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Resumen

RESUMEN
La amibiasis intestinal .es el tipo mds comiin de amibiasis invasora. Para conocer los
mecanismos involut:rmdbsj gh‘ la relacién huésped-parisito que determinan la produccién de
la enfermedad seyf_‘ l;anzaé‘sanollado numerosos modelos animales (Martinez-Palomo,
1989). .VariaS'e;pe;:iés se vhan'utilizndo para el estudio de la amibiasis intestinal. Sin
emba.rgo, cl uso del ratén como modelo experimental de amibiasis representa varias
venmJns, ya quc es nlta.mente sensible a la manipulacién experimental, de bajo costo y con
un sistema mmunoléglco bien detallado (Lancastre y col., 1968). Algunos autores (Gold y
Kngayn. 1978; Ghadirian y Kongshavn, 1984) postulan que el ratén posee una resistencia
innata a la infeccién por Entamoeba histolytica, por lo que es ideal para estudiar la
participacion de algunos mecanismos inmunes en la resistencia a dicha infeccién. En este
estudio establecimos el desarrollo de amibiasis intestinal en la cepa C57BL/6 mediante el
empleo de ratones de ambos sexos, entre 6 y 8 semanas de edad y mantenidos en
condiciones estériles de cama, agua y alimento en contenedores gnotobiéticos. Se les
administré un tratumiento antiparasitario de metronidazol a una dosis de 200mg/Kg de peso
durante tres dias consecutivos para asegurar que estuvieran libres de Enramoeba muris, diez
dias después, previo a la cirugia se les mantuvo 24h en ayuno y posteriormente les fueron
inoculados 1X107 trofozoitos, lisado amibiano equivalente a 1X107 trofozoitos y medio
condicionado sin amibas, todos los tratamientos resuspendidos en un volumen de 500ul. La
eutanasia de los animales se realizé a las 3, 6, 12, 24 y 48h después de la inoculacién. La
frecuencia de lesiones en hembras fue de 29% (9/31) y en machos de 27% (9/33),
obteniendo una frecuencia total de lesiones en ésta cepa de 28% (18/64). Las lesiones se
definieron como ulceras superticiales, delimitadas a la mucosa con infiltrado inflamatorio

moderado a intenso compuesto principalmente de neutréfilos. El desarrollo agudo de

Estudio del desarrollo de la amibiasis intestinal en el ratén CS78BL/6 1
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Resumen

ostrando signos de regeneracién a’ partir de

infeccidn aparecié en las seis primeras horas

Los resultados obtenidos sugieren un

las 12h y evolucién a'la rgmisibﬁ’éyﬁ‘ menos de 48

estudios revelan a la

’G‘hn rian y Kongshavn,

1984) o como modelo de resist ! ollo ¢rénico de enfermedad

(Houpt y col., 2002). -
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Introduccién

lN’l‘RODUCCION

La amibiasis o entamoebos:s se def’ne omo la mfeccxén en el ser hum o producnda por

o:‘); Mnﬁinn—?nlomo.
2000). '

La amibiasis invasora debxdn a E hI:rolyn’ca afecta prcdomman mentc a individuos de

nivel socioeconémico bajo que viven en paises en vias de desarrolla (Ravdln. 1995). En
areas de infeccidn endémica, una variedad de factores incluyendo la i lgnorancxa, la pobreza,
la sobrepoblacién, los suministros inadecuados y contaminados de agua y el bajo nivel de
higiene, favorecen directamente la transmisién fecal-oral de amibas de una persona a otra
(Espinosa-Cantellano y Martincz-Palomo, 2000). Se estima que el 10% de la poblacién
mundial estd infectada por E. histolytica, de los cuales 50 millones de casos presentan
amibiasis invasora y cerca de 100,000 mueren por la enfermedad, sin embargo, se dice que
esta prevalencia en ciertas dreas de desarrollo puede ser tan aita como del 50% (Walsh,
VI 988), pero no para areas no endémicas, donde los patrones modernos de viaje e
inmigraciéon ponen principalmente en riesgo a dos grupos especificos de la poblacién, la de
homosexuales y la de viajeros que regresan de los tréopicos (Weinke ¥ col.,, 1990;
Walderich y col., 1997). Estudios hechos en nuestro medio indican que la amibiasis es
endémica en la Repiiblica Mexicana, con zonas de alta seroprevalencia no relacionadas a
condiciones climaticas, pero sin duda con gran incidencia en los estados surefios del pais

como Chiapas y Oaxaca, en niftos de edad preescolar y con un doble incremento durante el

Estudio del desarrolio de [a amibiasis intestinal en el ratén C578L/6 3
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Introduccién

verano (Caballero y col., 1994. Trc ﬁo y co N 1997) Sm embargo. Mexnco ha mos(rado

un lento, pero progresnvo decrerncnto desde 1963 husta 1979 en la lncxdencxa y mortahdad

(Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000).

La infeccion se adquiere por ingestién de la forma quistica, la cual esVres"islt'entc a cualquier
efecto dafiino del pH dcido del estémago. El desenquistamiento ocurre en el intestino
delgado con dlvxsxén del quiste maduro tetranucleado en ocho trofozoitos méviles por

divisién nuclenr y cuoplésmlca. Los trofozoitos emigran hacia la regién del colon donde

proliferan en un ambiente microaerofilico junto con la flora bacteriana residente de la cual
se alimentan. En la mayoria de los casos, los trofozoitos viven como comensales en el
intestino, sin causar dafio evidente al hospedero, sin embargo, en algunas ocasiones los
trofozoitos manifiestan una conducta agresiva, atacando e invadiendo la mucosa intestinal.
Una vez que degradan la capa mucosa protectora por la accién litica de enzimas, los

wrofozoitos invaden el epitelio colénico mediante la unién de lectinas y la posterior

Estudio del desarrollo de la amibiasis intestinal en el ratén C578L/6 4



Introduccion

permanece viable por semanas o meses de acuerdo a las condiciones ambientales a las que

se encuentre expuesto desde su excrecién (Ravdin, 1995).
La lisis*de. la:mucosa colénica en la amibiasis intestinal ha sido relacionada con una

variedad d¢ ‘moléculas producidas por E. histolytica como adhesinas, ameboporos y

Prc La adhesi Gal-GalNAc es una proteina multifuncional compuesta por un
heterodimero con una subunidad pesada de 170kDa y una subunidad ligera de 35.34kDa, la
cual le permite al parasito adherirse a la capa de moco para evitar que este sea eliminado a

través del flujo intestinal (Espinosa-Castellano ¥ Martinez-Palomo, 2000); esta lectina

también se involucra en la seilalizacién de citélisis uniéndose a los compe C8yC

del complemento, lo cual evita el ensamble del complejo de ataque de membrana del
complemento a la membrana plasmatica amibiana (Braga y col., 1992). Se sabe también,
que la subunidad pesada de esta adhesina podria participar en el anclaje de la amiba o
ciertos proteoglicanos durante el proceso de invasién y que la subunidad ligera modula la

actividad citopitica del parasito (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000). Otras|

0 30V
100 SI38L
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moléculas involucradas en el proceso de invasion son los ameboporos o péptido
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Introduccion

formadores de canales, las’ proleasas, los esteres de forbol ¥ he ohsmas. El amcboporo

arecxda a Ias lonéf‘ras, induce

ingeridas, més que P

cistein proteasas pueden degradar la matriz extracelular durante el proceso

de invasién y auxxllar en la lisis de ulns‘bln‘r':co (Kelsall y Ravdin, 1993). Los esteres de

forbol .y los acnvadores de inzi»quinnsa C aumentan la actividad citolitica del

pardsito (Weikel y col., 1988) y numerosas hemolisinas han resultado ser citotéxicas ala

linea celular de la mucosa lntestmal (Caco-2) y al parecer se encuentran asociadas a las

mos inter

cepas mas patégenas de £, histolytica (Jansson y col., 1994). Losr
de modulacién parasitica de Ia respuesta inmune del hospedero estin empezando a ser
comprendidos. Dentro de - los principales blancos de esta modulacién se encuentran los
macrofagos y los neutréfilos (PMN) que al parecer emigran al sitio de la lesidén, pero son
incapaces de eliminar la infeccién en el hombre (Espinosa-Cantellano y Martinez-
Palomo,2000).

