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RESUMEN

Entamoeba histolytica es un protozoario parasito responsable de la amibiasis en
humanos. Esta enfermedad causa aproximadamente cien mil muertes por afio en
el mundo y es prevalente en paises subdesarrollados. Ademas, de colonizar el
intestino grueso, ocasionalmente E. histolytica puede perforar el intestino y a
través de la circulacion invadir diversos organos, siendo el higado el mas
frecuente. Los tratamientos farmacoldgicos antiamibianos no son inocuos y en
algunas ocasiones no resuelven la enfermedad. En condiciones experimentales el
hamster ha mostrado ser un animal altamente susceptible a la infeccion hepatica
amibiana (IHA) mientras que el raton es considerado un animal resistente. En el
presente trabajo se estudiaron los mecanismos de resistencia natural del raton a la
IHA debido a que su esclarecimiento puede dar lugar a nuevas y mejores
alternativas terapéuticas. Contrario a lo que sucede en el hamster, nuestros
resultados mostraron que la desaparicion de las amibas del higado del raton
sucede en dos etapas (~6 y 72 h) con escaso o nulo infiltrado inflamatorio y sin
destruccion tisular. EI ROS, NO' y complemento no participan en la eliminacion
amibiana y la reducida quimiotaxis leucocitaria parece depender del complemento.
Es muy probable que durante la primera etapa de eliminacién, las amibas
localizadas en zonas bien perfundidas mueran por hiperoxia, mientras que en la
segunda, a pesar de que la isquemia prolonga su sobrevida, los parasitos pueden
desaparecer por la carencia de nutrientes. Finalmente, los resultados de este
trabajo sugieren que la falta de afluencia leucocitaria constituye un factor de

resistencia natural del ratéon a la IHA.



1. INTRODUCCION

1.1 Amibiasis

La amibiasis es una enfermedad parasitaria del ser humano causada por el
protozoario Entamoeba histolytica. Esta enfermedad es una de las principales
causas de mortalidad en los paises subdesarrollados (Haque et al., 2003).

A pesar de que la amibiasis es considerada una enfermedad tropical, en 1875 el
primer paciente identificado con amibas fue un joven campesino llamado J.
Markow, proveniente del circulo polar artico. Markow padecia diarrea acompafada
de un constante malestar abdominal. El doctor Fedor Aleksandrovich Lesh, al
realizar el analisis de las heces del paciente, encontré en ellas numerosas
formaciones microscopicas que por su forma y movilidad considerd, sin duda,
como amibas, descubriendo de esta manera el agente causal de la enfermedad.
Por primera vez en la historia de la humanidad se reconocian a las amibas como
agentes de un padecimiento y se les trataba de combatir para salvar la vida de un
paciente; desafortunadamente el joven Markow murié. Posteriormente, utilizando
el contenido intestinal de Markow, el doctor Lesh reprodujo la infeccion intestinal
en perros, de los cuales so6lo uno enfermd con diarrea y evacuaciones con
abundantes amibas. Segun el doctor Lesh, el experimento demostré6 que las
amibas eran capaces de producir irritacidn intensa que progresaba hacia la
ulceracion.

En 1890 el canadiense William Osler, fue el primero en hacer la descripcion
detallada del primer caso de absceso hepatico amibiano en América. Osler traté a
un médico de 29 afos, quien habia sufrido de disenteria, fiebre, malestar general y
dolor en la region del higado. A pesar de que Osler observara numerosas amibas
en el material liquido que obtuvo del absceso hepatico y en las heces del paciente,
concluyd que era imposible estar seguro de la relacion de estos microorganismos

con la enfermedad. (Martinez-Palomo,1987).
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En 1893 los médicos alemanes, Quincke y Roos descubrieron la forma de
resistencia de la amiba, el quiste. Por otra parte, en 1903 el zodlogo aleman Fritz
Schaudinn, diferencié a las amibas y las denominé Entamoeba histolytica y
Entamoeba coli. En el afio 1906 este investigador murié a la edad de 35 afios
debido a complicaciones secundarias a una amibiasis adquirida por autoinfeccioén.
Ademas, Schaudinn decidid llamar a la amiba histolitica, debido a creia que ésta
era la responsable de la lisis (destruccién) de los tejidos (Pinilla et al., 2008;
Thorburn, 1971).

En el siglo XIX el tratamiento quirdrgico del absceso hepatico recibidé gran impulso
gracias al trabajo del doctor Miguel Jiménez, quien inicio la puncidn y canalizacién
del absceso hepatico como forma eficaz de terapia, con lo cual se obtuvo una
apreciable reduccion de la mortalidad por este padecimiento (Martinez-Palomo,
1996).

En 1925 el parasitélogo francés Emile Brumpt postulé la hipétesis de la dualidad
de las amibas. Basado en consideraciones epidemioldgicas, Brumpt recalco que la
amiba de distribucion cosmopolita es un parasito no patégeno al que llamé
Entamoeba dispar, mientras que la localizada en ciertos paises tropicales en los
que la disenteria y el absceso hepatico son frecuentes, es otra amiba, a la que dio
el nombre de E. dysenteriae. Ademas, Brumpt insisti6 que no era posible
diferenciar morfolégicamente ambas amibas, debido a que los datos
epidemioldgicos de aquel tiempo eran irrefutables y sélo podian fundamentarse en
la existencia de dos especies diferentes de amibas, unas patdégenas y otras no
patogenas (Clark, 1998; Martinez- Palomo 1996).

En 1993 Diamod y Clarck por medio de analisis bioquimicos, inmunoldgicos y
genéticos caracterizaron a E. histolytica como cepa patdégena y a E. dispar como
cepa comensal (Tannich, 1998).

En nuestro pais, en los ultimos anos la amibiasis ha ocupado el quinto o sexto
lugar dentro de las principales causas de morbilidad (Ximenez et al., 2009). Un
estudio seroepidemioldégico mostré que el 8.41% de la poblacion mexicana ha

desarrollado anticuerpos circulantes anti-amiba (Caballero-Salcedo et al., 1994), lo
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que indica una alta exposicion de la poblacion mexicana al parasito. A pesar de
ello, las tasas de mortalidad se han reducido durante las ultimas décadas, debido
a la accesibilidad a medicamentos anti-amibianos eficaces .El metronidazol es uno
de los farmacos de eleccion para el tratamiento de esta enfermedad, sin embargo,
debido a que recientemente se han observado algunos casos de resistencia a este
compuesto, es necesaria la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas (Hanna
et al., 2000).

La manifestacion clinica mas comun de la amibiasis intestinal es la colitis amibiana
aguda. Esta se caracteriza por dolor abdominal, episodios de diarrea alternados
con periodos de constipacién y evacuaciones con moco o sangre. Ademas, con
frecuencia también se puede presentar la colitis amibiana cronica cuyos sintomas
son dolor abdominal y diarrea no muy intensa alternada con periodos de
estrefiimiento. Por otra parte, una de las complicaciones de la amibiasis intestinal
invasiva es el amiboma de colon, el cual se presenta como una masa que
obstruye parte de la pared y la luz intestinal (Ramiro et al., 2008). En cuanto a las
manifestaciones extra-intestinales, el parasito invade principalmente el higado
provocando el absceso hepatico amibiano y con menor frecuencia causa

destruccion en otros tejidos como los pulmones, el cerebro y la piel, (Figura 1).

