T cultivadas por 2 meses na indujeron la produccién de anticuerpos pero
produjeron INFy y transfirieron la proteccién. En contraste, en las ratas, la
inmunizacién con este antigeno didé como resultado una respuesta en la cual la
proteccion pudo transferirse con células T, pero en este caso asociada con la
formacion de anticuerpos que intervienen en la muerte de la larva dependiente
de eosindfilos ( Aurault et al., 1980 ). Todo indica que el eosindfilo interviene en la
inmunidad contra los helmintos, al menos en algunos modelos animales, pero
todavia se discute como correlacionar estos datos con lo que ocurre en el

humano ( Butterworth and Thorne, 1993 ). Siguiendo el modeio del S. mansoni en el
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murino, podemos asumir que la inmunidad puede atribuirse a efectos
producidos por la células Th, y que la muerte del parasito es independiente del
anticuerpo y mediada por macréfagos activados, aunque hay un modelo murino
en el que el eosindfilo no mata a la larva ( Buttesworth and Thome, 1993 ). En la rata
no hay evidencia de esta funcion atribuida a los macrofagos. En lugar de ello las
reacciones mediadas por anticuerpos IgE e 1gG2a se adjudican a varias células
efectoras, encabezadas por el eosindfilo ( Dessaint and Capron, 1890).

Por razones éticas los estudios en humanos no pueden realizarse
experimentalmente, pero se ha tratado de correlacionar los datos clinicos con
los obtenidos en los mddelos experimentales. Un estudio en nifios infectados
con S. mansoni demostré que habia una relacion entre los numeros elevados de
eosindfilos y la ausencia de una reinfeccion subsecuente ( Sturrock et al., 1983 ),
esto no se confirmd en un estudio mas amplio, pero se obtuvo evidencia de una
resistencia a la reinfeccidn después del tratamiento, debido a un desarrollo muy
lento de la inmunidad con el crecimiento del nifio ( Butterworth et al., 1985 }.

Existe una relacion entre el desarrollo lento de la inmunidad a S. mansoni con la
edad y la produccion de anticuerpos IgE contra antigenos del gusano adulto

( Dunne et al., 1992 ). No se conoce el “ blanco " exacto de estas respuestas
protectoras de IgE, aunque no parecen ser las larvas, sino los gusanos adultos.

Sin embargo, otros estudios mostraron que la expresion de la inmunidad se
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asocian con ia presencia de anticuerpos IgG contra una deshidrogenasa
gliceraldehido-3-fosfato de 37 kDa, que se encuentra en la superficie de la larva
y que podria constituir un " blanco " del ataque de los eosindfilos ( Goudot-Crozel
et al., 1989 ).

En conclusién, puede decirse que el eosindfilo actia de forma benéfica y dafina
a la vez; si una reaccion inmune provoca la muerte del parasito invasor, esto
puede ser ventajoso para el huésped. Asi, en la esquistosomiasis, donde la
enfermedad se atribuye al depdsito de los huevos dentro de los tejidos,
cualquier proceso como el de la muerte de la larva inducida por el eosindfilo,
limita el desarrollo de la misma. Las consecuencias patolégicas de una reaccion
mediada por el eosindfilo, como la dermatitis por cercaria, son menos severas
que las atribuidas a la produccion de huevos y en este caso la reaccién podria
ser protectora.

En otras circunstancias, la muerte del parésito podria no ser ventajosa para el
huesped, ya que el efecto de la reaccién causa dafio tisular. Un ejemplo de esto
puede ser la oncocercosis. En este caso, la presencia de la microfilaria en la
piel no tiene significado patoldgico y un individuo puede alojar gran nimero de
parasitos en la piel con muy pocos sintomas. Sin embargo, la muerte del
parasito, trae como consecuencia un infiltrado eosinofilico, que se asocia con

lesiones severas y persistentes de la piel que pudieran exacerbarse después de



51

destruir la tarva mediante la quimioterapia ( Butterworth and Thome, 1993 ). De
manera que la reaccién mediada por eosindfilos puede proteger al huésped
contra ciertas infecciones helminticas pero también puede causar dafio a los
tejidos. Para colmo ambas cosas pueden ocurrir simultaneamente y el balance
habra que verlo en términos de capacidad adaptativa global de esa especie
animal, o expresado de otra forma, el dafo tisular -circunscrito, aunque
importante- puede ser un precio razonable a pagar por la ventaja de sobrevivir

como individuo-especie ( Butterworth and Thorne, 1993 ).
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LOS LEUCOCITOS Y LA Entamoeba histolytica ( E. histolytica )

LA REACCION INFLAMATQRIA EN LA AMIBIASIS

Sabemos que la E. histolytica virulenta invade tejidos de humanos y de animales
de experimentacion causando una reaccion inflamatoria minima poco comun

( Pérez-Tamayo and Brandt, 1971 ). Councilman y Lafleur fueron los primeros en
llamar la atencién sobre la débil respuesta inflamatoria observada en los tejidos
invadidos por la amiba, en particular en el higado. Desde entonces surgié el
concepto de que la E. histolytica causaba poca inflamacién, aunque eso si, una
extensa necrosis ( Councilman and Lafleur, 1891 ). Este concepto se consolidé mas
tarde por observaciones de material postmortem ( Harries, 1982 ). Sin embargo,
nuestro conocimiento actual de la patologia de la amibiasis se ha enriquecido
por los estudios con microscopia de luz y electrénica de biopsias ae pacientes y
de animales experimentales, realizados en diferentes etapas de lesiones
inducidas experimentalmente ( Pérez-Tamayo et al., 1990 ). La inflamacidon en las
primeras etapas de la amibiasis intestinal y extraintestinal, consta de una
reaccion aguda intensa, de corta duracién, en la que predominan los leucocitos
PMN ( neutréfilos y algunos eosinofilos ), probablemente actuando o intentando

actuar como células efectoras. Estas células desaparecen pronto, sobre todo
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como resuitado de la lisis por parte de la amiba como lo sugieren los estudios
de Tsutsumi utilizando hamsters y que armonizan con la confirmada

inefectividad del PMN neutréfilo de lisar E. histolytica in vitro. En la siguiente

etapa, se presenta una reaccidn tardia, débil, compuesta sobre todo de células
mononucleares ( MN ) ( linfocitos y monocitos) que apenas logra resaltar de la
extensa necrosis tisular ( Tsutsumi et al., 1984; Tsutsumi and Martinez-Palomo, 1988 ).
Se cree que esta pobreza inflamatoria tardia podria resultar de una débil
quimiotaxis de los fagocitos mononucleares ( FM ) hacia el area critica ( Pérez-
Tamayo and Brandt, 1971, Kretschmer, 1886 ) y/o como consecuencia de lisis
secundaria de estas células en su interaccion con el parasito ( Salata, Cox and
Ravdin, 1985 ). Un corolario interesante de esta escasez de leucocitos durante las
etapas avanzadas de la amibiasis invasora es que podria contribuir a la
conocida ausencia de cicatrizacién y en consecuencia, regeneracion perfecta
del drgano afectado ( intestino pero sobre todo piel e higado ) en los casos
tratados exitosamente ( Pérez-Tamayo, 1986 ). En este fenbmeno podria intervenir
la disminucion de macréfagos y en consecuencia la escasa produccion de 1L-1

( el enlace fundamental entre |a inflamacion tardia, la conjuracion de fibroblastos
y el depésito de tejido fibroso ) ( Dinarello, 1984 ).

Prathap y Gilman describieron los tipos de lesiones que se encuentran en la

amibiasis intestinal humana ( Prathap and Gilman, 1970 ). Sus hallazgos se en-
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riquecen hoy con datos obtenidos de la amibiasis experimental estudiada en
gatos, perros, monos, conejos, cobayos, ratas, ratones, hamsters ( cricetos ) y
gerbos ( Chadee and Meerovitch, 1984; Meerovilch and Chadee, 1888, Shibayama-Salas el
al., 1992 ).

No es posible aceptar universalmente la extrapolacién de estos hallazgos a los
humanos, particularmente respecto a los eventos inflamatorios iniciales, ya que
tan s6lo en los roedores la formacion de granulomas es un rasgo caracteristico
de las lesiones hepaticas amibianas y esto no ocurre en los primates (Kretschmer,
y Lépez-Osuna, 1994 ). Los experimentos con amibas usando primates son
costosos y complicados y por lo tanto, escasos en la literatura.

En resumen, todos los datos obtenidos hasta ahora en animales de
experimentacion confirman la presencia de una intensa, aunque efimera,
reaccion inflamatoria temprana en el absceso hepatico amibiano ( AHA ),
sugiriendo ademas que la destruccién de los PMN y mas tarde de los MN por ia
E. histolytica ( Jarumilinta and Kradolfer, 1964; Artigas, Otio and Kawada, 1968; Guerrant et
al., 1981; Lépez-Osuna, Contreras and Kretschmer, 1986; Salata and Ravdin, 1988 ), podria
contribuir a la escasez inflamatoria observada en las etapas mas avanzadas de
la enfermedad.

La inmunidad celular sistémica en la amibiasis invasora [ medida por reacciones

de hipersensibilidad tardia en la piel ( Kretschmer et al., 1972; Ortiz-Ottiz et al.. 1975 ),
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proliferacion de linfocitos T ( Haris and Bray, 1976; Savanat, Viriyanond and
Nimitmongkol, 1978; Ganguly et al., 1979a; Ganguly et al., 1979b; Ganguly et al., 1981, Ausl-

Kettis and Sunqvist, 1982 ) y la produccién del factor de inhibicion de macréfagos

( ortiz-Ortiz et al., 1975 ) ], persiste después de una etapa transitoria de anergia en
casi todos los pacientes que se han recuperado del AHA ( Kretschmer, 1993 ).

Esto sugiere gue algun tipo de supresion de células T acompaia y quiza facilita
la invasion tisular por la E. histolytica. Estos datos sirven de base a la relativa
importancia de la inmunidad celular sobre la inmunidad humoral en la amibiasis

extraintestinal ( Salata and Ravdin, 1986 ).

INTERACCION in vitro ENTRE LOS LEUCOCITOS Y LA E. histolytica

Neutrofilos

Los estudios histolégicos realizados después de la inoculacién intraportal de
amibas en hamsters ( cricetos ), revelaron infiltrados celulares compuestos
sobre todo de trofozoitos de E. histolytica rodeados de PMN y en |a periferia de
tas lesiones se encontraron restos de histiocitos u otros leucocitos ( Tsutsumi and
Martinez-Palomo, 1988 ). Estas observaciones, también hechas en pacientes con
colitis ( Griffin, 1972, Pittman, El-Hashimi and Pittman, 1973; Pittman, Pittman and El-

Hashimi, 1976 ), motivaron el estudio in vitro de |la confrontacion entre leucocitos
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humanos y este parasito. La locomocién ( quimiotaxis ), adherencia, citdlisis y
fagocitosis son funciones celulares presentes tanto en la amiba como en los
neutrofilos, por lo que se considera bien balanceado su enfrentamiento. Los
leucocitos podrian tener una ventaja marginal al aumentar sus funciones a
través de anticuerpos y complemento o a través de una activacion especifica (
eosindfilos y macrofagos).

Por lo tanto, el resultado de esta confrontaciéon entre la amiba y los leucocitos,
depende de la virulencia del parasito y del tipo y estado de activacion del

leucocito.

Se demostrd quimiotaxis de neutrdfilos hacia la E. histolytica in vitro empleando
trofozoitos amibianos enteros, homogenados de amiba, fracciones de membrana
plasmatica o sobrenadantes ( Artigas, Otto and Kawada, 1966; Salata, Ahmed and
Ravdin, 1989 ). También se estudid la actividad atrayente de la amiba jn vivo, con
neutréfilos de gerbo y se encontré que las membranas amibianas atraian a los
neutrofilos { Chadee, Moreau and Meerovitch, 1987 ). Cuando las células se adhieren
al parasito, su morfologia cambia y se produce la desgranulacion. La adherencia
entre la E. histolytica y los neutrdfilos es mas intensa que la que ocurre entre
este parasito y los macrofagos, ya que la N-acetil-D-galactosamina promueve
esta adherencia haciéndola méas fuerte en cepas virulentas que en las menos

virulentas ( salata, Cox and Ravdin, 1985 ).



Los neutrdfilos sélo pueden destruir amibas no virulentas, o aquellas atenuadas
o dafiadas por calentamiento ( Jarumilinta and Kradolfer, 1964; Artigas, Otto and Kawada,
1966; Guerrant et al., 1981 ). Esta lisis se lleva a cabo por medio de un proceso que
depende de contacto, no oxidativo, extracelular e independiente de anticuerpo

( salata and Ravdin, 1988 ). En cambio, la confrontacion in vitro de una amiba
virulenta y neutréfilos humanos da como resultado la lisis de los neutréfilos sin
causar dano a ia amiba aun adicionando anticuerpos anti-amiba y complemento
( Guerrant et al., 1981; Lopez-Osuna, Contreras and Kretschmer, 1986 ).

Estos datos establecieron la capacidad in vitro de la amiba virulenta para
destruir neutréfilos humanos y de otros mamiferos. Asimismo sugieren que la
lisis de los neutrofilos y la liberacion de radicales de oxigeno y productos no
oxidativos podrian contribuir a! dafio de los tejidos del huésped ( Tsutsumi et al.,
1984, Salata and Ravdin, 1986 ).

Pérez-Tamayo y col. concluyeron que la amiba virulenta es capaz de producir
necrosis en el tejido por medio de dos mecanismos: uno, mediado por su
capacidad para atraer y destruir neutrofilos; y el otro dependiente de los efectos
de sus propios productos téxicos en el tejido. Para tener evidencia de la
induccion de necrosis en ausencia de neutrofilos, los autores hicieron ratas
leucopénicas exponiéndolas a rayos-X y a una inyeccidn i.v. de mostaza

nitrogenada, e inocularon las amibas en forma subcutanea y en los testiculos. A
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pesar de la ausencia de neutréfilos, las ratas presentaron necrosis temprana y
hemorragia de modo similar a lo observado en los testigos. Como base para el
segundo mecanismo, los autores citan, entre otros, a los componentes

citotdxicos y productos presentes en la amiba virulenta ( Pérez-Tamayo et al., 1990).

Basofilos

No se han reportado estudios de confrontacidn in vitro entre basoéfilos humanos
o de animales y la amiba. Sin embargo, sabemos que poblaciones de leucocitos
conteniendo baséfilos de pacientes con AHA activo son mas sensibles que los
de testigos sanos para liberar su contenido de histamina cuando se exponen a
un antigeno crudo amibiano ( Gil-R. et al., 1984 ). Como también se liberan otras
substancias en la reaccidon ( prostaglandinas, serotonina, factor quimiotactico
del eosindfilo, etc. ) se especula que esto podria contribuir a la inflamacion,
especialmente en los inicios de la amibiasis. La reaccién es mediada por IgE,
por lo que se sugirid que estas reaginas anti-amibianas pueden adquirirse
durante previas exposiciones a la amiba. En la amibiasis invasora suelen existir
reacciones de hipersensibilidad inmediata en la piel a antigenos amibianos

( Kretschmer et al., 1972 ).
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Linfocitos

El enfrentamiento_in vitro de la amiba virulenta y leucocitos mononucleares

( mezcla de linfocitos, monocitos y macréfagos ) ( MN ), es relevante debido a la
importancia de la inmunidad celular en la amibiasis.