Por otro lado, la respuesta inmune humana se caracteriza por desarrollar altos titulos de
anticuerpos antiamiba en pacientes con absceso hepdtico amibiano, sin embargo, se ha visto

que estos anticuerpos antilectina, que pueden persistir durante mis de 10 ailos en el cuerpo

40 B VTTH

humano y que son capaces de inhibir la adherencia amibiana in virro, no tienen ningin

I

efecto protector, mas aun resultan ser un indicador de infeccién invasora por E. histolytica

=
i

(Ravdin, 1995).
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Introduccion

La respucsta de IgA muébide alyﬁca sucede dumnte la n.rmbmsxs mvasora como se
evidencia por la presencxa de. nmlcuerpos en calostro y sahva, pero no estd claro todavia si

la infeccién asmtom:m 1a respuesta secretona intestinal de

IgA y que ésta ademas, sea efccnva en la elxmmnc n del panisxto del mtestmo (Sharma y

col., 1978; Grundy y col., 1983' Acostn y col., 198 Del \'luro y cnl.. 1990; Mazanec y

1., 1993; Ortiz, 1998). Por otra parte, la inmunidad Ved!avda_ por celulns juega un papel
importante en la limitacién de la extensién de la,cnft‘ex"rhédnd' ¥y en la. proteccién del
hospedero de subsecuentes recaidas después de una apropiada administracién de
quimioterapia. La respuesta antigénica especifica, que estimula la produccién de linfocinas
como el factor de necrosis tumoral (TNF) y el interferon (INF- y), promueve la actividad
amebicida de células como los neutréfilos y los macréfagos (Stern y col., 1984; Salata y
col.,, 1986, 1987; Velizquez y col., 1998), los cuales por mecanismos dependientes de
contacto, vias oxidativas y no oxidativas, asi como también por la ruta del éxido nitrico
(NO), tienden a eliminar la infeccién (Lin y Chadee, 1992; Salata y col., 1985). Por otro
lado, durante la amibiasis invasora aguda, la respuesta de los linfocitos T del huésped ante

los antigenos amnibianos parece estar especificamente reprimida por un factor sérico

inducido por el propio pardsito (Salata y col., 1990).

La amibiasis es la tinica zoonosis conocida en la cual el hombre es el reservorio, aunque se
ha encontrado que es patégena en primates del nuevo mundo, tal es el caso en monos del
género Ateles (mono araiia) y Cebus (Miller, 1952). Otras especies como el gato, ¢l perro,
la rata y el cerdo se consideran huéspedes accidentales. El estudio experimental de la
amibiasis se inicié simultineamente con el descubrimiento de £. histolytica como el agente

causal de la disenteria amibiana por Ld8sch a fines del siglo XIX, quien reporté la primera

Estudio del desarrollio de la amibiasis intestinal en el ratén CS78L/6 7
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Introduccién

produccién exitosa de disenteria” cxpenmentnl en uno de cuatro p:rros alxmentados con

dcsenqunsmmxento y formacxén de»trofozoftos‘a mvel del fleon téhninixl el ‘consecuente

dadfio al intestino grueso y'ou-@s 6rgahos. principalmente el higado; a pesar ae ello, varios
modelos  experimentales restringidos han resultado adecuados para aclarar cuestiones
espcciﬁéas que se han planteado (Martinez-Palomo, 1989).

Los modelos de amibiasis en perro o gato se utilizan poco en la actualidad; estos animales
han sido sustituidos por numerosas especies de roedores, como conejos, cobayos, ratas,
ratones, hdmsteres y jerbos, ya que se cuenta con una mayor uniformidad genética de los
animales, facilidad en el manejo y susceptibilidad aceptable a E. histolyrica, lo cual ha
permitido el estudio de procesos moleculares, inmunolégicos y celulares (como Ia
inflamacién y la muerte celular programada) que ocurren a nivel orgianico cuando E.
histolytica entra en contacto con el intestino o el higado (Stanley, 2001).

En los modelos in vivo, las amibas se introducen directamente en el ciego o en el higado,
generalmente por inyeccion después de una laparotomia o a través del peritoneo. Se han
utilizado también otras vias como la inoculacién intraportal, el depdsito directo en el recto
o la inyeccidén intracerebral. En varios estudios, se han utilizado cultivos axénicos de
wrofozoitos, aunque experimentos iniciales sugiriecron que £. Aistolytica cultivada
axénicamente perdia de manera uniforme su virulencia por su incapacidad para producir
abscesos hepidticos en roedores, mas tarde se observé que esto quedaba resuelto si se

aumentaba el tamaiio del indculo (Martinez-Palomo, 1989).

Estudio del desarrolio de la amibiasis intestinal en el ratén C578BL/6 8
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Introduccion

Se ha reportado también que el 'émd'o de ﬁa(égenicidad, resulta ser inverso a la edad del
animal experimental, es decir que ios animales jovenes son mas susceptibles que los viejos
a la infeccién amibiana (Mattern y Keister, 1977; Ghadirian y Meerovitch, 1979), asi
como también, que los pasos por higado de hdmster tienen la propiedad de aumentar la

virulencia de E. histolytica (Neal y Vincent, 1956; Lushbaugh y col., 1978). El uso de

b bi en cultivos monoxénicos de E.

ciertas cepas- bacterianas como F ium sy
histolytica ha surgido como otra forma de aumentar la patogenicidad, incluso se ha probado
una alternancia de pasds por Hgado de hamster con crecimiento intermitente de los
trofozoitos en una mezcla de cultivos bacterianos, para conseguir este fenémeno (Goild y
Norman, 1979). Siq'emb;xrg;i, _aigunos sugieren que la mera combinacién de amibas con
bacterias no es suﬁcientévbé;m; la produccién de enfermedad, sino que debe desarrollarse
cierto sinergismo entre el pardsito y la bacteria para que resulte un efecto patégeno, puesto
que se ha encontrado que trofozoitos de E. histolytica ignoran a bacterias que no tienen
sitios de unién é. manosa (Mirelman, 1987). Por otro lado, estudios in vitfre con cultivos
axénicos de amibas patdgenas eliminan definitivamente la necesidad de la participacion

bacteriana en la virulencia de las amibas (Martinez-Palomo, 1989), por lo que el papel de

las bacterias en la patogenia de la amibiasis continua incierto hasta la fecha.

Los modelos in vive de la amibiasis pueden usarse para estudiar muchos otros factores en la
enfermedad ademads de la patogenicidad, como la edad, el sexo, el estado nutricional. el
equilibrio hormonal, el estrés y las drogas terapéuticas; asi como también, en estudios de la
respuesta inmune no solo se investiga la susceptibilidad del animal a la infecci6n, sino
también su resistencia natural, ya que la informacién sobre los procesos o fenomenos de

resistencia natural a la infeccién amibiana resulta 1til entre otros aspectos en el

Estudio del desarrollio de la amibiasis intestinal en el ratén CS78L/6 9

N0 AT YITHY

NOD SIS




Introduccién

mejoramiento de estudios ionados con el tratamiento y la prevencién de la enfermedad

(Rivero-Nava y col., 1997; Velizquez y col., 1998).

En general, ue se. utilizan para el estudio de la amibiasis intestinal son

diferentes a’ lésﬁﬁe”se utilizan para el estudio de la amibiasis hepatica, debido a las

diferencias de si epiibil‘idud que presenta cada especie. En el siguiente cuadro podemos

observar los modelos animales comtnmente utilizados de acuerdo a la susceptibilidad que

presentan en la amibiasis experimental (Tabla 1)

‘Tabla 1 Susceptibilidad de los roedores

AMIBIASIS | AMIBIASIS
INTESTINAL | HEPATICA
HAMSTER - +
COBAYO * -
RATA Y -
JERBO = +
RATON EY -

- resiste; + susceptible; * parcialmente susceptible®
*Se dice que son parcialmente susceptibles ya que los animales requieren tratamie:

manipulacion especial, o las lesiones que se producen son temporales.

En estas especies de roedores existen a su vez cepas con diferente susceptibilidad, lo que se

observa normalmente en estudios de amibiasis intestinal, donde la flora microbiana esta

Estudio del desarrolio de Ia amibiasis intestinal en el ratén CS78L/6 10




Introduccion

poco camctenznda, asi como:ot.ros factores bxoquimxcos y celulares que en general se
consideran como elememos adversos a los parésnos (Ghadirian y Kongshavn, 1984).