El paso del trofozoito del intestino a la circulacion sanguinea puede ser
consecuencia de lesiones intestinales. Una vez en los vasos sanguineos, el
parasito viaja a través de la circulacion portal y llega al higado. En este 6rgano las
amibas son rodeadas por leucocitos polimorfonucleares, los cuales generan un
microambiente de hipoxia que es favorable para la sobrevida del parasito (Pérez-
Tamayo et al.,1992). Posteriormente, las células inflamatorias causan destrucciéon
tisular, la cual en etapas tardias se transforma en un material pastoso de color

chocolate que se incrementa con el tiempo (Moran et al., 2008).
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Figura 1. Amibiasis extraintestinal en distintos tejidos del ser humano. A) higado
con multiples lesiones, B) lesién amibiana en cerebro, C) invasién en pulmén D)
lesion en piel en la regién abdominal, debido a la cercania de érganos infectados

(intestino o higado).

1.2 Morfologia de E. histolytica

Entamoeba histolytica es un protozoario no flagelado que pertenece a la clase
Rhizopoda. Se puede encontrar en forma de quiste (Figura 2) o trofozoito (Figura
3). Los quistes son redondos u ovales con una pared lisa (p) y refringente. El
quiste inmaduro tiene solamente un nucleo, a medida que transcurre el tiempo el
nucleo se divide en dos (n) y posteriormente en cuatro (quiste maduro).

El trofozoito (Figura 3) presenta un nucleo sin posicion fija en el citoplasma,
ademas se observa que el ectoplasma es hialino, ancho y transparente (c),
mientras que el endoplasma (d) tiene gran cantidad de inclusiones.



Figura 2. Quiste inmaduro de Entamoeba histolytica

Figura 3. Trofozoitos de Entamoeba histolytica

1.3 Ciclo bioldgico de E. histolytica

El ciclo biolégico de E. histolytica involucra dos formas, el quiste y el trofozoito. El
primero es la forma infectante y el segundo la forma vegetativa y responsable de
la invasion tisular. Los quistes (Figura 2) tienen un diametro de 10-15 ym, poseen
cuatro nucleos y pueden sobrevivir durante varias semanas en el suelo o en el
agua. En cambio, los trofozoitos presentan movilidad por medio de la emisién de
seudopodos, su tamafo oscila entre 10-60 um y son labiles al medio ambiente
(Figura 3).

La infeccion amibiana inicia cuando el ser humano ingiere agua o alimentos
contaminados con quistes del parasito, algunos de los cuales al llegar al estdmago
reblandecen su pared debido al contacto con los acidos gastricos, enzimas

intestinales y bilis. Después, en el intestino delgado ocurre el desenquistamiento,
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la divisidn nuclear y citoplasmatica. Cada quiste tetranucleado puede dar lugar a

ocho nuevos trofozoitos, los cuales se dividen por fision binaria en la luz del

intestino y migran al colon. En este mismo lugar y por mecanismos desconocidos

algunos trofozoitos se transforman en quistes, los cuales al salir junto con las

heces estan listos para reiniciar el ciclo biolégico (Figura 4). La invasion a los

tejidos del hospedero ha sido considerada un defecto biolégico de E. histolytica, ya

que pone en riesgo la sobrevida de su unico hospedero y ademas interrumpe su

ciclo biologico (Martinez-Palomo 1989).
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Figura 4. Ciclo biolégico de Entamoeba histolytica
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1.4 Inmunidad innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra los
microorganismos, restringe la entrada de éstos al organismo y elimina o limita el
crecimiento de muchos de ellos que pueden ser capaces de colonizar los tejidos.
La respuesta de esta inmunidad es inmediata y a diferencia de la inmunidad
adquirida, para su activacion, no se necesita de un contacto previo con el
microorganismo.

Los principales componentes de la inmunidad innata consisten en:

1) Barreras fisicas y quimicas, como los epitelios y las sustancias antimicrobianas
sintetizadas en las superficies epiteliales; 2) células fagociticas (neutrdfilos,
macrofagos), y linfocitos citotoxicos naturales (NK); 3) proteinas sanguineas
(complemento y otros mediadores de la inflamacién); 4) proteinas denominadas
citocinas las cuales regulan las actividades de las células de la inmunidad innata.
La inflamacién inicia con la quimiotaxis y activacion de los leucocitos, asi como
con la extravasacion de varias proteinas plasmaticas en las zonas de infeccion o
dafo. Las principales células efectoras de la inmunidad innata son los neutrdfilos,
también llamados leucocitos polimorfonucleares (PMNs), los fagocitos
mononucleares (MO) y los linfocitos NK. Todas estas células detectan y tratan de
eliminar a los microorganismos que han alterado las barreras epiteliales vy
penetrado en los tejidos o en la circulacion.

En la circulacion los neutréfilos maduros tiene un diametro de 7-10 micras, su
nucleo es segmentado y su citoplasma esta enriquecido con granulos y vesiculas
secretoras. La cantidad de neutréfilos en los seres humanos y los ratones es
diferente. En los seres humanos, el 50-70% de leucocitos en sangre periférica son
neutrofilos, mientras que en el ratéon solo el 10-25% de los leucocitos en sangre
son PMNs. En ratones y seres humanos la vida media de estas células en la
circulaciéon es de aproximadamente 1.5 y 8 h, respectivamente (Doeing et al.,
2003; Mestas et al., 2004).

11



Los neutréfilos pueden eliminar a los patégenos utilizando mecanismos
dependientes de NADPH oxidasa (especies reactivas de oxigeno) o proteinas
antibacterianas (colagenasa, defensinas lactoferrina y lisozima). Estas proteinas
se liberan de los granulos de los neutréfilos ya sea en fagosomas o hacia el medio
extracelular (Borregaard 2010).

Los PMNs son la poblacién mas abundante de los leucocitos circulantes y actuan
en las primeras fases de las reacciones inflamatorias.

Los MO circulan en la sangre y cuando son reclutados a los tejidos, se convierten
en macréfagos. Estos, ademas de ingerir microorganismos, también ingieren
células muertas del hospedero como parte de un proceso de limpieza después de
la infeccion. Dias después de este proceso, es decir en los estadios finales de la

enfermedad, los macréfagos son las células dominantes (Abbas, 2004).

En el modelo del absceso hepatico amibiano experimental en hamsters, cuando se
inyectan trofozoitos de E. histolytica en el higado de hamster, se provoca una gran
afluencia de leucocitos PMNs y MO (Tsutsumi et al., 2006). Posteriormente, la
isquemia que provoca este foco inflamatorio disminuye la concentracion local de
oxigeno, que es favorable para la sobrevida del parasito (Pérez- Tamayo et al.,
1992). Se ha demostrado que el hospedero es el principal responsable de la
destruccion tisular que caracteriza a esta parasitosis a través de los sistemas
enzimaticos, oxidantes y proteoliticos derivados de la inflamacién. (Olivos-Garcia,
et al., 2004). Por otra parte, algunos estudios sugieren que en los ratones Balb/c
los neutrofilos son las células que le proporcionan resistencia natural a la
amibiasis, ya que éstos expresan la enzima iINOS y ademas el NO' circulante se

encuentra incrementado (Velazquez et al., 1998).
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1. 4.1 Complemento

El complemento es un sistema de proteinas séricas que puede ser activado por
los microorganismos para favorecer su destruccion, e inducir la inflamacion. Dicho
sistema puede ser activado por diversos microorganismos a través de tres
principales vias.