La interaccion de MN provenientes de pacientes recuperados de AHA y la amiba
virulenta, resulto en lisis del parasito; mientras que MN de testigos normales y
de pacientes con inicio de amibiasis aguda, no lisaron a la amiba ( Landa, Capin y
Guerrero, 1976; Guerrero, Rios y Landa, 1976 ).

Por desgracia, en estos estudios no se usdé un meétodo cuantitativo ni se
emplearon poblaciones celulares puras ( mencionan linfocitos pero se asume la
contaminacion con monocitos } por lo que no hubo datos concluyentes al
respecto. Sin embargo, estos trabajos condujeron a una serie de experimentos
que evaluaron de forma mas precisa la actuacion de las células MN en la
amibiasis.

Los linfocitos T humanos, purificados, no inmunes y estimulados con PHA ( fito-
hemaglutinina ), destruyen a fa amiba virulenta, mientras que el parasito
destruye los linfocitos T no estimulados. L.a adicion de suero inmune no impide
la lisis de los linfocitos no estimulados ( Salata, Cox and Ravdin, 1987 ). Se dice que

el mecanismo amebicida empleado por los linfocitos T estimulados, depende del
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contacto y es independiente del anticuerpo, éxigiendo la presencia de la PHA
durante la reaccion ( Salata, Cox and Ravdin, 1987 ). Luego se mostro que los
linfocitos T amebicidas pertenecian a la subclase de linfocitos T8 citotoxicos

( salata, Pearson and Ravdin, 1985 ). Finalmente, parece que la citotoxicidad

dependiente de anticuerpos no participa en la amibiasis ( Weidermann et al., 1984 ).
Macréfagos

Los monocitos circulantes de pacientes con AHA tienen disminuida su actividad

bactericida_in vitro contra el Staphylococcus aureus ( Gill et al., 1982 ), también las

actividades fagociticas y bactericidas de 10s monocitos de cobayo con AHA se
encontraron deprimidas. Lo contrario ocurrid en los monocitos obtenidos de
animales con amibiasis intestinal ( Ghadirian and Meerovitch, 1982 ). Se detecté un
efecto citolitico de amibas en su confrontacién con monocitos humanos { no
activados ) obtenidos de pacientes con AHA; pero cuando esos mismos
monaocitos se activaron, antes de su interaccion, con linfocinas obtenidas de
lectinas, los monocitos activados destruyeron a las amibas ( con proporciones
hasta de 10:1, monocitos:amiba ). Asi, se requiere una cantidad menor de
monocitos para lisar al parasito en contraste con el nimero de neutrofilos

( 200:1 ) que se requieren para el mismo efecto pero con amibas no virulentas

( Salata, Cox and Ravdin, 1985 ).
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El AHA experimentaimente inducido en hamsters ( cricetos ) y cobayos,
aumenta su tamano y se disemina a otros tejidos cuando se elimina a los

macrofagos presentes con silice, o suero anti-macréfago ( Ghadirian and
Meerovitch, 1982; Ghadirian, Meerovitch and Kongshavn, 1983; Ghadirian and Kongshavn,

1984 ). La resistencia del huésped a la amibiasis en ratones nu/nu depende de
los macréfagos ( Stemn, Graybill and Drutz, 1984 ) y no de los linfocitos, como se
demuestra por el efecto que tiene la esplenectomia en la susceptibilidad de
estos ratones a la infeccion amibiana ( Ghadirian and Kongshavn, 1985 ).

Parece que en la lisis de la amiba, producida por macrofagos humanos o
murinos, intervienen tanto los mecanismos oxidativos como los no oxidativos

( Salata, Cox and Ravdin, 1985; Denis and Chadee, 1989; Lin and Chadee, 1993 ). También
se ha reportado la susceptibilidad de la amiba a los radicales oxigenados
(Murray, Aley and Scott, 1981 ). Recientemente se mostrd que proteinas crudas y
purificadas de amibas virulentas pueden sensibilizar macréfagos peritoneales
murinos, aumgntando la liberacion del i6n superdxido y el peroxido de
hidrogeno en respuesta a PMA ( acetato de forbol miristato ). Se cree que
algunos productos de la amiba son capaces de modular el estallido respiratorio
en 10s macrofagos ( Lin, Keller and Chadee, 1993 ).

Algunos microorganismos y parasitos, incluyendo a la amiba, son susceptibles a

la accidn toxica del dxido nitroso ( NO ). Los macréfagos murinos utilizan el NO
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para matar o inhibir la replicacién de parasitos intracelulares y el NO participa
en la destruccion de amibas realizada por el macréfago activado ( Lin, Keller and
Chadee, 1993 ). También se ha demostrado la participacion de metabolitos
oxidativos ( O, OH., H,0,) en la lisis de este parasito ( Denis and Ghadirian, 1992 }.
Entre los parasitos extracelulafes que inducen la produccion del TNFa ( factor
de necrosis tumoral alfa ) en los macréfagos de gerbos, se incluye a la E.
histolytica ( Wang, Keller and Chadee, 1992 ). Es importante la presencia de este
factor en los procesos infecciosos ya que se considera como una segunda sefal
para la activacién de las funciones citotdxicas del macréfago.

En una fase temprana de la inmunidad a una variedad de patégenos, el TNFa
esta considerado como esencial para el inicio de la secrecion del IFNy por
células NK. El TNFa también interviene en la activacién del macréfago mediada
por contacto con células T CD4+ estimuladas. Debe mencionarse que mientras
que un poco de TNFo activa a los macréfagos, un exceso puede resultar en
lesiones tisulares extensas ( Green and Nacy, 1994 ). Se ha visto que los
macréfagos derivados de AHA en gerbos producen TNFo y esta produccidon
aumenta estimulando con lipopolisacérido { Wang, Keller and Chadee, 1992 ).

El IFNy estd considerado como activador universal de las funciones anti-
microbianas y anti-parasitarias en los monocitos { James and Nacy, 1993 ), y la

amiba puede incluirse en este esquema, ya que el tratamiento in vitro de
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macréfagos peritoneales murinos no activados con IFNy recombinante, causo la
destruccion de los trofozoitos amibianos ( Ghadirian and Denis, 1992 ).

Por lo tanto, el macrofago activado emerge en principic como una célula
efectora capaz de eliminar {a amiba virulenta, un pape! que puede ser critico en

el contro! final de la invasidn amibiana ( Kretschmer and Lépez-Osuna, 1880 ).

Eosindfilos

En contraste con las bien conocidas funciones efectoras del eosindfilo en las
enfermedades helminticas ( Butterworth and Thome, 1993 ) donde la eosinofilia
sanguinea es una caracteristica sobresaliente, el papel que pudiera tener el
eosindfilo en la amibiasis no ha sido investigado suficientemente. No existe
eosinofilia en la amibiasis extraintestinal { Reed and Braude, 1988 ). La ausencia de
eosindfilos circulantes en la amibiasis seguramente fue responsable de la falta
de interés de los investigadores por este leucocito en esta enfermedad, a pesar
de que en la inflamacién temprana, casi regularmente, se han encontrado
eosinofilos ( Griffin, 1972; Pittman, El-Hashimi and Pittman, 1973; Tsutsumi et al., 1984;
Tsutsumi and Martinez-Palomo, 1988 ). Ya sa sefiald que Weller insiste que no es
valido negarle al eosinéfilo un posible papel en un determinado fendmeno

bioldgico sblo por la ausencia de eosinofilia en sangre o en tejidos ( Weller, 1991).
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Con el fin de aclarar la posible intervencidn del eosindfilo en la amibiasis,
estudiamos la interaccion in vitro de una cepa virulenta de_E histolytica, la HM1-
IMSS y una poblacion enriquecida con eosindéfilos humanos normales marcados
( 295% de pureza ). Posteriormente realizamos esta confrontacion pero con
eosindfilos activados. Por Ultimo, se estudid la interaccion eosinéfilos:amiba jn
vivo. Los resultados obtenidos constituyen los datos presentados en esta tesis.

En resumen, los neutréfiios y los eosindfilos, leucaocitos predominantes en la
inflamacion, son ineficientes en su lucha contra la E. histolytica virulenta, pero si
los eosindfilos son activados y apoyados por factores humorales, pudieran
representar la célula efectora inicial lider contra la amibiasis invasora y quiza la
responsable de invasiones amibianas " abortadas ", que por razones obvias las
estadisticas no registran en la literatura. Los estudios in vivo como la induccién
de AHA en gerbos eosinofilicos podrian ayudar a esclarecer este problema. La
confrontacién de amibas con macréfagos y eosindfilos activados, ha mostrado
un comportamiento semejante entre ambas células, realzandose la importancia
del papel que pudiera desempefiar el eosinéfilo en las fases tempranas de la

invasion amibiana ( Lopez-Osuna, 1995 ).
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IL-5 Y LA PRODUCCION DE EOSINOFILOS

Tres caracteristicas importantes de la eosinofilia han proporcionado
informacion sobre los mecanismos de control en la produccion de eosindfilos.
Primero, la eosinofilia estd bajo el control de linfocitos T ( Sanderson, 1993 ),
segundo, el aumento en el numero de eosindfilos se observa
independienterﬁente de los aumentos en otros leucocitos, y tercero, la
eosinofilia se restringe a un numero determinado de enfermedades, lo que
indica que el sistema inmune puede distinguir entre tipos de estimulos que
inducen eosinofilia de los que no la inducen. Aunque la produccién jn vitro de
eosindfilos puede inducirse con IL-3, GM-CSF e IL-5 sdlo esta utima citocina es

especifica ( y quiza la unica ) para el linaje eosinofilico in vivo ( Sanderson, 1993 ).
PRODUCCION DE EOSINOFILOS in vitro

Metcalf y col. informaron de la produccién de eosinofilos in vitro utilizando medio
acondicionado en cultivos de agar semi-solido y células de médula 6sea de
raton { Metcalf et al, 1974 ). Mas adelante extendieron esta observacion a la
médula 6sea humana ( Metcalf, Cutler and Nicola 1983 ). Como la obtencion de

colonias eosinofilicas en cultivo usando médula dsea de ratén era de muy baja
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eficiencia, otros autores, buscando mejores sistemas de cultivo, encontraron y
caracterizaron la IL-5 ( Sanderson, Warren and Strath, 1985, Campbeil et al., 1988 ), a a
que se atribuye la induccion especifica del linaje eosinofilico y que constituye un
factor tardio de la eosinofilopoyesis ( Sandersen, 1993 ). En contraste con los
cultivos en ratén, los de médula humana produjeron mas colonias de eosindfilos
en presencia de IL-5. Sin embargo, los resultados eran distintos si se cultivaba
en agar semi-sélido que en cuitivo liquido, observandose mejor el efecto de {a
IL-5 sobre los progenitores de eosindfilos en cultivos liquidos ( Clutterbuck and
Sanderson, 1890 ). La IL-3 por su parte actla en etapas tempranas y tardias de las
vias de diferenciacion del eosinéfilo pero también del neutréfilo y el macréfago,
en tanto que la IL-5 actia sdlo en la Ultima etapa de la diferenciacion

eosinofilica ( Ema et al., 1990 ).
PRODUCCION DE EOSINOFILOS in vivo

Existen actualmente varias formas de producir eosinofilia en animales:

a) la administracion intraperitoneal ( i.p. ) de IL-5 humana ( Fattah et al., 1930 ) 0
murina a ratones produjo eosinofilia en sangre, bazo, médula 6sea y peritoneo
perc en experimentos de corta duracion. Esta eosinofilia posiblemente
represente una maduracion de precursores ya existentes ( Hitoshi et al., 1991 ).

Batones inyectados con IL-2 ( interleucina 2 ) desarrollaron eosinofilia por corto
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tiempo, pero una vez eliminado el tratamiento, los niveles de eosindfilos
regresaron a lo normal. Esta eosinofilia pudo suprimirse inyectando anticuerpo
anti-IL-5, lo que sugiere una regulacion por parte de la IL-5 { Yamaguchi et al.,
1990).

Por otro lado, ratones irradiados a los que se trasplantaron células de médula
dsea transfectadas con un retrovirus recombinante portando la secuencia
codificadora de IL-5, desarrollaron eosinofilia en sangre y tejidos que se
prolongé por dos semanas. En la sangre se mantuvieron niveles elevados de
eosinofilos hasta por 6 meses ( Vaux et al., 1990 ),

b) la administracion de antigenos parasitarios ( vivo o inertes ) en ratas y
ratones, ha sido utilizada con éxito para la induccién de una prolongada
eosinofilia y por ello ha rendido valiosos servicios en el estudio de la
| Inmunoparasitologia ( Cook, Smith and Spicer, 1993 ). ( Ver adelante ).

c) por administracién intravenosa de particulas como Sephadex ( Walls and
Beeson, 1972 ) y latex ( Schriber and Zucker-Franklin, 1974 ) en ratas

d) por inhalacion de endotoxina, PAF y otras substancias { Cook, Smith and Spicer,
1993 )

e) por produccién de animales transgénicos ( con el gen IL-5 ) ( Cook, Smith and

Spicer, 1993 ).
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MODELOS ANIMALES DE EOSINOFILIA

El aumento y la deplecidn experimental de una determinada funcion, constituyen
una estrategia muy util en la investigacion biomédica. El eosindfilo no ha sido
una excepcién. Diversos modelos experimentales han sido usados para tal fin,
lo que ha establecido una advertencia de que los hallazgos no deben
extrapolarse a otras especies animales en forma indiscriminada. A continuacion

algunos ejemplos de fos modelos mas utilizados.

Conejos, Monos, Perros, Carneros

Administrando PAF en aerosol a conejos se produjo una elevacion de neutréfilos
y eosindfilos en los LBA ( Spina et al., 1991 ), pero desconocemos si es posible
producir una eosinofilia en la sangre periférica en estos animales.

En monos se han empleado dos métodos para obtener eosinofilia en pulmén:
uno por administracidén repetida de antigeno de Ascaris unido a esferas de
Sefarosa ( Gundel, Gerritsen and Wegner, 1889 ) y el otro por la inhalacion repetida
del antigeno sélo ( Gundel et al., 1980 ). También se ha obtenido eosinofilia en LBA

administrando PAF inhalado ( Wegner et al., 1989 ).
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En los perros la inhalacion de un antigeno de A. suum, despugés de tratarlos con
metirapona para bloquear fa liberacion de esteroides enddgenos, produjo una
reaccion inmediata seguida de una respuesta tardia donde hubo un aumento de
eosindfilos en LBA y en tejido bronquial 10 h después de administrar el antigeno
( Cook, Smith and Spicer, 1993 ).

