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RESUMEN

La amibiasis es una parasitosis causada por Entamoeba histolytica. Esta
enfermedad es prevalente en paises subdesarrollados y en el mundo causa
alrededor de cien mil muertes cada afo. El conocimiento de los mecanismos de
resistencia natural de la rata al absceso hepéatico amibiano (AHA) puede revelar
nuevos factores de patogenicidad que permitan el disefio de nuevas estrategias
para el tratamiento de la amibiasis en humanos. En este trabajo, estudios
histologicos sugieren que el sistema complemento puede desarrollar un papel
central en la resistencia natural de la rata al AHA ya que los trofozoitos de E.
histolytica desaparecen del higado de la rata 6 h después de la infecciéon con un
infiltrado inflamatorio minimo o nulo. Experimentos in vitro mostraron que el
complemento de rata es letal para el parasito, es ~ diez veces mas potente que el
del hamster, que es un animal extremadamente susceptible al AHA y los niveles de
CH50 no se correlacionan con la actividad amibicida. Ademas, la transferencia de
suero fresco de rata en hamsters les confirio resistencia total al AHA. La via alterna
del complemento es responsable de la potente actividad amibicida del suero de rata
ya que dicho efecto fue inhibido por el azul tripan, que es un inhibidor del receptor
de C3b. Los resultados sugieren que la alta afinidad de la membrana amibiana por
C3b y/o baja para el factor H, en comparacion con la del hamster, puede dar como
resultado una mayor formacion del complejo de ataque a la membrana y muerte del

pardsito.



1. INTRODUCCION

1.1 Amibiasis

La amibiasis es una infeccion parasitaria causada por el pardsito protozoario
Entamoeba histolytica. Este afecta especialmente al intestino grueso, aunque
también se ha observado que tiene la capacidad de dafiar a otros érganos como el
cerebro, higado y pulmén (Espinosa-Castellano y Martinez-Palomo, 2000).

La descripcion del parasito fue realizada por primera vez en 1873 por el médico ruso
Fedor Alexandrovich Losh. Este médico analizo las heces de un campesino llamado
J. Markov quien padecia de un constante dolor abdominal acompafado de diarrea
cronica; en ellas hallé multiples organismos microscoépicos, los cuales debido a su
forma los considero amibas. A pesar de los intentos del Dr. Losh para combatir a
las amibas, el joven Markov fallecid, sin embargo con el contenido intestinal de
Markow, el Dr. Losh fue capaz de reproducir la enfermedad en un perro. En 1890
Councilman y Lafleur publicaron la primera monografia sobre la patologia de la
amibiasis, en la que introdujeron los términos de disenteria amibiana y absceso
hepatico amibiano. Posteriormente en 1893 los meédicos alemanes Quincke y Roos
describieron al parasito en forma de quiste, al cual consideraron como la forma de
resistencia. Mas tarde, en 1913 Walker y Sellards determinaron que la
transmision de la enfermedad ocurre Unicamente por medio de los quistes. En
1925 el parasitblogo Emile Brumpt, basado en datos epidemioldgicos, sugirié por
primera vez que habia dos especies de amibas: una invasora capaz de causar
enfermedad; Entamoeba histolytica y otra incapaz de provocar la enfermedad a

la que llamo6 Entamoeba dispar. Brumpt denominé esto como “la teoria dual de las



amibas” y ademas puntualizé que microscopicamente era imposible diferenciar a
ambas amibas (Pinilla et al., 2008).

En 1961 el Dr. Louis Diamond hizo una de las contribuciones mas importantes para
el estudio de la amibiasis: la implementacion del medio de cultivo axénico (sin
asociacion con bacterias) para E. histolytica, E. dispar y otras amibas. Esto permitio
el estudio de la biologia celular y molecular de E. histolytica, lo cual ha tenido un
profundo impacto en el conocimiento de los mecanismos moleculares de
patogenicidad de este parasito y en el desarrollo de nuevas estrategias para el
tratamiento de la amibiasis. En 1993 Diamond y Clark por medio de andlisis
bioquimicos, inmunolégicos y genéticos determinaron que E. histolytica es una cepa
patdgena y E. dispar una comensal. Finalmente, en 1997 la OMS, a través de un
comité de expertos, aceptdé esta hipdtesis adicionando que ambas especies
solamente pueden ser diferenciadas por patrones isoenziméticos y por la
identificacion especifica de la adhesina Gal-GalNAC en materia fecal o por técnicas

moleculares (Olivos et al., 2005).

1.2 E. histolytica

El nombre cientifico del parasito se compone de cuatro términos griegos que
significan: Ent- “intestino”; ameba- “amoeba”, hist- “tejido” vy lisis - “destruccion”,
lo cual explica la naturaleza de la enfermedad . Durante su ciclo de vida E.
histolytica presenta distintos estados morfolégicos. Las dos fases mas importantes
del parasito son: 1) El quiste (Fig. 1A): fase de resistencia e infeccion, caracterizado
por poseer una forma esférica bien definida y de 1-4 nucleos dependiendo de su

estado de maduracion, y 2) el trofozoito (Fig. 1B): fase movil, reproductora e

3



invasiva, caracterizado por tener de 1 a 6 nucleos en su citoplasma y sin forma

definida. El movimiento de los trofozoitos es debido a pseudbépodos (Becerril, 2011).

Figura 1. Fases de Entamoeba histolytica. A) Quiste inmaduro. B) Trofozoito

El cambio de estado morfolégico de E. histolytica depende de las condiciones en
las que ésta se encuentre. En un ambiente favorable de pH~7, temperatura~37°Cy
con los nutrientes necesarios, el parasito comenzara su ciclo de reproduccion. Por
el contrario, si E. histolytica se encuentra en un ambiente desfavorable iniciara el
proceso de enquistamiento. Durante este proceso las células pierden movilidad
y adquieren una forma esférica. Poco a poco el quiste va reproduciendo sus
nacleos; el primero a partir del que tenia como trofozoito (quiste inmaduro
binucleado) y posteriormente se duplican los dos nucleos para dar lugar a un quiste
maduro tetranucleado (Fig. 2), los cuales son capaces de contaminar agua y/o

alimentos (Becerril, 2011).
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Figura 2. Etapas de la transformacién del trofozoito de E. histolytica en quiste.

1.3 Ciclo de vida de E. histolytica

La infeccidn con E. histolytica inicia cuando una persona ingiere agua o alimentos
contaminados con materia fecal que contiene los quistes maduros. Estos pasan
a través del estbmago y son capaces de soportar el jugo gastrico y a las enzimas
hidroliticas, las cuales afectan Unicamente a la pared celular. Una vez que el quiste
llega al final del intestino delgado el parasito inicia el desenquistamiento. Por cada
quiste emergen ocho trofozoitos uninucleados denominados metaquisticos. Estos
se dividen por fisién binaria y se pueden adherir a la mucosa intestinal donde
pueden vivir como comensales. El quiste maduro se elimina con las heces y esta

listo para reiniciar su ciclo biologico (Fig. 3) (Becerril, 2011).
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Figura 3. Ciclo de vida de E. histolytica

Por medio de la circulacién sanguinea y mediante mecanismos moleculares adn no
caracterizados, se han observado casos en los que E. histolytica es capaz de
atravesar la mucosa intestinal e invadir diversos tejidos como son: higado, pulmoén
y cerebro, siendo el primero el mas comun y caracterizado por presentar multiples

abscesos en el sitio de lesion (Fig. 4) (Song y Lambris, 2000).

Figura 4. Amibiasis extraintestinal en diferentes 6rganos del ser humano. A) higado
B) Cerebro C) Pulmén D) Lesién en piel abdominal debido a la cercania con el intestino y/o higado

dafado.



1.4 Amibiasis intestinal y extraintestinal

La manifestacion clasica de la amibiasis intestinal es la disenteria. Lo mas habitual
es que en un inicio se muestre una sintomatologia poco intensa que incluye
dolor abdominal, alteraciones en el transito del intestino y diarrea no
sanguinolenta. En esta fase, la enfermedad se puede prolongar por varios
meses. Por otro lado, la amibiasis extraintestinal se produce cuando los trofozoitos
de E. histolytica invaden los vasos sanguineos de los tejidos mas proximos y
son capaces de diseminarse hacia diferentes 6rganos causando mdltiples
lesiones. El absceso hepéatico amibiano (AHA) es la manifestacion extraintestinal
mas frecuente, los pacientes presentan un cuadro clinico agudo o crénico que
incluye dolor abdominal en el hipocondrio derecho, ademas de pérdida de peso,
mialgias, malestar en general y fiebre que puede alcanzar los 39 °C. El diagndstico
del AHA se realiza de acuerdo a la evidencia clinica del absceso mediante una

ecografia, TAC y serologia positiva para el microorganismo (Becerril, 2011).

1.5 Respuesta del hospedero a la infeccién.

El hospedero se defiende del parasito a través de mecanismos inmunoldgicos
y no inmunolégicos. Asi, por ejemplo, entre los mecanismos no inmunolégicos
estan la produccién de mucinas (que produce una capa viscosa de moco con
la finalidad de proteger al intestino), la motilidad intestinal y la presencia de la
microbiota. Los mecanismos inmunoldgicos involucran tanto al sistema inmune
innato como al adaptativo (Becerril, 2011).