La via clasica del complemento se activa por la accién de complejos antigeno-
anticuerpo, mientras que las superficies microbianas como los polisacaridos de
bacterias (LPS), de levaduras (zimosan) y de plantas (inulina) activan la via
alterna, ambas consisten en una cascada de enzimas proteoliticas que generan
mediadores de la inflamacion y opsoninas. Las dos vias conducen a la formacion
de un complejo terminal comun que se inserta en la membrana plasmatica y
produce lisis celular. La via de las lectinas se activa por una proteina plasmatica
denominada lectina de unién a manosa (MBL) la cual reconoce los residuos de
manosa terminales situados en las glicoproteinas y glucolipidos microbianos.
Aunque las vias de activacion del complemento difieren en el inicio, todas dan
lugar a la protedlisis de la proteina del complemento C3, que genera productos
bioldgicamente activos, denominados C3a y C3b.

C3a, estimula la inflamacion al actuar como sustancia quimiotactica para los
neutréfilos, mientras que C3b, se une de forma covalente a los microorganismos y
sirve de opsonina para favorecer su fagocitosis. Por otra parte, las C5 convertasas
generadas por cualquiera de las tres vias, inician la activacion de los componentes
finales del sistema del complemento, los cuales culminan en la formacién del
complejo de ataque a la membrana, capaz de destruir a las células. (Abbas, 2004).
La principal funcion del sistema del complemento es la destruccion de los
microorganismos. Su activacion por cualquiera de las tres vias favorece distintas

funciones biolégicas como anafilaxis, quimiotaxis y opsonizacion.

Anafilaxis. Como parte de la respuesta inflamatoria del huésped y la activacién del
complemento se generan las anafilatoxinas C3a y C5a por escisidén especifica del
tercer y quinto componente del complemento. C3 y C5 son glicoproteinas
compuestas por una cadena a y una cadena B. Durante la activacion del
complemento, las cadenas a de C3 y C5 tienen potentes actividades
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proinflamatorias, debido a que un fragmento de la cadena a interacciona con
receptores presentes en las células cebadas y los basdfilos, induciendo su
degranulacion. En consecuencia se libera su contenido rico en aminas vasoactivas
(histamina o serotonina, segun la especie) y leucotrienos, cuyos efectos
principales son el aumento en la permeabilidad vascular y la contraccion del

musculo liso. (Tack et al., 1981).

Quimiotaxis. La quimiotaxis es un sistema de respuesta sensorial de locomocion,
gobernado quimicamente. El fragmento C5a muestra actividad quimiotactica sobre
los neutrdfilos, basofilos, eosindéfilos y monocitos; la actividad quimiotactica de C5a

es una de las mas potentes que se conocen.

Es posible que los neutréfilos sean atraidos hacia la zona donde se encuentra la
amiba por medio de la actividad quimiotactica de las proteinas de membrana
presentes en E. histolytica (Guerrant et al, 1981; Chadee et al., 1987; Salata et al.,
1989; Kretschmer et al., 1985) y por los fragmentos C5a y C3a producidos por la
activacion del complemento en la fase fluida (Reed et al., 1989; 1990; 1995).

Las membranas de los macréfagos y neutréfilos contienen receptores que
reconocen a la molécula C3b resultante de la activacion del complemento. De esta
forma, si C3b se adhiere a la superficie de un microorganismo, los fagocitos
pueden reconocerlo mediante sus receptores, facilitando de esta manera el
fendbmeno de la fagocitosis. Esta actividad facilitadora de la fagocitosis se

denomina opsonizacién. (Rojas- Espinosa 2006).
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1.4.2 Resistencia amibiana al complemento

La resistencia a la lisis celular mediada por el complemento se considera un factor
de virulencia para bacterias y parasitos que invaden el torrente sanguineo (Joiner
et al.,1982; Joiner et al.,1984; Pearce et al.,1990; Norris et al., 1991). Los cultivos
de E. histolytica provenientes de pacientes con amibiasis invasiva son resistentes
a la lisis mediada por el complemento (Reed et al., 1983; Reed et al., 1986). Estas
amibas pueden resistir la lisis por el complemento mediante dos vias: 1) a través
de la activacién del complemento en fase fluida por la proteasa EhCP de 56 kDa
(Reed, et al., 1990) y 2) por la inhibicion de la formacion del complejo de ataque a
la membrana (MAC) mediante un epitopo que se encuentra en la adhesina EhGL,
el cual muestra una alta similitud con el CD59 de humanos. CD59 es una proteina
ampliamente distribuida en las membranas celulares que inhibe la insercion de C9

en el complejo C5b-8 (Braga et al., 1992).

1.4.3 Oxido nitrico

EI NO' es una molécula de gas inestable que es sintetizado a partir de la oxidacion
de L-arginina a L-citrulina. Esta oxidacién es catalizada por la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS) la cual se encuentra en tres isoformas: dos constitutivas (neuronal
NNOS y endotelial eNOS) y una inducible (inducible iINOS) (Cooke et al.,1997;
Michel et al., 1997). El NO' ha mostrado tener potente actividad tumoricida y
antimicrobiana tanto in vitro como in vivo (Nathan 1992).

La generacion de NO-, por iNOS, es una propiedad de las células activadas del
sistema inmune como células dendriticas, NK, mastocitos y células fagociticas que
incluyen monocitos, macréfagos, eosindfilos y neutréfilos (Bogdan, 2000).

Estudios in vitro han demostrado que el NO' es una de las principales moléculas
generadas por el hospedero con actividad amebicida (Lin et al.,1992).

Durante la infeccion hepatica amibiana en el ratén, se ha observado que tanto la
expresion de iNOS en los leucocitos que rodean a la amiba como el NO circulante
aumentan a partir de las seis horas y disminuyen de forma gradual hasta la
desaparicion de los parasitos (Jarillo-Luna et al., 2002).
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Por lo anterior, se ha sugerido que la expresion de iNOS, en esta especie animal,
constituye un factor de resistencia natural a la amibiasis hepatica experimental. La
expresion reducida de iINOS en hamsters normales en comparacion con el raton

refuerza esta hipoétesis (Pérez et al., 20006).

1.5 Resistencia natural a la amibiasis

Uno de los principales obstaculos para el estudio de los mecanismos moleculares
de patogenicidad implicados en la amibiasis ha sido la falta de un modelo animal
que reproduzca el ciclo biologico del parasito.

En la actualidad, no es posible provocar lesiones intestinales y extraintestinales en
animales que ingieren quistes de amibas. Debido a esto, la mayor parte de los
estudios de amibiasis in vivo se han realizado con modelos intestinales o
hepaticos, los cuales consisten en la inyeccién directa de trofozoitos de amibas en
el organo. El modelo del absceso hepatico amibiano experimental (AHAE) en
hamsters y jerbos es el mas utilizado para estudiar la enfermedad. A diferencia
con lo sucede con estos animales, la rata, el ratdn y el cobayo son resistentes al
desarrollo del AHAE (Tsutsumi et al., 2006).