En los carneros la administracion intratraqueal del antigeno_A. suum provoca un
aumento significativo de eosindfilos en LBA ( Bosse et al., 1987 ), también existen
publicaciones de un aumento de eosindfilos en LBA por medio de la

administracion de LTD, ( Abraham et al., 1985 } pero no en sangre periférica.

Rata

Para desarrollar eosinofilia en ratas, sobre todo en la cavidad peritoneal, se ha
usado la larva de M. corti ( Chermin and McLaren, 1983 ), y para la produccion de
eosinofilia en sangre periférica se ha utilizado la larva de 1. spiralis
desarrollandose una eosinofilia que llegd a su maximo a los 14 dias de
administracién oral o intravenosa { Basten, Boyer and Beeson, 1970 ). Se observé
que esta eosinofilia no dependia de la infeccion causada por la larva ya que la
administracion de larvas muertas también produjo eosinofilia. Se sugirié

entonces que la eosinofilia pudiera depender de la embolizacién pulmonar y que
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la misma era muy efectiva por via intravenosa ( i.v. ) por lo que se intento la
inyeccion i.v. de particulas como el Sephadex ( Walls and Beeson, 1972 ) 0 latex

( Schriber and Zucker-Franklin, 1974 ) de varios tamanos y se vio que los resultados
eran similares o mejores que los logrados con los parasitos. La inyeccion i.v. o
i.p. de IL-2 recombinante humana produjo una infiltracion tisular de linfocitos y
eosindfilos y una marcada eosinofilopoyesis en la médula 6sea de la rata
(Anderson and Hayes, 1989 ); el PAF inyectado en la cavidad pleural de las ratas
también eleva el nimero de eosindfilos junto con el de células mononucleares y
neutrofilos, si bien en 24 h todas las células excepto los ensinéfilos, regresan a
la normalidad ( Silva et al., 1989 ).

También se ha usado la institacion i.p. de complejos protamina-heparina ( Archer,

1973 ), de quistes de Echinococcus granulosus ( Archer, Robson and Thompson, 1977 )
y preparaciones de A. suum ( Archer et al., 1985 ) que provocaron eosinofilia en la

cavidad peritoneal.

Cobayo

Desde principios de siglo se demostrd que la anafilaxis, producida por la
administracion repetida de una proteina extrafia en el cobayo, aumentaba los
eosinofilos en la sangre, bazo, pulmén y el estémago por lo que no es dificil

obtener estas células en grandes cantidades en este animal ( Schlecht and
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Schwenker, 1812; Hajos, 1928 ). El aumento de ecsindfilos en la sangre de cobayos
24-30 h después de inyecciones sucesivas de suero de caballo, puede
impedirse con glucocorticoides que también reducen la salida de eosindfilos de
la médula 6sea y deprimen la eosinofilopoyesis ( Dustin and de Harven, 1854 ). La
administracién intratraqueal de 1.-5 recombinante de raton a cobayos produjo
eosinofilia en LBA y en pulmones alcanzando un pico maximo a las 24 h. Esta
respuesta se redujo con un inhibidor de sintesis de leucotrienos administrado
antes de la IL-5 ( Sekizawa et al., 1991 ). La IL-4 recombinante humana inyectada
i.p. 0 i.v. en el cobayo produce eosinofilia de sangre periférica muy rapidamente:
una hora después de la inyeccidn i.v. de IL.-4 comienza a elevarse el nimero de

eosinofilos con duracion de hasta 24 h ( Sanjar, McCabe and Reynalds, 1991 ).

Raton

Para la obtencion de eosinofilia en sangre periférica de ratén, se empled un
inmunodepresor, la ciclofosfamida y un antigeno, el KLH ( hemocianina de la
lapa de mar ) en adyuvante completo de Freund ( vadas, 1981 ). También se usé
una combinacion de ciclofosfamida y huevos de 7. canis con lo cual se obtiene
una infeccion en ratones de la cepa SJC con una pronunciada eosinofilia en
sangre periférica ( Sugane and Oshima, 1885 ). Cabe sefalar que existen cepas de

ratones que son excelentes respondedoras y producen una eosinofilia mucho
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mas abundante al mismo estimulador, que otras cepas menos eficientes
(Lammas, Mitchell and Wakelin, 1989 ).
Otros pardasitos usados para desarrollar eosinofilia en sangre de raton son el A.

suum ( Sugane, 1988 ), Nippostrongylus brasiliensis ( Watanabe et al., 1988 ) y

Stronqyloides venezuelensis ( Korenaga et al., 1991 ). Ya se menciond antes que Ia

inyeccién i.p. con IL-5 humana ( Fattah et al., 1990 ) y murina ( Hitoshi et al.,, 1991 ) en
ratones provoca eosinofilia lo que también se logra con IL-2 ( Yamaguchi et at.,
1990 ). El uso de ratones irradiados y trasplantados con células de médula 6sea
transfectadas con un virus recombinante portador de la secuencia codificadora
de iL.-5 di6 como resuitado un aumento de eosindfilos en la sangre y tejidos
(vaux et al., 1990 ). También se produjeron ratones transgénicos CBA/CaxC5781/6
F1 con gen IL-5 y con niveles de eosindfilos mucho mas elevados que los
animales testigos ( Dent et al., 1990 ),

La eosinofilia peritoneal se obtuvo con antigenos de parasitos, larvas de
Toxocara 0 Anisakis ( Sugane and Oshima, 1980 ), antigeno soluble de Ascaris
(walls, 1976 ) 0 con hueves de A. suum ( Kano, Kasuya and Ohtomo, 1989 ) y
recientemente se reportaron varios trabajos utilizando el M, corti { Johnson et al.,
1979; Mitchell, 1979; Barton et al., 1984 ). Los eosindfilos pueden aumentar su nimero
en los tejidos como en la esquistosomiasis cronica murina (El- Cheikh, Dutra and

Borojevic, 1991 ).
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Gerbos

El gerbo { Meriones unquiculatus ) es un modelo estandar para el estudio del

AHA ( Meerovitch and Chadee, 1988, Zhang, Cieslak and Stanley, 1894 ). Como nuestra
linea primordial de investigacién es el estudio del eosindfilo y su posible
participacion en la amibiasis hepatica, decidimos establecer el modelo de
eosinofilia en gerbos lo que se logré utilizando un antigeno del parasito 7. _c,:_a_nig
obteniendo una elevacion maxima de eosindfilos a los 21 dias postinoculacion

{ ver adelante Capitulo VI ). Debemos mencionar que también se probaron
grupos de animales inoculados con el antigeno parasitario y adyuvante de Titer-
Max, pero los resultados no fueron mejores que usando el antigeno soélo

(Velazquez et al., 1993 ).
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CAPITULOII

OBJETIVOS

Los leucocitos neutréfilos humanos al enfrentarse a una cepa virulenta de E.

histolytica in vitro, son destruidos sin que el parasito sufra algun dafno ( Lépez-

Osuna, Contreras y Kretschmer, 1986 ). También se sabe que los macréfagos hu-
manos no activados son destruidos por cepas virulentas de E. hisfolytica, pero
que si las células se activan { con citocinas, fMLP, PMA, etc. ) adquieren la
capacidad de lisar a la amiba aunque finalmente eltas también sucumban en el
proceso ( Salata, Cox & Ravdin, 1985 ). Tomando en cuenta el papel efector que
tienen los leucocitos eosindfilos en su confrontacion con ciertos helmintos
(Butterworth & Thome, 1993 ), nos propusimos investigar la efectividad de los
eosinofilos humanos normales ( i.e. no activados ) en su confrontacién con la £.
histolytica virulenta ( Loépez-Osuna and Kretschmer, 1989 ), pero también el
comportamiento de eosindfilos activados con fMLP, para ver si se asemejan a
los macréfagos activados en su confrontacién con este parésito ( Lépez-Osuna,
Arellano and Kretschmer, 1992 ).

Una vez estudiada la interaccidn in vitro de los eosinéfilos ( normales y acti-

vados ) y la E. histolytica, el siguiente paso seria la evaluacién de esta con-
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frontacién ( i. e. E. histolytica y eosinofilos ) in vivo para lo cual estudiamos
animales de experimentacién en los que se indujo eosinofilia y a los que se ino-
culo intraportalmente con una cepa virulenta de E. histolytica para inducir AHA

( Velizquez et al., 1995 ). Esperamos que 1as observaciones de estos experimentos
en conjunto contribuyan al esclarecimiento del papel del eosinéfilo como posible

célula efectora en la amibiasis invasora.
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CAPITULO Ili

Articulo : Destruction of normal human eosinophils by E. histolytica.

Parasite Immunol. 1989, 11: 403-411.

INTRODUCCION

Entre las principales investigaciones sobre amibiasis, se cuentan varios
estudios in vilro para determinar los eventos que se producen durante la

interaccion entre leucocitos ( humanos y de animales ) y la E. histolytica ( Chévez
y Segura, 1974, Knight, 1977, McCaul, Poston and Bird, 1977, Bos, Leijendekker and van den

Eijk, 1980 ). Nosotros investigamos la confrontacién de una cepa virulenta de E.
histolytica { HM1-IMSS ) y neutréfilos PMN humanos confirmandose que la cepa
virulenta destruye a estos leucocitos, capacidad que no poseen cepas menos

virulentas o avirulentas del parasito ( Jarumitinta and Kradolfer, 1964: Arigas, Otto and
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Kawada, 1966; Guerrant et al., 1981; Ravdin et al., 1985, Lopez-Osuna, Contreras and

Kretschmer, 1986 ).

Teniendo en cuenta la bien establecida virtud del eosindfilo como célula
efectora en enfermedades por helmintos ( Butterworth and Thore, 1993 ) decidimos
estudiar el enfrentamiento in vitro entre eosindfilos y una cepa virulenta de E.
histolytica, ya que el papel del eosindfilo en la amibiasis invasora practi-

camente no ha sido explorado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El enfrentamiento in vitro de eosinéfilos humanos normales y la cepa virulenta
de E. histolytica, HM1-IMSS, culminé con la lisis de los eosindfilos sin que se
observarsa destruccion de la amiba. Esto sucedié aun anadiendo anticuerpos
anti-amiba y complemento 1o que se suma al concepto de obsolescencia de los
anticuerpos humorales en la amibiasis humana ( Kretschmer, 1993 ). La accion
litica de la E. histolytica se estudid usando eosindfilos marcados con cromio 51
determinando la destruccién celular por la liberaciéon de la marca y por la ex-
clusién del colorante vital azul tripano en las células lisadas observada al
microscopio. Ambos métodos fueron confirmatorios, con resultados similares en
las ‘mezclas con proporciones eosinéfilos:amiba 10:1; en tanto que en las
mezclas con la proporcion 2001, la liberacion de la marca ocurrid
sensiblemente antes que la exclusion del colorante, quizés debido a diferencias
en la sensibilidad de las técnicas ( Fig. 1, 2 y 3; articulo pp. 405-407 ). El
proceso citolitico ejercido por el parasito sobre los eosindfilos resultd similar al
descrito en los estudios con los neutrdfilos { Guerrant et al., 1981; Ravdin, 1986:
Lopez-Osuna, Contreras and Kretschmer, 1986 ). En estos estudios, por cierto, la clara
sobrevida de la amiba al incubarse sola en un suero inmune fresco parece
contradecir publicaciones previas donde se sefala un efecto nocivo de estos

factores ( anticuerpos anti-amiba y complemento ) sobre la E. histolytica in vitro
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( Chévez et al., 1973; Huldt et al,, 1979, Calderén and Schreiber, 1985 ) pero por otro lado
coincide con observaciones donde la E. histolytica - sobre todo la cepa virulenta

-, no sufre dafio en presencia de anticuerpos anti-amiba y complemento ( Huidt
et al., 1979; Calderén and Tovar-Gallegos, 1980, Aust-Kettis, Thorstensson and Sundqvist,

1981; Reed et al., 1986 ); posiblemente por la desactivacion del complejo terminal
C8-C9 que logra la subunidad de 170 kDa de la lectina adhesina Gal/GalNAc
inhibible, patrimonio de las E. histolytica virulentas ( McCoy, Mann and Petri, 1994 ).
La lisis de eosindfilos humanos realizada por la E. histolytica se suma al
conocido efecto destructor de ésta sobre los neutrofilos humanos normales

( Guerrant et al., 1981; Ravdin et al., 1985; Lopez Osuna, Contreras and Kretschmer, 1986 ) y
sobre los monocitos no activados ( Salata, Pearson and Ravdin, 1985 ). Por otra parte
si se utilizan cepas mucho menos virulentas, o cepas termoatenuadas de la
amiba, es posible demostrar que los neutréfilos son capaces de destruir al
parasito por medio de mecanismos no oxidativos e independientes de suero

( salata and Ravdin, 1988). Debe recordarse que los macréfagos activados lisan
amibas virulentas por medio de mecanismos oxidativos y mecanismos no
oxidativos ( Saiata, Cox and Ravdin, 1985; Denis and Chadee, 1989; Lin and Chadee, 1992).
Debido a esta capacidad de los macréfagos de lisar la E. histolytica virulenta,
siempre y cuando se activen previamente, queda por estudiar si eosinofilos

obtenidos de individuos hipereosinofilicos ( Silberstein and David, 1987 ) ©
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eosindfilos que se activen con linfocinas u otros factores ( Spry, 1985 ) se
comportan de manera diferente a su contraparte normal en su confrontacion in
vitro con la amiba.

Por lo pronto pudimos concluir que los eosindfilos humanos normales, adn en
presencia de anticuerpos anti-amiba y complemento son destruidos por la E.
histolytica virulenta de manera comparable a lo que ocurre con neutrdfilos y con

macréfagos no activados ( Lépez-Osuna and Kretschmer, 1989 ).
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Summary We evaluated the in-vitro interaction of normal human eosinophil
leucocytes and a virulent strain of Entamoeba histolytica (HM1-IMSS) in the
presence of immune secrum. At a 10:1 (cosinophil:amoeba) ratio a significant
time-dependent destruction of eosinophils was found from the first hour onward,
and a similar, albeit weaker, cytopathic effect was found in the 200:!1 ratio
mixtures, with some delay in the microscopic evidence of such effect. Results were
unaffected by serum factors, and amoebae emerged virtually unharmed through-
out these experiments, again regardless of the presence of serum factors. These
results indicate that, as with neutrophil leucocytes, virulent E. histolytica is
capable of destroying normal human eosinophils in vitro.