La respuesta inmune innata es la primera en hacer frente a E. histolytica. En una

infeccion causada por el parasito las primeras células del sistema inmune en
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interaccionar con el parasito son los neutréfilos, los cuales probablemente son
reclutados por la actividad quimiotactica de un péptido en la membrana del parésito
(Guerrant et al., 1981). Los neutrdfilos aumentan su actividad amibicida cuando son
estimulados por interferon gamma (INF-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
lipopolisacéaridos (LPS) y/o antigenos amibianos. Posteriormente, las demas células
inflamatorias como son los macréfagos y las células NK participan en este proceso.
Es comun que los neutréfilos no logren eliminar a las amibas debido a que el
parasito provoca apoptosis y lisis de los mismos. Ademas, los macréfagos
reconocen componentes en la superficie de la amiba a través de los receptores tipo
Toll, como son el lipopéptido fosfoglucano (LPPG) y el DNA de la amiba. Cuando E.
histolytica logra penetrar al epitelio intestinal, el complemento puede ser activado
por la via clasica o alterna mediante la proteasa de cisteina de 56 KDa de la amiba,
en la que se generan los factores de C3a y C5a los cuales se convierten en potentes
agentes quimiotécticos, favoreciendo el reclutamiento y activacion de las células
inflamatorias (Reed et al., 1990).

Por otro lado, la inmunidad adaptativa, también llamada adquirida es una segunda
fase de respuesta ante la infeccion causada por E. histolytica. El objetivo de esta
fase es reconocer especificamente al patdgeno y eliminarlo.

El sistema inmune adaptativo esta integrado por la inmunidad celular y la inmunidad
humoral. En la primera, la principal célula involucrada es el linfocito T, mientras que
en la inmunidad humoral la célula responsable es el linfocito B, el cual al ser
estimulado por un Ag se diferencia en célula plasmatica capaz de producir
anticuerpos o inmunoglobulinas especificas. Se espera que tanto la respuesta

inmune celular como la humoral participen en la defensa contra E. histolytica. Para
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esto se requiere de la activacion de células T especificas del hospedero por células
presentadoras de antigeno (células dendriticas o macrofagos). Posteriormente, el
hospedero procedera a generar anticuerpos anti-amiba de clase IgG e IgA, que Si

bien, su capacidad protectora es débil son de gran valor diagnostico (Toche, 2012).

1.6 Sistema de Complemento

El sistema de complemento (SC), descubierto en 1896 por Bordet, conecta el
sistema inmune innato con el adaptativo. Este esta conformado por un grupo de ~20
proteinas séricas, las cuales se encuentran en el torrente circulatorio (Lukawska et
al., 2018).

El SC es el mayor componente del sistema inmune innato y participa en muchas
funciones como son: 1) proteccidon contra los microorganismos invasores, 2)
eliminacion de células apoptéticas y 3) modulacion de la respuesta inmune
adaptativa. Las proteinas del SC funcionan como enzimas o proteinas de unién las
cuales poseen una actividad proteolitica y actian de forma parecida a las que
conforman la cascada de coagulacion (Berron et al., 2003). El SC es activado
principalmente mediante 3 vias: 1) la via clasica (VC), la via alterna (VA) y la via de
las lectinas (VL). La primera via forma parte de la inmunidad adaptativa, puesto que
necesita de la formacién de un anticuerpo, mientras que las otras dos pertenecen a
la inmunidad innata. Las tres vias convergen en la activacion de la proteina C3, la
cual es un punto clave del eje de activacion del complemento. La finalidad de la
activacion de las tres vias del complemento son: 1) atraccion de células
inflamatorias a la zona de lesion, 2) opsonizacion o recubrimiento de los patdgenos

y 3) produccion del complejo de ataque a la membrana (MAC), el cual produce un
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poro en la membrana del patégeno que lo conducird a su muerte (Sarma y Ward,

2014).

1. 6.1 Via Clasica.

Esta via es denominada asi debido a que fue la primera en ser descubierta. En ella
participan los factores C1, C2, C3y CA4.

El factor C1 es un complejo multiproteico compuesto de diferentes subunidades: la
subunidad estructural C1q (Fig. 5) son proteinas filamentosas terminadas en un

dominio globular y los factores C1s y C1r, los cuales tienen actividad enzimatica.

C1g

Region de

colageno

Figura 5. Estructura del complejo C1 del complemento (q,r,s)

Inicio de la via: La proteina C1q a través de sus dominios globulares va a reconocer
y a unirse a inmunoglobulinas (anticuerpos unidos en la superficie del patégeno, de
clase IgM e IgG), posteriormente activa a C1r (subunidad litica) que a su vez activa
a Cls (subunidad litica también), el cual actia secuencialmente sobre C4
fragmentandolo en C4a y C4b, y sobre el factor C2 fragmentandolo en C2a y C2b.

Los factores C2b y C4b se depositan en la superficie del patdgeno y los factores
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C2a y C4a se liberan al medio. De esta manera se forma asi una nueva enzima: la
convertasa de C3 (C2bC4b) la cual tiene actividad proteolitica sobre la proteina C3
liberando fragmentos C3b y fragmentos C3a. La union de C3b sobre la membrana
del patégeno es un elemento critico para el proceso de opsonizacion y fagocitosis.
Posteriormente el factor C3b se une a C2bC4b formando un complejo trimolecular
(C3bC2bC4b) denominado la convertasa C5 de la via clasica. Llegado este punto

se inicia la llamada via litica o comun (Noris y Remuzzi, 2013).

1.6.2 Via Alterna.

Esta via es filogenéticamente la mas primitiva y no requiere de la presencia de
anticuerpos. En esta via participan los factores C3 vy los factores B, D y P.

Esta via es estimulada por diferentes estructuras de los patdégenos, como son los
polisacaridos y estructuras similares a éstos. La via inicia con la ruptura del factor
C3, el cual esta unido con un enlace de tipo tioéster (carbono y azufre) (Fig. 6).
Cuando la proteina C3 es hidrolizada en sus dos fragmentos C3a y C3b, queda
expuesto el enlace tioéster y el factor C3b con el enlace expuesto es altamente
inestable por lo que busca estabilizarse mediante una unién covalente a la superficie
del patégeno. Posteriormente, a éste se le une el factor B y sobre ellos actua el
factor D, liberando el fragmento pequefio Ba. Esta union de dos proteinas (C3bBb)
es ahora la convertasa de C3 de la via alterna la cual es estabilizada por el factor P
o properdina. Esta convertasa es muy eficiente hidrolizando a C3 por lo que produce
cientos de fragmentos que amplifican la cascada; el fragmento grande siempre se
va a unir a la superficie del patégeno y el pequefio siempre se va a liberar.

Eventualmente uno de los complejos de C3b se va a unir al complejo enzimatico y
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se va a formar un complejo trimolecular (C3bC3bBb) denominado la convertasa C5
de la via alterna que sigue unido a la properdina como factor estabilizante y

convergiendo en los mismos pasos que la via clasica para la formacién del MAC

(Noris y Remuzzi, 2013).

Enlace c3

s il . \'_‘
S

c3 i 0 - 3

converasa

Figura 6. Esquema del factor C3. Se aprecia el enlace tioéster y su ruptura.
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1.6.3 Via de las Lectinas.

En esta ruta participan los componentes MBL (lectina de unién a manosas) o las
mas recientemente descubiertas ficolinas, MASP-1 y MASP-2 (proteasas de serina
activadas por MBL), C2 y CA4.

Esta via puede ser iniciada por la MBL o por las ficolinas. Estas dos proteinas
poseen una estructura muy similar (Fig. 7), ambas tienen una serie de triples hélices
de tipo colageno terminadas en dominios globulares. La diferencia entre MBL y
ficolinas radica en el tipo de azlcar que reconocen; las primeras reconocen como
lo indica su nombre manosa, mientras que las segundas se van a unir a otros
azucares acetilados. Una vez que alguna de estas dos proteinas reconoce un
determinado azlcar se forman complejos de seis subunidades de MBL o seis
subunidades de ficolina, a las cuales se les asocian las proteasas de serina
MASP-1 y MASP-2 de forma muy parecida al factor C1q de la via clasica (Noris y

Remuzzi, 2013).

Figura 7. Estructura de las ficolinas (A) y de las MBL (B)

Inicio de la via: La MBL reconoce la presencia de manosa en la superficie y

posteriormente se le unen las MASP que se activan y actuan de modo secuencial
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sobre los factores C4 y C2, fragmentandose en C4b, Cd4a y C2b, C2a,
respectivamente. La union de C2b y C4b forman la misma convertasa de C3 de la
via clasica (C2bC4b) y actian sobre cientos de moléculas de C3 produciendo la
accion descrita anteriormente. De igual manera el factor C3b se une a la convertasa
de C3, formando el complejo trimolecular C3bC2bC4b conocido como la convertasa

de C5 de la via clasica (Sarma y Ward, 2014).