Se ha sugerido que la resistencia natural a la infeccion hepatica experimental
observada en ratas, cobayos y ratones se debe a que las células inflamatorias
producen altas concentraciones de moléculas con capacidad amebicida como NO
y especies reactivas de oxigeno (ROS). Sin embargo, en la actualidad esta
propuesta no puede ser sostenida ya que las concentraciones de H,0, (la ROS
mas toxica para el parasito) producidas durante el estallido oxidativo de los
leucocitos (<30uM) (Winterbourn y Kettle, 2013) no es toxica para E. histolytica y
la resistencia de éste parasito al NO es mayor que el que presentan las células del
hospedero (Pacheco-Yépez et al., 2001). Por otra parte, se ha demostrado que la
intensa reaccion inflamatoria que acompafia el AHAE en hamsters es
indispensable para la sobrevida del parasito ya que le crea un microambiente de

hipoxia a través de una isquemia local.
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Debido a que la intensidad de la reaccion inflamatoria a un determinado estimulo
puede presentar variaciones intra- e inter-especie (Jaeschke 2006), es probable
que durante la infeccidon amibiana hepatica experimental en diferentes especies
animales, la intensidad del infiltrado inflamatorio desempene un papel importante
en la susceptibilidad a la infeccién. Esto quiere decir: 1) a mayor inflamacién
mayor isquemia, 2) a mayor isquemia menos irrigacion sanguinea que resulta en
menos oxigeno, ROS, NO', complemento y anticuerpos, lo cual favorece la

sobrevida amibiana.
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2. HIPOTESIS

La resistencia natural del ratén a la infeccidn hepatica experimental se debe a una

reducida respuesta quimiotactica leucocitaria.
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3. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la participaciéon del infiltrado inflamatorio como parte de los
mecanismos de resistencia natural del ratén a la amibiasis hepatica

experimental.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

e Desarrollar un algoritmo informatico utilizando el software imageJ para
cuantificar las células inflamatorias presentes en cortes histoldégicos de
higado de ratones y hamsters infectados con E. histolytica.

e Validar el algoritmo informatico para el conteo de leucocitos.

e Determinar el area de necrosis en los higados de ratones y hamsters

infectados con E. histolytica.

e Determinar la expresion de la enzima iINOS en cortes histologicos de

higados de ratones y hamsters infectados con amibas.

e Determinar, en condiciones in vivo, la actividad quimiotactica leucocitaria

del complemento de raton y hamster incubado con E. histolytica.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Mantenimiento de la virulencia de E. histolytica

Cuatro hamsters machos fueron anestesiados con pentobarbital sédico (2mg/kg)
por via intraperitoneal. Se les realizé una laparotomia, se descubrié la vena porta y
se inyectaron 1X10 ° trofozoitos de amibas virulentas resuspendidas en 0.2 mL de
PBS. Ademas, para evitar la hemorragia se puso un fragmento de gelfoam en el
sitio de la inyeccion. La herida fue suturada en dos planos con hilo de seda y los
hamsters se dejaron por 7 dias con agua y alimento ad libitum. Posteriormente, los
animales fueron eutanasiados con sobredosis de anestesia, se les extrajeron los
higados y se colocaron en una caja de Petri estéril. Estos se cortaron en pequefios
fragmentos, los cuales fueron depositados en tubos estériles de 8 mL que
contenian 6 mL de medio TYI-S-33 y 3 gotas de una mezcla de antibiéticos
(estreptomicina, bencilpenicilina y cefalexina). Enseguida los tubos se incubaron a
36.5°C y después de realizar varios cambios de medio, las amibas se colocaron

en cajas de plastico para su expansion y su posterior uso.

5.2 Conteo de trofozoitos

Los trofozoitos de E. histolytica (HM1-IMSS) fueron cultivados en medio TYI-S-33
(Diamond 1978) a 36.5 °C en condiciones axénicas durante 72 h. Al finalizar este
tiempo las amibas se colocaron en tubos de 50 mL, se centrifugaron durante 5 min
y se lavaron dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS). Después,
en la camara de Neubauer y utilizando azul trypan se determind el niumero de

trofozoitos viables.
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5.3 Inyeccion intraportal de trofozoitos de E. histolytica en hamsters y
ratones

Dos grupos de 12 hamsters Sirio dorado y de 12 ratones Balb/c entre 8-10
semanas de edad, fueron anestesiados con ketamina (80mg/kg)- Xilacina
(5mg/kg) 6 pentobarbital sédico en PBS estéril (2mg/kg), respectivamente. Se
realizd una incision en la cavidad abdominal de los animales, se descubrié la vena
porta y se inyectaron amibas (cepa HM-1: IMSS) resuspendidas en 100 ul de PBS
(1x10° en los hamsters y 0.5x10° en los ratones). Después de la infeccion, dos
animales de cada grupo se eutanasiaron con sobredosis de anestesia a 3, 6, 12,
24 y 72 h, y siete dias. Enseguida se extrajeron los higados, se cortaron y se
colocaron en tubos con 20 mL de formol al 10% vol/vol en PBS. Después de 24 h
los fragmentos de higado se trataron con alcohol 96°, alcohol absoluto, alcohol
absoluto/xileno y xileno. Después, los tejidos se incluyeron en bloques de parafina,
se cortaron con el micrétomo y se tifieron con acido peryddico (PAS). Finalmente,
las zonas con amibas y con infiltrado inflamatorio se seleccionaron y se

fotografiaron.

5.4 Evaluacion de la actividad hipocomplementémica del factor
hipocomplementémico de veneno de cobra (CVF)

El CVF se purificd a partir del veneno de cobra Naja haje utilizando cromatografia
de filtracion molecular e intercambio idénico, como lo describe Sharma et al.,
(2001). Debido a que el complemento de la rata es completamente letal para E.
histolytica, evaluamos la actividad hipocomplementémica del CVF determinando la
capacidad amebicida del suero de rata (113 gr) que fue inyectada previamente
(24h) con 7.4 pg de CVF por via intraperitoneal. Para esto, incubamos 0.5x10°
amibas en 1mL de suero de rata normal y suero de rata con CVF durante 2 h a

37°C. Después la viabilidad amibiana se determiné con azul tripan.
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5.5 Infeccion hepéatica amibiana en ratones hipocomplementémicos

Un grupo de 8 ratones Balb/c de 8-10 semanas fue inyectado con 4.4 ug de CVF
por via intraperitoneal. Después de 24 h, 0.5x10° amibas virulentas fueron
inyectadas en la vena porta de este grupo y de otro de animales normales
(control). Después de 6, 24, 72 h y siete dias dos animales de cada grupo fueron
eutanasiados y sus higados fueron procesados por histologia como ya se

mencionod.

5.6 Desarrollo del algoritmo informético utilizando el software imgeJ para el

conteo automatico de leucocitos

Se seleccionaron 32 fotomicrografias de 3 y 12 h posteriores a la infeccion. Se
utilizé el software ImageJ 1.47v National Institutes of Health, USA, JAVA 1.6.0_20
(64-bit) para desarrollar un algoritmo (método de instrucciones, con un orden
l6gico, que permite introducir datos, procesarlos y arrojar resultados), el cual

realizé el conteo de los leucocitos de manera automatizada.

El desarrollo del algoritmo informatico nos permitio realizar un analisis cuantitativo
de las fotomicrografias (Figura 9). Para la validacién de este programa, se realizd

una regresion lineal entre los conteos manuales y los automatizados.

5.7 Conteo de leucocitos

Utilizando las fotomicrografias tomadas a 40X de los cortes de higado de los
animales infectados durante 3 y 12 h con amibas, se realiz6 la cuenta automatica
de los leucocitos que rodeaban al menos una amiba. Para esto usamos el

algoritmo informatico de Image.J previamente validado.
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5.8 Cuantificacion del area de necrosis

Para determinar el area de necrosis presente en los cortes histolégicos de los
higados de hamster y de raton se utilizé el software Image J. Primero se hizo una
seleccion manual del area de interés que se cuantificdé en base al area total de la
fotomicrografia. Enseguida se realizd la conversiéon de pixeles a micras (um?)
(Figura 13).

5.9 Cuantificacion de los focos inflamatorios

Mediante microscopia de luz y con un aumento de 4x se obtuvieron las
microfotografias y se realiz6 el conteo de los focos inflamatorios presentes en los
cortes histologicos del higado de los ratones y hamsters infectados con amibas

(24 y 72 h post- infeccion).