A pesar de 'esu;shm"ltva.ntes; al mtén se le ha considerado por varios autores como un
hospedero idealu};ara"cstﬁaiaf {os mecanismos de resistencia a la amibiasis experimental
porque es al;éiﬁé:hle sensible a la manipulacién, su sistema inmunolégico ha sido bien
demlladp y‘.permite el estudio de factores genéticos que regulan la defensa del hospedero

(Lancastre y col., 1968).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |
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Antecedentes

ANTECEDENTES
Los modelos intestinales desarrollados no se encuentran atin claramente establecidos,
debido a que la produccién de lesioﬁeé >n¢')-‘es' constaﬁte ni uniforme y, como ya se ha
mencionado, en ocasiones requiérc de condicioh:;; y mn.nipuluciones especiales de los

animales; sin embargo, constituyen;la para“un mejor conocimiento sobre los

mecanismos de patogenicida?d,;qur “resultan en la manifestacién de la

enfermedad.

En estudios previos ;'culizados en éobayos se observd que la produccién de lesiones
colénicas no eﬁ consthme ¥ dependia de multiples factores. A partir de los estudios de
Carrera y Faust (1949) se realizaron diversas variaciones metodolégicas como el tipo de
cultivo amibiano, rutas de inoculacién y modificaciones en las condiciones fisiolégicas
como de manipulacién del modelo; sin embargo, hay muy pocos reportes concernientes a la
produccién de lesiones intestinales con amibas axénicas. Diamond y col., (1978) indujo
lesiones intestinales por via intracecal en cobayos recién nacidos, pero los resultados no
fueron reproducidos en un gran niimero de animales. Posteriormente, Anaya-Velidzquez y
col., (1985) con su modelo llamado *“asa cecal lavada y cerrada™ produjo lesiones
amibianas tipicas en el ciego de hamsteres y cobayos, con trofozoitos cultivados en
condiciones axénicas y monoxénicas que le permitieron analizar los estadios tempranos de
la amibiasis intestinal y cuantificar el contenido {ufiinal durante el establecimiento de las
lesiones invasoras amibianas.

La rata se ha empleado como modelo de amibiasis experimental desde las primeras décadas
del siglo pasado, sin embargo, los resultados no han sido claros, ya que se han utilizado
ratas recién destetadas (Jones, 1946; Neal y Vincent, 1956) cuya susceptibilidad a la

infeccién es mayor, pero debido probablemente a que su sistema inmunolégico estd

al en el ratén CS7BL/6 12
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Estudio del desarrolio de la amibi.




Antecedentes

estudio de la‘amxblns erimental desde medlndos dcl siglo pasado (Carrera y Faust,

1949), y en la mnyona de los casos se han inoculado cultivos monoxénicos de E£.
histolytica. Los primeros resultados obtenidos en el jerbo no fueron claros en la descripcion
de las etapas tempranas de infeccién ni en la participacién de las células huésped durante la
invasion tisular (Chakravarty, 1977; Chadee y Meerovitch, 1984a, 1984b, 1985a,
1985b); estudios posteriores han descrito el desarrollo de lesiones microulcerativas con
infiltrado inflamatorio y edema en la ldmina propia asociadas a focos de necrosis que
evolucionan espontineamente a la curacién y que bien, podrian ser dtiles en el
entendimiento de las lesiones producidas por E. histolytica en humanos asintomdticos
(Shibayama y col., 1992).

Por otro lado, aunque el hamster ha sido el modelo animal mas frecuentemente utilizado en
estudios de amibiasis hepdtica, el desarrollo de amibiasis intestinal ha resultado dificil en
este roedor, sin embargo, hay algunos reportes de lesiones cecales desarrolladas con
cultivos axénicos pasados previamente por higado antes de su inoculacién (Ghadirian y
Meerovitch, 1979) y con cultivos monoxénicos inoculados en el modelo del asa lavada y
cerrada mencionado anteriormente en el cobayo (Anaya-Veldzquez y col., 1985; Tsutsumi
y col., 1990).

El ratén a su vez, ha sido un modelo dificil de infectar tanto intracecal como

intrahepaticamente con £. histolytica, sin embargo, desde los estudios hechos por
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Lancastre y col., (1968) se le ha ernpléadol cémo odclo para estudmr los mecanismos de

resistencia a la amibiasis. Neal y Harris (1977) reportaron que Vas ccpas CsH/mg y CBA/ca

son susceptibles a cultive pohxémco de E “hi itr cecal. sin embargo, Gold

y cols. (1978) fracasaron en el mtemo de encontrar una cepa cc 1ente ptible a

la amibiasis tras inocular inrtbrahe At de'{ ratén, diferentes cepas de

onoxénicas. En 1984, Ghadirian y

E. histolytica mantenidas en_condiciones*axénicas

Kongshavn reportaron el desarrollo de il mucosa en seis de diez cepas de

ratén inoculadas via intracecal con a.mibas ‘axénicas demas de reconocer la participacién

de un gen dominante, provnslonnlmentc desngna 1 cual no esta ligado al complejo

mayor de histocompatibilidad, pero se prcsume se encuentra do con la r

innata a la amibiasis mas que con los mecanismos espcc(ﬁcos de la respuesta inmune, sin
embargo, no se sabe ain a que nivel y a través de que tipos celulares opera este gen
responsable de la susceptibilidad a la amibiasis ' en estos roedores. Mds tarde Owen (1985)
inoculé por via intracecal dos cepas de £E. histolytica, SAW 760 y SAW 408 (zimodemo no
invasor IX y zimodemo invasor II, respectivamente, Sargeaunt y Williams, 1979)
mantenidas en condiciones polixénicas de cultivo en dieciocho cepas de ratén, y reportd
que ambos zimodemos fueron capaces de invadir la mucosa intestinal de las cepas
gendticamente susceptibles, mostrando alta mortalidad, particularmente con la cepa
invasora. En el mismo afio, Ghadirian y Kongshavn usaron la cepa C57BL/6 (considerada
por ellos como susceptible a la amibiasis) y la A/J (considerada como resistente), para
estudiar el papel del bazo en la resistencia innata de estos roedores y encontraron un
aumento obvio en la resistencia a la amibiasis con la esplenectomia, tanto en la cepa de
ratdn genéticamente resistente como en la susceptible, la cual desarrollé numerosas ulceras

sobre la mucosa de los animales no esplenectomizados y en el grupo esplenectomizado se
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obtuvieron solo lesiones superfcmles, lo cual sug:ere que la esplenectomia ezacerba la

resistencia temprana a la a.mxbmsus, mcrementando dmméucamcnte su cfecto cuando el

intervalo entre la esplenectomh y la in

para evaluar la respuesta inmune h

delinear el papel del macréfago: durante_la’amibiasis hepéticu;”bek‘o no p‘rodujcron lesiones

hepdticas en forma constante : presi:m:ia de macréfagos activados (por

infeccién con Trichinella, br.cmmmient con slhca o mmumzncxén con lipopolisacdrido)
no parecia ser un factor crucml en:la defensa del hospedero, asi como tampoco que la
inmunidad mediada por células (CMl’) fuera un mecanismo critico en la defensa contra £,
hisrolytica en el ratén. La respuesta humoral evaluada después del reto con los trofozoitos
mostré que 1a sintesis de anticuerpos IgG parecia no estar relacionada con la formacién de
absceso hepitico y que la respuesta de anticuerpos IgM parecia no contribuir en eliminar al
organismo durante las etapas tempranas de infeccién ¢n el higado del ratén. Rivero-Nava y
col., (1997) y Veliizquez y col., (1998) estudiaron el papel del neutréfilo en ratones
neutropénicos (BALB/c) durante la amibiasis intestinal y el absceso hepitico amibiano,
respectivamente y encontraron que en el caso de los ratones neutropénicos inoculados por
via intracecal, el desarrollo de lesiones ulcerativas a tiecmpos tempranos tuvo una frecuencia
mayor y un nimero mayor de lesiones cecales por ratén, que las desarrolladas en los
ratones norrales, lo cual sugirié que el neutréfilo tiene una participacién importante en

limitar el dafo tisular durante la infeccién. De nueva cuenta, los ratones neutropénicos
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inoculados por via intrahepética mostraron una’extensién de las lesiones considerablemente

aron dreas de necrosis

caso ‘de ‘los

1 1nﬁl&ddd inflamatorio ﬁ:é ‘raramente 'visto, lo

esempeiia ‘un ‘importante “papel como- mecanismo de

permiliei,'on'obs.e: ’nr:que "E. histolytica es capaz de producir dafio al higado en ausencia de

células inﬂamatonaﬁ, lo.cual contrasta con lo reportado en el hamster durante el absceso
hepatico experimental, animal en el que se sugirié que el dafio producido en el parénquima

hepdtico era ocasionado probablemente por la. afl ia y destruccién de neutréfilos