1.6.4 Formacion del MAC

Esta via es la consecuencia de la activacion del complemento por cualquiera de las
tres rutas ya antes mencionadas, por lo que se le denomina via litica comun. El
objetivo de esta via es la perforacion de la membrana celular del patégeno.

En esta via participan las proteinas o factores C5, C6, C7, C8 y C9. Ya sea que el
sistema del complemento haya sido activado por cualquiera de las vias

(VC, VA, VL) todas tienen un paso central o comun el cual es la ruptura de la
proteina C3 y la formacién de la C5 convertasa.

Para que esta via pueda ser iniciada, tiene que haberse formado previamente una
enzima por cualquiera de las tres rutas: la convertasa de C5, la cual puede ser de
dos tipos, dependiendo de la via de su procedencia; la formada por la via clasica y
de las lectinas (C4bC2bC3b), y la convertasa C5 formada por la via alterna
(C3bBbC3b). Estas convertasas van a actuar sobre la proteina C5 y van a
hidrolizarla en dos fragmentos, el grande “C5b” y el pequefio “C5a”. El fragmento
Cbha es la anafilotoxina mas potente del sistema del complemento. Cuando el
fragmento C5b se une a la membrana, éste no lo hace solo, sino que en el camino

hacia la superficie del patdgeno, se le unen los factores C6 y C7, de modo que lo
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que se deposita sobre la superficie del patdgeno es un complejo trimérico. Una vez
depositado éste, se le afiade el factor C8 que es la primera proteina que penetra
fisicamente la membrana del microorganismo y por ultimo se les une el factor C9
que polimeriza sobre si mismo un indeterminado nimero de veces. Esto da como
resultado una estructura de forma similar a la de un “barril” (Fig. 8) la cual permite
la libre circulacién de liquidos entre el interior y el exterior de la célula produciendo
asi un choque osmdtico en el patégeno (Fig. 9). A todo el conjunto de proteinas, es
decir, el fragmento grande C5b, C6, C7, C8 y n veces C9 se le conoce como

complejo de ataque a la membrana o MAC (Abbas et al., 2010).

- 0| @] B I:
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<
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Figura 8. Esquema de la via litica

Figura 9. Micrografia con microscopio de barrido de un corte donde se
aprecia el MAC (flecha) y la libre circulacion entre el medio interno y externo.
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1.6.5 Regulacion del Sistema del Complemento

Las proteinas del SC, como ya se describié anteriormente, se van amplificando y
terminan en una serie de procesos que resultan letales para los patdgenos. Sin
embargo, de no ser detenidas a tiempo, pueden ser letales también para nuestro
organismo, por lo que existe un sistema complejo de regulacion.

Las proteinas reguladoras se pueden clasificar de acuerdo al momento de
activacion, es decir, a qué parte de la cascada del complemento inhibe. Estas
pueden ser de tres tipos: 1) las que inhiben el inicio de cualquiera de las vias, 2) las
que inhiben el eje de activacion (convertasa C3), y 3) las que inhiben la formacion
del MAC. Otra forma de clasificaciéon de las proteinas inhibidoras del SC son las que

actian en la fase soluble y en la membrana (Noris y Remuzzi, 2013):

e Clinh: Es una glicoproteina inhibidora soluble que actua al inicio de la via
clasica. Esta se une a las subunidades enziméticas C1ry Cl1s, y las libera de
la subunidad estructural C1q dejandola inactiva.

e C4bp (“C4 binding protein”): Es una glicoproteina inhibidora soluble cuya
funcién es disociar la C3 convertasa. Actla sobre C4b o C3b impidiendo la
formacion de la C3 convertasa. También actia como cofactor para la
protedlisis de C4b por el Factor |.

e Proteina S (Vitronectina): En una proteina inhibidora soluble que actta en la
fase terminal de la cascada de complemento impidiendo la formacion del
MAC, su mecanismo de accion radica en la union con el complejo trimolecular

C5b-C7.
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Clusterina: En una proteina inhibidora soluble, actia en la fase terminal de la
cascada de complemento impidiendo la formacion del MAC y su mecanismo
de accidén radica en la unién con el complejo trimolecular C5b-C7.

Factor H: Es una proteina inhibidora soluble que afecta directamente a la C3
convertasa. Se une a la molécula C3b acelerando la destrucciéon de la C3
convertasa de la via alterna (C3bBb). También puede actuar como cofactor
para la protedlisis de C3b por el Factor |.

Factor I: Es una proteina inhibidora soluble que afecta directamente a la C3
convertasa. Actla proteoliticamente sobre C4b y C3b usando C4bp, factor
H, CR1 o MCP como cofactores.

CRL1 (receptor de C1): Es una proteina de membrana que ejerce una funcion
inhibidora directamente sobre la convertasa C3; actua sobre los factores C3b
o C4b acelerando la disociacion de la C3 convertasa y también actia como
cofactor para la protedlisis de C4b o C3b por el factor I.

MCP (proteina cofactor de membrana) o CD46: Es una proteina inhibidora
de membrana que actia sobre la convertasa de C3 como cofactor en la
protedlisis de C4b o C3b por el factor |.

DAF (factor acelerador del decaimiento) o CD55: Es una proteina inhibidora
de membrana que actia sobre la convertasa de C3, acelerando su
disociacion.

Protectina o CD59: Es una proteina expresada en la superficie de la mayoria
de las células e impide que el MAC actle en nuestras células, se une a los

cuatro factores que inician su formacion (C5b, C6, C7, C8) e impide que C9
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se una y polimerize evitando asi la formacion del poro. (Noris y Remuzzi,

2013)

1.6.6 Estructura de C3

La molécula clave del sistema del complemento es la proteina C3 de ~185 kDa, la
cual es constantemente activada en la via alterna. C3 es también la proteina del
complemento més abundante en suero. El gen humano que codifica para C3 esta
localizado en el cromosoma 19 (19p13,2-13,3) y consiste de 41 exones (52-213 pb).
C3 es sintetizado principalmente por el higado, pero también es producido por
monocitos, neutrdéfilos, fibroblastos, células presentadoras de antigeno, epitelio de
los tubulos renales y endotelio capilar. El precursor de la proteina C3 (pre-pro C3)
es formado a partir de una cadena polipeptidica compuesta de 1663 aminoacidos
que se somete a varias modificaciones postraduccionales, tales como: 1) la escision
del péptido sefial de 22 aminoacidos N-terminal, 2) la eliminacion de los residuos de
arginina por la enzima tipo furina, 3) la glucosilacion, y 4) la formacién de enlaces
tioéster internos. La proteina C3 madura se divide en dos cadenas: una cadena beta
B de ~75 kDa y una cadena a de ~110 kDa. Estas cadenas se combinan mediante
un puente disulfuro en la posiciéon 917 en la cadena a y la posicién 63 en la cadena
B (Fig. 10). Finalmente, la proteina C3 comprende 8 dominios de macroglobulina
que tienen sitios de unidn especificos para receptores de complemento y proteinas
reguladoras. El dominio TED, localizado en la region C3d, contiene un enlace
tioéstery es el responsable de la fijacion a la superficie de la célula, el cual es crucial

para la activacion de la via alterna del complemento (Lukawska et al., 2018).
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Figura 10. Estructura de la proteina C3y su cascada proteolitica. EI C3 maduro
comprende las dos cadenas (a y ) combinadas covalentemente por un Unico
enlace disulfuro entre seis alfa macroglobulina (6a MG) en la cadena (3 y seis beta

macroglobulina (MG6f) en la cadena a.

1.7 Resistencia de E. histolytica al complemento

Las proteasas de cisteina son un importante factor de resistencia de E. histolytica a
la lisis por el complemento. Se ha observado que los cultivos de E. histolytica
provenientes de pacientes con amibiasis extraintestinal son resistentes a la lisis
mediada por complemento y que su capacidad de evasion se debe a la proteasa
de cisteina de 56 kDa (EhCP56) presente en la superficie amibiana que degrada al
C3y a las anafilotoxinas del complemento C3a y C5a. Ademas, la EhCP56 también
esta implicada en la evasion inmune especifica del hospedero ya que es capaz de

degradar IgA, IgG e IL-18 (moléculas claves en procesos inflamatorios) (Joiner et
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al., 1982). Por otro lado, la adhesina EhGal-GalNAC presente en la superficie de la
amiba contiene un epitopo que posee una gran similitud con la proteina de
membrana humana CD59, que se encuentra ampliamente distribuida en las
membranas de las células humanas y cuya funcion es evitar la lisis celular
inhibiendo la insercion del factor C9 al complejo C5b-8 y por tanto evita la formacién

del MAC (Reed, 1990).
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2. JUSTIFICACION

En México la amibiasis es un grave problema de salud publica ya que de todas las
parasitosis, ésta presenta los mas altos indices de morbilidad lo cual afecta de
manera negativa el desarrollo social y econdmico del pais. Se estima que a nivel
mundial, cerca de 50 millones de individuos estan infectados con E. histolytica
(WHO, 2002).