5.10 Quimiotaxis en cavidad peritoneal inducida por PBS

Cuatro grupos de ratones Balb/c y de hamsters Sirio dorado de 8-10 semanas de
edad se anestesiaron con ketamina-xilacina y con pentobarbital sddico,
respectivamente. Se realizé una incisiéon en la cavidad abdominal de los animales
y se les colocaron camaras de plastico (Figura 17) y vidrio (Figura 18) disefiadas
en nuestro laboratorio Ambos dispositivos contenian 5X10* amibas resuspendidas
en PBS y una cubierta de membrana de policarbonato con poros de 3 ym (Figura
17a). Después de 6 h, los animales fueron eutanasiados y los tubos y las camaras
se extrajeron. Finalmente una alicuota de cada camara se resuspendié con azul
trypan y con la camara de Neubauer se determind el numero de leucocitos

presentes en la muestra.
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5.11 Quimiotaxis en cavidad peritoneal de ratones y hamsters inducida por la

mezcla suero fresco-E. histolytica

Cuatro grupos de ratones Balb/c y de hamsters Sirio dorado de 8-10 semanas de
edad, se anestesiaron con ketamina-xilacina o con pentobarbital sddico,
respectivamente. En la cavidad peritoneal de estos animales se les colocaron 3
tubos de vidrio cubiertos con una membrana de policarbonato con poros de 3 pm
Lot #W8220003 Neuro Probe, Inc. (Figura 18). Los tubos de cada grupo contenian
60 pl de: 1) suero de raton fresco, 2) suero de raton descomplementado
(calentado a 56° C durante 30 min), 3) suero de hamster fresco y 4) suero de
hamster descomplementado (tabla 1). Ademas, todos los tubos también contenian
5X10* trofozoitos de E. histolytica. Las membranas y los tubos de vidrio fueron
previamente lavados y esterilizados en la autoclave (121° durante 15 min).
Después de 6 h, los tubos se extrajeron de la cavidad peritoneal de los animales,

se enfriaron con hielo y una alicuota se resuspendié con azul trypan.

Finalmente, con la camara de Neubauer se determind la cantidad de leucocitos

presentes en cada tubo.

Grupo 1 Grupo 2 s dGrLrJ]p’o 3t Grupo 4
Suero de ratén con Suero de ratén uero de | ams <tar con Suero de hamster
complemento descomplementado compiemento descomplementado
3 ratones 3 ratones 3 ratones 3 ratones
3 hamsters 3 hamsters 3 hamsters 3 hamsters

Tabla 1. Distribucién de los tubos en cada grupo de animales
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5.12 Deteccion de iNOS en cortes de higados de hamster y raton infectados

con E. histolytica

Los higados de hamster y ratdon que fueron inyectados con amibas en la vena
porta, (como se describié en “Inyeccion intraportal de trofozoitos de E. histolytica
en hamsters y ratones”), se incluyeron en parafina y los bloques se cortaron con el
micrétomo. Las laminillas se desparafinaron con un tratamiento de: xileno, alcohol-
xileno, alcohol absoluto, alcohol 96° y agua, y se colocaron en un vaso Coplin con
50 mL de una solucion de H;O, al 3% en metanol por 40 min. Se realizaron 3
lavados de 5 min con 50 mL de TRIS-HCI 10mM pH 7.4, NaCl 0.15 M (TRIS
salino) y las laminillas se incubaron con albumina al 0.5% en 50 mL de TRIS salino
durante 30 min. Posteriormente, éstas se lavaron 3 veces por 5 min con TRIS
salino. Las laminillas se colocaron en una charola de tincion, se les adiciond una
solucién que contenia el anticuerpo primario Anti-iNOS (Sigma Aldrich Cat. N7782)
diluido 1:500 y se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente.
Después, las laminillas se lavaron con 50 mL de TRIS salino 5 veces por 5 min, se
les colocd un anticuerpo secundario Anti-rabbit IgG acoplado a peroxidasa (Cell
Signaling Cat. 7074S) diluido 1:1000, se incubaron durante 5 h, se lavaron
nuevamente con 50 mL de TRIS salino 4 veces por 5 minutos y con 50 mL de
TRIS-HCI 0.1M pH 7.4, tres veces por 5 min. Las laminillas se colocaron en una
charola de tincidén y se cubri6 el area del tejido con la solucion reveladora (3 mg de
diaminobencidina disuelta en 10 mL de TRIS salino, H,O, 0.3% y 13.61 mg de
imidazol (para realzar el color de la reaccidon). Enseguida una laminilla con
solucion reveladora se observo al microscopio a un aumento de 10x y cuando
aparecieron manchas de color café la reaccién se detuvo con agua corriente.
Finalmente, las laminillas se contrastaron tifiéndolas con hematoxilina durante 1

min, se montaron con resina y se observaron al microscopio a un aumento de 40X.
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6. RESULTADOS
Virulencia de E. histolytica

Para mantener la virulencia amibiana se recuperaron de manera periddica
trofozoitos de E. histolytica del absceso hepatico amibiano del hamster. La
virulencia de las amibas utilizadas en este estudio fue constante ya que en todos
los casos la recuperacion de amibas fue posible y provino de lesiones extensas

hepaticas del hamster.

Figura 5. Aspecto macroscépico de un higado de hamster infectado con amibas
del cual se recuperaron trofozoitos de E. histolytica en condiciones axénicas. Se
puede apreciar hepatomegalia y multiples lesiones puntiformes distribuidas en

todos los I6bulos.
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Infeccion hepatica amibiana en ratones y hamsters

A nivel macroscopico, la infeccidn hepatica amibiana en hamsters y ratones no
mostré grandes cambios durante las etapas iniciales de infeccion. Sin embargo,
durante las etapas tardias (7dias) el higado de hamster mostré6 hepatomegalia y
abundantes lesiones distribuidas en todos los Iébulos (Figura 6A). Contrario a
esto, los higados de los ratones no mostraron hepatomegalia ni lesiones

macroscopicas (Figura 6B).

Figura 6. Infeccion hepatica amibiana en hamster (A) y ratén (B) con siete dias de
evolucion. En el higado de hamster se pueden apreciar lesiones puntiformes

distribuidas en todo el higado que estan ausentes en el higado del raton.
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Andlisis cualitativo del infiltrado inflamatorio en el higado de hamster y de

ratén infectado con E. histolytica

El analisis microscopico de los cortes de higado de hamster se caracterizé por
multiples amibas bien conservadas rodeadas por un abundante infiltrado
inflamatorio durante todo el desarrollo de la infeccién (Fig. 7A, 7B, 8A, 8B)
Ademas, la necrosis fue aparente y progresiva desde las 6 h. A diferencia de esto,
en el raton sélo se observaron algunas amibas bien conservadas durante las
etapas iniciales de la infeccion (Figura 7C, 7D 8C y 8D). Estas amibas estuvieron

rodeadas por escasas células inflamatorias y con minima destruccion tisular.

hamster raton

Figura 7. Fotomicrografias de cortes histolégicos de higado de hamster y ratdon
con inyeccion intraportal de trofozoitos de E. histolytica, después de 3 h y 6 h. Sélo
en el higado de hamster de 6h se observa minima destruccion tisular. Las flechas
sefalan algunos trofozoitos bien conservados.
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hamster Ratén

Figura 8. En el hamster, 12 h posteriores a la inoculacion de amibas (A) se

observa un trofozoito rodeado por células inflamatorias, principalmente leucocitos
polimorfonucleares y después de 24 h (B) se produce mayor dafio en el tejido, en
comparacion con el raton (C) (D) que presenta minima necrosis. En todas las

imagenes algunas amibas bien conservadas son sefialadas con flechas.
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Andlisis cuantitativo leucocitario en cortes histolégicos de higados de raton

y hdmster

El algoritmo informatico permitié determinar el total de leucocitos
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Figura 9. Algoritmo para la cuenta de leucocitos, utilizando el software Image J.