(Tsutsumi y col, 1984). En estudios hechos por Seydel y col.,, (1997) sobre las
interacciones especificas entre los trofozoitos amibinnés ¥ el intestino humano se establecié
el modelo de enfermedad SCID-HU-INT, en el se empled un injerto de intestino humano en
ratones con inmunodeficiencia combinada gm\{é (SCID) y propuso la participacién activa
de las células epiteliales intestinales en la repuesta inmune e inflamatoria del hospedero
durante la amibiasis intestinal a través de la secrecién de una variedad de citocinas como
IL-1B e IL-8. En 1998 Seydel y Stanley reportaron en un modelo de amibiasis hepdtica la
induccidon de apoptosis en los hepatocitos y células inflamatorias de ratones SCID, sin
embargo, mediante el uso de ratones C57/BL6 en los que se elimind el gen que codifica
para el receptor I del TNF sugirieron que E. histolytica induce muerte celular sin emplear
las dos vias comunes de apoptosis que es la del ligando Fas/Fas y la mediada por el TNF-a.
Actualmente se ha incrementado el uso de los animales transgénicos y nuligénicos o

“knockout™ como herramienta 1til para el estudio especifico de moléculas efectoras que se
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h:slolytlca cn el ra

smteumn NO. "TNF-a ; e H\IF-‘.y.jios que se adquirieron en la casa comercial de Jackson
Labs. con el parenytcsco'“gcnético de la cepa C57BL/6. Cepa que no se ha caracterizado
como modelo para la amibiasis pero que se ha incluido en estudios de susceptibilidad a £.
histolytica realizados en higado (Gold y Kagan, 1978) y en intestino (Ghadirian y
Kongshavn, 1984), en estudios de resistencia, examinando el efecto de la esplenectomia
durante la infeccién intestinal por E. Aistolytica (Ghadirian y Kongshavn, 1985) y como
modelo para estudiar las posibles rutas de induccién de apoptosis durante el absceso
hepdtico amibiano (Seydel y Stanley, 1998). Por lo anterior, se establecié como propésito
de este estudio el desarrollo de amibiasis intestinal en ratones C57BL/6 para conocer el

comportamiento anatomopatolégico de las lesiones y su evolucion.
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OBJETIVO PRINCIPAL
Conocer la frecuencia y caracteristicas anatomopatolégicas de las lesiones amibianas
intestinales en ratones de la cepa C57BL/6 inoculados con trofozo{tos axénicos de

Entamoeba histolytica HM1:IMSS

“OBJETIVOS ESPECIFICOS
> Conocer lﬁ e'volucién de las lesiones.
bl Est;'ableéer 51 .;éxAiste relacién entre el numero de trofozoitos presentes en la luz

intestinal ¥ la frecuencia de lesiones.

Ay

Determinar l‘x'a influencia del sexo en el desarrollo de la infeccién.
MATERIAL Y METODOS

Cultivo axénico de trofozoil de E ba histolytica (cepa HM1:IMSS)

Los trofozoitos de la cepa HMI1:IMSS de E. histolyrica se cultivaron axénicamente sin
antibi6tico en botellas de cultivo de 162cm? (Costar, USA), en medio BI-S-33 de acuerdo al
procedimiento de Diamond y col, (1978) suplementado con 15% de suero de bovino
adulto (SBA) (Biofluids, USA) a 37°C. Una vez en confluencia a las 48h, se incubaron en
un bafio de agua-hielo durante 10 minutos y se cosecharon por centrifugacién a 400g
durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga Damond, CRU-5000. Los trofozoitos se
contaron en una cémara de Neubawer (Bright Line) y se ajustaron a una concentracién de

10X 10° trofozoitos en 500l del mismo medio de cultivo donde se desarrollaron (medio

condicionado). TESIS CO_(,\] }
FALLA DE ORIGEN
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Obtencidén de medio condici ado 'y lisado

El medio condicionado se obtuvo de la cosecha de un tubo de cultivo de 130x15mm

(Bellco) en fase logaritmica de’; 48h de p ‘2" 37°C con medio 'BI-S-33

suplementado con 15% de suero de bovmo adulto.:E. mb& se ix}cubé en un baifio _de‘agi.m-

hielo durante 10 minutos, se centxiﬁjgo

suave se aislé el sobrenadante del puquet: ccl
Para la obtencién de lisado amibiano se reahz el mism proccdlmlento descrito’. pnra elr
cultivo axénico de trofozoitos, pero a dlferencm de que una vez obtenido el paqucte celular
y ajustarlo a la concentracién de 10X10° trofozoitos en 500l del mismo medio, éste se
conservé en tubos estériles de 15ml (Falcon) a —20°C por un tiempo aproximado de tres a

cuatro meses, momento en ¢l cual se planeo arbitrariamente su uso.

™M ion de los r CS57BL/6 y grupos de estudio

Un pie de cria de diez parejas de ratones (Mus musculus musculus) de la cepa C57BL/6
(Harlan, Lab.) libres de patdgenos especificos (SPF) se mantuvieron en aisladores
gnotobidticos (Micro-aislador, Lab Products Inc.) bajo condiciones estériles de alimento
(purina), cama y agua, por el tiempo requerido para el abastecimiento de animales.

Se empleo un total de 124 ratones para la realizacién de este esmudio, divididos de la

siguiente manera (tabla 2)
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Tabla 2 Namero de animal u!iIL Jos por tiempo y grupo de estudio

, Tratamiento de s
Tratamiento de leO’ trofozoitos - | lisado amibiano | Tratamiento con
TIEMPOS (h) e equivalente a > medio::
(=3 L 3 . 1X107 condicionado*.-
S trofozoitos* L e TR
3 6 4 6
6 6 6 6
12 6 6 6
24 7 11 6
b 48 6 6 6
TOTAL 31 33 30

* En estos grupos se trabajo indistintamente el sexo

Tratamiento antiparasitario
Hembras y machos de 6 a 7 semanas de edad se les desparasité por via oral con una sonda
esofiigica~-Endocal calibre del catéter 16, calibre de la aguja 14, radio opaco y con una
longitud aproximada de 2.5cm. Se les administro metronidazol (Flagyl M%) a una dosis de
200mg/Kg de peso durante tres dias consecutivos (Smith y col., 1985), momento a partir
del cual se dejaron 10 dias de reposo mas 24h de ayuno previo a la inoculacion intracecal

de trofozoitos, lisado amibiano y medio condicionado.

TESIS CON
Técnica quirirgica FALLA_ DE (}RIGEN

Los animales desparasitados se anestesiaron intraperitonealmente con pentobarbital sédico
(Anestesai™®) a una dosis de 63mg/Kg de peso con una jeringa para insulina con aguja N°

29. Con crema depiladora comercial se removié el pelo del abdomen el cual se humedecié
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previamente con Antibenzil. SuJetndos en posmlén de decubno dorsal en una ca:mlla para

dad en una campana de ﬂUJO lnmma.r honzontal ¥y con

diseccidn, bajo condiciones de’ este:

previa asepsia de la reg1 minal ,Ase les reallz una lupa.rotomiu en dos planos y

exposiciéon del cxego‘ donde''se mocularon con una Jennga de msulma 1X107 trofozoitos

resuspendldos en SOOpIr‘de;medlo condicionado, lisado amibiano equivalente a 1X107

trofozoitos. ¥y ondicionado sin amibas. Se suturo en un sélo plano con hilo

quirnirgico Dermalon 4-0.

Eutanasia y toma de tejido
A los tiempos de 3, 6, 12, 24 y 48h después de la inoculacidn intracecal de los diferentes
tratamientos, se realizé la eutanasia de los animales con cloroformo inhalado en un
desecador. Para la remocién del ciego se cortd por la unién ileocecal y se abrié
longitudinalmente para eliminar el material luminal cecal con agitacién suave en 6ml de
PBS a 37°C, lo cual se utilizd posteriormente para conocer la carga parasitaria del intestino.
Las piezas de tejido se sujetaron con agujas en placas de cera dental y se fijaron con
formalina amortiguada al 10% durante 48h, tiempo después del cual se pasaron a etanol al

70% hasta su inclusién en parafina,

Cuantificacién de trof i en el

Con la finalidad de cuantificar el nimero de trofozoitos viables presentes en la luz
intestinal, se removio el contenido cecal con 6ml de PBS previamente calentado a 37°C. La
suspensién entera se depositd en tubos Falcon de 15ml y se centrifugo a 400g durante 5

minutos a temperatura ambiente en una centrifuga Damond, CRU-5000. El paquete se
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resuspendio en Iml de sobrenadante y se cuantificaron los trofozoitos en una camara de

Neubawer.