Keywords: eosinophil, Entamoeba histolytica

Introduction

The interaction of Entamoeba histolytica with mammalian cells has been extensively
studied in vitro using both human and animal cells (Chévez & Segura 1974, Knight 1977,
McCaul, Poston & Bird 1977, Bos, Leijendekker & van den Eijk 1980). Such studies have
revealed, inter alia, the capacity of virulent strains of E. histolytica effectively to destroy
human polymorphonuclear neutrophils (PMN) (Jarumilinta & Kradolfer 1964, Artigas,
Otto & Kawada 1966), although the reverse effect may be observed when using less
virulent or avirulent strains of the parasite (Guerrant e a/. 1981, Ravdin er al. 1985,
Lopez-Osuna, Contreras & Kretschmer 1986). On the other hand, and contrasting with
the well-established cffector prowess of the eosinophil PMN in helminthic diseases -
(Butterworth et al. 1975, Kazura & Grove 1978, Greene, Taylor & Aikawa 1981), where
blood eosinophilia constitutes a clinical feature (Beeson & Bass 1977), the role played by
this leucocyte in amoebiasis remains basically unexplored. This, notwithstanding the fact
that a few eosinophils are regularly found in the inflammatory reaction occurring in early

Correspondence: Dr Roberto R.Kretschmer, Division of Immunology, Unidad de Investigacion,
Biomédica, CMN-IMSS, Apartado Postal 73-032, CP 03020, México, DF, México.
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CO-INCUBATION OF EOSINOPHILS AND AMOEBAE

Labelled eosinophils (1-2 x 10% and amocbae were mixed in duplicate in 12 x 75 nun
sterile plastic tubes (Falcon, 2003, Oxnard, CA, USA) in 10:1 and 200:1 eosinophil:
amoeba ratios (Guerrant et al. 1981) in a final volume of | mlin TYI-S-33 medium with
10% fresh anti-amoeba immune human AB/Rh* serum (IHA titre=1:10%) or 10% heat-
inactivated (56°C/30 min) normal human AB/Rh* serum (negative THA titre) (i.c.
control serum) that had been kept frozen in aliquots at —70°C until used. The relative
shortage of eosinophils dictated this type of overall control for both antibodies and
complement, Eosinaphils or amoebac incubated alone with fresh immune serum, control
serum, TYI-S-33 or RPMI-1640 were used as controls, The tubes were rotated end-over-
end at 37°C and aliquots were sampled at 0, 60, 120 and 180 min incubation time,
centrifuged at 100 g for 5 min at 4°C and the radioactivity present in the supernatant fluid
was measured in a gamma counter (Packard PRIAS, Packard Ins. Co., Downers Grove,
IL, USA). Specific cosinophil lysis was calculated by the following formula (Salata,
Pearson & Ravdin 1985):

experimental relecase — spontancous release

x 100
total release — spontancous release

Per cent lysis=

where spontaneous relcase is the radioactivity present in the supernatant of eosinophils
incubated alone in RPMI-1640 or TYI-S-33 medium (< 10% in our experiments) and
total release is the radioactivity obtained after freczing and thawing this eosinophil
suspension three times.
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Figure 1. Eosinophil lysis, measured as *'Cr release, in the presence of E. histolytica and fresh
immune serum (a) or heat-inactivated control scrum (b). 4, 200:1; O, 10:1.
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Viability of both amoebae and eosinophils was also assessed in the pellets by trypan
blue exclusion. Here results were expressed as per cent of viable cells (amoebae or
eosinophils) calculated by the following formula:

viable cells/ml at ‘a’ min

Per cent viable cells= x 100.

viable cells/ml at 0 min

100

60

Par cent survival

aootmﬁz:\ 100
\\

60 50

| | ] 1 ] i
€0 120 180 60 120 180

Tima {min}

Figure 2. Eosinophil (a & b) and E. histolytica (¢ & d) survival, measured by trypan blue dye

exclusion, in the presence of fresh immune serum (a & c) or heat-inactivated control scrum (b & d).
0, Control; a, 200:1; A, 10: 1.
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STATISTICAL ANALYSIS

Data were analysed by the non-parametric Mann-Whitney test (Sicgel 1956).

Results
Mixtures containing eosinophils and amoebae in the 10:1 ratio with either immune or

control serum disclosed a significant (P <0-001) and comparable liberation of radioacti-
vity from the first hour onward (Figure 1). This coincided chronologically with the

108

L L )
0 60 120 180
Time (min)

Figure 3, Representative experiment of *Cr release (absolute counts, ct/min) from eosinophils
cxposed to virulent E. histolytica. O, Total release; @, experimental release; A, spontancous release.
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Table 2. Eosinophil and E. Aistolytica survival in
control serum

Incubation time (min)

Cell 0 60 120 180

Eosinophils 994+ 1* 9841 9841 9541

E. histolytica 98+1 9543 97+2 9443
(HM1.IMSS)

* Per cent, meand:s.c. (n=6).

significant (P < 0-001) decrease in microscopic viability of eosinophils (Figure 2a & b}. A
representative experiment expressing radioactive countsis shown in Figure 3. Incontrast,
the viability of amoebae did not change significantly over these incubation times when
compared to their controls (Table 2), irrespective of the presence of fresh immune or
control serum (Figure 2¢ & d).

Radioactivity release in the 200: | ratio mixtures, in the presence of either immune or
control serum, was significant (P<0:001) and comparable from the first hour of
incubation onward (Figure 1) but was not weaker than that found in the 10:1 ratio
mixtures. The microscopic viability of eosinophils, however, began to decrease signifi-
cantly (P <0-01) only at 120 min incubation time (Figure 2a & b) and was thus weaker
than that found in the 10:1 ratio mixtures (P <0-:01). Again the viability of amocbae
remained essentially unchanged throughout these experiments, unaflfected by the
presence of immune or control serum (Figure 2c & d). Survival of cosinophils or E.
histolytica incubated in immune serum, control serum or culture media (RPMIand TYI-
S-33) alone was without significant change over 180 min incubation time (Figure 2a,b,c &
d, Table 2). No clumping of eosinophils was observed, but rosetting of cosinophils (10-30
per amoeba) around amoebae was seen regularly from 1 h onward as well as ingestion of
presumably killed eosinophils (trypan blue positive) by the parasites, in experiments using
both eosinophil:amoeba ratios.

Discussion

The in-vitro confrontation of normal eosinophil PMN with a virulent strain of E,
histolytica led to a dose- and time-related destruction of the former with no apparent
effect on the viability of the latter. Since this occurred even in the presence of anti-amoeba
antibodies and fresh serum factors (i.e. complement), it appears that such humoral factors
failed to confer so much of a protection to the embattled eosinophil (Guerrant et al. 1981).
These results are in accordance with the well-known cytolethal effect virulent E.
histolytica exerts on human neutrophils (Guerrant ¢ al. 1981, Ravdin et a/. 1985, Lopez-
Osuna et al. 1986) and non-activated monocytes (Salata et al. 1985), although certain
modifications in the conditions of such leucocyte-parasite confrontations can lead to
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different outcomes: i.e. neutrophils arc able to destroy less virulent strains of amocba
using a non-oxidative, serum-independent mechanism (Guerrant et al. 1981, Ravdin et al.
1985), and macrophages, for their part, can kill even virulent amocbae, also in the absence
of serum factors, when activated by lymphokines (Salata et af. 1985). It remains to be seen
whether eosinophils obtained either from individuals with hypereosinophilia (Silberstein
& David 1987) (which incidentally does not occur in clinical amocbiasis (Kampmeicr &
Hinman 1937, Becson & Bass 1977)) or those non-specifically activated with mitogen-
elicited lymphokines or other factors (Spry 1985), perform differently when confronted
with amocbae in vitro. Such ‘activated’ eosinophils are different from ‘normal’ eosinophils
in more than one way and have been shown to possess heightencd cytolytic propertics
towards helminths (i.e. Schistosoma mansoni) (David et al. 1980).

The destructive effect of E. histolytica was corroborated by studies using 3'Cr-labelled
eosinophils. Trypan bluec dye exclusion and radiolabel release from eosinophils ran
virtually parallel from the first hour onward in the 10:1 (eosinophil:amoeba) mixtures;
dye exclusion began at 120 min incubation time, while >'Cr release was already present
from the first hour onward but was not weaker than that found in the 10: 1 ratio mixturcs.
This suggests not only differences in sensitivity between the two methods employed in this
study, but also a stepwise cytolethal process exercised by the amoeba, similar to that
described for the destruction of neutrophil PMN by the same parasite (Ravdin 1986). No
effort was made to clarify the actual mechanism of destruction of eosinophils by amoebac,
but the dynamics of the phenomenon and the microscopic observations (rosetting,
ingestion) suggest a similar mechanism to that operating against neutrophils (Ravdin
1986).

The normal and comparable survival of amoebac incubated in fresh immune serum or
heat-inactivated control serum alone appears to contradict previous reports on the
deleterious effect of fresh normal and immunc serum upon E. histolytica in vitro (Chévez
et al. 1973, Huldt et al. 1979, Calderon & Schreiber 1985), but coincides with other
observations, where E. histolytica-—especially the virulent strains—under certain experi-
mental conditions can evade the lytic effect of antibodies and complement (Huldt ef al.
1979, Calderon & Tovar-Gallegos 1980, Aust-Kettis, Thorstensson & Sundqvist 1981,
Reed ¢t al, 1986). It secms reasonable to assume that the virulent strain of E. histolytica
used in our experiments possessed such evasive properties.

Inconclusion, the normal human cosinophil, even assisted by anti-amoebic antibodies
and complement, appears to be as vulnerable to the lytic effects of E. histolytica as the
neutrophil PMN. In fact, cosinophils present in the inflammatory reaction of early
invasive amoebiasis are frequently scen to undergo destruction and even enguifment by
the parasite (Griffin 1972). The few eosinophils present in the early lesions of invasive
amoebiasis may thus not be playing a critical role in the host defence against this
extracellular invader.
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CAPITULO IV

Articulo : The destruction of E, histolytica by activated human eosinophils.

Parasite Immunol. 1992, 14: §79-586.

INTRODUCCION

Nuestros estudios ( Capitulo il ) sobre la interaccion in_vitro de la E. histolytica
virulenta y eosinofilos normales revelaron la destruccién de éstos uitimos adn en
presencia de factores humorales, ( i.e. anticuerpos anti-amiba y complemento ).
Estos resultados establecieron la superioridad litica de la amiba sobre los
eosinodfilos de manera similar a lo que ocurre con los neutréfilos { Guerrant, 1981,
Ravdin et al., 1885, Lopez-Osuna, Contreras and Kretschmer, 1986 ), l0os monocitos no
activados ( Salata, Pearson and Ravdin, 1985 ) y de hecho con leucocitos no
fagociticos como los linfocitos ( Salata, Cox and Ravdin, 1987 ). Por otra parte y ya

que los macrofagos una vez activados destruyen la E. histolytica { Salata, Pearson
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and Ravdin, 1985 ), consideramos de interés estudiar al eosinéfiio en las mismas
condiciones. La activacion confiere nuevas propiedades y funciones al
eosinofilo, y lo hace parecerse en mas de un aspecto al macréfago activado
(weller, 1991 ). Asl, activamos eosinéfilos normales incubandolos con fMLP,
detarminamos su estado de activacion por medioc de la emisidon de
quimioluminiscencia ( Yazdanbakhsh et al., 1987 ), y por ultimo los enfrentamos in

vitro a trofozoitos de una amiba virulenta, la HM1-IMSS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. 1 ( p. 582 del articulo )( Lépez-Osuna, Arellano and Kretschmer, 1992 ) se
puede observar que el fMLP activa a los eosindfilos, lograndose la maxima
emisidén de luz a los 11 min.

Al incubarse con eosindfilos activados, la E. histolytica virulenta es destruida

( p<0.001 comparando con los testigos ) (i. e. amibas incubadas solo en su
medio y amibas incubadas con eosindfilos normales como se muestra en la Fig.
2a, Tabla 1 ){ pp. 581 y 583 del articulo ).

Ademas, y a diferencia de lo que ocurre con los macréfagos activados ( Salata,
Pearson and Ravdin, 1985 ), aumento la destruccién de la amiba por parte de los
eosindfilos activados al afadirse suero inmune fresco a las mezclas ( Fig. 2a,
Tabla 1, p<0.01).

Igual que los macréfagos activados, los eosindfilos activados también sucumben
eventualmente en este proceso, aungue esta lisis es un poco mas lenta que la
de la E. histolytica ( 60 min vs 180 min ), ( Fig. 2b, Tabla 1).

El mecanismo a través de! cual los eosindfilos normales y los eosindfilos
activados son eventualmente destruidos por la amiba pudiera no ser el mismo.
La destruccion secundaria y tardia de los eosindfilos activados es similar a la ya
descrita para los macrofagos activados, donde existe una clara correlaciéon entre

el numero de amibas muertas y la destruccion subsecuente de macrofagos
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(Salata, Pearson and Ravdin, 1985 ). La destruccién de eosindfilos normales por parte
de la E. histolytica recuerda a la apoptosis, por la fragmentacién de DNA que se
observa ( McCoy, Mann and Petri, 1994 ).

Aunque el eosindfilo no se ha identificado como célula efectora en enferme-

dades de protozoarios [ con excepcion del Trypanosoma cruziy la Isospora belli

( Sanderson, Lopez and Bunn-Moreno, 1977, Weller, 1991 }], y la eosinofilia circulante

- caracteristica de las enfermedades helminticas - no acomparia a las enferme-
dades por protozoarios ( Butterworth and Thome, 1993 ); éstas no son razones sufi-
cientes para dejar de pensar que el eosindfilo pudiera ejercer una accion
importante en alguna de estas enfermedades ( weller, 1991 ). De hecho,
recientemente se ha observado una actitud * revisionista " con respecto al papel
de los eosindfilos en enfermedades protozoarias tales como la malaria y la
tripanosomiasis ( Butterworth and Thonre, 1993 ),

En las reacciones inflamatorias tempranas contra amibas invasoras se han
observado regularmente algunos eosinéfilos ( Griffin, 1972; Tsutsumi and Martinez-
Palomo, 1988 ), como éstos se lisan rapidamente en los tejidos inflamados, su
escasa presencia o su ausencia no constituyen necesariamente un reflejo de su
papel en el proceso. La deteccién de proteinas citoplasmaticas caracteristicas

del eosindfilo ( MBP, EPO, ECP y EDN ) podria constituir una evidencia mas
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confiable de su participacion que su identificacion propiamente celular en cortes
histolégicos ( Venge, 1990 ).

Falta por aclarar el mecanismo preciso - oxidativo o no oxidativo - por el cual los
eosinofilos activos destruyen a la E. histolytica virulenta y el papel que pudieran
tener in vivo al enfrentar a este parasito. Sin embargo, los datos de estos ex-
perimentos realzan las semejanzas, al menos funcionales, entre los eosinofilos
y tos macrofagos activados, y abren nuevos horizontes en la exploracion de los
eosinofilos como posible célula efectora en la amibiasis invasora, quiza como la
responsable principal de que muchos casos de amibiasis invasora aborten opor-
tunamente sin trazas clinicas o histopatologicas.

Como ya se menciond, los neutréfilos y los eosindfilos son constituyentes
regulares de las reacciones inflamatorias tempranas. Ya que los neutrdfilos son
notoriamente incapaces de destruir a la E. histolytica virulenta, aln asistidos por
opsoninas, se podria especular que los eosindfilos activados pudieran contribuir

a que la E. histolytica no alcance a invadir los tejidos o a establecerse en ellos.
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Summary Unlike normal (i.e., non-activated) human cosinophils that are unable
to destroy virulent Entamocba histolytica even in the presence of antibodies and
complement, activated eosinophils effectively destroy the parasite in vitro without
the help of opsonins, yet increase this capacity with their assistance. Many
activated cosinophils succumb in the process as well, probably victims of toxic
products released by dying amoebac. Human activated cosinophits thus behave
more like activated macrophages than like ncutrophil polymorphonuclear
leucocytes that are notoriously incompetent in dealing with virulent amoebac. As
a regular constituent of carly inflammatory reactions, and notwithstanding the
absence of blood and tissue cosinophilia in invasive amoebiasis, the activated
cosinophil may play a rote in the defence against E. histolytica.