A) Imagen a analizar. B) Con el comando Run Macro se ejecuta el algoritmo. C)

Resultado gréafico del analisis de la imagen. D) Resultado cuantitativo del analisis

de imagen (Count 35).
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Cuenta de leucocitos con el programa ImageJ de forma manual y automatica,

y validacion del algoritmo informatico

Para validar el algoritmo, se compararon cuentas manuales vs cuentas
automatizada de leucocitos presentes en una misma imagen. Los datos obtenidos

se graficaron y se realizé una prueba de regresion lineal.
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Figura 10. Validacion del algoritmo. Regresién lineal (A). Se obtuvo una similitud
de 0.98 al realizar un analisis entre los dos grupos de datos. (B) Representacion

de ambos métodos de conteo para una misma imagen.
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Andlisis cuantitativo de leucocitos en cortes histologicos de higados de

ratén y hdmster infectados con E. histolytica virulenta (6 y 12 h)

Durante las etapas iniciales de infeccion amibiana el numero de leucocitos en el

higado de hamster fue mayor que los del raton.
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Figura 11. A partir de las fotomicrografias de los cortes de higado de ambos
animales, se cuantificaron los leucocitos con el algoritmo informatico. Se
analizaron 20 imagenes para cada intervalo de tiempo. Se observan diferencias
significativas en la cantidad de (PMNs) presentes en el ratén y el hamster en el
mismo lapso de tiempo. Se graficé el error medio, prueba Kruskal-Wallis, con post-

prueba estadistica Dunn’s Multiple comparision Test, significancia*** p<0.0001.
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Andlisis cualitativo del dafo tisular de higados de hamster y raton infectados

con E. histolytica virulenta (24 y 72 h)

La infeccion hepatica en hamsters y ratones mostré diferencias en la magnitud del

area necrosada, la cual es mayor en el hamster.

hamster raton
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Figura 12. En los higados infectados con amibas la necrosis es aparente y
progresiva a partir de las 24 h. En el hamster (A, B) se presenta una intensa
y progresiva reaccion inflamatoria con necrosis (flechas). En el ratén (C, D) se
observan menos zonas con necrosis que no incrementan en area ni en numero.
Sin embargo, la infeccion de este animal se caracteriza por grandes zonas de

isquemia.
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Analisis cuantitativo del dafio tisular de higados de hamster y raton

infectados con E. histolytica virulenta (24y 72 h)

Con el software ImageJ se determiné el area de necrosis calculado en pm2

£ Imagel [E=H E=R(C53
File Edit Image Process JNIEIFZS0 Plugins Window Help
EO,G|QQ/,’A_|—¢—,* Measure Ctri+M EJ|&|)’| | |”|
Magnifying glass (or use "+ and ™ analaciiallicless
summarize
» e —
£ R/ -E] s § Mo [0 ]
File Edit Font

File Edit Fonl

Q X Results
~ e -
. 3 1 BATE. 106
X
2 15243 764
© 3 ss53o60
2 [«sssarrer ]
® @ "lr__cEerTer |
: Q K r
2R S /‘ ¢
S0 .

e

200um & X @

2 ol A 200pum

Figura 13. Después de 24 h, las zonas necrosadas en el higado del hamster son
mayores que las del raton. Las areas seleccionadas corresponden a las zonas
necrosadas con abundantes (PMNs). Para cuantificar su superficie se empleé el
software Image J. El programa indica las medidas del area seleccionada en pm?
(flechas). Raton (A) 58 847.762 um?y hamster (B) 2 555 628.578 pmZ2.Siguiendo

este procedimiento las imagenes restantes fueron analizadas y los resultados se
muestran en la Figura 14.
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Figura 14. El area de tejido necrosado fue mayor en el hamster que en el raton.
Se graficod el error medio, prueba Kruskal-Wallis, con post- prueba estadistica

Dunn’s Multiple comparision Test, significancia *** p<0.0001.
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Focos inflamatorios en hamster y ratén

De forma manual se cuantificaron las zonas necrosadas presentes en el higado de

hamster y raton.
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Figura 15. Después de 24 y 72 h el numero de focos inflamatorios del higado de
hamster es mayor que los del ratén. Se contaron de forma manual los focos

inflamatorios (zonas necrosadas con amibas y PMNSs) presentes en las lesiones.

36



Quimiotaxis en cavidad peritoneal inducida por PBS en tubos y camaras de

plastico

Para determinar la quimiotaxis leucocitaria inducida por las amibas, se utilizaron
camaras de plastico (Figura 17).Sin embargo, debido a que estas camaras sin
amibas ejercian gran atraccién de leucocitos se decidi6 cambiar de material.
Nuestro objetivo era cuantificar los leucocitos atraidos por las amibas y por el
suero, mas no por el dispositivo. Es por esto que disefiamos tubos de vidrio
pequefios (Figura 18), los cuales en ausencia de amibas ejercieron muy poca
atraccion de células inflamatorias. Ademas se observo que la actividad

quimiotactica leucocitaria que las amibas inducen en ambas especies de animales

es marginal.
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Figura 16. El plastico indujo una mayor atraccion de leucocitos, en comparacion
con el vidrio. Las camaras de plastico y tubos de vidrio fueron introducidos en la
cavidad peritoneal de ambos animales. Se eligié este ultimo para la realizaciéon de
quimiotaxis in vivo. Prueba estadistica ANOVA 2 vias, con post-prueba estadistica

Bonferroni, significancia *** p<0.0001
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Figura 17a. Membrana de policarbonato poros

Figura 17. Camaras de plastico cubiertos con
membrana de policarbonato (Figura 17a) de 3 pm. Lot #W8220003 NeuroProbe, Inc.

1.6cm

Figura 18. Dispositivo disefiado para la realizacion de quimiotaxis in vivo.
Tubos de vidrio cubiertos con membrana de policarbonato (Figura 17a)
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Actividad quimiotactica del complemento de hamster y ratén en la cavidad

peritoneal de raton (6 h)

Los tubos de vidrio que contenian suero de hamster o de ratén, fresco o
descomplementado mas amibas, fueron introducidos en la cavidad peritoneal de
ratones. La activacion del complemento de hamster por amibas atrae a los
leucocitos del raton, por el contrario la incubacion de suero fresco de raton con

amibas no estimula la quimiotaxis de los leucocitos del raton (Figura 19).
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Figura 19. Quimiotaxis in vivo. En la cavidad peritoneal del ratén se colocaron
tubos de vidrio con cincuenta mil trofozoitos de E. histolytica incubados con suero
de hamster y raton fresco y descomplementado. Después de 6 h se contabilizaron
los leucocitos atraidos por el suero incubado con las amibas. Prueba estadistica

ANOVA 2 vias, con post-prueba estadistica Bonferroni, significancia *** p<0.0001.
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Actividad quimiotactica del complemento de hamster y ratén en la cavidad

peritoneal de hamster (6 h)