Preparacién de tejidos para el anilisis histolégico
Los tejidos se deshidrataron.en alcoholes graduados al 70%, 96%, absoluto. xilol-alcohol
1:2 y xilol, se incluyeron en parafina y se tomaron secciones de 5 micras para tincién con

hematoxilina y eosina (H&E) e inmunohistoquimica para £. histolytica.

Aniilisis estadistico
Se analizo la frecuencia de los animales infectados a los diferentes tiempos, sexos y
tratamientos y la frecuencia de lesiones desarrolladas en cada ratén con el ntmero de
trofozoitos recuperados del contenido cecal mediante la prueba de chi-cuadrada en el

paquete estadistico STATA 6.0 (Stata Corporation, USA).

Localizacién inm histoquimica de trofe i de E. histolytica

Para desparafinar los tejidos recuperados de animales inoculados con trofozoitos, se les

dejé 1h a 55°C previo a un baiio con xilol (J.T.Baker) durante 10 minutos. Se inhibieron las

peroxidasas enddgenas con solucién de metanol 100%-H:0; al 3% durante 20 minutos y se
hidrataron los cortes por medio de alcoholes graduados que fue absoluto, 96%, 80%, 70% y
agua destilada. Se bloque6 con albumina (Sigma) al 1% en PBS-Tween durante 30 minutos
y se incubo con inmunoglobulinas (Ig) precipitadas de un suero humano con absceso
hepatico amibiano a una dilucién 1:20 en PBS al 1% durante 1h a temperatura ambiente. Se
realizaron lavados exhaustivos con PBS-Tween y se incubé IgG, de caballo anti-humano;

peroxidado (Becton) a una dilucion de 1:30 en PBS durante 1h a temperatura ambiente. Se
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revelé con Diaminobenzidina (Sigrhé)fAlOm\'g)SOrﬁi en agﬁa:_‘destilada' yil"p_créxido de
hidrégeno (H:02) al 30% y se realiz6 tina ‘cén'tr‘étinci‘én con’ Eerﬁatox_ilina' de"la’ forma

acostumbrada. Se manejo un control del segundo anticuerpo peroxidado.: -

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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RESULTADOS

ASPECTO MACROSCOPICO Y EXAMEN EN FRESCO
El aspecto macroscédpico de los ciegos mostré tamaiio y consistencia normales en todos los
tiempos después de la inoculacién con trofozoitos, lisado amibiano y medio condicionado

aun a la observacién bajo el microscopio estereoscépico.

El examen en fresco del contenido vcecai en campo claro de los ué§ tratamientos moétr& una
consistencia que varié de semiliquida a sélida, en algunos casos abundante y en ocasiones
escaso; el grupo inoculado con trofozoitos presenté ademds trofozoitos méviles a los
tiempos de 3, 6 y 12h (Tabia 4). La media muestral del niimero de trofozoitos recuperados
de! contenido cecal fue similar en ambos sexos, sin diferencias estadisticas significativas.
Al tiempo de 3h el nimero de trofozoitos recuperados en hembras fue de 9.7X10°% en
machos no fue cuantificado; a las 6h en hembras se recuperaron 3.3X10° y en machos
5.5X10% a las 12h el namero de trofozoitos en hembras fue de 9.5X10* y en machos de
7X10°%, en los tiempos posteriores el nimero de trofozoitos fue escaso e incluso ausente.
Este descenso en el tiempo se dio de igual modo en los porcentajes de frecuencia de lesién
obtenidos con trofozoitos, sin embargo, no fueron precisamente los animales con mayor
nimero de trofozoitos en su contenido cecal los que desarrollaron una mayor frecuencia de
lesién. El resultado de esta asociacién no pudo ser comprobado estadisticamente por las

diferencias encontradas en el niémero de lesiones desarrolladas y el nimero relativamente

pequeiio de animales utilizados.

TESIS CON
FALLA DZ ORIGEN
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MICROSCOPIA DE LUZ

La frecuencia total de lesiones en hembms moculadas con u-ofozo(tos fue dc 29% y en

machos de 27%. La frecuencxa toml .de esta ccpa consndemndo ambos sexos fue de "8% yv

por tiempos fue de 60% a los 3

al- dc' leéionés con

11% a'las:24h

decrecié nbrupta.men(e,‘ 8% a las 48h. El porcen!aje tot:

los tratamientos de l'isado(an'u iano medxo condlclonado fue de 16 (5/30) pam ambos

casos, con diferencias taje " por - tiempo que no resultaron significativas
estadisticamenté (Tablas S y. 6,

Los tejidos obtenidos de hembras y machos inoculados con trofozoftos mostraron lesiones
semejantes en todos los:ti y aurique se observaron pequefias diferencias en relacidén a

la extensién y a lé~fre iencia‘ de " lesién, sin embargo, no fueron estadisticamente

significativas, razén por la Se usé indistintamente el sexo en los animales inoculados

con lisado amxbmno medio- condlcmnado. A las 3h el grupo inoculado con trofozoitos
presentd pérdida del«vepxtgho superficial con abundantes trofozoitos en la luz, o bien
penctrando en la mucés‘aA éue fue parcialmente destruida, con escaso y en ocasiones
abundante infiltrado inflamatorio principalmente de tipo agudo en la lamina propia y
submucosa. El grupo inoculado con lisado amibiano presenté a este tiempo una frecuencia

de lesién de 16% (1/6), con pérdida del epitelio superficial e infiltrado focal de neutréfilos
en mucosa; el grupo inoculado con medio condicionado no produjo lesién (Fig. 2)

A las 6h posinoculacién con trofozoitos se observaron algunas veces trofozoitos con
células inflamatorias, el infiltrado inflamatorio fue moderado en mucosa y submucosa y
esta altima presenté edema en ocasiones. Los grupos inoculados con lisado amibiano y

medio condicionado desarrollaron a este tiempo lesiones semejantes con frecuencias de 33
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y 50% (2/3 y 3/6) respectlvamentc,r on pcrdlda ‘deﬂ la: mucosa y escaso infiltrado
inflamatorio en mucosa y submu sa (F’

A las 12h posmoqulaclén con trofozoltos no se identificaron trofozolitos en el tejido, aunque

en algunos casos se 'ob‘se‘i—va;o en pa.rccieron signos de regeneracidén

en algunas areas del tej al aplanndo, disminucién en el niimero

de criptas y mucosa adelgaznda, ademsds de do casos con tlceras estrechas. Los grupos de

lisado amibiano y medxo con esarro aron a este tiempo una frecuencia de lesién

de 16% (1/6), con perdxda del epxteho superﬁcual e infiltrado moderado en mucosa y
submucosa (Fig. 5)

A las 24 (Fig. 6) y 48h (Fig. 7) se observaron ulceras con o sin trofozoitos, con edema
intenso en submucosa-y abundante infiltrado compuesto principalmente de neutréfilos y
escasos mononucleares, que afecté mucosa, submucosa y muscular propia, ademais, ulceras
epitelizadas con disminucién en el nimero y tamafio de las criptas las cuales en ocasiones
presentaron basofilia, nicleos apoptoticos, escaso infiltrado inflamatorio y disminucién en
la secrecién de moco. A las 24h el grupo inoculado con lisado amibiano presenté una
frecuencia de lesién de 16% (1/6), con una ulcera de apariencia similar a la desarrollada
con trofozoitos. El grupo de medio condicionado a este tiempo no mostrd lesién. A las 48h
el grupo de lisado amibiano no desarrollé lesién y el de medio condicionado presenté una
frecuencia de lesién de 16% (1/6), con pérdida de la mucosa y abundante infiltrado celular.
Cabe mencionar que los animales inoculados con lisado amibiano y medio condicionado

mostraron ademis en algunos casos edema generalizado en submucosa y focos de infiltrado

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

de neurréfilos y 3s mononucleares a nivel de submucosa.
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INMUNOHISTOQUIMICA

s a Ias .6h.. posinoculacién - con . trofozoitos se

Cortes histolégicos de ciegos obteni

con: absceso hepénco amxblano. Los resultados

incubaron con IgG de suero de’pacient
xento de rastros de amxbas unidos al

moco, pero no a otras estructuras (F

ANALISIS ES. TADIS TICO
La frecuencia de lesno =S i mpo entre ambos sexos en el grupo moculado con
trofozoftos mostrd una P<0 05 ‘de la misma manera que la asociacién entre trmamxentos a
todos los tiempos, lo cual significa que las diferencias no fueron significativas entre los
grupos y que los tres tratamiéntos aparentemente tienen la misma capacidad para producir

lesidén, a pesar de las frecuencias observadas.
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TABLA 3