Keywords: E. histolytica, cosinophils

Introduction

In a previous publication we demonstrated the ability of virulent axenic Entamoeba
histolytica to destroy normal human eosinophil polymorphonuclear leucocytes (eosino-
phils), even in the presence of anti-amoebic antibodies and complement, the amoeba
emerging virtually unharmed from the process (Lopez-Osuna & Kretschmer 1989). Our
results were in accordance with the well known cytolethal effect that virulent E, histolytica
exerts on human neutrophil polymorphonuclear leucocytes (Guerrant et al. 1981, Ravdin
et al. 1985, Lopez-Osuna, Contreras & Kretschmer 1986), lymphocytes (Salata, Cox &
Ravdin 1987) and non-activated monocytes (Salata, Pearson & Ravdin 1985). In the
present study we explored the performance of human eosinophils co-incubated with
axenic trophozoites of a virulent strain of E, histolytica, after their activation with f-Met-
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Leu-Phe (FMLP) (Yazdanbakhsh er al. 1987a). This activation induces a new set of
properties and functions in the cosinophil, so that in many ways it now resembles
activated macrophages (Weller 1991), known to be the most proficient effector cells
against virulent E. histolytica (Salata ¢t al. 1985, Kretschmer & Lopez-Osuna 1990).

Materials and methods

EOSINOPHILS

Fasting human venous blood (500 ml) was obtained from 26 voluntary healthy adult
donors (i.e., eosinophil count 200-300/mm?). The buffy coat was processed by the method
of Béyum (1968). The erythrocytes in the resulting pellet (which contained also the
polymorphonuclear cells) were lysed with cold ammonium chloride (Roos & De Boer
1986) and were centrifuged at 4°C for 7 min at 400 g. The original specific gravity was
restored by resuspending the cell pellet in Hanks’ balanced salt solution (Sigma Chemical
Co., St, Louis, MO., USA) with 20 mm HEPES (Sigma) and 5% fetal calf serum v/v, pH
7-4. The cell suspension was incubated for 30 min at 37°C before applying it to a
discontinuous Percoll (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden) gradient
following the method of Yazdanbakhsh er al. (1987b). The eosinophil fraction was
collected from the lower interface of the gradient with a fine tip Pasteur pipette. Cells were
washed once in RPMI-1640 pH 7-4 (Sigma) and resuspended in the same medium at a
concentration of 1 x 107 cells/ml. Viability and purity of the eosinophils were assessed by
trypan blue dye exclusion and by differential counts with the modified Wright-Giemsa
stain (Ring 1975) respectively. Recovery ranged from 50 to 80% with a purity of 290%
(the rest being neutrophil polymorphonuclear leucocytes) and viability =95%.

ACTIVATION OF EOSINOPHILS

Eosinophils were incubated with FMLP 1079 M (Sigma) at 37°C for 30 min,
after which they were washed once with RPMI-1640 and resuspended to the required
concentration in the same medium (Ramesh et a/. 1987). Activation was assessed by
chemiluminescence following the methods of Yazdanbakhsh er al. (1987b) and Van
Dyke, Van Scott & Castranova (1986) using the out-of-coincidence mode of a beta
scintillator (Packard PRIAS, Packard Ins. Co., Downers Grove, IL., USA). Non-
activated cells in HEPES-buffer alone, non-activated cells with Lucigenin (Sigma) and
buffer, and Lucigenin in buffer alone were included as controls. Eosinophils were
regularly activated, yet only cell samples reaching at least 15000 cpm by 13 min were
further processed. .

AMOEBAE

Axenically grown trophozoites of E. histolytica (logarithmic phase, 48-72 h) of the
virulent strain HM1-IMSS were obtained from the Laboratorio de Inmunoquimica,
UIB-IMSS or from the Subdivision de Medicina Experimental, Facultad de Medicina,
UNAM, México. Culture flasks were chilled in iced water and were centrifuged at 4°C for
10 min at 100 g. The pellet was washed twice with cold PBS and resuspended in TYI-S-33
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medium (Diamond, Harlow & Cugnick 1978) at 10® amocbae/ml. Amoebic viability
(=95%) was assessed by trypan blue dye exclusion.

CO-INCUBATION OF EOSINOPHILS AND AMOEBAE

Normal or activated eosinophils were mixed with amoebae in 0-6 ml polypropylene
microcentrifuge tubes (Robbins Scientific, Sunnyvale, CA., USA)ina 200: 1 (cosinophils:
amocba) ratio (Guerrant et al. 1981) in a final volume of 500 ul of TYI-S-33 medium.
Additional tubes contained also 10% fresh anti-amoebi immune human serum (1 : 3200,
ELISA titre) (pool of four AB/Rh* sera from amoebic liver abscess patients, kept frozen
at -—70°C in 500 gl aliquots until used). Eosinophils or amoebae incubated alone in their
respective medium, with or without fresh immune serum, were used as controls. The tubes
were incubated at 37°C and aflter brief (3 min) chilling and mixing (Diamond et «l. 1978),
0-1 ml aliquots were sampled at 0, 60, 90 and 180 min. The number of viable cells was
determined microscopically in a Neubauer chamber after trypan blue staining, Results
were expressed as per cent survival:

viable cells/ml at ‘n’ min

viable celis/ml at 0 min x 100.

% survival =

Co-incubation experiments witli normai eosinophils consisted of six runs, all other co-
incubation experiments of 20 runs, all in duplicate.

STATISTICAL ANALYSIS

Chemiluminescence results were analysed by the Student ¢ test (Colton, 1974). Results of
the co-incubation experiments were analysed by the non-parametric Mann-Whitney U
test (Siegel 1956).

Table 1. Percent survival of co-incubated £. histolytica and activated eosinophils

Survival of Survival of
E. histolytica (min) eosinophils (min)
60 120 180 60 120 180
Experiment . Experiment
Eh (n=20) 994 1* 95+3 904 4¢ Acos (n=20) S8R+ 82+4" 8244
Eh+is (n=20) 92424 9243 88430 Acos+is (n=20) 9542 90+3" 8943

Eh+ Acos (n=20) 75458 54t 4047 Acos+ Eh (n=20) Bl 4% 7345% 63I+6
Eh+-Acos+is(n=20) 54+8 3417% 20+435m Acos+ Eh+is (n=20) 7415 71464 6] 70
Eh + Neos (n=6) 994 1" 97+2° 9| 4P Ncos + Eh (n=6) 95£3% 86+4% 7346

Abbreviations: a (etc.) =mean + s.c., Eh = E. histolytica, is =anti-amoeba immune serum, Aeos = aclivated
cosinophils, Neos=normal (non-activaled) eosinophils, NS =not significant.

Statislical analysis:avsg P<0-001;besh P<0-001:cosi P<0-001 Jusg P<003;kesh NS: mesi P <0005
nosaNS;ovsbNS;pescNS;dvsa P<0-001;e 5 b NS; fosc NS: w s gNS; xvsrNS; yrss P<0:05;z vs
P<0:003;aavsu P<0-05; bbys v P<0001; ccosdd NS; ce s ee P<00l;ddvsee P<003;cceswNS:dd vsx
NS; ee vy y NS.
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Figure 1. Chemiluminescence of human cosinophils activated by (-Met-Leu-Phe (FMLP). — 88—
X +s.e.m. - - - — Trend (best fit by least squares).

Results

Chemiluminescence of activated eosinophils rose sharply from 5426 4 2549 cpm (per 10°
cells, mean+s.c.) to 2092748382 cpm within the first min, falling then between
16 008 + 7596 cpm and 18067 4 7464 cpm during the next six min and raising slowly
thereafter to a maximum of 24 180 4- 7362 cpm by 11 min, Activation varied between cells
samples, yet the trend clearly revealed the appropriate activation of the cells (zero min vs
Il min, P<0-03) (Figure 1). Control tubes disclosed no significant increase in cpm.

E. histolytica were significantly destroyed when co-incubated with activated human
eosinophils, their survival stcadily decaying through the observation period when
compared to their controls (i.e., amoebae incubated alone) (P <0:001) (Figure 2a, Table
1). This destruction of amoebae was significantly enhanced by the presence of fresh
immune serum (P <0:01), In contrast, E. histolytica remained essentially unharmed when
co-incubated with normal (i.e., non-activated) eosinophils. Incidentally, adequate
survival of E. histolytica mixed with fresh anti-amoebic immune serum alone further
testifies to the virulence of the strain used in these studies (Reed er al. 1986).
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Figure 2, Percent survival of co-incubated E, histolytica (a) and activated cosinophils (b). Curves are
drawn with mecan values, Mean values and s.c. are shown in Table L. (a) —@—, E. histolytica (Eh),
—a-— Eh+anti-amocba immune serum (is), —O-~ Eh+activated cosinophils (Acos), —O—
Eh + Acos +is, ——O—— Eh+ normal cosinophils (Necos). (b) —@--- Acos, ~——a-— Acos+-is, —O—
Acos+Eh, —O— Acos+ Eh 4-is, —O— Neos+ Eh.

Activated eosinophils co-incubated with virulent amocebae also underwent gradual
destruction (Figure 2b and Table 1). This was significant (P <0:05) only at the 180’
incubation time in the experiments lacking fresh immune serum, yet was significant
(P <005 to 0-:001) throughout the whole incubation process when fresh immune serum
was present. Finally, as expected (Lopez-Osuna & Kretschmer 1989), normal eosinophils
were destroyed by virulent E. histolytica (P<0-01 at 180 min). Even though more
activated eosinophils than normal eosinophils appeared to succumb when co-incubated
with virulent E. histolytica, this observation was not statistically significant.

Discussion

Unlike normal (i.e., non-activated) human cosinophils that are unable to destroy virulent
axenic E. histolytica (Lopez-Osuna & Kretschmer 1989), even in the presence of anti-
amoebic antibodies and complement, FMLP-activated human eosinophils effectively kill
this cytolytic protozoan parasite in vitro. This capacity of the activated eosinophils
resembles the ability of lymphokine-activated monocyte-derived macrophages to destroy
virulent E. histolytica (Salata et al. 1985). Just as with activated macrophages, the
amoebolytic effect of activated eosinophils takes place in the absence of antibodies and
complement. Unlike activated macrophages (Salata et al. 1985), however, activated
eosinophils killed significantly more amoebae in the presence of such opsonic factors.
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About 40% of the activated eosinophils also succumb during the process, perhaps as a
result of toxic products released by dying amoeba (Salata er al. 1985). This was more
noticeable when eosinophils and amocbace were incubated in the presence of fresh human
serun. A serum factor said to improve the overall in vitro survival of cosinophils (Lamas,
Marcotte & Schleimer 1989) may just have enhanced the contrast between the diflerent
eosinophil decay curves, Even so, the rate of cosinophii destruction clearly tracked that of
the amoebae, at least at the eosinophil:amoeba ratio employed. Finally, even though
more activated eosinophils than normal cosinophils appeared to be desiroyed in their
respective co-incubation with amocbae this observation was not statistically significant.
The mechanism through which normal or activated eosinophils are destroyed by virulent
E. histolytica may not be the same. The late and probably sccondary destruction of
activated eosinophils resembles the decay of activated macrophages described by Salata
et al. (1985) in their study, where a corrclation was established between the number of
killed amoebae and the subsequent destruction of macrophages over a range of
leucocyte: amoeba ratios.

In contrast with their effector role in helminthic discases (Gleich & Adolphson 1986,
Butterworth er al. 1975, Capron, Torpicr & Capron 1979) the cosinaphil has not been
recognized as an important effector cell in protozoan discases except in the cases of
Trypanosoma cruzi and Isospora belli (Sanderson et al. 1977, Weller 1991). Blood
eosinophilia—a landmark in helminthic diseases (Weller & Goetzl 1980)—does not occur
in protozoan discases. However, the absence of blood eosinophilia does not preclude a
tissular role of eosinophils (Weller 1991), and some cosinophils arc regularly found in the
early inflammatory reaction against invading amoebae (Tsutsumi ez al, 1988). Moreover,
since eosinophils undergo prompt cytolysis in inflamed tissues, their scant presence is not
a reliable reflection of their actual role in the process cither, The detection of cytoplasmic
proteins unique to eosinophils (MBP, ECP, EDN, and EPO) may constitute better
evidence of their involvement than their actual identification in routine histological
analysis of inflamed tissues (Gleich et al. 1984).

Neutrophils and eosinophils are regular ingredients of early inflammatory reactions.
Since neutrophits are notoriously incompetent in handling virulent E. histolytica (Ravdin
& Guerrant 1982) it may be valid to speculate if activated eosinophils may contribute to
the many unrecorded instances where E. histolytica fails to invade the host's intestinal
tissues and beyond. The precise mechanism through which activated eosinophils kil
virulent E. histolytica, as well as the actual role they may play in the in vivo handling of this
parasite, remain to be elucidated.

Our results suggest that the eosinophil should not be dismissed as a potential effector
cell against invading E. histolytica solely on traditional arguments (i.e., absence of blood
and tissue eosinophilia or poor in vitre performance of non-activated cells). They also add
to the growing evidence linking, at least functionally, eosinophils to macrophages
(Silberstein & David 1987), a recognition that may contribute to the long due coming-of-
age of this remarkabile cell. :
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CAPITULO V

Articulo : E. histolytica and eosinophils. ll. Testicular lesions produced by

amebas in eosinophilic rats.

Arch. Invest. Méd. (Méx.) 1986, 17 ( S ): 247-249.

INTRODUCCION

Mientras realizabamos los estudios in vitro de la confrontacién entre eosinofilos
y la E. histolytica virulenta, reflexionamos sobre la eventual necesidad de rea-
lizar experimentos in vivo, utilizando algin modelo experimental que reprodujera
las lesiones del AHA lo mas parecido a las del humano con el fin de aclarar si la
capacidad amebolitica del eosindfilo activado se ejerce igualmente in vivo. El

primer animal que utilizamos para inducir eosinofilia fue la rata, en la que esto
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se logra por medio de fa inoculacidon intravenosa de Sephadex ( Laycock, Smith
and Spicer, 1986 ).

Aprovechamos la doble contingencia de esta eosincdfilia inducida y la familiari-
dad con un modelo ya establecido de amibiasis testicular en la rata, en el que
un testiculo es inoculado in situ con la amiba y se usa como espacio
experimental en tanto que el testiculo contralateral funge como conveniente

testigo recibiendo solo solucion salina { Pérez-Tamayo et al., 1891 ).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La eosinofilia en ratas se obtuvo mediante dos inoculaciones de Sephadex
(G200 en suspensién por via intravenosa. La eosinofilia { 24% ) en la sangre se
logrd entre los dias 19 y 25 postinyeccion. Los eosindfilos en la rata son normal-
mente de <2% ( Baker, Lindsay and Weisdrott, 1979 ).