Los tubos de vidrio que contenian suero de hamster o de ratén, fresco o
descomplementado mas amibas, fueron introducidos en la cavidad peritoneal de
hamsters. La incubacion de las amibas con suero fresco o descomplementado de

hamster o de raton estimuld la quimiotaxis de los leucocitos del hamster.
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Figura 20. Quimiotaxis in vivo. En la cavidad peritoneal del hamster se colocaron
tubos de vidrio con cincuenta mil trofozoitos de E. histolytica incubados con suero
de hamster y raton fresco y descomplementado. Después de 6 h se contabilizaron
los leucocitos atraidos por el suero incubado con las amibas. No se observa
diferencia significativa entre los grupos. Prueba estadistica ANOVA 2 vias, con

post-prueba estadistica Bonferroni, significancia *** p<0.05
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Deteccion de iNOS por inmunohistoquimica

Deteccion de iINOS por inmunohistoquimica en higado de hamster y raton 3, 6, 12,

24 y 72 h después de la infeccion por E. histolytica. Durante el transcurso de la

infeccidon, en ambos animales no se observan leucocitos positivos a iINOS.

hamster raton
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hamster Ratén

Figura 21. Durante las etapas iniciales y tardias de la infeccion hepatica amibiana, el NO
no participa en la eliminacion de E. histolytica. En ambos animales los leucocitos que
rodean a las amibas no expresan iNOS. Sin embargo, las amibas (flechas) muestran
reaccion positiva ya que tienen algunos epitopos que son reconocidos por los anticuerpos
anti-iNOS (Hernandez-Campos et al., 2003).En el control negativo correspondiente a IgG
normal las amibas y los leucocitos no se tifien (imagen no mostrada).

42



Efecto de la hipocomplementemia en la infeccion amibiana hepatica en el

ratén

El CVF purificado mostré buena actividad hipocomplementémica en el suero de la
rata ya que la administraciéon intraperitoneal de 7.3 pg fueron capaces de inhibir
completamente la lisis de E. histolytica (100%). Por otra parte, el suero de rata

normal (control) causo lisis completa de las amibas.

Durante la infeccibn amibiana hepatica en el ratdén, la hipécomplementemia
causada por el CVF no modificé la intensidad del infiltrado inflamatorio ni prolongé
la sobrevida de E. histolytica. No se observan diferencias histolégicas entre los

ratones inyectados con CVF vy los ratones normales (Figura 22).

Ademas, al inicio de la infeccion 6 h (Figura 22 A y C), las amibas bien
conservadas o sus fragmentos muestran un color rosa intenso por la tincion PAS.
Esta tincion indica gran cantidad de carbohidratos que se mantiene hasta las 24 h
(Figura 22 B y D). Después de 72 h (Figura 23 C y D) las amibas presentan una
disminucién en la intensidad del color (flechas), lo que sugiere consumo del

glucégeno por disminucion de glucosa.
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Figura 22. Después de 6 h en ambos animales (A) (C) no se observan diferencias
histolégicas. Ademas, 24 h después (B) (D) se empiezan a observar zonas con
isquemia. En todos los casos se observan amibas bien conservadas, algunas

solas (punta de flecha) y otras rodeadas por leucocitos (flechas).
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ratén control ratobn con CVF

Figura 23 . Después de 72 h de infeccidn en el grupo control (A) y con CVF (B) la
isquemia es aparente y a pesar de ello no hay necrosis tisular. Ademas, en ambos

grupos el infiltrado inflamatorio es escaso o nulo.
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ratén control ratobn con CVF
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Figura 24. Después de 7 dias de la infeccion en el ratén normal (A) y con CVF (B)
se observa que el tejido dafiado se ha regenerando, no hay dafo ni fragmentos de

amibas y so6lo se observan algunos leucocitos residuales.
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7. DISCUSION

El modelo del absceso hepatico amibiano experimental (AHAE) en hamster es el
mas utilizado en el estudio de los mecanismos moleculares de patogenicidad de E.
histolytica (Tsutsumi et al., 2006). Contrario a esto, la rata, el cobayo y el ratén son
roedores que han mostrado ser resistentes al desarrollo del AHAE (Figura 6). Los
farmacos que actualmente se usan para el tratamiento de la amibiasis tienen un
efecto nocivo sobre la flora intestinal, su uso es indiscriminado y en algunas
ocasiones han mostrado ser ineficaces (Hanna et al., 2000). Es por esto que la
induccidn de resistencia amibiana en animales susceptibles a partir del
conocimiento de los mecanismos moleculares de resistencia natural, que algunos
roedores presentan a la amibiasis, puede dar lugar a nuevas y mejores
alternativas terapéuticas. Diversas cepas de ratones han sido usadas para
estudiar la patogencidad de E. histolytica. Sin embargo, en todos ellos las amibas
desaparecen en corto tiempo y el dafio mecanico debido a la inyeccién directa de
abundantes parasitos en el parénquima hepatico (Velazquez et al.,, 1998)
representa un importante artificio metodolégico. Uno de los principales objetivos
de la respuesta inflamatoria inducida por diversos microorganismos es evitar su
diseminacion y proporcionar factores citotoxicos solubles y celulares. Ademas, se
sabe que la respuesta inflamatoria ante un determinado estimulo presenta
variaciones inter-especie (Jaeschke, 2006). En el presente trabajo la inyeccion
intraportal de las amibas en los ratones Balb/c permitié el estudio comparativo de
la magnitud de la respuesta inflamatoria con la del hamster sin artificios
metodoldgicos. Ademas, el desarrollo de un algoritmo informatico permitié
cuantificar los resultados de dicho estudio. Al inyectar el parasito en higados de
hamsters se indujo una intensa afluencia de leucocitos PMNs y mononucleares
(Figura 7A, 7B, 8A, 8B) similar a lo ya reportado por Tsutsumi et al., (1984).
Contrario a lo que sucede en este animal, la respuesta inflamatoria del ratén que

la amiba induce es escasa (Figuras 7C, 7D 8C y 8D).
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Una vez que los trofozoitos entran en contacto con componentes del plasma,
incluyendo las proteinas del complemento, la mayoria de éstos no son lisados a
pesar de la activacion del complemento (Reed et al.,1989). Se sabe que la
activacion del complemento genera potentes péptidos quimiotacticos como C3a y
Cba, siendo C5a una potente anafilatoxina, la cual ademas de inducir la
quimiotaxis de los neutrdfilos (PMNs) (Fernandez et al., 1978), también participa
en la activaciéon de los macréfagos (Chenoweth et al., 1982). Se ha observado que
algunos microorganismos ya sean bacterias o parasitos pueden ser capaces de
sintetizar y liberar moléculas quimiotacticas o inhibidoras de la cascada del
complemento. Por ejemplo, S. aureus es una bacteria capaz de producir diversos
inhibidores del complemento que interfieren con las distintas etapas de su
activacién (Rooijakkers etal., 2005; Lee et al., 2004; Laarman et al., 2011). Por
otra parte, los acaros de la sarna también producen una variedad de proteinas que
inhiben la activacion del complemento, como la proteina SMSB4 que interfiere con
el inicio de la activacion del complemento, lo cual disminuye la opsonizacion y

fagocitosis de bacterias por los neutréfilos (Swe et al., 2014).