FRECUENCIA DE LESIONES EN RELACION AL SEXO Y AL TIEMPO DE
INOCULACION CON TROFOZOITOS

TIEMPO DE FRECUENCIA DE TOTAL
INFECCION (h) LESIONES
3 -f/es 2?‘4 6710 (60%)
6 376 /6 7712 (58%)
12 176 176 2/12 (16%)
24 077 2711 2718 (11%)
a8 176 0/6 1712 (8%)
/31 (29%) | 9733 (27%) | 18/64(28%%)

TABLA 4
TROFOZOITOS RECUPERADOS DEL CONTENIDO CECAL EN HEMBRAS Y
MACHOS
TIEMPO DE NUMERO DE TROFOZOITOS EN
INFECCION (h) CONTENIDO CECAL
3 9.7)%1 0° Nd(‘:
6 3.3X10° 5.5x10°
12 9.5X10" 7x10°
24 (] (1]
48 (1) [1]

TESIS CON
0= no se obeervaron FALLA DE ORIGEN
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TABLA S

FRECUENCIA DE LESIONES EN ANIMALES INOCULADOS CON LISADO
AMIBIANO

TIEMPO DE INFECCION (h) FRECUENCIA DE
LESIONES
3 176 (16%)
6 276 (33%)
12 176 (16%)
24 176 (16%)
48 076 (0%)
TOTAL 5/30 (16%)
TABLA 6
FRECUENCIA DE LESIONES EN ANIMALES INOCULADOS CON MEDIO
CONDICIONADO
FRECUENCIA DE
TIEMPO DE INFECCION (h) LESIONES
3 076 (0%)
6 376 (50%)
2 176 (16%)
24 0/6 (0%)
a8 176 (16%)
TOTAL 5730 (16%)

TESIS CON

BATl A D
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Fig. 1 Mucosa normal de colon (m) con criptas rectas tapizadas por
células caliciformes; entre las criptas (flecha) se observan escasos
linfocitos; submucosa (s) con tejido fibroso laxo y capa muscular

propia (mu). H&E 200X

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fig. 2 Raton a las 3h posinoculacion. a) Macho con trofozaitos:
tilcera en mucosa con infiltrado abundante de neutréfilos en mucosa
y submucosa (flecha). Se observan abundantes trofozoitos (T). H&E
200X b) Hembra con trofozoitos: llcera superficial con necrosis y
escaso infiltrado inflamatorio en submucosa (flecha). Se observan
algunos trofozoitos (T). H&E 200X c¢) Con lisado amibiano: dicera
superficial con escaso infiltrado de neutrdfilos en mucosa (flecha).
H&E 400X d) Con medio condicionado: tejido sano. H&E 400X

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fig. 3 Ratén a las 6h posinoculacidn. a) Hembra con trofozoitos: hay pérdida de la
mucosa con numerosos trofozoitos (T) e infiltracién moderada de neutrdfilos (flecha)
entre los trofozoitos y en la submucosa. La submucosa muestra edema (e). H&E 400X
b) Macho con trofozoitos: se observa una uicera con gran cantidad de trofozoitos (T),
edema leve en submucosa e infiltracion de neutrdfilos en mucosa y submucosa (flecha).
H&E 200X c¢) Con medio condicionado: hay pérdida del epitelio superficial e infiltrado
celular en mucosa (flecha). H&E 400X d) Ulicera presente en el tejido de una hembra
inoculada con trofozoitos: presenta intenso infitrado inflamatorio en mucosa y
submucosa (flecha). No hay trofozoitos. H&E 200X e) Macho con trofozoitos: se
observa infiltrado compuesto principalmente por PMN (flecha) en mucosa y submucosa
y trofozoitos con fagocitosis de eritrocitos (T). H&E 800X f) Con lisado amibiano: Se
observa pérdida del epitelio superficial e infitrado moderado de neutréfilos en mucosa y

submucosa (flecha). H&E 400X
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Fig. 4 Macho a las 6h posinoculacion. a) Localizacion
inmunohistoquimica de trofozoitos (T) de Entamoeba histolytica
marcados intensamente con IgG de suero de pacientes con absceso
hepatico amibiano. 400X b) Testigo del segundo anticuerpo. Se
observa infiltrado inflamatorio (flecha). 400X

TESIS CON
LLA DE ORIGEN
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Fig. 5 Ratén a las 12h posinoculacién. a) Hembra inocuiada con
trofozoitos: dicera epitelizada cubierta por epitelio aplanado (punta), con
infiltrado leve en subucosa (flecha) y disminucién en el numero y tamarno
de las criptas. H&E 200X b) Macho con trofozoitos: ulcera con escaso
infiltrado inflamatorio en mucosa (flecha). H&E 400X ¢) Con lisado
amibiano: pérdida del epitelio superficial con escaso infiltrado hasta la
capa muscular externa (flecha). H&E 400X d) Con medio condicionado:
pérdida del epitelio superficial con escaso infitrado de neutrdfilos en
mucosa y submucosa (flecha). H&E 200X
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Fig. 6 Raton a las 24h posinoculacidén. a) Macho con trofozoitos: ulcera
con escaso infiltrado en mucosa. Se observan trofozoitos (T). H&E
400X b) Macho con trofozoitos: Ulcera sin trofozoitos; hay numerosos
neutréfilos en la submucosa (flecha). H&E 200X ¢) Con lisado
amibiano: ulcera con infiltrado de PMN principalmente en mucosa
(flecha). H&E 200X d) Con medio condicionado: tejido sano. H&E 200X

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fig. 7 A las 48h. a) Hembra inoculada con trofozoitos: tejido sano. H&E
400X b) Hembra inoculada con trofozoitos: se observa abundante infiltrado
celuiar principalmente de PMN con escasos mononucleares en todas las
capas del intestino (flecha) y edema intenso en submucosa (e). H&E 200X c)
Macho inoculado con medio condicionado: se presenta ulcera con infiltrado

de PMN en todas las capas. H&E 400X TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

36

Estudio del desarrolio de /a amibiasis intestinal en el ratén CS78L/6




Discusion

- DISCUSION
En el estudio de 1a amibiasis mtestmul cxpenmental in vivo se ha obscrvado que son varios

los factores que deben ser consxdemdcs para entender cl componam ento de los modelos

animales. Estudios previos hun rcvclado que la capacndad de los modelos para dcsarrollar la

enfermedad depende, entre o!.ros factor

caracteristicos de ciertas circunstancias. Por otra pa‘:f;c,‘ autores han constdemdo la
escala de Neal propuesta desde 1951, para cmcteﬁ@r“ el .d'sa;rollo de la amibiasis
intestinal en los modelos animales. Debido a que todas las lesiones encontradas en este
estudio fueron similares, tomamos como criterio de evaluacién de la intensidad de éstas, la
pérdida del epitelio superficial, la pérdida parcial o total de la mucosa con necrosis e
inflamacién y con o sin trofozoitos en el sitio de la lesién. En todos los casos hubo lesiones
ulceradas agudas, confinadas a la mucosa, con reaccién inflamatoria de intensidad variable,
compuesta principalmente por polimorfonucleares, que afectaban algunas o todas las capas
del intestino. La lesién mas aguda y mas frecuente se observé a las 3 y 6h después de la
inoculacién con trofozoitos e infiltrado inflamatorio; a partir de las 12h aparecieron signos
de regeneracion de la mucosa.

En general, la lesion mas comiinmente reportada en los estudios de amibiasis experimental
ha sido la tulcera (Ghadirian y Kongshavn, 1984; Owen, 1985; Ghosh y col., 1994;
Rivero-Nava y col., 1997), seguida en frecuencia del ameboma (Ghosh y col., 1994) y el
granuloma (Rivero-Nava y col., 1997). En este estudio, las caracteristicas de las lesiones

desarrolladas sugieren un modelo agudo de enfermedad que procede en corto tiempo a la
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regeneracién y en contraste con'otrosLaufores.(Ghudiﬁ;ln ¥ Kongshavn, 1984; Houpt y
col., 2002) no evoluciona-a la cronicidad; :'debido ‘probnblcmeme a la cepa amibiana

utilizada y a las condiciones bajo’las cuales:fue ’mahﬁ:nida. ya que a pesar de que se

desconoce aun el papel de las bacterias en la’patogenia’de las arnibas, la mayoria de los

modelos crénicos de enfermedad repon_adoi emp ibianas crecidas con cultivos

bacterianos (Owen, 1985; Ghosh y col';.' 1594)

La frecuencia total de lesidn obtenida fue dr;278%'. équi‘\'hlenté a 13 ahfmales iflfecfados de
un total de 64 ratongs. Otros estudios malimdés eﬁ esta cepa han reportado un porcentaje
de lesién de 12.5 (2/16) en ratones inoculﬁdos por via intrahepdtica con 1X10° y 1X10°
trofozoitos de las cepas HMI y HK-9 axénicas y HM15 y HM 19 cultivadas con Bacteroides
symbiosus y sacrificados 3 a 7 dias después de la inoculacién (Gold y Kagan, 1978).
Seydcl y Stanley (1998) reportaron una frecuencia de lesién de 22+5% a las 48h
posinoculacién intrahepitica de 1X10° trofozoitos axénicos HM1:IMSS y en un estudio
reciente hecho por Houpt y col., (2002) se sefiala una frecuencia de lesién de 15% (4/27)
en hembras de seis semanas inoculadas por via intracecal con 1X107 trofozoitos xénicos
HMI1:IMSS a tiempos mayores de una semana. Aparentemente los modelos agudos de
infeccién reportados en estos estudios muestran porcentajes mayores de frecuencia de
lesién que los descritos para los modelos crénicos de enfermedad y ademas estos tltimos
coinciden en el uso de cepas amibianas asociadas a bacterias.