La amibiasis testicular se logrd con la inyeccion intratesticular de E. histolytica
HM1-IMSS, observandose las lesiones caracteristicas de esta fase temprana ( 6

h ) en este tipo de modelo : edema intertubular, infiltracion focal por PMN,

amibas no viables rodeadas de PMN, eosindfilos ocasionales, areas focales de

necrosis y descamacion tubular ( Lépez-Osuna et al., 1990 ).

Cuantitativa y cualitativamente los testiculos inyectados con E. histolytica en las
ratas eosinofilicas y sus testigos mostraron lesiones comparables en todo. La
inyeccidn de solucion salina fisiologica en el testiculo contralateral no provocé
lesiones ni en los animales eosinofilicos ni en los normales.

En las lesiones testiculares de ambos grupos pudo observarse ocasionalmente

- y en forma comparable - algun eosindfilo en el infiltrado inflamatorio. Debido a
estos resultados fue necesario escoger otro modelo experimental ya que la
resistencia natural de la rata a la amibiasis de por si no la censtituye en un mo-

delo ideal para estudiar amibiasis.
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Resumen

Abtract

Aunque la eosinofilia no ¢s una caracterfstica de la amibiasis,
con regularidad se encuentran polimorfonucleares cosinéfi-
los ¢n la reaccidn inflamatoria que acompafiz las fases tem-
pranas de 1a amibiasis invasora, Para conocer mejor la posi-
ble intervencién de esta célula en la confrontacién con la E,
histolytica, se¢ produjeron lesiones testiculares mediante la
inyeccién dirccta de amibas en ratas con eosinofilia. La eosi-
nofilia (> 4%) fue inducida en ratas Sprague Dawley (macho)
inyectando una suspensién de Sephadex G200 por via intra-
venosa. Las ratas eosinofilicas y las ratas (testigos) normales
$¢ retaron posteriormente con una inyeccidn intratesticular
(estfculo izquierdo) de 2 x 10% amibas de la cepa virulenta
HM1-IMSS. El testiculo contralateral se inyecté con BFS-A
sirviendo como testigo. Los testfculos sc extirparon § hs,
después de la inyeccién y se evaluaron histologicamente. El
tamaifio y la cclularidad de las lesiones testiculares produci-
das por las amibas fueron comperables en las ratas eosinofi-
licas y en las normales, en tanto que no se observé daflo algu-
no en los testiculos inyectados con BSF-A. Dentro de los
limites del modelo experimental utilizado, los resultados
sugieren que ¢l eosindfilo no interviene en forma importante
en la génesis de las lesiones tisulares producidas por E. his-
tolytica.

Even though eosinophiles are not characteristic of amebiasis,
polymorphonuclear eosinophilic cells are regularly found in
the inflammatory lesion which occurs in the early phases of
amebic invasion. To acquire better knowledge of the inter-
vention of these cells when confronted with E. histolytica,
testicular lesions were produced by means of direct injection
of amebas in rats with cosinophilia. Eosinophilia (> 49%) was
induced in male Sprague Dawyle rat do not participate in a
substancial way in the genens an intravenous injection of
Sephadex G200 suspensién. Later, both the eosinophilic and
normal (control) rats were challenged with an intratesticular
injection (on the left side) of 2 x 10% amebas of the virulent
strain HM1-IMSS. The other testicle was injected with
BFS-A to serve as control. The testicles were removed §
hours later and evaluated histologically. The size and celulia-
rity of the testicular lesions produced by the ameba on both
cosinophilic and controls were similar, whereas lesions were
not found in testicles injected with BSF-A, Within the limits
of our experimental model, the results suggest that
eosinophiles of tissur lesions produced by E. histolytica.
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Introduccion

La inflamacidn reviste caracteristicas especiales en la ami-
biasis invasora. En las fases tempranas la inflamacidn es in-
tensa cn fanlo que en fos estadios avanzados es cscasa'?
Todavia desconocemos el significado biolégico de csta pecu-
liar secuencia inflamatoria®™® pero seguramenie no es irrele-
vante a la escasa cicatrizacién y perfecia regeneracion tisular
que s¢ observa al curar la tesién. >4 Algunos modclos de ami-
biasis experimental sugieren que es ¢l exudado inflamatorio
el que provoca la necrosis tisular y no la E, kistolytica.,’ en
tanto que otros adscriben un papel protecior a la inflamacién
¢ incriminan a la E. histolytica y sus proleinas cn la necrosis
de los tejidos invadidos.

In vitro, la E. histolytica virulenta es capaz de resistir la ac-
cién fagocitica de los polimorfonucicares (PMN) neutréfilos
y cosindfiloshSNIRILIAE v de hecho los destruye con facili-
dad. En la inflamacién temprana provocada por E. histolytica
en ¢l intestino y en el higado se han identificado algunos co-
sindfilos.*'* Empero, desconocemos ¢l papel que jucga ¢l
cosindfilo en el curso de esta infeccidn que, a diferencia de
otras parasitosis, no se acompaila de cosinofilia en la sangre.
En la rata de laboratorio ¢s {icil provocar cosinofilia median-
t 1a inyeccién de Sephadex G200, Es igualmente ficil pro-
ducir en este animal Jesiones amibianas mediante la inocula-
cién intratesticular de E. histolytica.'® Se aprovechd esta do-
ble contingencia experimental con ¢l fin de explorar in vive
cl papel que jucga el cosinélilo en Ia amibiasis invasora.

Material y métcdos

Animales. Se wiilizaron rvatas macho
Dawley de 200 - 250 g de peso.

Induccidn de eosinofilia.)! S¢ prepard una suspensién de
Sephadex G200 (Pharmacia, Uppsals, Sweden; tamafio de
particula 40-120 pm) (0.5 mg/ml) en solucién salina y sc al-
macend 8 4°C por 48 hs para su imbibicién. Un ml de esta
suspensién s¢ inoculd por via intravenosa en la cola de las
ratas experimentalcs los dias 0 y 14 del experimento, Se to-
maron mucstras de sangre para cuentas totales y diferencia-
les de leucocitos los dias O (anies de la inyeccion), 14,19 y
los subsiguientes hasta identificar ¢l miximo de eosinofilia
(19-25 dias).

Suspensién de E. kistolytica. La cepa virulenta HM1-IMSS
de E. Aistolytica (proporcionada por ¢! Laborstorio de Inmu.
noquimica, UIB, IMSS) se coseché a las 72 hs de culiivo en
medio axénico,!® se eafri6 el frasco con agua de hiclo por 10
min y sc¢ lavaron las amibas con buffer de fosfatos-saline
amiba pH7.2 (BFS-A). Las amibas se resuspendicron a una
concentracién de 10 x 10%ml. se verificd su viabilidad (>
99%) por exclusién de azul tripano,

Amibiasis testicular.'® Una vez oblenido el mximo de cosi-

nofilia (2 4%) se inyectaron 0.2 ml de la suspencidn de ami-

Sprague
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bas en el parénquima del testiculo izquicrdo y (1,2 m} de
NFS-A en el parénquima del testfculo contralateral. Las ratas
testigo (cosindfilos 2 2%) se inocularon de manera idéntica,
A tas 5 hs de la inoculacion se sacrificaron los animales, se
cextirparon los testiculos que se fijaron en formol al 10% y se
procesaron para su andlisis microscopico,

Resultados

Cualitativa y cuantitativamente los testiculos inycectados con
E. histolytica mostraron el mismo tipo de lesion (i.e., edema
intertubular, infilracién focal por PMN's, amibas no viables
rodeadas de PMN's, cosindéfilos ocasionales, dreas focales de
necrosis y descamacidn tubular) en las ratas eosinofflicas
como en las ratas normales. La inyeccién de BSF-A no pro-
vocd lesidn testicular alguna en los animales eosinofilicos o
en los normales,

Discusién

Tal como ocurre con los PMN neutrdfilos, 1a confrontacion
in vitro de E. histolytica virulenta y PMN casinéfilos resulta
en 1a destruccion de estos dltimos.'® El convenienic modclo
experimental de lesiones testiculares amibianas de las ratas
de laboratorio y 1a facilidad con que se provoca cosinofilia en
cstos animales, nos brindS la oportunidad de estwdiar in vive
el pobire papel que jucga el cosindfilo en la amibiasis. Las
{esiones testiculares producidas por la E, histolytica en ratas
cosinofflicas y en ratas normales fueron totalmente compara-
bles, en ambos casos pudo observarse ocasionalmente algdn
cosinéfilo en el infiltrado inflamatorio, pero definitivamente
no mis cn Jas ratas cosinofilicas que en las normales. Sin ol-
vidar las inevitables limitaciones de sensibilidad que impone
¢l modelo utilizado, estos resultados sugicren que ef easiné-
filo no interviene en forma importante ni en 1a génesis de las
lesiones tisulares provocadas por E, histolytica ni, sparente-
mente, en 1a defcnsa contra este pardsito,
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CAPITULO VI

Articulo : Antigen induced eosinophilia protects gerbils { Merones ungui-

culatus ) against experimental amebic abscess of the liver.

Arch. Med. Res. Vol.26, Supl. En prensa.

INTRODUCCION

La induccidn de eosinofilia iniciada en la rata, se intenté ahora en el gerbo ( Me-

riones unguiculatus ) ya que este animal constituye un modelo estandar para el

estudio del AHA experimental ( Meerovitch and Chadee, 1988; Zhang, Cieslak and
Stanley, 1994 ). Inicialmente se utilizé la misma técnica que la usada er la rata, la
inoculacion intravenosa de Sephadex G200. Sin embargo, abandonamos pronto

este método debido a las dificultades técnicas y la mortandad causada en estos

animales.
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Decidimos entonces inducir eosinofilia utilizando un helminto vivo ( T. canis ) ya
usado con este fin en ratones, administrado por sonda al intestino. Los
resultados obtenidos fueron mas que satisfactorios en cuanto a la eosinofilia
(1036 + 244 eosindfilos / mm?, X + EE, grupo piloto, n=6 ){ datos no publicados),
pero los estudios histopatolégicos revelaron |a presencia de larvas de Toxocara
en microabscesos en el higado de los animales | o gue no es extraiio ya que la
fase de migracion larvaria del parasito incluye varios tejidos entre ellos el
higado ( Tomoo, 1961)] . Por ello se decididé abandonar también este método.

Probamos a continuacion antigenos estériles provenientes de homogenados de

I. canis y _A. lumbricodies administrados intramuscular o subcutaneamente ( 1
mg / 0.1 ml solucidn salina ) en varias dosis ya que esto no induce lesiones
tisulares. Aunque la eosinofilia obtenida con estos antigenos no resuité tan
elevada como con el parasito vivo, si fue lo suficientemente alta ( 785 + 124
eosindfitos / mm® , X + EE, grupo piloto, n=6, Fig. 1, p. 2 del articulo ) para
nuestros propasitas, de modo que elegimos el antigeno de T. canis que fue el
que produjo los picos mas elevados de eosindfilos que, incidentalmente, no se
incrementaron cuando el antigeno se inoculaba con un adyuvante como el Titer
Max. A continuacion procedimos con la inoculacion intraportal de 1 x 10°

trofozoitos de E. histolytica virulenta, en el dia pico de easinofilia, con el
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proposito de establecer un modelo de lesién hepatica discreto para asi
favorecer - si la hubiera - una posible intervencién protectora de fa eosinofilia.
Se hicieron determinaciones de IL-5 en el suerc de los animales eosinofilicos y
sus testigos, en los tiempos 0, 6, 24, 96 h y 45 dias. También se probaron
sueros de animales no manipulados para conocer los niveles normales de la IL-
5 en esta especie animal.

Los gerbos eosinofilicos y normales, inoculados intraportalmente con la amiba,
se estudiaron de dos maneras: una “ ventana " lenta de observacion temprana
con sacrificio aleatorio de animales a las 6, 24 y 96 horas y una “ ventana ”
prolongada estudiando los animales muertos espontaneamente o sacrificados a

los 45 dias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos hasta ahora obtenidos sugieren la existencia de una fase temprana
(6y 24 h) que es similar entre los grupos de gerbos normales y eosinofilicos

( Velazquez et al., 1995 ). El cuadro comienza a diferenciarse aparentemente a
partir de las 96 h postinoculacion a las que se observan diferencias
significativas ( p<0.05 ) entre el numero y el_tamario de los abscesos hepaticos
amibianos presentes entre {os gerbos eosinofilicos y los normales ( Fig. 2y 3, p.
4 del articulo ). En la ventana " tardia " pudo observarse un desplazamiento
significativo ( p<0.05 ) a la derecha de la curva de sobrevida actuarial en los
gerbos eosinofilicos y al final de 45 dias menos gerbos eosinofilicos tuvieron
AHA que los animales normales ( 45 dias, Fig.4, p. 4 del articulo ).

No encontramos cambios en la IL-5 en los experimentos ( Tabla 1, p. 3 del
articulo ). Tampoco se pudo establecer'una correlacién entre el grado de
eosinofilia antes de la inoculacién de amibas y las mismas lesiones ( Tabla 1. ).
Para aclarar la participacién de los eosindfilos en las lesiones hepaticas
causadas por la amiba creemos que sera necesario buscar la presencia, en
mayor 0 menor cantidad, de las proteinas de l0s granulos del eosindéfilos en las

biopsias de las lesiones con el fin de corroborar su intervencion en el proceso.
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Abstract

While the normal human eosinophil Is destroyed in
vitro by virulent Entamoeba histolytica, notwith-
standing the presence of ant!bodies and complement,
activated eosinophils promptly destroy the parasite
even though succumbing In the process as well, To
study the posslblf\n vivo participation of eosinophlls
in Invasive amebfasis, we compared the inductlon of
experiinental amebic abscess of the liver (EAAL) in
gerbils (Meriones unguiculatus) previously made
eosinophilic (532 £ 80 eosinophilmm®) through
Toxocaracanis antigeninjection and normal control
gerbils (101 £ 15 eosinophils/mm?). Shortly (6 and 24
h) after intraportal Injectlon of 10§ virulent E.
histolytica, the ratio of gerbils with EAAL, as well as
thenumber and size of the abscesses was comparable

In cosinophillc and control gerbils, At 96 h post-

-Inoculation, the ratlo of animals with EAAL wasstill

the same in both groups, yet number and size of
abscesses were significantly (p <0.05) smaller in
eosinophllic gerbils, The actuarlal EAAL survival
curve up to 45 days post-amebic inoculation was
significantly (p <0.05) shifted to the right in
eosinophilic gerbils, No siguificant changes in IL-S
levels were recorded throughout these experiments.
Theresults suggest thatantigen-induced eosinophilia
may exertaprotective effect against EAAL in gerbils.
It Is speculated that a less overwhelming EAAL
strategy - more akin to human amebic abscesses -
may reveal this protective effect more clearly, (Arch
Med Res 1995; 26:00)

KEY WORDS: Eosinophils; Entamoeba histolytica, Amebic nbscegs of tha liver (EAAL); Toxocara canis anligen.