El tratamiento para la amibiasis varia dependiendo del cuadro clinico del paciente y
de la especie de amiba presente. Para el tratamiento de la amibiasis invasiva los
farmacos de eleccion provienen de la familia de los nitromidazoles, siendo el
metronidazol el de mayor eleccion (Becerril, 2011). Sin embargo, estudios recientes
muestran que el uso indiscriminado de estos medicamentos puede causar efectos
adversos severos, principalmente en la microbiota intestinal y resistencia en E.
histolytica. Es por esto que es importante el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas de mayor eficacia e inocuidad (Ximénez et al., 2009).

El conocimiento de los mecanismos naturales de resistencia de las ratas al
desarrollo del absceso hepético amibiano puede revelar nuevos factores de
patogenicidad y por tanto ayudar a disefiar nuevas estrategias terapéuticas contra

la amibiasis.
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3. HIPOTESIS

El complemento es un factor de resistencia natural de la rata al desarrollo del

absceso hepatico amibiano experimental.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion del complemento de la rata en su resistencia al absceso

hepatico amibiano experimental.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el nivel de la actividad del complemento del suero de diferentes
especies animales (susceptibles y resistentes a la amibiasis) y su
asociacion con su capacidad amibicida.

e Purificar el factor hipocomplementémico del veneno de cobra (CVF) y
determinar su actividad hipocomplementémica in vivo e in vitro.

e Determinar el tiempo de sobrevida de E. histolytica en el higado de rata 'y
de hamster.

e Determinar el tiempo de sobrevida amibiana en el higado de rata
hipocomplementémica

e Cuantificar las concentraciones de C3 y C4 en suero fresco de rata,
hamster y humano.

e Evaluar la potencia litica del complemento de rata.

e Determinar el papel que desempefia la via alterna del complemento de la
rata en su actividad amibicida.

e Transferencia de suero fresco de rata en el torrente sanguineo del hamster

y evaluacion de su efecto en el desarrollo del AHA.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Declaracion Etica

Todos los experimentos realizados con animales se concibieron bajo la Ley
mexicana para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-
Z00-1999). Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo el protocolo nimero
091-2016, aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Ademas,
se tomaron todas las medidas posibles para minimizar el sufrimiento de los

animales.

6.2 Parasitos y virulencia

Se prepar6 medio de cultivo TYI-S-33 y en condiciones axénicas se cultivaron
trofozoitos virulentos de E. histolytica pertenecientes a la cepa HM1-IMSS de
acuerdo con la metodologia descrita por Diamond et al., 1978.

La virulencia del parasito se mantuvo mediante la recuperaciéon mensual de las
amibas del absceso hepatico amibiano en hamsters (Mesocricetus auratus). Para
esto, cuatro hamster machos (de la especie Sirio dorado) se anestesiaron con una
inyeccién de pentobarbital sédico (6.3 mg/100 g peso) por via intraperitoneal y
mediante laparotomia se les inyectaron en la vena porta 1x10® de trofozoitos
virulentos de E. histolytica resuspendidos en 0.2 mL de soluciéon amortiguadora de
fosfatos (PBS). Para detener la hemorragia del sitio de inyeccion se utiliz6 un
fragmento de gelfoam y se procedio a suturar la herida con hilo de seda. Enseguida

los hAmsters se mantuvieron con agua y alimento ad libitum. Después de siete dias
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de infeccién, los animales fueron eutanasiados con sobredosis de éter y en
condiciones asépticas se les extirpé el higado, se cortdé en pequefios fragmentos y
éstos se depositaron en tubos que contenian medio TYI-S-33 y una mezcla de
antibiéticos (bencilpenicilina, estreptomicina y ceftriaxona). Después de 24 h de
incubacion a 37°C, el medio y los trozos de higado se eliminaron por decantacion y
las amibas adheridas al vidrio se siguieron cultivando en las mismas condiciones.
Después de 2 subcultivos de 72h sin antibiéticos, las amibas se utilizaron en los
diferentes experimentos. La virulencia del parasito se definié como la capacidad de

1x10° trofozoitos de producir abscesos hepéaticos mdltiples en 4/4 hamsters.

6.3 Infeccion hepética amibiana aguda en hamsters y ratas

Cuatro hamsters machos o hembras de ~120 g se anestesiaron como ya se ha
mencionado y se les inyectaron en la vena porta 1x10° trofozoitos virulentos de E.
histolytica resuspendidos en 0.2 mL de PBS.

Después de la inyeccion intraportal, los animales fueron eutanasiados a diferentes
tiempos con sobredosis de éter. Los higados se extrajeron, se pesaron y cortaron
para una inspeccion macroscoépica exhaustiva y posterior a esto los fragmentos de
higado se fijaron con formaldehido al 3,7% en PBS. Finalmente, los higados fijados
fueron incluidos en parafina y los cortes tefiidos mediante la técnica de acido
periodico de Schiff (PAS) para su estudio histolégico. Por otra parte, el mismo
procedimiento de infeccion hepatica amibiana se realizé en ratas Wistar (Rattus
norvegicus albinus) de 200-250 g de peso, pero inyectando 1x10° amibas / 100 g

de peso corporal.
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El nivel de respuesta inflamatoria de cada condicién se determind contando los
leucocitos presentes en micrografias de 13 focos inflamatorios, seleccionados
previamente mediante microscopia de luz con aumento de 40X. El conteo de
leucocitos se realiz6 de manera automatizada mediante el software ImageJ 1.47v

National Institutes of Health, USA, JAVA 1.6.0_20.

6.4 Suero de diferentes especies de animales

Diferentes especies animales susceptibles de desarrollar infeccién hepatica
amibiana (humano y hamster) y resistentes (rata Wistar, cobayo, rata Long Evans,
cabra, borrego, vaca y conejo) fueron sangradas mediante diferentes técnicas de
extraccion, obteniendo entre 6-10 mL de sangre total por cada una. El suero fue
separado mediante centrifugacion a 4 °C y almacenado a -70 °C hasta su uso. Para

esta obtencion se usaron cuatro animales (machos o hembras) de cada especie.

6.5 Niveles de complemento (CH50) determinado mediante ensayo
automatizado basado en liposomas

La actividad de complemento (CH50) se determiné en todos los sueros de las
diferentes especies de animales utilizando el kit comercial de inmunoensayo de
liposomas (Wako Autokit CH50) en el equipo automatizado Beckman AU680.
Cuando la muestra en cuestion es mezclada con el reactivo que contiene los
liposomas, el complemento presente es activado mediante complejos inmunes
antigeno-anticuerpo contenidos en la membrana de los liposomas, provocando la
formacion del MAC y por tanto una lisis del liposoma, quien libera a la enzima

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) contenida dentro de él. Posteriormente,
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la G6PDH reacciona con NAD y con glucosa-6-fosfato (segundo reactivo)
produciendo una reaccién enzimatica donde el NAD es reducido a NADH, siendo
éste ultimo cuantificado espectrofotométricamente (A=340 nm). El aumento en la
absorbancia de la muestra es proporcional a la actividad total del complemento
(CH50) presente en la muestra.

Es importante mencionar que el intervalo del ensayo CH50 basado en liposomas es
lineal dentro de un rango que va de 10 a 60 U/mL. Por lo tanto, los resultados que
no entren dentro de este rango pueden no ser fidedignos si las muestras se diluyen.
Es por esto que los resultados obtenidos fuera de este rango se expresan como <

0 > respectivamente.

6.6 Efecto litico amibiano de los sueros

Los trofozoitos virulentos de E. histolytica (1x10°) obtenidos de cultivos celulares se
incubaron con 1 mL de cada suero durante 2 h a 36 °C en balancin. Después de
este periodo, la viabilidad celular se determiné mediante la exclusion de azul tripan,
por medio de conteo directo en la camara de Neubauer. La viabilidad se compar6

con muestras control que contenian medio de cultivo TYI-S-33 en lugar de suero.

6.7 Purificacion del CVF

El factor hipocomplementémico del veneno de cobra (CVF) se purificé a partir de
preparaciones comerciales crudas del veneno de Naja haje (Sigma) mediante
cromatografia de exclusion molecular y cromatografia de intercambio idGnico como

lo describe Sharma et al. (2001). La pureza del CVF fue verificada por medio de
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electroforesis SDS-PAGE. La cantidad de CVF fue cuantificada por medio del
método de Bradford.

La actividad hipocomplementémica del CVF purificado se evalud in vivo inyectando
100 pg de CVF puro via intraperitoneal en ratas de ~200 g de peso, de acuerdo con
los procedimientos descritos por Van den Berg et al. (1991). Posterior a la
administracion, cada 24 h se sangraron las ratas de la cola (~1.5 mL), el suero se
obtuvo por centrifugacion a 4 °C y el efecto litico amibiano in vitro se evalué como
ya ha sido mencionado. Este procedimiento se realiz6 hasta observar la pérdida del

efecto litico amibiano.

6.8 Efecto del CVF in vitro e in vivo

Para evaluar el efecto hipococomplementémico del CVF in vitro, se obtuvo suero de
rata fresco y se descomplement6 mediante incubacion con CVF (5ug / mL) durante
2 ha 36 °C. Enseguida se determing el efecto litico amibiano del suero de rata fresco
(control) y del preincubado con CVF.