La preferencia por el uso de los machos surge desde el inicio del desarrollo de los modelos
amibianos in vivo, sin embargo, las hembras también han sido utilizadas por algunos
autores (Lushbaugh y col.,, 1978; Ghadirian y Meerovitch, 1979; Stern y cols., 1984;
Rivero-Nava y col., 1997; Velizquez y col., 1998). Estudios que tratan la influencia del

sexo en la amibiasis invasora del higado en seres humanos (Gonzidlez-Montesinos y col.,
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! o Nacnonal de

1971) y estudios serolég:cos reahzadov en muest.ras procedentes del B

Suero (Cnballero-Salcedo y col., 1994) e elan que exnste una relnclén entre las hormonas .

Se conoce que cl pnncxpal blanco de accion de Ias hormonas sexuales son losjlmfocnos y

afectan su hablhdad para mtemctuar con‘otms celulas, su ﬁ.mmén como productores de
factores mmu.norcguladorcs y la exprestén de antigcnos de superficie. Las hormonas
sexuales modulan ademsis el curso de las enfermedades autoinmunes, actuando en multiples
células y sistemas e influyendo en una respuesta inmune supresora o activadora
dependiendo del lugar donde actiian (Ansar-Ahmed y col., 1985). Asi, se sabe que los
estrogenos estimulan el sistema fagocitico mononuclear, resultando en una mejor respuesta
inmune humoral y celular contra la amiba y limitando la invasién del organismo por el
parisito. Se cree que esto puede explicar en parte el hecho de que la amibiasis invasora en
el higado, pero no en el colon, sea mas frecuente en hombres que en mujeres (Caballero-
Salcedo y col., 1994). Por otro lado, la frecuencia total de lesiéon obtenida en nuestro
estudio con la inoculacién de trofozoitos fue de 29% (9/31) en hembras y de 27% (9/33) en
machos. El anilisis estadistico de estos porcentajes no mostré diferencias significativas
entre ambos sexos y el resultado histolégico demostré también semejanza de las lesiones,
caracterizadas por ser superficiales, con pérdida de la mucosa y focales en su mayoria, por
lo que decidimos utilizar indistintamente el sexo en los tratamientos de lisado amibiano y
medio condicionado; sin embargo, el balance hormonal en las hembras puede variar

durante el ciclo estral y a lo largo de toda su vida, proveyendo quizi al hospedero de
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llnandolo de una

mecanismos mcspecxfcos de defcnsn contra agemes mfecc so o desh'

respuesta inmune competentc, como es el caso del incremento e la’ mormlxdad causada por

)(Ansar-Ahmed y

n lesionés en nuestro
nes en su morfolog{a

como zonas con infiltrado mﬂnmatono en mucosa y submucosa, edcmﬂ focal congestién y

nicleos apo S. consxdemmos que estos cambxos se debleron probablemente a la
prcsencm d:; ulceras vecmas ya que el epitelio superficial y en general toda la mucosa
estabun conservados. Como signos de regeneracién presentes a las 12h, momento a partir
del cual la frecuencia de lesxén disminuyé abruptamente y las lesiones evolucionaron a la
remisién; se encontrd la mucosa adelgazada, el epitelio superficial aplanado, disminucién
en el namero de criptas, basofilia citoplasmica, figuras mitdticas, fibrosis e infiltrado
inflamatorio en submucosa. Cambios que en la mayoria de los casos se observaron de
manera focal en sitios reconocidos como tlceras epitelizadas o en proceso de epitelizacién.
Otros estudios en modelos cronicos de enfermedad como el de Chadee y Meerovitch
(1985b) realizado en gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos monoxénicos de E.
histolytica, reportaron regeneracién glandular e interglandular de los tejidos epiteliales a los
60 dias después de la inoculacién con migracién de las células epiteliales, intenso infiltrado
de neutréfilos en lamina propia, mitosis en criptas y en el epitelio, infiltracién de
fibroblastos en lamina propia y ausencia de células caliciformes. Ghosh y col., (1994)
mencionaron regeneracién de la mucosa ulcerada a partir del décimo dia posinoculacién
intracecal de trofozoitos monoxénicos de £. histolytica en ratones C3H/Hel, que

caracterizaron como una organizacién papilar de las glandulas o como pequeitlas glindulas

ibiasis intestinal en el ratén C57BL/6 40
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redondeadas 'y amontonadas"observa.ron hxperplnsla dc los* foliculos hnfoxdes de la

e lus ulccms umxblanas aJ omxcnzo de su

que la cepn CS?BU6 adcmés'de presentar una frecuencia de lcsnén menor que la de otras
cepas muestra una evolucxdn de las lesiones mas rapida a la curacién.

La cuantiﬁcacién de trofozoitos en el contenido cecal ha sido en el estudio de la amibiasils
intestinal una herrarnienta 1til e incluso un parimetro para caracterizar la infeccién
(Ghadirian y Kongshavn, 1984; Ghadirian y Kongshavn, 1985; Rivero-Nava y col.,
1997); para dicho fin se han empleado diferentes metodologias, nosoutros disolvimos el
contenido cecal en 6ml de amortiguador de fosfatos (PBS) previamente calentado a 37°C y
lo centrifugamos durante 5 minutos a 400g; resuspendimos el paquete en I!ml del
sobrenadante y cuantificamos en una cimara de Neubawer. Los resultados que obtuvimos
nos muestran que los trofozoitos disminuyen con el tiempo, de la misma manera como
ocurre con la frecuencia de lesién y que a partir de las 12h hay un nimero escaso o incluso
ausente de trofozoitos en el contenido cecal. Nuestros resultados difieren con lo propuesto
por Ghadirian y Kongshavn (1984) para esta cepa, a la cual definen como susceptible
debido a que el nimero de trofozoitos encontrados en el ciego aumenta con el tiempo e
incluso permanece en niveles altos hasta el dia veinticinco, momento a partir del cual
decrece gradualmente, sin embargo, coinciden en parte con lo recientemente propuesto por
Houpt y col., (2002) quienes describen que la cepa C57BL/6 con una frecuencia de 15% de

lesion (4/27), posee una resistencia innata al reto intestinal con trofozoitos de £. histolytica,
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mcluyendo ratones “knockout" con’ pa.rentesco genenco en esta cepa. pero que por otro lado

logra establecer un’ mode[o crémco de enfcrmedud semejante al dt.sarrollado ‘en la cepa

C3H/HeJ Aunque
presemes en el'conten'db
Ilevado a cabo,

mfecmdos los quc tuvieron las fms

que a pesar de que la mayor carga pa.rasunna encontrada’ comcxdc con los tiempos en los

cuales se pbtuweron los porcenta)es mas al_tos de frccucncm de lesién, no todos los ratones

que tuvieron una carga parasitaria elevada désa:r ln.rbn' leéién. Por su parte, Rivero-Nava
y col., (1997) reportaron que en ratones BALB/c,lqs tiempos en los que se desarrollan los
porcentajes mis altos de lesidén, no son a lbs‘quc se recuperan las cargas parasitarias mas

altas, y Ghadirian y Kongshavn (1984) como ya se habia dicho, reportan que en la cepa

CS57BL/6 la carga parasitaria del ciego se incf;menta de tres a cuatro semanas antes de
declinar gradualmente, mientras que en la cepa A/J los pardsitos nunca son vistos. Estos
resultados nos confirman que la resistencia de cada organismo contra agentes infecciosos

depende en gran parte de sus mecanismos inespecificos de defensa.