Introduction

The role of the eosinophil leucocyte in amebiasis has
been largely neglected. Understandably so, since
circulating and tissue cosinophilia (a typical landmark of
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Investigacién Médica, CMN-IMSS, Aptdo. Postal 73-032, 03020
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ectoparasitic and helminthic discases) are absent in
invasive amebiasis - as in most protozoan discases - cven
though a few eosinophils are regularly found in the carly
stages of the inflammatory reaction to the invading
(intestinal and hepatic) E. histolytica (1,2), However,
these two alleged preconditions to consider the
participation of eosinophils ina given physiopathological
phenomenon have recently come under criticism,which
has contributed to the return of this interesting leucocyte
to the forefront of biomedical research (3). Atany given
time, only one tenth of the total mass of eosinophils are

? 1
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Figure 1. Fosinophilia in T. canis antigen inJected gerbils.
Circutating blood eosinophils in T, canis antlgen (@) (n = 6)
and PBS (a} (n = 6) injacted ( 3) gerbils over a 30-day period.
Mean + SEM are shown. Atday 21 the ditferenca between the
two groups was significant (p <0.02).

in the bloodstream. On the other hand, lissue eosinophils
are short lived and labile cells, so that their eventual
presence can only be reliably ascertained by a scarch of
the detritus of their specific granule proteins {(i.c., MBP,
EPO, ECP, EDN and CL), which is not frequently done
(4). While studying the performance of phagocytic cells
confl ronlc(?n vitro with virulen§&. histolytica, we found
that normalhuman cosinophils -just astheir neutrophilic
counterparts - are swiftly destroyed by the parasite, even
in the presence of antiamebic antibodies and complement
(5). In contrast, activated cosinophils - like activated
macrophages - promptly kill the amebas, although
succumbing in the process as well. Unlike activated
macrophages, however, antibodies and complement
enhanced theamebolytic prowess of activated eosinophil s
(6).

Thetime and circumstances seemed thusripetoanalyze
further the role of this remarkable leucocyle in invasive
amebiasis, especialy since the same ishappening in other
protozoan diseases (plasmodium, leishmania, isospora)
(3,4). After some initial and unsuccessful dodging with
an in vive model of testicular amebic lesions in
eosinophilic rats (7), we decided to evaluate a possible
protectiveeffect of antigen-induced eosinophilia against
experimental amebic abscess of the liver (EAAL) in
gerbils (Meriones unguiculatus), a presently preferred
laboratery animal for amebic studics (8).

Materials and Methods

Animals. Adult, male, 60 - 80 g gerbils (Meriones
unguicilatus) (kKindly donated by Dr. G. Acosta, School
of Medicine, IPN, Mexico, D.F.) kept in groups of not
more than six animals per cage and fed Purina special
food and water ad libitum were used throughout these
experiments.

VELAZQUEZ, LLAGUNQ, FERNANDEZ, ET Al

Toxocara canis Antigen. Thirty tofonty adultl oxocaru
canis worms obtained from pups undergoing depirasi-
tization were thoroughly washed in tap water and stenle
phosphate buffered saline solution, pH 7.4 (PBS) priorio
homogenization using a Dounce homogenizerimunersed
in an ice-bath. The homogenized material was pressed
through a Nr 20 wire mesh before undergoing five
sonication cycles of 1 min each. This material was
lyophilized and stored in atiquots at -70°C until used. At
such time it was dissolved in sterile PBS ata 5 mg/n)
protein coancentration (9).

Induction of Eosinophilia. An cosinophiliu curve
was prcvmusly established in apilot group of six gerbils
recciving four intramuscular injections of 1.0 mg of
Toxocara canis antigen, each in 0.2 ml PBS without
adjuvant, at days 0, 3, 7 and 14. Eosinophilia was
asscssed through biweekly peripheral blood counts and
expressed as absolute numbers of cosinophils/mm’. The
cosinophil count rase after the fourth 7. canis antigen
injection (day 14), reaching a significant (p <0.02) peak
7 days later (day 21) when compared with the control
animals (n = 6) that received intramuscular injections of
sterile PBS alone on the same dates. The cosinophil
count declined steadily after day 21 in the 70 canis
antigen injected gerbils (Figure 1). Noside effects were
observed in the gerbils as a result of these 70 canis
antigen injections. Thus, gerbils programuned fur EAAL
received four intramuscular injectionsof 1.Omg?. caniy
antigen in 0.2 ml PBS without adjuvant each on days (),
3,7 and 14, while control gerbils received only PBS
ancclmns on the same dates. Weekly blood counts
monitored the rise of the eosinophil counts and confinned
the peak at about the 215t day (baseline in Table 1).

Interlenkin-5 Measurement. This cytokine was
measured in the gerbils’ serum (0.05 ml) by an ELIS A kit
(Endogen Inc., Boston, MA, USA) using gerbil cross-
reacting anti-murine IL-5 monoclonal antibody and
following the purveyor’s instructions. IL.-5 levels were
measured at thetime of amebic inoculation (O h, baseline)
6, 24,96 I, and 45 days afterwards (vide infra} in both
cosinophilicandcontrol gerbilsundergoing EAAL. Since
gerbi! IL-5 literature is void, a reference standard in non-
manipulated gerbils (n = 10) was also established.

Amebas. Axenically (TYI-S-33) grown Entamoebu
histolytica HM-1:IMSS was kindly provided by Dr. A.
Ramfrez, Immunochemistry Lab, Hospital de Especiali-
dades “Dr. Bemardo Sepiilveda”, CMN Siglo XXI,
Mexico, D.F. The amebas were harvested at log- plmsc
growth by centnfugamn at 1500 rpm a1 4°C for 3 min,
washed twice with PBS and resuspended at a
concentration of 1 x 10% amebas/inl in sterile PBS.
Viability of the amebas was ascertained by trypan blue
dye exclusion (295%).
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Table 1
Bosinophils and IL-5 in Gerbils with EAAL
T Baselipe (0 by) 6h 24h 9 h 45 days
 Conuols
Eos* 101215 —_ -— 59221 103242
L.s* 2211 46213 2520 35tl4 6526
n B (5° 13 8 8 9(*
Eosinophilic
Eos 53280 — - 64119 63132
[L.5* 2914 51218 63130 3510 78219
n kKLTE)N 11 8 9 10 (5)*

Nate: Circulating blood eosinophil counts and serum IL-5 levels in eosinophilic and control gerbils just before (baseline, O h), 6, 24,96 b
and 45 days after intraponal E. hissolytica inoculation. IL-5 levels did not change significantly when compared to the normal runge (39 £ 7
pg/mi) found in non-experimentally manipulated gesbils. Eosinophils remained stable or gradually returned to normal ringe over 45 days

in the contro) and eosinophilic gerbils, respectively.
*Eosinaphils/mm? (R 2 SEM).

‘LS, p/ml (X 2 SEM) (normal range in non-experimentally manipulated gerbils: 39 & 7 pp/md, n = 10).

*Number in brackets = IL-5 determination.
‘Number in brackets = gerbils sacrificed at 45 days,

Experimental AmebicAbscessof the Liver (EAAL),
Atthe peak of their confirmed eosinophilia (i.e., 21 days
afterinitiation of . canis antigeninjections) cosinophilic
gerbils (and théir controls) were anesthetized by the
intramuscular injection of 10 U ketamine (Ketaclor®)
(Astra, Sweden) and 0.5 mg dihydrobenzperidol (Janssen
Farm., Mexico, D.F.). The animals were then operated
on under strict surgical conditions, The portal vein was
exposed and either 1 x 10° freshly prepared amebas
suspended in 0.1 ml PBS, or 0.1 mi sterile PBS alone was
slowly injected through a 27 gauge needle, After careful
withdrawal of the needle, gentle pressure was exerted
with a Gelfoam® (Upjohn Corp., Mexico, D.F.) pad at
the injection site for 5 - 10 min, and the ebdominal wall
closed with a 4-0 propylene suture (Ethicon Inc., NJ,
USA). The wound was cleansed and sealed with
Topazone® spray (Lab. Columbia, Mexico, D.F.).
Surgical and immediate postoperative mortality was
negligible,

Assessment of EAAL. An initial (early) observation
window consisted of randomly chosen animals sacrificed,
by an overdose of anesthetic, at 6, 24, and 96 h post-
amnebic inoculation. A second {protracted) observation
window was that of actuarial survival-curves extending
for 45 days after amebic inoculation, at which time the
surviving animals were sacrificed as stated before, The
liver lobes (3-4) were removed from spontancously
dyingor fromsacrificed gerbils, sliced antero-posteriorly
with a razor blade to yield 3 - 4 slices that were fixed in
10% phosphate buffered formalin. The slices were
embedded in paraffin and histological H & E slides were

prepared for light microscopy examination. The slides
were scanned blindly by two observers and the percent
of animals with abscesses (230 pm in diameter) was
recorded, In the carly schedule (6 - 96 h; sacrificed
animals) the number of abscesses per liver and the
average size of the abscesses (i.e., largest diameter
measured with an ocular grid) were also recorded and
averaged per group. Such number and size scoring was
unnecessary in the protracted schedule (0 - 45 days,
actuarial survival) where abscesses - when present -
were always huge, firm, well contained and involving
virtually the whole organ.

Statistical Analysis. Results were compared by the
non-parametric Mann-Whitney U test (10).

Results

The cosinophil count in the cosinophilic gerbils just
about to receive an intraportal E. histolytica inoculation
was 532 = 80/mm?, and was significantly (p <0.01)

in contro} gerbils (101 £ 15/mm’?)

higher titan that found
at21 daysafter the ﬁrs&;‘. canis antigen or PBS injection,

respectively (baseline, Table 1). Since the drawing of
blood for cosinophil counts in gerbils is done under
general anesthesia, and this carries some mortality risk
with it when excess blood is drawn, We decided to
refrain from doing regular subsequent blood counts once
the gerbils had beenintraportally inoculated with amebas,
lest valuable experimental animals were to be lost
(protracted course). However, an eosinophil count was
obtained from the animals sacrificed at 96 h and at 45
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Figure 3. Size and number of EAAL in eosinophilic gerbils.
The size {(um) and number of abscasses per liver found in
eoslnophilic (dark columns) and control (light columns) gerbils
sacrificed 6, 24 and 96 h after E. histolytica Intraportal
inoculation. Only at 96 h wera size and number of abscasses
in the sosinophllic gerbils signficantly smaller (p <0.05) than
in control garbils.
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days, revealing that the blood eosinophil count remained
essentially stable in the control gerbils, and returned
gradually to the normal range in the eosinophilic animals
(Table 1). IL.-5 levels, on the other hand, were measured
in all the sacrificed animals. They remained essentially
stable during the early observation schedule (6, 24,96 h)
and at 45 days after amebic inoculation when compared
to the normal range of IL-5 (39 + 7 pg/m!l) found in
normal non-experjmentally manipulated gerbils (n =
10), which we considered to be the most stringent
reference value, especially when using a monoclonal
anti-murine {not antigerbil) IL-5 ELISA kit (Table 1).

There was no significant difference in the fraction
(range: 45 - 63%) of eosinophilic and control animals
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Intrapontal E. histolytica Incculation.

bearing evidence of EAAL at 6 and 24 h post-amebic
inoculation (Figure 2), nor was there any difference in
the size and number of the EAAL found (Figure 3). The
fraction of gerbils with EAAL in the two groups appeared,
however, to split at 96 h (i.e, 44% in eosinophilic
animals vs. 75% in the control animals), yet not in a
significant fashion. Nevertheless, at this observation
time (96 h) the size and the number of EAAL was
significantly (p <0.05) smallerin the cosinophilic animals
than in the control animals (Figure 3). No bona fide
abscesses were found in gerbils (eosinophilic {n =4]and
controls [n = 4], not shown in Figure 3) intraportally
injected with PBS alone (vide infra).

The actuarial survival curve of eosinophilic gerbils

dying from EAAL upto45days after amebic inoculation

was consistently and significantly (p <0.05) below that
of the control gerbils (Figure 4). The cumulative ratio of
eosinophilic gerbils that had died of EAAL by 45 days
post-amebic inoculation was 50% in the cosinophilic
gerbils as opposed to 78% of the control gerbils (p
<0.05). Again, notie of the animals (eosinophilic [n = 4]
or controls [n = 4], not shown in Figure 4} intraportally
injected with PBS alone died during this period, and
when sacrificed at 45 days they were all free from any
abscesses (vide infra).

The histology ofthe EAAL in msmop lic and control
gerbils was essentially the bamq(savu size and number,
where applicable). Up 1o 96 h the generous polymorpho-
nuclear cuffs surrounding asingle ora fewE. histolyticas
abounded (Figure 5). At and afier 96 h, an inexorable
process of necrosis with a conspicuously poor inflam-
matory reaction ensued. In animals allowed to die
spontaneously of their EAAL, and especially in those
sacrificed at 45 days post-inoculation, abscesses were
still firm, very large, confluent but well contained and
frequently allowing only a small rim of hepatic tissue to
remain, with histiocytes but only a few lymphcytes
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surrounding an E. histolytica (E.) found in an eosinophilic
gerbil sacrificed 24 h alter intraponal E. histolylica inocu-
lation. (Magnitication x40.)

scattered around (Figure 6), thus averting the need to
record size and number of EAAL in these animals. E,
histolytica was frequently identified in the center of the
typical early inflammatory cuffs (96 h) (Figure 5), but
also occasionally inthe abscess rim ofthe moreadvanced
lesions.

Finally, some eosinophils were regularly found in the
early (i.c., £96 h) inflammatory stages of EAAL (Figure
5), yet seldomly in the more advanced lesions. Most
important, however, we were unable to document more
cosinaphils in the eosinophilic animals with EAAL than
in the control animals with EAAL, Eosinophilic and
control animals intraportally injected with PBS alone
disclosed no abscesses whatsoever, yet not infrequently
a certain edematous widening of the periportal spaces
could be scen, sometimes with a concurrent mild
inflammatory reaction probably the result of the sudden
hemodynamic/mechanical assault on the liver by the
intraportal injection (11). Such lesions (never ac-
companicd by E. histolytica and always smaller than 30
um in diameter), when found in animals intraportally
injected with E. histolytica were not recorded as
EAAL.