Para los experimentos in vivo, se inyectaron 100 ug de CVF via intraperitoneal en 4
grupos de ratas (4 ratas / grupo) y 24 h mas tarde se les inyectaron en la vena porta
1x10% amibas / 100 g de peso corporal. Ademas, 4 grupos de hamsters normales
(control) fueron inyectados intraportalmente con la misma cantidad de parasitos.
Finalmente, los animales fueron eutanasiados a las 6, 12, 24 y 48 h después de la
inyeccion de los parasitos y sus higados se procesaron para el analisis histologico,

como arriba se menciona.

28



El nivel de respuesta inflamatoria de cada periodo se determiné contando los
leucocitos presentes en micrografias de 13 focos inflamatorios de manera

automatizada utilizando el software antes mencionado.

6.9 Susceptibilidad amibiana al suero de rata fresco diluido con suero de
hamster

Se obtuvo suero fresco de rata y de hamster como arriba se menciona. El suero de
rata se diluy6 con suero de hamster en proporcion 1:10, 1:1y 10:1, y se incub6 con
trofozoitos virulentos de E. histolytica (1x10° / mL) durante 2 h a 36 °C en balancin.
Enseguida se comparé la viabilidad amibiana con los controles: a) sueros frescos
de rata y de hamster sin diluir, y b) suero de rata fresco descomplementado con
CVF (5 pg / mL). Este procedimiento se repitié tres veces por duplicado. Ademas,
este experimento fue repetido de la misma manera el mismo nimero de veces,
excepto que se utilizé suero de hamster descomplementado con calor (56 °C x 30

min).

6.10 Suero fresco heterélogo en la infeccion hepatica amibiana del hamster

A un grupo de hamsters (4 animales / grupo) le fueron retirados 3 mL de sangre de
la vena cava e inmediatamente después, por la misma vena, se le inyectaron 3 mL
de suero fresco de rata. Enseguida, a los hamsters se les inyectaron en la vena
porta 1x108 amibas virulentas resuspendidas en 2 mL de PBS. Los animales se
eutanasiaron 7 dias después de la inyeccién del parasito y los higados se

procesaron por histologia como se menciono6 anteriormente.
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6.11 Induccion de laresistencia amibiana al suero fresco de rata

El suero fresco de rata se diluyé en proporcion 1:5 con PBS y se esterilizd por
filtracion con filtros Millipore de 0.45 um. Después, en condiciones estériles, los
trofozoitos virulentos de E. histolytica (1x10°) se resuspendieron en 1 mL de suero
de rata diluido y se incubaron durante 2 h a 36 °C en balancin. Finalmente, la
viabilidad amibiana se determiné por la exclusién del azul tripan en cadmara de
Neubauer. De manera simultanea, los parasitos sobrevivientes de tubos duplicados
se cultivaron y después de 72 h se volvieron a exponer al suero de rata fresco

diluido. El procedimiento se repitié 10 veces.

6.12 Niveles C3 y C4 en sueros de rata, hAmster y humano

El contenido de C3 y C4 en sueros fresco de rata, hamster y humano se cuantifico
mediante un método inmunoturbidimétrico. Para este procedimiento se utilizé un kit
comercial que utiliza el equipo automatizado Architect c4000 de Abbott
Laboratories, Diagnostics Division. El método utiliz6 anticuerpos de cabra
policlonales anti-C3 y anti-C4, y ambas determinaciones se realizaron en tres
diferentes animales de cada especie. Ademas, también se determiné el contenido

de proteina total de cada suero.

6.13 Efecto de un inhibidor del receptor C3b sobre la actividad amibicida del
complemento de la rata

Para explorar la posible participacién de un receptor C3b de E. histolytica en la
actividad amibicida del complemento de rata, se incubaron 1x10° trofozoitos

virulentos durante 2 h a temperatura ambiente en balancin en presencia de 5 mg de
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azul de tripan (inhibidor de los receptores de C3b) previamente disuelto en 0.5 mL
de medio TYI-S-33. Después, las muestras se centrifugaron a 500 g x 3 min, se
descartaron 0.45 mL del sobrenadante y se afiadieron 0.45 mL del suero fresco de
rata previamente incubado con 10 mg de azul tripan durante 1 h a 4 °C en balancin.
Enseguida las amibas se incubaron durante 2 h a 37 °C en balancin y la viabilidad
celular se determin6 como arriba se menciona. Para este experimento, se usaron
sueros de ratas Wistar (2 machos y 2 hembras). La viabilidad se compar6é con

muestras de parasitos control que contenian medio de cultivo més azul tripan.

6.14 Analisis estadistico.
La prueba estadistica utilizada se menciona, cuando sea el caso, en las leyendas
de las figuras. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa GraphPad

Prism version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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7 RESULTADOS

7.1 E. histolytica desaparece del higado de rata en aproximadamente 6 h

Para determinar el tiempo de eliminacion del parasito del higado de la rata, se
realizé un estudio curso temporal de la infeccion hepatica amibiana en ratas y
hamsters. El tiempo de eliminacién del parasito del higado de la rata fue de ~6 h,
con minimo infiltrado inflamatorio (Fig. 11 A y E). Después de 24 h, solo se
observaron lesiones residuales sin parasitos (Fig. 11 B y E). Esto contrasta con lo
qgue ocurre en el hamster, el cual muestra un aumento gradual en la proliferacion

amibiana, infiltrado inflamatorio y destruccion tisular (Fig. 11 C - E).
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Figura 11. Fotomicrografias de cortes histolégicos de higados de ratay hdmster,
muestran la supervivencia de E. histolytica. Amibas (1x10%/100 g de peso) fueron
inyectadas en la vena porta de higados de rata y hamsters normales (4 / por grupo) y
después de 6 y 24 h los cortes de higado fueron procesados para histologia y tefiidos

mediante tincion de PAS. Ademas del andlisis cualitativo, también se cuantificé la
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respuesta inflamatoria contando los leucocitos presentes en los focos inflamatorios. A.
Higado de rata 6 h después de la infeccion. Se aprecian escasas amibas, rodeadas por
algunas células inflamatorias. B. Higado de rata 24 h después de infeccién. Sélo se
observan lesiones inflamatorias residuales sin amibas. C. Higado de hamster después
de 6 h de infeccidon. Se observan amibas bien conservadas rodeadas por células
inflamatorias y necrosis. D. Higado de hamster después de 24 h de infeccion. Se
observan abundantes parasitos bien conservados con destruccién tisular. E. El infiltrado
inflamatorio incrementa solamente en el hamster después de 24 h de infeccion. Las
amibas (flechas) y la necrosis (n) estan sefialadas. Para comparar ambos grupos se
utiliz6 ANOVA de una via con correccién de Bonferroni (nivel de significancia establecido
en P < 0.0083). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos como

se indica; ** P < 0.01. Los datos se presentan como la media + EEM.
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7.2 Laactividad amibicida in vitro del suero de rata se correlaciona con su
resistencia a la infeccién hepética amibiana

Para conocer si el complemento estaba relacionado con la rapida eliminacion de E.
histolytica del higado de la rata, se determind la actividad amibicida in vitro del suero
fresco de rata (resistente) y del suero fresco de hamster (susceptible). La actividad
amibicida de los diferentes sueros de hAmster muestran gran variabilidad (26-96%),

sin embargo la correspondiente a las ratas es 100% litica para el paréasito (Fig. 12).
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Figura 12. Susceptibilidad de E. histolytica a suero fresco de hamster y rata.

Las amibas (1x10% mL) fueron incubadas con suero fresco de rata y de hamster (4
animales / especie), y en medio de cultivo como control. Después de 2 h se determind
la viabilidad amibiana. Mientras que con el suero de hamster la sobrevida amibiana es
variable, con el de rata siempre es cercana a 0%. El analisis estadistico se realiz6
mediante el uso de ANOVA de una via, la comparacion entre los grupos se realizé segun
la correccidon de Bonferroni (nivel de significancia, P < 0.016). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos como se indica; *** P < 0.001. Los datos se

presentan como media + EEM.
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7.3 Los niveles de CH50 en las diferentes especies animales no esta
relacionado con su actividad amibicida

Se determinaron los niveles de CH50 en el suero de los animales normales, ya sea
susceptibles (hamster, humano) o resistentes (conejo, vaca, cordero, cabra, ratas
Long Evans y Wistar, y cobayo) a la amibiasis y se compararon con su actividad
litica sobre E. histolytica.