Algunos autores sustentan que se requiere T iamente del co > fisico de los

trofozoitos para producir lesién en las células blanco, es por ello que a través del lisado
amibiano y el medio condicionade nos interesamos en conocer que accidn litica podian
tener proteasas liberadas al medio sin la unién previa de lectinas. En los animales
inoculados con lisado amibiano y medio condicionado se observé una frecuencia de lesion
de 16% (5/30) en ambos tratamientos y el desarrollo de ulceras estrechas de caracteristicas
semejantes a las descritas anteriormente, esto es, con pérdida del epitelio superficial, edema

en submucosa e infiltrado inflamatorio en mucosa y submucosa compuesto principalmente
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las lesiones y en ln mtenSIdad del mﬁltrado celula.r, 'lo que nos 1leva a pensar que
posiblemente los trofozoltos se valen ;de dxfercnzcs mecanismos de accién para causar
lesion en los diferentes tratamientos ademis de la adhesién, como es la insercién de canales
derivados del pardsito en las células del hospedero (Lynch y col., 1982) o Ia liberacién de
sustancias téxicas secretadas por la amiba (Lushbaugh y col.,, 1979, Lépez-Revilla y

Fernind 1980, Feingol y col., 1985). Comparando la respuesta que la cepa CS7BL/6

desarrollé en este estudio con la reportada por otros autores, concluimos que es un modelo
agudo resistente a la amibiasis intestinal, con bajos porcentajes de frecuencia de lesidn que
evolucionan a la curacidn, pero que tiene ademas posibilidades de desarrollar condiciones
crénicas de enfermedad, esto tal vez asociado con la edad de los animales o con el uso de

cepas amibianas crecidas en cultivos bacterianos.

|~ TESIS CON
| FALL£ DE ORIGEN
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Conclusiones y perspectivas

CONCLUSIONES

> Lacepa C57BL/6 es un modelo agudo resistente a la amibiasis intestinal

Las lesiones se confinan a nivel de la mucosa con infiltracién moderada a intensa

\Y

principalmente de neutréfilos
> El sexo no influye en el desaﬁollo dela infeccién

> En los ratones C57BL/6 la frecuencia de lesiones amibianas y el tiempo de

evolucidén de éstas fueron menores que las observadas en otras cepas

PERSPECTIVAS

» Comparar el desarrollo de lesiones amibianas intestinales en ratones C57BL/6

disminuidos de neutréfilos con respecto a ratones normales de la misma cepa
> Caracterizar el desarrollo de lesiones hepaticas amibianas en este modelo

Estudiar el papel que desempeiian el NO, el TNF y el INF-y en el desarrollo de
lesiones hepaticas e intestinales producidas por E£. histolytica en ratones
“knockout™ para éstas moléculas, asi como en rawones disminuidos de

neutrofilos con parentesco genético en la cepa “knockout™ C57BL/6
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Anexo

ANEXO

Caracteristicas de la cepa CS7BL/6

El C57BL/6 es ampliamente usado como antecedente genético de ratones mutantes y
transgénicos y es popular en investignciones con aplicncién en oncologia, inmunologia y

toxrcologm. Las hembras son longevas y buenas crmdorns T|enen baja susc:pubxlxdnd a

tumores y pacas caracterizaciones desﬁ:\vomblcs Son utlhzudas para produclr los hubndos

B6C3F1 y B6D2FI1.
Color de pelo: Negro

Loci del color de pelo‘ a, B. C. D

&, Hba®, Hbb®, Hc',

Gpi- lh;‘ Gus

Otros Loci: Car—2' Ce-2", Cs-l‘ Es-l‘ Es-3 Es-lo', Gpd-
Idh-1%, Lv®, Lyb-2° Ly-1%% Ly Ly -I"’,‘Mup-l"; Pep-34, Pgm-1*, Trf° Thy-li". Tla®,
H-2D", H-2K". k : ; k

Origen: Little en 1921 cruzé una hembra 57 con un macho 52. Esta cruza dio lugar a dos
cepas, la C57L y la C57BR. La hembra 58 cruzada con el mismo macho dio lugar a la cepa
C58. La C57BL es probablemente la cepa mis ampliamente utilizada de entre todas las cepas
homocigotas. En contraste a otras 36 cepas homocigotas estindar, esta lleva un cromosoma Y
de origen Mus musculus Asidtico, y un elemento LINE-1 derivado de Mus spretus, el cual
sugiere que en un porcentaje mayor a 6.5 el genoma podria tener este origen. Una prueba
tiene un paudn

designada B6-38 para la region pseudoautosomal del cromosoma X y Y

caracteristico Pst [ del tamafio de fragmento que esta Gnicamente presente en las cepas de la

familia C57BL.
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Fig.8 Griifica de crecimiento de la cepa C57BL/6

Anatomia comparada del ciego del humano y del ratén

El ciego en el ser humano es un pequefio saco cerrado por un extremo, que se encuentra
colgado de la unién ileocecal pero fijo a la pared abdominal poste?ior en el cuadrante
inferior derecho del abdomen. Con estructura idéntica a la del colon, posee un epitelio
superficial formado por células cilindricas altas con vellosidades y pliegues escasos. Las
criptas intestinales son largas, agrupadas de manera compacta y con abundantes células
caliciformes. El ciego en el humano conserva funciones vestigiales de digestion debido a
las bacterias existentes, de absorcién de liquidos y de secrecién de moco (Leceson y col.,
1990).

En el ratén, al ciego se le ha dejado de considerar como un érgano vestigial debido a sus

caracteristicas. El ciego del raton es excesivamente grande en comparacion al del humano,

52
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se encuentra en el lado" lzqulerdo dcl abdomcn. curveado a’'si m; mo 11 ahdo el> eépacio

entre el estémago y los lébulos hepaucos. Se caractenza poy falta ] cspecnallzat:lén, sin

embargo, su form

ego. de los

alxmenuclos cupaccs de metabo z:.u' c' u

absorcxén quc reduce dc un 10-20% el escape de’la dlgestlén ocurrido en el intestino
delgado y ‘con - una fermentacnén mlcrobmna constante y controlada debida a la

comparw.mcnmhzacxén snuada fuera del flujo directo de la digestién, ademads de utilizar la

coprofugia kcomo otm estr ia para prc el alimento (Snipes, 1981).

M i de defe del huésped contra infe

La propiedad de microorganismos y pardsitos de producir enfermedad en un huésped se
denomina patogenicidad. La virulencia se denomina como el grado de patogenicidad. El
que un microorganismo logre o no producir enfermedad depende, por un lado, de su
virulencia, y por otro, de la eficiencia del huésped para defenderse contra ese agente
infeccioso. Si este sensible balance entre microorganismo y huésped se rompe, la situacién
puede cambiar rapidamente, dando ventaja al huésped o al microorganismo. Por un lado,
las condiciones del medio pueden cambiar de manera agresiva para el parasito y producirle
la muerte, y por otro, los mecanismos de defensa del huésped pueden disminuir y dar como
resultado el establecimiento de la infeccién. Los mecanismos de defensa no son igualmente
efectivos en todo el organismo asi, un microorganismo puede o no causar infeccién en

ciertas partes del organismo. El que una infeccién aparezca o no, depende en cada caso de

Estudio del desarrolio de la amibiasis intestinal en el ratén C578L/6 53

M0 0 YTV
07 SIS

U

177
i




Anexo

los meca.msmos dc defensa del huesped ‘La -

la relacion entre el mxcroorgu.ru mo»"

capacidad de defensa dcl huéspcd contra los ataques infecciosos, se’ dcsarrolla muy

temprano en la fxloge smo. Las grandes especies cuentan con te_udos

complejos y especializados:de, defensa. Estos mecanismos de defensa se componcn de

diversos factores” dc procesos inmunes especificos mednados via

anticuerpos humorales Cito: T tHanson ¥ Wigzell, 1985).

Durante el priméé on. el agente infeccioso aparece una defensa congénita no

adquirida contm ln i omv.'mmente llamada resistencia natural, la cual es resultado

de varios factore coop! ratxvos no bien definidos aun, como son los factores genencos,

mecémcos y quim cos. dad ’bala.nce hormonal y estado nutricional, respuesta inflamatoria,

fagocntoms y produccxén de lactoferrina e interferon. Después de esto, la inmunidad
especifica o adquirida se desarrolla y aparece mediada principalmente por las células
linfoides, mas que por los anticuerpos humorales, los cuales varian su capacidad protectora

de acuerdo al tipo de infeccion (Hanson y Wigzell, 1985).
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