Discussion

The smaller number and size of EAAL at 96 h, and the
shift to the right of the EAAL survival curves up to 45
days after intraportal injection of virulent E. histolytica
ineosinophilic gerbils asopposedtotheir normal controls,
may not prove, yet cerlainly suggest, that the eosinophil
Jeucocytecould play aroleinthe defense againstinvading
E. histolytica. The eosinophilia was artificially induced
prior to the intraportal amebic inoculation, and by an
agent (T. canis antigen) different from E. histolytica.
Thus the model may not reflect what actually occurs in
spontancous human amebic abscess of the liver (AAL),

. \
Figure 6. EAAL in a control gerbil sacriticed 45 days after £.
histolytica inoculation, A tenous histiocyte-rich (with scant
Inflammation) rim separating necrotic material and the liver
parenchyma can be seen {arrows). (Magnification x10.)

where eosinophilia (circulating and tissuc) is not a
landmerk (5), a fact that does not rule out a possible
involvement of cosinophils, however (3,4). That the
protective effect of eosinophilia against EAAL was
relatively weak and evident foremost at advanced (4 - 45
days), and not early stages (6 - 24 h) of the abscesses,
may be due to the fact that although we used an EAAL
model about half as strong as those usuaily employed
(12),itstilirepresentsanoverwhelming amebic chalienge
(i.e., about 80% of the control animals had evidence of
EAAL at 45 days post-inoculation) when one compares
it to spontaneous AAL in man where, after all, only less
than 1% of the patients with intestinal invasive amebiasis
will eventually develop AAL (13). Therefore, either
portal invasion by E. histolytica is a rare (i.c., $1%) yet
highly effective event in humans with amebic colitis, in
which case man would be an extremely susceptible
animal species for hepatic homing and destruction by £.
histolytica once the parasite has reached the portal
circulation; or else portal invasion by E. histolytica is a
rather frequent (100%) event, but the parasite is more
often than not prevented from homing and damaging the
liver in a quiet, subclinical and unrecorded fashion. It is
this latter proposition thatis more likely tooffer activated
eosinophils a possible - yet so far unrecognized - role in
the defense against tissue-invading E. histolytica,
inasmuch as eosinophils are regular components of the
early acute inflammatory reaction and are cells that
possess amebolytic capabilities (6). _,¢fsce
Not surprisingly, our study raises mgte questions than
itanswers. We do not know, fi what additional,
non-specific effects the injection offT. canis antigen may
have induced in gerbils. To put it in a modern way, what
Th1/Th2 modulations it can induce in gerbils (14).
Incidentally, significant changes in IL-5 were not recorded
throughout our experiments. Furthermore, although
eosinophils were regularly found in the early amebic
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lesions, we failed to identify differences between
cosinophilic and normal control gerbils in this respect.
Nor could we establish a correlation between the degree
of cosinophilia prior to amebic portal inoculation and the
extent of amebic lesions (i.e., percent of animals with
EAAL, number and size of lesions).

A far more expensive eosinopenia model, and passive
cosinophil wansfer studies would perhaps be required to
help answer these and other questions. A systematic
search for the remains of eosinophil granule proteins in
the lesions, and an equally diligent survey of the gerbils
that failed to develop amebic hepatic lesions would
certainly contribute to clarify the real extent of eosinophil
involvement in BEAAL. For \ixdersmndnblo. yot
unjustified, reasons, amebologisls have traditionally
concentrated their attention to the animals with amebic
lesions, bypassing those that escaped this fate in spite of
identical amebic inoculation. The latter group of animals
may constinte a treasure chest of information fora better
unclerstanding of the pathogenesis of AAL.

Finally, if cosinophils play arole in preventing EAAL,
one would expect this to occur at the earlier stages of
hepatic invasion, However, the ratio of affected animals,
as well as the number and size of their abscesses, was
comparable in ecosinophilic and normal animals at 6 and
24 h post-amebic inoculation. Only at 96 h post-
inoculation and thereafter did eosinophilic and normal
controls differ, and at the end of this study (45 days post-
inoculation) about 30% fewer eosinophilic animals had
developed EAAL than theirnormal control counterparts,
The essential battle responsible for this EAAL-sparing
effect in cosinophilic gerbils may have occurred carly
and inadvertently; (i.e., initial rounds), the net effect,
however, being obvious only atthe final outcome. Atany
event, our results should contribute lo stimulate additional
studics to clarify further the role of activated eosinophils
in invlisive amebiasis,
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

La confrontacién in vitro de cepas de E. histolytica con poblaciones de fagocitos
( monocitos y neutrédfilos ) normales, - humanos y animales -, ha revelado la
capacidad del parasito de destruir con gran facilidad a los leucocitos y en el
caso de neutrofilos, aun estando éstos en ventaja numérica de 3000:1 ( Guerrant
et al. 1981 ). Conociendo la importancia del eosinéfilo como célula efectora contra
algunos helmintos, decidimos investigar si la £. histolytica virulenta era capaz de
este mismo efecto litico al enfrentarse a poblaciones purificadas de eosinofilos,
o si por el contrario el eosindfilo lograba asumir un papel mas efectivo que el
resto de los leucocitos. Asi demostramos que los eosinéfilos humanos normales
( i. e. no activados ) eran destruidos por el parasito tal como sucedia con los
leucocitos anteriormente estudiados ( neutrofilos, monocitos no activados,
linfocitos, etc. ). Incluso la adicién de suero fresco ( complemento ) y
anticuerpos anti-amiba a las mezclas de leucocitos y amibas, no ayudo en la

lucha de los eosindfilos contra la amiba. El parasito por su parte mantuvo su



94

viabilidad durante todo el tiempo de incubacion ( 180 min ). Estos resultados
alinean al eosindfilo normal ( i. €. no activado ) con los otros leucocitos en la
lista de faciles victimas de la amiba, al menos jn vitro.

La amibiasis invasora ( intestinal y extraintestinal } no se acompafa de
eosinofilia sanguinea. Por otra parte, la importancia clave del eosindfilo en ta
inmunoparasitologia ( especialmente su papel en la lucha contra los helmintos ),
sugiere que su intervencién efectiva en la amibiasis, si la hay, pudiera ocurrir in
vivo en forma particularmente silenciosa y sutil. Este pensamiento lo reforzaron
los estudios con macréfagos que al menos jn vitro y en condiciones normales ( i.
. no activados ) no dafian a la amiba, pero que una vez activados, destruyen al
parasito ( Salala, Pearson and Ravdin, 1985 ). Esto condujo a la siguiente fase de
nuestros estudios: la activacion de los eosindfilos previa a su confrontacién con
la E. histolytica virulenta. Asi, se activaron eosindfilos humanos con fMLP y se
confirmd su activacion por medio de quimioluminiscencia. Estos eosinéfilos
activados, al mezclarse con la E. histolytica virulenta en proporcion de 200:1.
(eosindfilos:amiba ), y a semejanza con los macrofagos activados, ahora si lisan
eficazmente a la amiba. A diferencia de lo que ocurre con los macrofagos
activados, sin embargo, la destruccién amibiana aumentéd con la adicién de

anticuerpos anti-amiba y complemento. Por otra parte, y tal como ocurre con los
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macréfagos activados, el eosinofilo activado también acaba sucumbiendo en el
proceso.

Ya que la participacion del eosindfilo en la amibiasis no habia sido considerada
anteriormente, resultaba de interés probar este efecto jn vivo , por lo que
nuestro siguiente paso consistio en el desarrollo de un modelo experimental en
que coincidieran la eosinofilia por una parte, y por otra el desarrollo de
abscesos amibianos ( hepaticos o de otros tejidos ). El animal mas utilizado
actualmente para el estudio del absceso hepatico amibiano ( AHA ) es el gerbo

( M. unquiculatus ), entre otros motivos debido a la semejanza de las lesiones

hepaticas con las del humano. Antes de considerar la realizacién de un modelo
experimental de eosinofilia en gerbos por razones logisticas ( i.e. disponibilidad
econdmica ), recurrimos a la rata con un modelo ya establecido de produccion
de eosinofilia ( con inyeccidn i.v. de particulas de Sephadex G200 ) e induccién
de abscesos amibianos en los testiculos. Sin embargo, como se puede ver en el
articulo correspondiente ( p. 87 ) los dos grupos de ratas - eosinofilicas y
normales -, presentaron lesiones testiculares en todo comparables. Esto no
sorprende téniendo en cuenta la resistencia natural de la rata a la amibiasis.
Fue por eso que se decidi6 usar al gerbo, que como ya se senald, es

actualmente el animal experimental mas apropiado para el estudio del AHA.
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La estandarizacién del modelo de easinofilia en gerbos tomé algun tiempo en
buena medida debido al de por si delicado manejo de estos animales. Para la
inducciéon de eosinofilia, primero se probaron diversas dosis de huevos de T,
canis ( no fue posible hacerlo con M. corti por su inaccesibilidad )
beneficidndonos con la asesoria del Dr. Alejandro Cruz Reyes ( Investigador del
Laboratorio de Helmintologia, Instituto de Biologia, UNAM ). La realizacién
corrié a cargo del becado M. Becerril.

La eosinofilia producida en los gerbos con diferentes dosis de huevos de T.
canis se logré con éxito ( datos no publicados ), como se describe en la
Introduccion de! Gitimo articulo { Capitulo Vi, p. 91 ). Sin embargo, los estudios
histopatoldgicos mostraron la migracién de las larvas del parasito al higado, lo
que obstaculizaria la observacion del AHA. Por ello se decididié inducir la
eosinofilia ya no con parasitos intactos, sino con antigenos, de éste y otros
parasitos. Lo intentamos con antigenos de larvas y gusanos adultos de T. canis

y A. lumbncoides. Al encontrar que el T. canis daba el mejor resultado ( i. e.

elevacion de los eosindfilos circulantes > 5 veces el valor basal, alrededor del
dia 21 postinoculacion ) decidimos usar este antigeno en los experimentos
subsecuentes.

El numero de trofozoitos usualmente empleado para la induccion de AHA

experimental ( 2.5 x 10° ) es en realidad bastante agresivo ( i. e, ~ 100% de
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eficacia ) por lo que optamos - para favorecer a los eosinofilos - por una dosis
menor que nos permitiera obtener microabscesos desde las fases tempranas (6
h ) y abscesos bien definidos a partir de las 96 h. Después de probar varias
dosis ( J.R. Velazquez, tesis de maestria ) escogimos la de 1 x 10° como la més
apropiada para lograr los propoésitos enunciados.

Los resultados descritos en la p. 93 nos permiten concluir que la posibilidad de
que el eosindfilo participe en la amibiasis invasora no es tan remota como
pudieran sugeririo la ausencia de eosinofilia sanguinea en esta enfermedad. Su
posible participacion no se hace notar durante las primeras fases del AHA
experimental y no es sino hasta las 96 h que se hace patente la diferencia entre
e! grupo experimental y los testigos, siendo ahora mayor el numero y el tamarfio
de los microabscesos en los gerbos normales que en los eosinofilicos. El
posible efecto protector fue adn mas evidente a los 45 dias postinoculacion,
cuando los gerbos eosinofilicos presentaron menos AHA que los gerbos
normales ( p. 4 del ultimo articulo ). La mejoria en la sobrevida en la etapa
tardia ( sobrevidas actuariales hasta los 45 dias ) muestra que la eosinofilia
puede contribuir a la atenuacién o a la cancelacién de! AHA, al menos en este
modelo experimental. Para confirmar el papel desempefiado por el eosinéfilo en
el curso de la amibiasis invasora - en cuyas lesiones se suelen ver pocos

eosinofilos probablemente porque también sucumben en el enfrentamiento -
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seria conveniente inferir su paso por los tejidos mediante la busqueda de sus
detritus, estos es el conjunto de sus proteinas toxicas exclusivas de esta célula (
MBP, ECP, EPQ, EPX/EDN, CLC, etc. ) en las lesiones hepaticas.

In vivo, el enfrentamiento entre el eosindfilo y la E. histolytica virulenta se hace
patente solo a partir del final de la primera etapa del proceso ( 96 h ) y continua
en forma inexorable hasta la etapa tardia ( 45 dias ) resultando en la
disminucidn o cancelacion del AHA experimental en al menos la mitad de los
animales eosinofilicos. Esto hace surgir conjeturas sobre el mecanismo que
pudiera operar en este proceso. Si consideramos que en el humano los
trofozoitos de la amiba llegan al higado en numeros relativamente escasos
habria que usar dosis de amibas mucho menores que las que hemos estado
manejando hasta ahora en |os animales de experimentacion, para asi imitar con
mas fidelidad las condiciones prevalecientes en los pacientes con AHA. Por otra
parte habria que ver en qué momento se da la sefial del reclutamiento de los
eosinofilos y su migracion hacia los tejidos invadidos, y en qué medida
intervienen las moléculas de adhesion y las substancias atrayentes que hacen
posible finalmente su presencia en el tejido afectado. Habria que dilucidar los
mecanismos precisos por los cuales se logra todo esto; ¢son, como sugerimos,
las proteinas toxicas del eosindfilo o son otros mediadores bioldgicos o

mecanismos ( i. e. apoptosis ) los que intervienen en la confrontacion decisiva
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contra la amiba, y que permiten que finalmente se la pueda vencer? ;Sera esta
circunstancia la que ocurre en la mayoria ( > 99% ) de los humanos con amiba
invasora intestinal, que no llegan a desarrollar enfermedad hepatica?

Aun hay mucho que aprender acerca de este fascinante leucocito y su
interaccion con amibas virulentas. Pensamos que vale la pena proseguir su
estudio ya que el papel que ha mostrado en su enfrentamiento con algunos
helmintos [ especialmente el S. mansoni ( Butterfield and Leiferman, 1893 ) ], la ha
revelado como una importante célula efectora y factor crucial en la destruccion
de estos parasitos e inclusive de algunos protozoarios ( Leishmania, Isospora
belli, Plasmodium ) por lo que sera de considerable valor conocer su presencia
en el enfrentamiento temprano con la amiba, y los mecanismos mediante los

cuales se logra esto.



100

ABREVIATURAS

ADN acido desoxiribonucleico

AHA absceso hepatico amibiano

CLC cristales de Charcot-Leyden

ECF-A factor quimiotactico de la anafilaxis para
eosindfilos

ECP proteina cationica eosinofilica

EDN neurotoxina derivada del eosindfilo

EPO peroxidasa eosinofilica

EPX proteina X del eosindfilo

FM fagocitos mononucleares

fMLP N-formil-metionil-teucii-fenilalanina

GM-CSF factor estimulador de colonias de granulocitos



5-HETE
tFNo
IFNy
IL-1
IL-3

IL-5

KLH
LBA
LTB,
LTC,
LTD,
LTE4
MACS

MBP

acido 5-hidroxieicosatetraenoico
interferén alfa

interferén gama

interleucina 1

interleucina 3

interleucina 5

intraperitoneal

intravenosa

hemacianina de la lapa de mar
lavados broncoalveolares
leucotrieno By

leucotrieno C4

leucotrieno D,

leucotrieno E,

sistema separador magnético

proteina basica principal
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MN mononucleares

OH radical hidroxilo

PAF factor activador de plaquetas

PHA fitohemaglutinina

PMA acetato de forbol miristato

PMN polimorfonuclear

SHE sindrome hipereosinofilico

SRS-A substancia de reaccion lenta de la anafilaxis
TNFa factor de necrosis tumoral alfa

TXB; tromboxano B:

ORTOGRAFIA: No pocos términos en la pujante inmunologia carecen de un
consenso ortografico y ni siquiera estan registrados en el Diccionario de la Real
Academia Espariola. Su uso los irdn acreditando. No es posible en algunos
casos acertar con una ortografia indiscutible ( i.e. jerbos o gerbos, desgranula-
cion o degranulacion, zimozan o zimosén, etc. ). Cordiaimente se requiere del

lector un espiritu tolerante respecto a estos problemas.
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