De todos los tipos de animales analizados, los sueros de la cabra y el humano
mostraron los niveles mas altos de CH50 (todas las muestras de cabra son >60
U/mL y las de humano estan entre 50 y >60 U/mL). Por el contrario, el hamster
mostré los niveles de CH50 més bajos (todas las muestras <10 U/mL), sin embargo
en todos los demés animales se observaron niveles variables de CH50, que van de
17.5 a 48.5 U/mL (Fig. 13A). Ademas, los niveles de CH50 de los sueros de las
diferentes especies animales no se correlaciona con su actividad amibicida ya que
los que tienen una mayor actividad de CH50 (humanos y ratas) permiten una
sobrevida amibiana de 60 y ~0%, respectivamente. Ademas, los sueros de hamster,
que contienen el nivel mas bajo de CH50, mostraron actividad amibicida similar al

grupo humano (Fig. 13B).
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Figura 13. Niveles de CH50 de los sueros de diferentes mamiferos y su correlacion
con la actividad amibicida. A. Niveles séricos de CH50 de las diferentes especies
animales (4 / grupo) determinados mediante el ensayo basado en liposomas. B. Niveles de
susceptibilidad amibiana al suero de las diferentes especies de mamiferos. Trofozoitos
virulentos de E. histolytica (1x10% mL) fueron incubados con los sueros de las diferentes
especies (4 / especie) y después de 2 h se determind la viabilidad amibiana. No se observa
una correlacion directa entre ambos valores. De todos los animales, solamente el hamster
y la cabra no se encontraron dentro del rango confiable de este ensayo (10-60 U/mL). El

analisis estadistico se realiz6 mediante el uso de ANOVA de una via con post-prueba

estadistica de Dunett (1=5%). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto

al hamster (en A) y al grupo control (amibas en medio TYI-S-33) (en B) como se indica; * P

<0.05, *** P < 0.001. Los datos se presentan como media + EEM.
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7.4 La actividad amibicida del suero de rata es mas alta que la del suero de
hamster y se debe al complemento

Para medir la potencia litica del suero de rata, éste se diluyo con suero de hamster
fresco y suero de hamster descomplementado por calor. La actividad amibicida del
suero de rata se mantiene si se diluye diez veces con suero de hamster fresco. Esta
actividad se debe al complemento ya que la preincubacion con CVF inhibié por
completo la actividad litica sobre E. histolytica (Fig. 14A). Ademas, cuando se diluye
suero de rata fresco con suero de hamster inactivado por calor
(hipocomplementémico), el complemento de rata mantiene su potente actividad
amibicida; incluso cuando esta en dilucién 1:10 destruye casi todos los parasitos
(~87%) (Fig. 14B). Otro resultado interesante fue que las amibas no desarrollan
resistencia al complemento de rata después de repetidas exposiciones (10 veces)

a concentraciones DL50.
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Figura 14. Efecto litico amibiano del suero de rata fresco diluido con suero de
hamster. A. Trofozoitos de E. histolytica (1x10% mL) fueron incubados con suero de rata
fresco, suero preincubado con CVF o suero diluido con suero de hamster y después de 2 h
se determiné la viabilidad amibiana. B. Se realiz6 un procedimiento similar pero con suero
de rata diluido con suero de hamster descomplementado por calor 1:10, 1:1, 10:1.

Ambas determinaciones en (A) y (B) se realizaron tres veces por duplicado. Ademas, en
ambos grupos se incluyeron sueros de hamster y rata sin diluir (controles). El analisis

estadistico se realiz6 mediante el uso de ANOVA de una via con post-prueba estadistica

de Dunett (0i=5%). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al grupo

control (amibas en medio TYI-S-33) como se indica; ** P <0.01, *** P < 0.001. Los datos se

presentan como media + EEM.
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7.5 El complemento es un factor de resistencia natural de larata a la infeccién
hepéatica amibiana

Para explorar si el complemento esta involucrado en la resistencia natural de la rata
a la infeccion hepatica amibiana, la sangre de hamster se diluyé de manera in vivo
con suero de rata fresco o suero de rata descomplementado por calor antes de la
inyeccion intraportal con las amibas virulentas. De estos tratamientos, solamente el
suero de rata fresco confirié resistencia al hAmster a la infeccién hepatica amibiana.
Ademas, contrario a los hamsters control (Fig. 15A), los paréasitos desaparecieron

de los higados en ausencia de dafo tisular (Fig. 15B).

Figura 15. Resistencia del hamster a la infeccion hepatica amibiana inducida por
transferencia intravenosa de suero de rata fresco. A los hamsters (4 animales /
grupo) le fueron retirados tres mililitros de sangre total, los cuales fueron remplazados
inmediatamente con tres mililitros de suero de rata fresco o tres mililitros de suero de
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rata inactivado por calor (control), paso seguido se inyectd por vena porta 1x10° amibas
y los animales se eutanasiaron después de 7 dias. A. Aspecto macroscopico de los
higados de hamster tratados con suero de rata descomplementado por calor (control).
Se observan mudltiples lesiones tisulares ademas de hepatomegalia. B. Higados de
hamster tratados con suero de rata fresco. Se observa una completa inhibicién del

absceso hepatico amibiano.
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7.6 El complemento no es el Unico factor de resistenciade larataalainfeccion
hepatica amibiana

Para determinar si el complemento es el unico factor de resistencia natural de la
rata contra E. histolytica, se realizé un estudio histologico curso temporal de la
infeccion hepatica amibiana en ratas normales y decomplementadas mediante la
inyeccion intraperitoneal con CVF. La hipocomplementemia no hizo susceptible a la
rata al AEAE .Esta Gnicamente prolongé la supervivencia de las amibas de 6 a 12
h, en la cual se pueden observar algunos parasitos rodeados por leucocitos
polimorfonucleares (Fig. 16A). Sin embargo, a pesar de la hipocomplementemia, los
parasitos desaparecen después de las 24 h (Fig. 16B). Por el contrario, el higado
de hadmster se caracterizé por un aumento gradual de amibas, infiltrado inflamatorio

y dafio tisular (Fig. 16 C - E).
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Figura 16. Supervivencia de E. histolytica en higados de hamster normal e higados
de ratas hipocomplementémicas. Amibas (1x10°/100 g de peso) fueron inyectadas en

la vena porta de higados de rata descomplementadas y hamsters normales (4 / por
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grupo) y después de 12 y 24 h los higados fueron procesados para histologia y tefiidos
mediante tincion de PAS. También se determind la respuesta inflamatoria contando los
leucocitos presentes en los focos inflamatorios. A. Rata tratada con CVF después de 12
h de infeccion. Las amibas se encuentran bien conservadas, rodeadas por pocas células
inflamatorias y sin dafo tisular. B. Rata tratada con CVF después de 24 h de infeccion.
Se observan lesiones inflamatorias residuales sin amibas. C. Hamster después de 12 h
de infeccion. Se observan amibas bien conservadas rodeadas por células inflamatorias.
D. Hamster después de 24 h de infeccion. Los parasitos bien conservados y la
destruccién tisular incrementan. E. Después de 24 de infeccidn, el nivel inflamatorio en
los higados es mas alto solamente en los hamsters. Las amibas (flechas) y la necrosis
(n) estan indicadas. El analisis estadistico se realiz6 con ANOVA de una via, a se
estableci6 en 0.0125 de acuerdo con la correccion de Bonferroni. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos como se indica; * P < 0.05. Los datos se

presentan como media + EEM.
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7.7 C3b estd relacionado con la potente actividad amibicida del
complemento de rata

Para determinar si los niveles de C3 y C4 estan asociados con la actividad amibicida
del complemento de rata, se compararon los niveles de estas proteinas con los del
hamster y humano. La rata, que es resistente al AHAE, mostré niveles mas bajos
de C3 y C4 en comparacion con el hamster y el humano, que son susceptibles a la
infeccion hepética amibiana (Fig. 17A). Por otro lado, se investigd si un receptor de
C3b podria estar implicado en la actividad amibicida del complemento de rata. Para
ese proposito, se determiné la capacidad litica amibiana del suero fresco de rata y
del suero fresco de rata incubado con azul tripan, que es un inhibidor del receptor
de C3b. En el suero incubado con azul tripan, la actividad litica del complemento de
rata hacia E. histolytica se inhibié considerablemente (Fig. 17B), lo que sugiere que

un receptor amibiano de C3b de rata estéd implicado en este fenémeno.
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Figura 17. Cuantificacion de los factores de (C3 y C4) mg/dL en suero fresco de
rata, hamster y humano y efecto del azul tripan sobre la actividad litica amibicida
del complemento de rata. A. Niveles de C3 y C4 en los diferentes sueros,
determinados mediante un método inmunoturbidimétrico de tres especies diferentes,
tanto resistentes (rata) y susceptibles a infeccion hepatica amibiana (Hamster y
humano). También, en todas las muestras, se determiné la cantidad de proteina total
(g/dL). No se observa diferencia estadisticamente significativa en las proteinas totales
de todas las muestras, sin embargo en todos los grupos si hay diferencia significativa
en los niveles de C3 y C4. B. Efecto del azul tripan sobre la actividad litica amibicida del
suero fresco de rata. Suero fresco de cinco ratas se incubd por separado con trofozoitos
virulentos (1x10%/ mL) durante 2 h, con y sin azul tripan. Después, la viabilidad amibiana
se determind y se compardé con la viabilidad de las amibas en el medio de cultivo (TYI-
S-33). El analisis estadistico se realiz6 con ANOVA de una via, a se establecié en 0.016
de acuerdo con la correccion de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos como se indica; * P <0.05, ** P < 0.01 *** P < 0.001. Los

datos se presentan como media + EEM.
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8. DISCUSION

A través de la evolucién, E. histolytica ha desarrollado diversas estrategias para
sobrevivir en sus hospederos, sobre todo las relacionadas con la evasion de la
inmunidad innata (complemento y TLR) y adaptativa (inmuno-modulacién) (Sacks
y Sher, 2002). La presencia, ausencia y/o las diferencias estructurales en las
moléculas involucradas en la respuesta inmune del hospedero podrian determinar
la susceptibilidad o resistencia a una infeccion especifica. Tal es el caso de la rata
ante la infeccion causada por E. histolytica ya que, a diferencia de otras especies
como el hamster, ésta es resistente a desarrollar infeccion hepatica amibiana (Fig.
12).