Nuestros estudios in vivo mostraron que, en ausencia de complemento, la
actividad quimiotactica leucocitaria que las amibas inducen en ambas especies de
animales es marginal. Sin embargo, la activacion del complemento de hamster por
E. histolytica ejerce una alta actividad quimiotactica sobre los leucocitos de
hamster y de raton, lo cual puede explicar en parte el intenso y permanente
infiltrado inflamatorio durante el AHAE en hamsters. Por el contrario, la incubacion
del suero fresco de ratén con amibas no estimuld la quimiotaxis en leucocitos de
ratdbn. Ademas, la hipocomplementemia en el raton no modificé la magnitud de la
inflamacion ni el tiempo de supervivencia del parasito. Estos resultados sugieren
que la activacion del complemento de raton por E. histolytica no genera péptidos
con actividad quimiotactica o que las amibas no son capaces de activar el
complemento de ratdén. Esto podria atribuirse al menos a dos causas: 1) a la falta
o poca afinidad de los receptores C5a presentes en la membrana de los
leucocitos, ya que estos receptores son determinantes para la respuesta
quimiotactica al fragmento C5a del complemento (Rojas-Espinosa 2006), y 2) a
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que la reaccion inflamatoria es atenuada mediante la degradacién de las
anafilotoxinas C3a y C5a por la proteasas de cisteina de E. histolytica (Reed et al.,
1995). Estudios para evaluar la capacidad de E. histolytica de activar el

complemento de ambas especies estan en progreso.

Ademas de la quimiotaxis ejercida por el complemento, éste también posee efecto
litico, el cual podria tener efectos perjudiciales sobre las amibas. Sin embargo, la
resistencia amibiana al complemento puede explicarse al menos por dos
mecanismos: 1) E. histolytica puede resistir la lisis mediada por el complemento a
través de la activacion del complemento en fase fluida por la proteasa EhCP de 56
kDa (Reed et al.,1990) y 2) por la inhibicién de la formacién del complejo de
ataque a la membrana (MAC) por un epitopo que se encuentra en la adhesina
EhGL, el cual muestra una alta similitud con CD59 de humanos (Braga, et
al.,1992).

Se ha sugerido que el NO puede desempefar un papel importante en la
eliminacion de E. histolytica del higado de ratén, ya que estudios in vitro han
mostrado alta actividad amebicida por parte del NO' producido por macréfagos
activados (Denis et al., 1989; Ghadirian et al., 1993 ; Lin et al,1992 ). Ademas, en
condiciones in vivo durante las etapas iniciales de la infeccion amibiana hepatica
en los ratones Balb/c y C3H/HeJ los neutréfilos que rodean al amiba son capaces
de producir la enzima iINOS que cataliza la sintesis de NO" (Jarillo-Luna et al.,
2002). Sin embargo, nuestros resultados no son compatibles con dicha hipdtesis
ya que en el higado del ratén Balb/c los escasos leucocitos que rodean a las
amibas no expresan la enzima iINOS (Figura 21) lo cual sugieren que el NO
producido por iINOS no desempefa un papel importante en la resistencia natural
del raton BALB/c a la infeccion hepatica experimental. Este resultado es apoyado
por experimentos previos realizados con ratones genéticamente deficientes en
INOS (C57BL/6), en los cuales a pesar de haberse desarrollado mas lesiones
hepaticas, la carga parasitaria no incrementé (Seydel et al., 2000).

Por todo lo anterior y aunque pueda parecer inverosimil, los resultados obtenidos

sugieren que la ausencia de infiltrado inflamatorio es la principal causa de la
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resistencia del raton a la infeccidn hepatica amibiana. Los resultados histolégicos
de este modelo indican que las amibas desaparecen en dos etapas. La primera de
~3-6 h con y sin escasa afluencia de leucocitos, y la segunda de ~72h
caracterizada por isquemia, ausencia de necrosis y escaso o nulo infiltrado
inflamatorio. Este andlisis sugiere que desde las etapas iniciales, en el higado

infectado con amibas, existen areas con circulacion comprometida.

Se sabe que la amiba es un microorganismo microaerofilico que no sobrevive en
ambientes con concentraciones de oxigeno superiores al 5% (Canales-Trevifio et
al., 1990). Al igual que los organismos anaerobicos la principal causa de la
susceptibilidad de E. histolytica al oxigeno se debe al aumento del estrés oxidante
que inactiva los centros Fe-S de sus enzimas, lo cual genera disfuncidon
metabdlica, acidificacion citoplasmatica, perdida de la integridad de la membrana y
muerte (Olivos-Garcia et al.,, 2012). Es por esto que las concentraciones de
oxigeno presentes en el higado que oscilan entre el 6 y el 13 % (Nauck et al.,
1981) no son compatibles con la sobrevida de E. histolytica. Al igual que en el
higado de hamster (Rigothier et al., 2002), nuestro analisis histoldgico revelé una
desaparicion masiva de las amibas del higado del raton durante las etapas
iniciales de la infeccion. Es posible que dicha desaparicion se deba a que éstas
estuvieron en zonas bien perfundidas las cuales mantienen los niveles fisioldgicos
de oxigeno. Sin embargo, la baja tension de oxigeno en areas con isquemia
debiera favorecer la proliferacién y sobrevida de las amibas hasta ~72h. Se sabe
que la glucdlisis es la principal fuente de energia de E. histolytica ya que este
parasito carece de mitocondrias y por lo tanto de fosforilacion oxidativa. Ademas,
se ha sugerido que durante el AHAE en hamster la destruccion tisular que la
inflamacion produce le proporciona al parasito nutrientes para su sobrevida y
proliferacion (Olivos-Garcia et al., 2004). En el higado de ratén y posterior a 72h,
la completa desaparicidon de las amibas puede explicarse por la falta de glucosa y
de otros nutrientes derivados de la necrosis. Es decir, la isquemia limita el acceso
de glucosa y la poca que queda es consumida por el parasito; la disminucion de la
intensidad de la tincion PAS en la amiba durante el periodo de ~72h (Figura 23)

sugiere ausencia de glucosa. Ademas, debido a la escasa o nula afluencia
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leucocitaria, no se genera destruccion tisular la cual favoreceria la sobrevida
amibiana. A pesar de que este parasito ha sido denominado histolitico, en el
higado de raton y al igual de lo que sucede en hamsters leucopénicos (Olivos-
Garcia et al., 2004), en ausencia de células inflamatorias, éste no fue capaz de
causar la destruccion de hepatocitos. Similar a lo ocurrido en condiciones in vitro,
es posible que los inhibidores de proteasas presentes en los sinusoides hepaticos,
como a-2 macroglobulina, inhiban la capacidad citolitica del parasito (Montfort et
al., 1993).

Finalmente, la incapacidad de E. histolytica de sobrevivir en el higado de hamsters
leucopénicos demuestra que una intensa reaccion inflamatoria es una condicién
necesaria del hospedero para ser susceptible a la amibiasis (Olivos-Garcia et al.,
2004).
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8. CONCLUSION

La resistencia natural del raton Balb/c a la amibiasis hepatica experimental se

correlaciona con la escasa afluencia leucocitaria.
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9. APENDICE

Stock de fosfatos

NaH,PO4 H,0 0.15M
NaH2POg4 0.15M
Llegar a un pH final de 7.2

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
Stock de fosfatos 100 mL
NaCl 14.41¢g

Aforar a un volumen de 1 L con agua desionizada

Solucion TRIS-HCI 1M pH 7.4
TRIS-Base (HOCH,)3CNH, 60.57 g
Ajustar pH a 7.4 con HCI

Aforar a un volumen de 500 mL con agua desionizada

TRIS-HCI 10 mM pH 7.4 NaCl 0.15M
Soluciéon TRIS-HCI 1M pH 7.4 10 mL
NaCl 8.76 g

Aforar a un volumen de 1 L con agua desionizada

TRIS-HCI 10 mM pH 7.4
Solucion TRIS-HCI 1M pH 7.4 10 mL

Aforar a un volumen de 1 L con agua desionizada

TRIS-HCI 0.1M pH 7.4
Solucion TRIS-HCI 1M pH 7.4 50 mL

Aforar a un volumen de 500 mL con agua desionizada
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