Debido a que el ciclo de vida del parasito no se ha logrado reproducir en animales
de experimentacion, el modelo del absceso hepatico amibiano experimental en
hamsters (AHAE), ha sido ampliamente utilizado para explorar los mecanismos de
patogenicidad de E. histolytica, debido a su gran reproducibilidad y similitud con la
enfermedad hepatica amibiana humana.

En los experimentos realizados en este trabajo, todas las especies de animales
examinadas mostraron niveles séricos variables de CH50 (Fig. 13A) los cuales no
se correlacionan con su efecto amibicida (Fig. 13B). La activacion del complemento
humano por la via clasica y la alterna ha sido observada en E. histolytica. La
participacion de la via alterna o la via de las lectinas del complemento en el efecto
amibicida del suero no pueden ser descartadas ya que el ensayo de CH50 utilizado
en este trabajo solamente evalla la actividad de la via clasica del complemento

(Hamelmann et al., 1992). El reconocimiento especie especifico de la via alterna del
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complemento ha sido ampliamente documentado. En este trabajo, el efecto litico
amibicida que muestran los sueros frescos de cobayo y rata (Wistar y Long Evans)
fueron sorprendentes. La resistencia al complemento humano observada en
diferentes cepas amibianas o bien, la adquirida por la exposicion repetida de E.
histolytica con sueros de humano y hamster se correlaciona con su virulencia. De
todas las especies animales analizadas, las amibas virulentas mostraron los mas
altos niveles de resistencia a los sueros frescos de hamster y humano (Fig. 13B).
Esto pudo deberse a: 1) que la adhesina amibiana contiene un epitopo parecido al
CD59 en humanos (proteina inhibitoria del MAC), 2) la activacion del complemento
en fase fluida por una proteasa de cisteina amibiana y 3) la incorporacion y
exposicién de los reguladores del complemento en la superficie del parasito. A
diferencia de esto, en los experimentos mostrados aqui, E. histolytica virulenta fue
completamente susceptible el suero fresco de rata (Fig. 12) y ésta no desarrolla
resistencia después de diez exposiciones repetidas, aun en una dilucién subletal del
suero de rata. Ademas, el potente efecto amibicida del suero fresco de rata se
mantiene cuando se diluye diez veces con suero de hamster fresco o
descomplementado (Fig. 14). En este trabajo se demostré que tal efecto se debe al
complemento ya que se observo una viabilidad amibiana ~100% cuando el suero
fresco de rata es incubado con CVF (Fig. 14A), que consume especificamente al
complemento debido a su actividad de C3 convertasa. Por otro lado, a pesar de que
el C3 es una proteina presente en las tres vias del complemento y C4 pertenece a
la via clasica y de las lectinas, su concentracion en suero no se correlaciona con la
actividad amibicida de los sueros de las especies resistentes y susceptibles a la

infeccion hepatica amibiana (Fig. 17A).
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Por otra parte, se sabe que la lisis celular dependiente del MAC es hasta 100 veces
mas eficiente en superficies que contienen C3b que las desprovistas de éste
(Guckian et al., 1978). Ademas, la union de la properdina a la superficies que activan
el complemento es necesaria para estabilizar a la C3 convertasa de la via alterna.
Se ha observado que la activacion de la via alterna del complemento de rata por
Babesia rodhaini da como resultado la union de C3b a través del receptor C3b del
parasito. Tal union facilita la infeccion de los eritrocitos ya que también contienen un
receptor para C3b. Se sabe que el azul tripan es capaz de bloquear los receptores
C3b del complemento presentes en diferentes parasitos y células de diferentes
especies animales. De forma similar, la union de C3b del complemento de rata a la
superficie amibiana puede estar involucrado en su potente actividad amibicida ya
que su efecto fue inhibido por el azul tripan (Fig. 17B), que como ya se mencioné
bloquea a los receptores de C3b.

El Factor H (FH) es un regulador negativo de la via alterna del complemento que
promueve la inactivacion de C3b y opera tanto en la fase fluida como en las
superficies propias. Varios patdgenos como Borrelia hermsii, Neisseria meningitidis,
estreptococos del grupo A, Yersinia enterocolitica y Candida albicans unen FH para
promover la inactivacion del complemento en sus superficies (Canales-Trevifio et
al., 1990). Por el contrario, una baja afinidad de la superficie amibiana por el FH
puede estar involucrada en la poderosa actividad amibicida del complemento de la
rata. Nuestros hallazgos sugieren que la via alternativa de complemento de la rata
es la principal responsable de su poderosa actividad amibicida.

Por otra parte, en varios animales como el raton, el conejo y el cobayo el parasito

induce dafio reversible en el tejido hepatico y las amibas son eliminadas en
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diferentes tiempos (Jarillo-Luna et al., 2002). Contrario a esto la infeccion hepética
amibiana en hamster y humanos es letal. Por lo tanto, es posible que todas las
especies animales mencionadas anteriormente tengan diferencias en su inmunidad
innata y/o adquirida las cuales pueden favorecer o evitar la supervivencia amibiana
y el dafio tisular.

En los experimentos in vivo realizados en este trabajo, E. histolytica desaparecio
del higado de rata en aproximadamente 6 h con minimo o nulo infiltrado inflamatorio
(Fig. 11) y la hipocomplementemia prolong6 el tiempo de depuracion amibiana a 12
h, en el cual se observaron algunos parésitos rodeados de células inflamatorias (Fig.
16). Esto sugiere que el sistema de complemento es responsable de la eliminacion
temprana de las amibas (aproximadamente en 6 h) del higado de rata y ademéas
apoya la idea que en este animal, y a diferencia de los hamsters, existen otros
factores de resistencia natural a la amibiasis. Dentro de éstos, las células
inflamatorias podrian ser responsables de la desaparicién tardia de las amibas,
(después de 12 h) probablemente por la actividad de la enzima iINOS que produce
oxido nitrico, un radical libre extremadamente téxico para E. histolytica (Olivos et
al., 2005). De acuerdo con esto, los macrofagos de diferentes especies animales
tienen grandes diferencias en la expresion de iINOS en respuesta a un estimulo
comun; por ejemplo, los macréfagos alveolares de rata, pero no los de hamster o
humano, sobre expresan la proteina iINOS en respuesta a LPS mas IFN-Y. Por otra
parte, en este trabajo también se demostrd que la resistencia de la rata puede ser
transferida a otras especies susceptibles ya que cuando se inyecto suero de rata
fresco a los hamsters por via intravenosa, seguida de la inyeccion parasitos a traves

de la vena porta, no se observo dafio en el tejido hepatico después de 7 dias de
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infeccion (Fig. 15). También, durante las primeras etapas de la infeccion de estos
animales se observaron similitudes histologicas con la infeccion hepatica amibiana
de la rata; es decir, las amibas se observan bien conservadas hasta las 6 h y estan
rodeadas por un escaso o nulo infiltrado inflamatorio (Fig. 16). Ademas, el suero de
rata fresco inactivado mediante calor (56 °C durante 30 min) no protege al hamster
de la infeccion hepética amibiana. Estos hallazgos indican que el suero fresco de
rata confiere a los hamsters resistencia a la infeccién hepética amibiana (como
ratas) incluso en presencia de células y moléculas del hAmster que son permisivas
para la infeccion hepética amibiana. Por el contrario, el suero de hamster fresco
inyectado en la vena cava de la rata no modificO su resistencia a la infeccion
hepética amibiana, posiblemente debido a la constante sintesis del complemento y
a la presencia de macréfagos activados que producen NO: y ROS.

En resumen, estos resultados muestran que los niveles de complemento (CH50)
presentes en los sueros frescos de diferentes especies animales no correlacionan
con su actividad amibicida. Ademas, el complemento presente en el suero, a través
de su via alterna, es responsable de la resistencia natural de la rata a la infeccion

hepética amibiana.
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9. CONCLUSION

El complemento sérico, a través de la via alterna, contribuye a la resistencia natural
de la rata a la amibiasis hepatica experimental. Por supuesto, la rata puede albergar
otros factores de resistencia (como las células PMN y/o los macrofagos) para la

resistencia a la infeccion por E. histolytica.
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APENDICE

A. Informacidn sobre las pruebas realizadas

e Inhibidor del receptor de C3b (Azul tripan)

El azul tripan es un colorante acido diazo sulfonado, cuyo mecanismo de accion no
ha sido bien caracterizado. Se propone que sus anillos sulfonados poseen la
capacidad de unirse a proteinas tales como las enzimas lisosomales, a tiroglobulina
(T4) y a sitios especificos en la albiumina sérica (Lloyd et al., 1967).

El azul tripan ha sido ampliamente utilizado como agente inhibidor de la fagocitosis
mediada por complemento ya que se une a los receptores de C3b impidiendo su
interaccion con la célula receptora. Ademas, este colorante ha sido utilizado in vivo
e in vitro para estudiar la funcion del receptor de C3b en diversos aspectos de la

respuesta inmune (Guckian et al., 1978).

NH, H,N
OH HO
HO4S O O SO,H
&z 4
afials
SO;H HO4S

Figura 18. Estructura quimica del azul de tripan
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e Prueba de CH50 (complement hemolytic 50)
La actividad total de complemento CH50 es una prueba realizada para evaluar el
nivel de funcionamiento del sistema del complemento, debido a que ésta evalla la
actividad litica total y no los niveles de sus factores o componentes.
Este ensayo es un analisis litico que determina la cantidad de complejos de
complemento terminales, es decir complejos de ataque a la membrana, requeridos
para producir una lisis del 50% de eritrocitos de oveja sensibilizados o liposomas,

segun sea el reactivo utilizado (Costabile, 2010).

e Factor hipocomplementémico del veneno de (cobra CVF).

A principios del siglo XX se descubrié que el veneno de cobra poseia una fuerte
actividad inhibitoria del complemento. Desde entonces el CVF ha sido utilizado para
consumir de manera eficaz y selectiva al sistema de complemento (Sharma et al.,
2001).

El CVF es una proteina presente en el veneno de cobra y tiene un peso molecular
de ~149 KDa. Con el fin de explorar las funciones del sistema de complemento,
éste es utilizado en investigacion para descomplementar selectivamente el
complemento presente en el suero de diferentes especies de mamiferos,
especialmente la multifuncionalidad de la molécula de C3, debido a que tiene una
similitud estructural y funcional con el CVF. Ademas, debido a que el CVF posee
actividad tipo C3b, en presencia de Mg?* se le une el factor B de la via alterna, que
son consecutivamente activados por el factor D formando la convertasa de C3
dependiente de CVF (CVFBDb). Esta convertasa de C3 dependiente de CVF es

extremadamente estable comparada con la convertasa C3 normal de la via alterna
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(C3bBb), ya que no es reconocida por los inhibidores (factores H e |) de la via
alterna. Eventualmente, del mismo modo como sucede en la cascada de la via
alterna, la convertasa CVFBb posee la capacidad de activar a la molécula de C5. El
tiempo de vida media del CVF es variable entre especies, (conejo 32 h y raton 24
h). La eliminacion del CVF in vivo es acelerada por la generacion de anticuerpos
anti-CVF (~ 5 dias). Debido a la formacion de estos anticuerpos anti-CVF no es
posible generar el efecto inhibitorio por segunda vez en el mismo animal, adn si se

le administrara una dosis mayor (Van den Berg et al., 1991).
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B. Preparacion de reactivos
Stock de fosfatos pH 7.2
NaH2PO4H20............ccoeenneiil. 0.15M

NaH2POa......ccvvieiiiiiie . 0.15M
Adicionar monobasico al dibasico hasta llegar a un pH final de 7.2

Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS)

NaCl........oooiiii 1449
Disolver el NaCl y aforar a un volumen de 1 L con agua desionizada

Preparacion de azul de tripan

Disolver el azul de tripan en 100 mL de PBS

Medio de cultivo TYI-S-33

Biosate peptona....................... 120 g
Dextrosa.......ccovveviiiiiiiiieanen 40 g
KoaHPO4....oooi 49
KH2POa4. .o, 2449
NaCl ..., 8¢
Cisteina..........cooeviiiiiii, 49
Acido AscOrbico........................ 0.8¢

Citrato férrico de amonio (FAC)... 90mg

Disolver secuencialmente los compuestos en 3480 mL de agua bidestilada.
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 1N

Filtrar con papel filtro

Esterilizar a 121 °C por 15 min

Suplementar el medio con vitaminas 3% (tween 80 Mixtone) y suero bovino adulto
10%

Persulfato de amonio (APS)

Persulfato de amonio................ 50.0 mg
Disolver en 500 uL de agua desionizada. Preparar al momento
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Amortiguador pH 8.8 (Tris/HCI)

Trs1.5M 18.15 mg

Aforar a un volumen de 100 mL con agua desionizada y ajustar el pH con HCI
Amortiguador pH 6.8, 0.5 M (Tris/HCI)

THS (o 6.0 mg
Ajustar el pH con HCI y aforar a un volumen de 100 mL con agua desionizada.

Gel separador (para 4 geles al 12%)

[ L 4.8 mL
Glicerol .....coooviii 3.2mL
Amortiguador pH 8.8 (Tris/HCI) .... 6.0 mL
SDS 10% evvneieiiiii 240 pL
Acrilamida ... 9.6 mL
APS L 100 pL
TEMED ... 20 pL (adicionar al final)

HoO o, 6.0 mL

Glicerol ......coviiiiiiii, 0.8 mL

Amortiguador pH 6.8 (Tris/HCI) .... 1.0 mL
SDS 10% ovvnvieeiiiiieeeeeea 1.6 mL

TEMED ... 15 uL

Aforar a 1L con agua desionizada

Amortiguador de corrida con SDS

Tris25mM ... 3.03¢
Glicina 192 mM ............ooeiieits 1441¢g
SDS 10% v, 10 mL

Aforar a 1L con agua desionizada



C. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (BIORAD)
e Curva estandar

En tubos Eppendorf se afiaden las cantidades sefialadas en la siguiente tabla:

# Tubo H20 (uL) Albumina (mg/mL)
1 (Blanco) 1000 0
2 800 200
3 600 400
4 400 600
5 100 900

Tabla 1. Curva estandar

Se coloca en otra serie de tubos Eppendorf 1 mL del reactivo de Bradford y se
adicionan 20 pL del tubo correspondiente a la Tabla 1, se homogeniza
perfectamente y la absorbancia de cada tubo se determina a A= 595nm

Se traza una curva de calibracion Abs vs Conc de albumina y se interpola el
resultado de la muestra problema.

Nota: El reactivo de Bradford (BIORAD) se diluye 1:5 en H20
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1. .Llos cortes se Desparafinan y deshidratan como a continuacion se indica:

D. Tincién de PASS

a. Xilol 1, 30min

b.
C.
d.
e.

Xilol 2, 30min

Xilol-alcohol absoluto, 45min
Alcohol absoluto, 20min
Alcohol 96%, 20min

f. Agua de la llave

g.
2.

3.

8.

9.

Agua destilada
Colocar las laminillas en acido peryédico (0.5%) por 10 min

Realizar 3 lavados con agua destilada

. Incubar con reactivo de Schiff 10 min
. Lavar con agua destilada
. Colocar las laminillas en disulfito de sodio (0.5%) por 6 min

. Lavar con agua de la llave por 10 min

Colocar las laminillas en hematoxilina de Harris 5 min

Pasar las laminillas en alcohol &cido (1 bafio rapido)

10. Lavar las laminillas con agua de la llave

11. Pasar las laminillas en solucién de carbonato de Litio 1% (3 veces)

12. Lavar las laminillas con agua de la llave

13. Regresar las laminillas por el tren de deshidratacion en el orden inverso con los
mismos tiempos.

14. Montar las laminillas en resina hidrofébica.
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ANEXO

A. Absceso hepatico amibiano en hamster: virulencia de E. histolytica.

Se inyecta 1x10° trofozoitos de E. histolytica virulentos resuspendidos en 0.2 mL de
PBS en la vena porta de un hamster y siete dias después el animal se eutanasia y

su higado se compara con el de un hamster normal.

Figura 19. Aspecto macroscépico del higado de hamster A. Control, higado normal.
B. Higado de hamster con siete dias de infeccion. Se observan lesiones amibianas

distribuidas en todos los l6bulos y hepatomegalia.
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B. Actividad del factor hipocomplementémico del veneno de cobra.

El CVF purificado (25 pg) se inyecto en la cavidad peritoneal de una rata Wistar de

aproximadamente 300 g de peso y después cada 24 h se obtuvo sangre de la cola

y se determind la actividad amibicida de su suero fresco.

25ug de CVF/300 gr

98.18
100 97.50

8B.38
80
72.34

&0
40
20

0.33

-

o 4.87

24
48 79

96

de viabilidad amebian:

=]

Horas

Figura 20. Actividad hipocomplementémica del CVF. Se incubaron 1x10® amibas /
mL de suero fresco de rata y después de 2 h de incubacién a 37°C se determin6 su
actividad amibicida. La hipocomplementemia es total después de 24 y 48 h de la
inyeccion del CVF y después los niveles de complemento gradualmente se restablecen

a los cinco dias.
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